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RESUMO

Resisténcia da planta daninha capim-branco (Chloris polydactyla) ao herbicida
glyphosate

Recentemente, tem sido constatadas falhas no controle da planta daninha capim-
branco (Chloris polydactyla) pelo herbicida glyphosate em areas de culturas anuais e perenes
no Brasil. Suspeita-se que estas falhas sejam decorrentes da selecdo de populagdes resistentes
desta planta daninha ao glyphosate. No entanto, at¢ o momento, poucos relatos estdo
disponiveis na literatura caracterizando estas falhas. Esta pesquisa teve como objetivo a
caracterizacdo dos niveis de suscetibilidade de populacbes que apresentaram falha de
controle, assim como estudar seus mecanismos de resisténcia. Também foi objetivo do
trabalho analisar comparativamente o crescimento das populacBes suscetiveis e as
supostamente resistentes ao glyphosate e avaliar a eficacia de herbicidas considerados
alternativos ao glyphosate. Na primeira etapa, foram estudadas 87 populacGes do capim-
branco vinda de diferentes regides do Brasil, das quais duas sobreviveram ao experimento
designado “screening”. Esses dois biotipos, 59 e 69, juntamente com outras 15 popula¢tes
suscetiveis, foram submetidos a experimentos de dose-resposta para a caracterizacdo de suas
suscetibilidades e determinacdo da dose eficiente de controle, da qual foi calculada em 705,41
g e.a. ha™ de glyphosate. Em seguida, os biétipos supostamente resistentes foram comparados
a um bidtipo suscetivel (34) para o calculo do fator de resisténcia, que variou entre 3,92 e
7,95, confirmando a resisténcia dos bidtipos. Nao foi possivel inferir claramente que existem
diferencas de crescimento entre os bidtipos resistente e suscetivel que implicaria em custo
adaptativo do bidtipo resistente. No entanto, fica evidente que nas fases iniciais de
crescimento, o bidtipo 34S foi ou superior ou estatisticamente igual ao biotipo 69R. Nao foi
possivel estabelecer uma relacdo entre diferencas de suscetibilidade entre os bidtipos,
portanto, a resisténcia do bidtipo 69R ao glyphosate ndo alterou sua suscetibilidade aos
herbicidas alternativos ao glyphosate aqui estudados. Na pds-emergéncia, clethodim e
fenoxaprop-P-ethyl foram eficientes para controlar os bi6tipos 34S e 69R, enquanto que em
pré-emergéncia, todos os herbicidas testados foram eficientes. O bidtipo 69R absorveu menor
quantidade de “glyphosate em relagdo ao bi6tipo 34S em todos os tratamentos, do qual foi
estatisticamente inferior aqueles contendo **glyphosate + surfactante n&o-idnico (0,25%),
Yglyphosate + sulfato de amodnio (3kg ha™) e '*glyphosate isolado. O tratamento que
proporcionou maior absorcdo para ambos os bi6tipos foi o *glyphosate + surfactante no-
i6nico. O bidtipo 69R teve absor¢cdo maxima (Amax) 17% inferior ao bidtipo 34S e maior
retencdo de “*glyphosate na folha tratada. O aciimulo de &cido chiquimico no bidtipo 34S foi
2,56 vezes maior que no bidtipo 69R. Mutagdes no gene que codificam a EPSPs dos biotipos
34S e 69R ndo foram observadas. Por fim, baseando-se nos dados aqui obtidos, é possivel
afirmar que a absorcdo reduzida, bem como a maior retengdo do *glyphosate nas folhas do
biotipo 69R, possuem papel importante na resisténcia desse bidtipo ao glyphosate.

Palavras-chave: Dose-resposta; Curva de crescimento; Controle quimico; Mecanismo de
resisténcia
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ABSTRACT
Resistance of Tall windmill grass (Chloris polydactyla) to glyphosate

It has been recently observed failures in controlling Tall windmill grass (Chloris
polydactyla) by glyphosate in agricultural areas in Brazil. It is suspected that these failures are
due to selection of resistant biotypes to glyphosate. However, to date, few reports are
available in the literature characterizing these failures. Therefore, this study aimed to
characterize the levels of susceptibility of differents populations of Chloris polydactyla, and
to study the possible mechanisms of resistance to glyphosate. It was also an objective of this
study to build a comparative growth analysis between populations, as well as evaluating the
effectiveness of alternatives herbicides to glyphosate. In the first step, 87 populations from
different regions of Brazil were studied, of which two survived the experiment called
"screening"”. These two biotypes, 59 and 69, along with 15 other susceptible populations were
subjected to a dose- response experiment for the characterization and determination of their
susceptibility to glyphosate and a baseline herbicide sensitivity was obteined, which was
calculated in 705.41 g ae ha™ of glyphosate. Then the supposedly resistant biotypes (59R and
69R) were compared to a susceptible population (34S) for calculate the resistance factor,
which ranged from 3.92 to 7.95, confirming the resistance of the biotypes. It was impossible
to infer accurately that there are differences in growth between the resistant and susceptible
biotypes of Tall windmill grass, which would imply in fitness penalty for the resistant
biotype. However, it is evident that in the early growth stages, in most of the variables
analyzed, the 34S was biotype or higher or statistically equal to biotype 69R. It was not
possible to establish a statistical difference in susceptibility among biotypes, therefore the
resistance of 69R biotype to glyphosate did not alter its susceptibility to alternative herbicides.
At post-emergence, clethodin and fenoxaprop-P-ethyl were efficient to control biotypes 34S
and 69R. On the other hand, at pre-emergence, all herbicides were efficient to control both
biotypes. The biotype 69R absorbed smaller amount of *glyphosate relative to 34S biotype in
all treatments, which was statistically inferior to those containing ““glyphosate + non-ionic
surfactant (0.25%), *glyphosate + ammonium sulfate (3 kg ha™) and **glyphosate alone. The
treatment providing greater absorption for both biotypes was *glyphosate + non-ionic
surfactant. Biotype 69R absorbed 17% less than the biotype 34S and had higher treated leaf
retention. The shikimic acid accumulation assay in the biotype 34S was 2.56 times higher
than in biotype 69R. Mutations in the gene encoding EPSPs were not observed. Finally, based
on data obtained here, it is clear that the reduced absorption and treated leaf retention of
glyphosate in biotype 69R, have an important role in the resistance of this biotype to
glyphosate.

Keywords: Dose-response; Growth curve; Chemical control; Mechanism of resistance
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1 INTRODUCAO

O capim branco (Chloris polydactyla) é uma planta daninha presente em diversas
culturas agricolas no Brasil, interferindo de forma significativa na produtividade agricola. Sua
infestacdo é tardia nos sistemas de producdo, e ocorre com frequéncia no momento da
dessecacdo da vegetacdo. Sendo assim, seu controle € normalmente feito através do uso do
herbicida glyphosate. No entanto, nos ultimos anos, tem sido observadas falhas de controle
pelo glyphosate, suspeitando-se de mais um caso de sele¢do de plantas daninhas resistentes a
este herbicida.

O primeiro passo apds o surgimento de bio6tipos suspeitos de resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas com poucos ou nenhum relato na literatura é realizar testes
experimentais comprobatorios da resisténcia (BURGOS et al., 2013; OWEN, 2011). Sendo
assim, curvas de dose-resposta sdo realizadas com o intuito de comparar bi6tipos suspeitos de
resisténcia com biotipos sabidamente suscetiveis (BECKIE et al., 2000).

Entretanto, para o caso do capim-branco existe um problema a mais neste tipo de
pesquisa, que é o fato de ndo existir recomendacdo oficial de doses de glyphosate para o
controle especifico da planta daninha, apesar de ser possivel encontrar recomendacdes para o
género Chloris spp., necessitando, portanto, desenvolver-se uma experimentacdo diferenciada
para que primeiro seja determinada a dose de controle em populacgdes suscetiveis, para depois
fazer as comparacGes entre 0 bidtipo suspeito e as populacdes selvagens ndo selecionadas,
também conhecida como “Baseline Herbicide Sensitivity — BHS” (BURGOS et al., 2013).

Apdbs comprovacdo de que a resisténcia existe, a etapa seguinte é determinar 0s
mecanismos que conferem resisténcia a esses biotipos, pois, segundo Merotto Jr. et al. (2010),
0 conhecimento do mecanismo de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é necessario
para a determinacdo das praticas de manejo mais adequadas. Testes devem ser feitos em
populagdes que foram selecionadas no campo e seus descendentes.

Existem diversas formas de classificar os mecanismos que conferem resisténcia a
herbicidas. De uma forma simplificada, é possivel classificar os mecanismos de resisténcia
em dois tipos: (a) relacionados ao sitio de acdo — TSR (target-site-based resistance)
(CARVALHO et al.,, 2012; GAINES et al., 2010; ALACON-REVERTE et al., 2013;
NANDULA et al., 2013) e (b) ndo-relacionados ao sitio de acdo — NTSR (non target-site-
based resistance) (CARVALHO et al., 2012; NANDULA et al., 2013; GE et al., 2012).

Também é necessario determinar herbicidas alternativos ao glyphosate. Os herbicidas

alternativos séo considerados aqueles com diferentes mecanismos de a¢do que podem ou nédo
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ser associados ao glyphosate ou mesmo serem aplicados isoladamente, e que tem eficicia de
controle tanto nos biotipos resistentes quanto suscetiveis ao glyphosate (WALSH; POWLES,
2007).

A Dbiologia da planta daninha deve ser também estudada comparando o biotipo
resistente com o suscetivel, principalmente no aspecto de adaptabilidade ecoldgica, uma vez
que alguns mecanismos de resisténcia como translocagdo diferencial no bidtipo resistente ou
mutacdo na EPSPs podem causar a penalidade adaptativa, ou seja, menor habilidade do
biotipo resistente em produzir massa seca, sementes ou mesmo raizes (PRESTON et al., 2009;
VILA-AIUB; NEVE; POWLES, 2009). Este tipo de comparacdo pode ser feito através da
elaboracdo de curvas de crescimento comparativa entre os biotipos (CHRISTOFFOLETI;
WESTRA; MOORE, 1997; SOUZA et al., 2012).

Baseando-se nestes aspectos, foi desenvolvida essa pesquisa com 0s objetivos de
estudar populacbes da planta daninha capim-branco com suspeita de resisténcia ao herbicida
glyphosate, mensurar o nivel de resisténcia comparando populacdes com suspeita de
resisténcia com populagdes suscetiveis, pesquisar os mecanismos que conferem resisténcia a
esses bidtipos, propor controles quimicos alternativos a essas populacbes ndo mais

controladas pelo glyphosate e fazer analise de crescimento comparativa entre os bi6tipos.

Referéncias

ALACON-REVERTE, R.; GARCIA, A.; URZUA, J.; FISCHER, A. Resistance to glyphosate
in junglerice (Echinochloa colona) from California. Weed Science, Lawrence, v. 61, n. 1,
p. 48-54, 2013.

BECKIE, H.J.; HEAP, I.M.; SMEDA, R.J.; HALL, L.M. Screening for herbicide resistance in
weeds. Weed Technology, Lawrence, v. 14, p. 428-445, 2000.

BURGOS, N.R.; TRANEL, P.J.; STREIBIG, J.A.; DAVIS, V.M.; SHANER, J.L.;
NORSWORTHY, J.K.: RITZ, C. Review: confirmation of resistance to herbicides and
evolution of resistance levels. Weed Science, Lawrence, v. 61, n. 1, p. 4-20, 2013.

CARVALHO, L.B.; ALVES, P.L.C.A.; GONZALEZ-TORRALVA, F.; CRUZ-HIPOLITO,
H.E.; ROJANO-DELGADO, A.M.; DE PRADO, R. Pool of resistance mechanisms to
glyphosate in Digitaria insularis. Journal of Agricultural and Food Chemistry, Davis,

v. 60, p. 615-622, 2012.



19

CHRISTOFFOLETI, P.J.; WESTRA, P. MOORE, F. Growth analysis of sulfonylurea-
resistant and —susceptible Kochia (Kochia scoparia). Weed Science, Lawrence, v. 45, p. 691-
695, 1997.

GAINES, T.A.; ZHANG, W.; WANG, D.; BUKUN, B.; CHISHOLM, S.T.; SHANER, D.L.;
NISSEN, S.J.; PATZOLDT, W.L.; TRANEL, P.J.; CULPEPPER, AS.; GREY, T.L;
WEBSTER, T.M.; VENCILL, W.K.; SAMMONS, R.D.; JIANG, J.; PRESTON, C.; LEACH,
J.E.; WESTRA, P. Gene amplification confers glyphosate resistance in Amaranthus palmeri.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA, Washington, v. 107,

p. 1029-1034, 2010.

GE, X.; D’AVIGNON, A.; ACKERMAN, J.J.H.; COLLAVO, A.; SATTIN, M.;
OSTRANDER, E.L.; HALL, E.L.; SAMMONS, D.; PRESTON, C. Vacuolar glyphosate-
sequestration correlates with glyphosate resistance in ryegrass (Lolium spp.) from Australia,
South America, and Europe: A *'P NMR investigation. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, Davis, v. 60, p. 1243-1250, 2012.

MEROTTO JUNIOR, A; KUPAS, V.R.; NUNES, A.L.; GOULART, I.C.G.R. Isolamento do
gene ALS e investigagdo do mecanismo de resisténcia a herbicidas em Sagittaria
montevidensis. Ciencia Rural, Santa Maria, v. 40, n. 11, p. 2381-2384, 2010.

NANDULA, V.K.; RAY, J.D.; RIBEIRO, D.N.; PAN, R.Z.; REDDY, K.N. Glyphosate
resistance in Tall Waterhemp (Amaranthus tuberculatus) from Mississippi is due to both
altered target-site and non target-site mechanisms. Weed Science, Lawrence, v. 61, p. 374-
383, 2013.

OWEN, M.D.K. Weed resistance development and management in herbicide-tolerant crops:
experiences from the USA. Journal Fur Verbraucheschutz and Lebensmittelsicherheit,
Berlin, v. 6, p. 85-89, 2011.

PRESTON, P.; WAKELIN, A.M.; DOLMAN, F.C.; BOSTAMAN, Y.; BOUTSALIS, P. A
decade of glyphosate-resistant Lolium around the world: mechanisms, genes, fitness, and
agronomic management. Weed Science, Lawrence, v. 57, p. 435-441, 20009.

SOUZA, R.C.; DIAS, A.C.; FIGUEIREDO, M.R.A.; OBARA, F.E.B.; CHRISTOFFOLET]I,
P.J. Growth of the Crabgrass species Digitaria ciliaris and Digitaria nuda. Planta Daninha,
Vicosa, v. 30, p. 317-325, 2012.

VILA-AIUB, M.M.; NEVE, P.; POWLES, S.B. Fitness costs associated with evolved
herbicide resistance alleles in plants. New Phytologist, Lancaster, v. 184, p. 751-767, 2009.

WALSH, M.J.; POWLES, S.B. Management strategies for herbicide-resistant weed
population in Australian dryland crop production systems. Weed Technology, Lawrence,
v. 21, p. 332-338, 2007.



20



21

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O género Chloris pertencente a familia botanica Poaceae, subfamilia Eragrostoideae, e
¢ composto por cerca de 40 espécies, das quais sao amplamente distribuidas em regides
tropicais e subtropicais. Algumas dessas espécies foram introduzidas no Brasil para serem
forrageiras, como é o caso da espécie Chloris gayana. Além desta, podem também ser citadas
as espécies Chloris pycnothrix, Chloris grandiflora, Chloris barbata e Chloris polydactyla
como sendo comuns no territério brasileiro. Seus nomes populares variam de regido para
regido, e podem ser chamados de capim-pé-de-galinha, capim-guayamum, capim-de-rhodes,
capim-cebola, capim-fino, grama-azul, graminha-de-campinas, falso-capim-de-galinha ou,
mais comumente conhecido no estado de S&o Paulo, como capim-branco (LORENZI, 2008).

A planta daninha capim-branco (Chloris polydactyla (L.) Sw.) € nativa do continente
americano, possuindo ampla distribuicdo geografica, encontrada desde o sul dos Estados
Unidos até a Argentina. Possui ciclo fotossintético do tipo C4, perene, ereta, pouco cespitosa,
de colmos glabros e sub-cilintricos, pode ter sua altura variando de 50 a 110 cm, a qual se
propaga tanto por sementes quanto por rizomas. (LORENZI, 2008). No Brasil, o capim-
branco é bastante comum em todas as regiGes geograficas, mais comumente encontrado em
areas agricolas das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, onde pode ser visto quase 0 ano todo
em floracdo. Como planta daninha, é considerada medianamente frequente, encontrada
principalmente em beira de estradas, pastagens e em pomares.

A interferéncia causada pela infestacdo das plantas daninhas é considerada um dos
maiores redutores da produtividade agricola em um sistema de producdo, uma vez que esses
agentes biolégicos competem principalmente por agua, luz e nutrientes com a cultura. Alguns
autores inferem sobre culturas de importancia econémica e social a nivel mundial, como soja,
milho, algodé&o e citros, e relatam que essas culturas podem sofrer perdas diretas da ordem de
53% (CARVALHO, 1993), 100% (BLANCO et al., 1976), 95% (DEUBER, 1999) e 25%
(CARVALHO et al., 2003), respectivamente, caso medidas adequadas de manejo nédo forem
adotadas no momento certo. Além da reducgéo do potencial produtivo pela interferéncia direta
das plantas daninhas sobre a cultura de interesse econémico, as plantas daninhas também
podem ter intervengdo indireta, dificultando a colheita, depreciando o produto final,
diminuindo a longevidade das culturas perenes e, em alguns casos, certas plantas daninhas
podem ser hospedeiras alternativas de pragas como insetos, fungos, nematoides, bactérias e
virus. As plantas daninhas também podem liberar compostos ao solo, conhecido como
compostos alelopaticos (MULLER, 1966), que inibem e/ou interferem em rotas metabdlicas
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da cultura de interesse, causando interferéncia quimica no crescimento e desenvolvimento das
plantas.

Os objetivos do manejo de plantas daninhas nas culturas sdao de minimizar as perdas
devido a interferéncia, beneficiar as condicGes de colheita, reduzir o incremento do banco de
sementes de plantas daninhas, evitar a selecdo de bi6tipos de plantas daninhas resistentes a
herbicidas, e tudo isso com a menor contaminagdo ambiental possivel e maior lucratividade.
Segundo Oliveira Jr. et al. (2011), a utilizacdo de herbicidas para o controle de plantas
daninhas se tornou a pratica mais utilizada, uma vez que é uma técnica de menor custo,
quando comparado com outros métodos de controle, e de alta eficcia agrondmica de controle
das plantas daninhas.

O glyphosate é o herbicida mais utilizado no mundo, e vem sendo aplicado ha mais de
40 anos nos mais variados sistemas de producdo. A adocdo de culturas resistentes a este
herbicida e a queda da sua patente no ano de 2000 podem ser citados como fatores decisivos
para sua ampla aceitabilidade e adogdo (DUKE; POWLES, 2008; GIANESSI, 2004). Esse
herbicida tem como mecanismo de acdo a inibicdo da 5-enolpiruvilchiguimato-3-fosfato
sintase (EPSPs) (EC 2.5.1.19), que é a responsavel pela reacdo de conversao do chiquimato-3-
fosfato e fosfoenolpiruvato em EPSP e fosfato inorgénico, na rota do &cido chiquimico
(GEIGER; FUCHS, 2002). Segundo Boudet, Graziana e Ranjeva (1985), esta rota metabdlica
pode ser responsavel por cerca de 20% de todo o fluxo de carbono e 35% de todos os
compostos fendlicos produzidos na planta. A inibi¢cdo da EPSPs resulta no acimulo de acido
chigquimico nas plantas e na reducdo da biossintese de aminoacidos aromaticos, como
triptofano, tirosina e fenilalanina, fundamentais na alocacdo do carbono nas plantas, além de
interferir na producdo de flavonas, isoflavonas, antocianinas, taninos condensados, ligninas e
outros compostos fundamentais para o desenvolvimento vegetal (AMRHEIN et al., 1980;
TAIZ; ZEIGER; 2009).

As plantas daninhas, como quaisquer outros seres vivos, estdo continuamente
evoluindo, portanto, sujeitas a selecdo natural. A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas
nada mais € do que a selecdo natural atuando em uma populacéo selvagem devido a agéo de
um agente selecionador. O resultado dessa selecdo, neste caso a presenga de bidtipos
resistentes, vem sendo um dos maiores desafios nos sistemas agricolas recentemente,
sobretudo pelo fato de um nimero exponencial de novos casos de resisténcia terem sido
reportados nas ultimas décadas nos mais diversos sistemas de producdo, associados

principalmente a alta dependéncia de herbicidas (JASIENIUK et al., 2008). Até 0 momento,
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218 espécies de plantas daninhas em 65 paises foram identificadas como sendo resistentes a
herbicidas em pomares, lavouras, pastagens e areas ndo agricolas (HEAP, 2014).

O surgimento de biotipos resistentes ocorre, com maior frequéncia, em areas onde ha
uso repetido de herbicidas de um mesmo grupo quimico ou pertencentes a diferentes grupos
quimicos, mas com o mesmo mecanismo de acdo (DUKE; POWLES, 2008; POWLES; YU,
2010). Segundo Gunsolus (2008), bidtipo pode ser definido como um conjunto de individuos,
dentro de uma populacdo, que possuem caracteristicas fenotipicas semelhantes, mas que
diferem em poucas caracteristicas genéticas. A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é
definida como a capacidade natural e herdavel de determinados bio6tipos, dentro de uma
populacdo, de sobreviver e se reproduzir apos a exposicdo a doses de herbicidas que seriam
letais a individuos normais (suscetiveis) da mesma espécie (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-
OVEJERO, 2008).

Os mecanismos que conferem resisténcia aos herbicidas nas plantas daninhas podem
ser classificados como: (i) alteracdo no sitio de acdo que o herbicida atua (NG et al., 2003;
KAUNDUN et al., 2008; WAKELIN; PRESTON, 2006; YU; CARNS; POWLES, 2007;
PEREZ-JONES et al., 2007; GAINES et al., 2010); ou (ii) diminuicdo da quantidade de
herbicida que chega ao sitio de acdo (POWLES; PRESTON, 2006; DINELLI et al., 2008; YU
et al.,, 2009; GE et al.,, 2010; SHANER; LINDENMEYER; OSTLIE, 2011). Pesquisas
apontam que 0 manejo no sistema de producdo pode inferir se haverd o aparecimento de
bidtipos resistentes devido a alteracdo no sitio de acdo do herbicida ou na quantidade que
atinge o sitio de acdo. O uso de dosagens de herbicidas superiores aquelas recomendadas em
rotulo podem selecionar bidtipos com resisténcia por alteragdo no sitio de acdo do herbicida e
doses abaixo da recomendada tendem a selecionar bidtipos com a habilidade de diminuir a
quantidade de herbicida que atinge o sitio de acdo (GARDNER; GRESSEL; MANGEL,
1998).

Alacon-Reverte et al. (2013), por exemplo, estudaram biotipos de capim-arroz
(Echinochloa colona) oriundos do norte da California quanto a sua suscetibilidade ao
glyphosate. Primeiramente, foi feito um experimento de dose-resposta e encontraram fator de
resisténcia de 6,6, ou seja, a razdo entre a dose de glyphosate necessaria para reduzir o
crescimento em 50% do bidtipo resistente pelo suscetivel foi 6,6 ou, em outras palavras,
foram necessarias 6,6 vezes mais herbicida aplicado no biotipo resistente para igualar um

dano de 50% causado ao biotipo suscetivel. Em seguida, foi feito o experimento de acumulo
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de chiquimato através da metodologia de Shaner et al. (2005), e esse fator de resisténcia se
reduziu para 5,0, quando estes foram quantificados quatro dias ap6s a aplicacdo de
glyphosate. A metodologia de avaliacdo do acumulo de chiquimato por meio de discos
foliares € muito utilizada como um experimento complementar quando se intenciona
descobrir 0 mecanismo de resisténcia ao glyphosate, uma vez que o ndo acumulo de acido
chiquimico pode se correlacionar com a insensibilidade da EPSPs, indicando a possivel
mutacdo no gene que a codifica, ou mesmo amplificacdo génica no cddigo genético. Em
seguida, com a finalidade de encontrar o mecanismo de resisténcia, foi realizado um
experimento para avaliar a absor¢éo e translocacdo do herbicida aplicado em uma folha para o
restante da planta, e foi concluido que ndo havia diferencas nem na absor¢do nem na
translocacdo entre os biotipos resistente e suscetivel. Por fim, através de técnicas moleculares,
foi realizado o sequenciamento parcial do gene que codifica a EPSPs, e foi encontrada uma
mutacdo na posi¢do 106, com substituicdo do amino&cido prolina por uma serina, mas esta
substituicdo pode também ser por outro aminoacido, como threonina, alanina ou leucina
(PEREZ-JONES et al., 2007; YU; CAIRNS; POWLES, 2007; PRESTON et al., 2009;
WAKELIN; PRESTON, 2006; KAUNDUN et al., 2008). Essa mesma mutacdo é também
documentada por Perez-Jones et al. (2007) na planta daninha Lolium multiflorum, em biétipos
do Chile e EUA. Apesar desse mecanismo de resisténcia conferir baixo fator de resisténcia
comparado com aquele que as culturas geneticamente modificadas possuem, as plantas
daninhas com esse tipo de mutacdo sdo capazes de sobreviver ap0s a exposicdo a dose
recomendada de campo (PADGETT et al., 1996).

Koger e Reddy (2005) estudaram biotipos de Conyza canadenses dos estados de
Mississippi, Arkansas e Delaware (EUA) quanto a suas suscetibilidades ao glyphosate e os
mecanismos de resisténcia que a conferem. Os autores concluiram que havia diferencas entre
0s bidtipos resistentes e suscetiveis, de forma que os biotipos resistentes chegavam a
translocar de 24 a 48% menos glyphosate marcado do que os bidtipos suscetiveis apds 48
horas dos tratamentos. Resultados semelhantes foram obtidos por Riar et al. (2011) e Vila-
Aiub et al. (2011) em capim-massambara (Sorghum halepense), por Feng et al. (2004) em
buva (Conyza canadenses) e por Perez, Alister e Kogan (2004) em azevém (Lolium

multiflorum).

Recentemente, foi descoberto por Xia et al. (2010) um novo indicio que fornece
maiores elucidacBes de como a translocacdo diferenciada entre bidtipos suscetiveis e

resistentes ocorre. Utilizando-se de glyphosate marcado em seu 4tomo *'P e NMR (Nuclear
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Magnetic Resonance), os autores avaliaram o comportamento do herbicida dentro de bidtipos
resistentes e suscetiveis de buva (Conyza canadenses) ao longo do tempo in vivo. Na
avaliacdo de 24 horas ap06s o tratamento dos biotipos com glyphosate, constatou-se a presenca
de 85% do herbicida dentro dos vacuolos do bi6tipo resistente, enquanto que apenas 15% foi
constatado nos vacuolos do bidtipo suscetivel. Esses dados explicam a diminuta translocacdo
observada por Feng et al (2004) e Koger e Reddy (2005) em bidtipos dessa mesma espécie. O
transporte do citoplasma para o vacuolo, uma vez que a barreira do tonoplasto deve ser
quebrada, € explicada pela existéncia de uma proteina carregadora em maior
concentracdo/especifica do bidtipo resistente (YUAN; TRANEL; STEWART, 2006).

Segundo Shaner (2009), a absorcéo reduzida e consequente translocacdo diferencial
pode ser devido a quatro fatores: (a) alteracdo do transportador de fosfato responsavel por
levar o glyphosate até o interior da célula por transporte ativo, podendo essa alteracdo ser
total, ou seja, o transportador ndo mais reconhece o glyphosate; (b) evolucdo de um novo
transportador que carrega o glyphosate para o vacuolo, prevenindo o glyphosate de atingir
tanto o floema quanto o cloroplasto; (c) evolugdo de um novo transportador, que bombeia o
glyphosate por transporte ativo para fora da célula diretamente para o apoplasto e; (d)
evolucdo de um transportador na membrana do cloroplasto que bombeia o glyphosate para
fora do cloroplasto, prevenindo que o herbicida atinja o sitio de acdo. A absorcdo e/ou
translocacéo diferencial pode conferir resisténcia a plantas daninhas com fatores de resisténcia
que variam entre 3 e 10.

Da mesma maneira que a translocacdo e absorcdo diferencial podem diminuir a
quantidade de herbicida que atinge o sitio de acdo, também existem casos de resisténcia de
plantas daninhas por meio da metabolizacdo da molécula de herbicida. A metabolizacéo,
didaticamente, é dividida em quatro fases: desintoxicagdo, conjugacdo, transporte e
armazenamento. Na primeira fase pode acontecer a oxidagéo, reducdo ou hidrolise, reacGes
que tornam a molécula de herbicida menos fitotoxica e, na maioria dos casos, essa reacdo é
realizada pela familia fitocromo P450 (WERCK-REICHHART, 2000; YUN et al., 2000).
Durante a fase 11, a molécula derivada da fase | sofre conjugacdo com acgucares, aminoacidos
ou tripeptidios por meio de enzimas como a glutationa, heme-glutationa ou glucose, tornando
a molécula menos fitotoxica e mais hidrossoluvel. Alguns herbicidas que possuem
determinados radicais podem vir diretamente para a fase de conjugacdo, ndo precisando
passar pela fase de desintoxicacdo (ANDERSON; GRONWALD, 1991; READE; MILNER,;

COBB, 2004). Ja na fase Ill, os compostos provindos da fase Il sdo transportados para o
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vacutolo ou espaco extracelular por transporte ativo. Transportadores ABC sdo o0 grupo mais
comum de compostos que participam dessa etapa da metaboliza¢do de herbicidas em plantas
(BARTHOLOMEW et al., 2002; KLEIN; BURLA; MARTINOIA, 2006). Por fim, a fase IV
envolve futura degradacdo da molécula resultantes da fase 111, podendo até ser incorporadas

futuramente em membranas celulares ou em algum outro composto celular.

Por outro lado, algumas plantas daninhas podem desenvolver resisténcia a herbicidas
através de mais de um mecanismo fisiolégico/bioquimico, ndo se limitando a apenas uma
caracteristica evolutiva. Nandula et al. (2013) estudaram a suspeita de resisténcia de
Amaranthus tuberculatus do Mississippi ao glyphosate por meio de experimento de dose-
resposta, absorcdo e translocacdo com glyphosate radioativo, acimulo de acido chiquimico e
sequenciamento genético. Os autores confirmaram a resisténcia do biotipo estudado, obtendo
fator de resisténcia 5, observaram que o bi6tipo suscetivel absorvia e translocava mais
glyphosate que o biotipo resistente. Além disso, os autores identificaram uma mutacdo no

gene que codifica a EPSPs: a substitui¢cdo de uma prolina por uma serina na posi¢édo 106.

Dentre as principais consequéncias da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas,
pode-se enumerar, segundo Christoffoleti e LOpez-Ovejero (2008), a restricdo ou
inviabilidade da utilizacdo de herbicidas importantes para certos sistemas de producgéo, perdas
de areas de plantio, perdas de rendimento e qualidade dos produtos das culturas agricolas,
necessidade de uma segunda entrada na area para o0 uso de um manejo mais eficiente (do qual
pode aumentar a compactacdo do solo e o custo do produto final), mudancgas no sistema de
producdo e, em alguns casos, aumento das doses de herbicidas, que tem como consequéncia o
maior impacto ambiental e elevacdo dos custos de produgdo, com consequente redugdo da

competitividade na comercializa¢do do produto final.

O predominio de um bidtipo resistente ao glyphosate aparece, normalmente, em areas
onde esse herbicida é usado com pouca ou nenhuma diversidade de praticas de manejo
(BECKIE, 2011). A diversidade nos sistemas de manejo de plantas daninhas se refere a
associacdo e/ou sequéncia de herbicidas com diferentes mecanismos de acdo durante 0 mesmo
ciclo da cultura, ou entre as rotagdes de culturas, acompanhadas de rotac&o de herbicidas, ou

mesmo a utilizacdo de ferramentas alternativas as quimicas no sistema de producao.

No Brasil, até o momento, foram confirmadas 32 espécies de plantas daninhas
resistentes a herbicidas, que incluem os inibidores da ALS (GAZZIERO et al., 1998),
inibidores da ACCase (VIDAL et al., 2006; LOPEZ-OVEJERO et al., 2005), auxinas
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sintéticas (ANDRES et al., 2007), inibidores da EPSPs (CARVALHO et al., 2011), inibidores
da PPO (TREZZI et al., 2006) e inibidores do fotossistema Il (FRANCISCHINI; OLIVEIRA
JR; CONSTANTIN, 2012). Desde a ampla ado¢do de culturas geneticamente modificadas
com resisténcia ao glyphosate, bem como a ampla adocdo de um sistema agricola dependente
desse ingrediente ativo, bidtipos resistentes ao glyphosate vém sendo selecionados em
culturas como milho, soja e pomares diversos. No Brasil, foram identificados bidtipos de buva
[Conyza bonariensis (L.) Cronquist] (VARGAS et al., 2007), voadeira [Conyza canadensis
(L.) Cronquist] (LAMEGO; VIDAL, 2008; MOREIRA et al., 2007), avoadinha [Conyza
sumatrensis (Retz.) E. Walker] (SANTOS, 2012), azevém (Lolium multiflorum Lam.)
(ROMAN et al., 2004; VARGAS et al., 2004) e capim-amargoso [Digitaria insularis (L.)
Fedde] (CARVALHO et al., 2011).

Dentre as praticas agronémicas que se relacionam com a selecdo de bidtipos
resistentes estdo o uso de doses de herbicidas acima da recomenda, uso de doses de herbicidas
abaixo da recomendada (MANALIL et al., 2011), utilizacdo de um mesmo mecanismo de
acdo repetidamente por um longo periodo e aplicacdo de herbicidas com efeito residual muito
prolongado. Por outro lado, ndo sdo apenas as praticas agrondémicas que influenciam a selecdo
de plantas daninhas resistentes a herbicidas, mas também, segundo Matiello et al. (1999),
fatores genéticos da planta (frequéncia inicial de biotipos resistentes, dominancia dos genes
que proporcionam resisténcia, tipo de fecundacdo e adaptacdo ecoldgica) e bioecoldgicos
(numero de geracGes por ano, taxa de reproducdo, longevidade dos propagulos no solo e
suscetibilidade da planta ao herbicida). Modelagem computacional para tentar prever o
aparecimento de bidtipos resistentes e a qual nivel eles serdo resistentes, nos ultimos anos,
vém sendo uma ferramenta muito utilizada por pesquisadores (GRESSEL, 2009;
GUSTAFSON, 2008; NEVE, 2008; NEVE et al., 2011).

Alguns biotipos dentro de uma populacdo podem ter se diferenciado do restante da
populacdo por serem resistentes a herbicidas, podendo ter diferente acimulo de massa seca,
diferente area foliar total e producdo de sementes diferenciada, na maioria das vezes menor
que o bidtipo suscetivel, caracteristica esta chamada penalidade adaptativa. Normalmente,
segundo Jasieniuk et al. (1996), esses biotipos com penalidade adaptativa ndo sao comuns em
uma populacdo quando ndo existe a presenca do herbicida, por estes bidtipos serem menos
favorecidos adaptativamente, dos quais sdo dominados por competicdo intra-especifica.
Entretanto, na presenca do herbicida, esses individuos tem a habilidade de sobreviver apos a

exposicdo do herbicida e reproduzir-se. A penalidade adaptativa pode explicar em partes
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porque a resisténcia ao glyphosate demorou mais tempo para aparecer do que a resisténcia a
outros herbicidas. Segundo Bradshaw et al. (1997) a penalidade adaptativa associada a
resisténcia de plantas daninhas ao glyphosate € maior do que a penalidade adaptativa que as
plantas daninhas possuem a outros herbicidas, sendo essa penalidade suficiente para suprimir

0s bidtipos resistentes em meio a populacdo sem a presenca do herbicida.

Diferencas relacionadas a penalidade adaptativa de biotipos resistentes ao glyphosate
foram documentadas por Pederson et al. (2007) e Preston e Wakelin (2008) em Lolium
rigidum. Por outro lado, Giacomini et al. (2014) n&o encontraram diferencas quanto ao
crescimento de bidtipos resistentes e suscetiveis ao glyphosate em Amaranthus palmeri, da

mesma forma que Melo (2011) em Digitaria insularis.

Pesquisas recentes foram realizadas no Brasil, mais especificamente nos estados do
Parané e Séo Paulo, das quais foram coletadas sementes de capim-amargoso em 62 diferentes
municipios para verificar a possibilidade de resisténcia ao glyphosate. Desses 62 municipios,
28 tiveram casos confirmados de resisténcia e 16 foram considerados pelos autores como “em
potencial para a selecdo de biotipos resistentes” (MELO et al., 2013). Na regido Centro-Oeste,
que inclui os estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goiés, foram estudadas 28
populacdes de capim-amargoso de diferentes cidades, das quais nove foram confirmadas
como resistentes e oito consideradas pelos autores como populagdes potencialmente
resistentes (CHRISTOFFOLETI et al., 2013). Trabalho semelhante foi realizado por Vargas
et al. (2010), que avaliaram 205 populagdes de Conyza spp. de diferentes regides de Rio
Grande do Sul. Os resultados confirmaram a resisténcia em 122 populagdes.

O conhecimento do mecanismo de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é
necessario para a determinacdo de praticas de manejo que previnam a ocorréncia de novos
bidtipos resistentes em outras areas e, principalmente, para o estabelecimento de programas
de manejo preventivo a selecdo de bidtipos resistentes, além da determinagdo das préaticas de
controle das plantas resistentes ja selecionadas (MEROTTO Jr. et al., 2010). Somente a partir
da integracdo do conhecimento das caracteristicas genéticas, bioecoldgicas e agronémicas,
sera possivel fazer o planejamento adequado dos sistemas de producdo como um todo para

que a sustentabilidade do sistema agricola seja atingida.
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3 CONFIRMACAO DA RESISTENCIA DE Chloris polydactyla AO HERBICIDA
GLYPHOSATE

Resumo

O objetivo desse trabalho foi verificar se falhas no controle da planta daninha capim-
branco (Chloris polydactyla (L) Sw.) quando expostos a aplicacdo do herbicida glyphosate
eram devido a falhas na aplicacdo ou um possivel caso de resisténcia. Para este fim, foram
coletadas 87 populaces dos estados de Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo e
Parana. Para melhor organizacdo dos dados, o trabalho foi dividido em quatro etapas. Na
primeira etapa, os bidtipos foram semeados em casa-de-vegetacdo em cinco repeticdes, onde
quatro foram submetidas & dose de 960 g e.a. ha™ de glyphosate e uma foi deixada para
classificagdo junto ao herbario ESA e coleta de sementes para o plantio da “geragdo F1”,
denominada esta etapa de "experimento screening”. Os bidtipos sobreviventes foram
selecionados para a segunda etapa do trabalho através de notas visuais de controle, juntamente
com 15 biétipos que foram eficientemente controlados pelo glyphosate (bi6tipos suscetiveis),
para a estimativa da dose base de controle (Baseline Herbicide Sensitivity - BHS), uma vez
que ndo existe recomendacdo oficial do ingrediente ativo glyphosate para o controle
especifico da espécie Chloris polydactyla. Na segunda etapa, foram semeados os bidtipos
sobreviventes com outros 15 biotipos suscetiveis para a realiza¢do de curvas de dose-resposta
com dez tratamentos e quatro repeticdes, com doses variando de 0 a 1800 g e. a. ha™ de
glyphosate, sendo esta denominada "geracdo F1". Da geracdo F1, foram obtidas as doses
necessarias para reduzir o crescimento das plantas em 80% baseados no controle visual
(GRgo) e fitomassa seca (LDgp), da qual seria a dose de recomendacdo estimada. Ap6s o fim
da segunda etapa, foram coletadas sementes da geracdo F1 e ressemeados 0s bi6tipos para a
confirmacdo da herdabilidade das caracteristicas genéticas que conferem resisténcia, sendo
denominada "geracdo F2", com a mesma metodologia de dose-resposta da segunda etapa. Por
fim, a quarta etapa comparou os bi6tipos com suspeita de resisténcia com aqueles suscetiveis
através da obtencdo de seu fator de resisténcia (GRso/GRsgs). Os resultados foram os
seguintes: a primeira etapa resultou que apenas dois bi6tipos dos 87 estudados sobreviveram a
aplicagdo do glyphosate na dose de 960 g e.a. ha™, que foram os biétipos de ndmero 59 e 69,
com controle visual de 60% para ambos. A segunda e terceira etapas mostraram, por meio da
GRgp e LDgo do bittipo 59 e 69, que a dose ideal de controle do capim-branco é de 705,41 g
e.a. ha™ de glyphosate. Por fim, comparando-se os biétipos resistentes com os suscetiveis por
meio da GRso, foram obtidos fatores de resisténcia (GRso/GRsgs € LDso/LDsos) que variaram
entre 3,92 e 7,95, confirmando a resisténcia dos dois bidtipos estudados.

Palavras-chave: Capim-branco; Bidtipos resistentes; Curva de dose-resposta

Abstract

This study aimed to determine whether failure to control the weed Tall windmill grass
(Chloris polydactyla (L) Sw.) when exposed to the herbicide glyphosate, were due to failures
in the application or a possible new case of glyphosate-resistance. To this end, 87 populations
from Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo and Parana were collected in field. To
better data organization, the research has been subdivided into four steps, as follows. In the
first step, the biotypes have been sown in greenhouse conditions and five replications, where
four were exposed to a dose of 960 g ae ha™ of glyphosate and the fifth was used to confirm
the species at the ESA herbarium and collection of seeds for planting the "F1 generation™.
This first step was designated as "screening”. The biotypes which survived, based on visual
rates, have been selected for the second step, along with 15 biotypes which were effectively
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controlled by glyphosate (susceptible biotypes), to estimate the baseline herbicide sensitivity
(BHS), since there is no official recommendation of glyphosate to control this specific
species. In the second step, the biotypes selected have been sown for dose-response
experiment, with ten treatments and four replications, with doses ranging from 0 to 1800 g a.e
ha™ of glyphosate, which was designated as "F1 generation". The effective rate GRgo and
LDg were used from “generation F1” to estimate the labeled rate. Seeds from F1 generation
were collected for a new dose-response experiment, to confirm the heritability of genetic traits
that confers resistance, designated as "F2 generation”, as the third step. The fourth step
compared the supposed resistant biotypes with those susceptible by obtaining its resistance
factor (GRso/GRsos and LDso/LDsgs). The results were as follows: the first step resulted in
only two survivers biotypes out of the 87 biotypes studied, at 960 g a.e. ha™ of glyphosate,
which the biotypes numbers were 59 and 69, with visual control of 60% for both. The second
and third stages showed, based on the GRgy and LDg, that the effective rate for control
Chloris polydactyla is 705.41 g a.e. ha™* of glyphosate. Finally, by comparing the biotypes 59
and 69 to a susceptible one, the resistance factors ranged between 3.92 and 7.95, by all means
confirming the resistance of Chloris polydactyla to glyphosate.

Keywords: Tall windmill grass; Glyphosate-resistant biotypes; Dose-response experiment
3.1 Introducao

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas esta entre as principais preocupacdes na
agricultura moderna na area da ciéncia das plantas daninhas. A resisténcia de plantas daninhas
ao herbicida glyphosate € um exemplo que ilustra bem a situacdo atual do manejo de plantas
daninhas nos sistemas agricolas ao redor do mundo. Este herbicida vem sendo usado na
agricultura em todo 0 mundo por mais de 40 anos e hoje é o herbicida mais comercializado no
globo. No mundo, foram identificados 28 espécies de plantas resistentes a este herbicida até o
momento, em 25 diferentes paises (HEAP, 2014). A diagnose rapida e precisa da resisténcia é
essencial para 0 manejo das populacdes selecionadas, principalmente aquelas que nenhum ou
poucos casos de resisténcia tem sido relatados na literatura.

Apesar de ja existirem relatos de possiveis casos de resisténcia do capim-branco
(Chloris polydactyla) ao glyphosate (BRUNHARO et al., 2012; PLACIDO et al., 2013),
pesquisas mais detalhadas devem ser realizadas para verificar se os casos relatados séo devido
a, por exemplo, diferencas naturais de suscetibilidade ao glyphosate por diferencas regionais,
e estipular uma dose base de controle baseada em bio6tipos suscetiveis dessa espécie, uma vez
que ndo existe recomendacgéo oficial para a utilizacdo desse herbicida para o controle do
capim-branco (BURGOS et al., 2013).

O herbicida glyphosate é o produto quimico mais usado para a eliminagdo de plantas

daninhas no mundo devido, principalmente, a introducdo e vasta expansdo das plantas
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geneticamente modificadas para a resisténcia a esse produto (DILL; CAJACOB,;
PADGETTE, 2008). H& cerca de quinze anos atras, mais especificamente antes da ampla
adocdo de culturas geneticamente modificadas para a resisténcia a herbicidas, ndo havia
plantas daninhas resistentes ao glyphosate, apesar de naquela época (meados dos anos 90) este
herbicida ja completava vinte anos de mercado (DYER, 1994). Este herbicida atua inibindo a
EPSPs (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase, E.C. 2.5.1.19), enzima esta que atua na rota
do acido chiquimico, responsavel pela ligacdo do chiquimato-3-fosfato com o
fosfoenolpiruvato que resultard na molécula EPSP e fosfato inorganico. Por esta inibicdo, a
biossintese de aminoacidos aromaticos, lignina, flavonas, isoflavonas, antocianina e muitos
outros compostos secundarios indispensaveis para a planta € comprometida, levando a planta
a morte (RIPPERT et al., 2004; TAIZ; ZAIGER, 2009). A EPSPs, segundo Velini et al.
(2012) possui elevado nivel de conservacdo, ou seja, ela esta presente em grande parte dos
vegetais de uma forma estavel/pouco mutada nas regides em que o herbicida atua,
caracteristica esta que confere ao glyphosate amplo espectro de acdo sobre os vegetais e

pouca seletividade.

Segundo a WSSA - Weed Science Society of America — (1998), para uma planta
daninha ser considerada resistente, é necessario que ela atenda a cinco critérios pré-

estabelecidos, a seguir:

a) Atender a definicdo de planta daninha resistente: resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas ¢ “a habilidade inerente de um bidtipo sobreviver e se reproduzir apos a
exposi¢do a uma dose de herbicida normalmente letal a um biotipo selvagem da
mesma espécie”. Por essa defini¢do, fica claro que a resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas pode ocorrer naturalmente ou induzida por técnicas como
engenharia genética ou selecdo de variantes produzidos por meio de técnicas de
cultura de tecidos ou mutagénese. Entretanto, pela definicdo acima, as culturas
geneticamente modificadas podem ser inclusas no grupo de plantas resistentes a
herbicida. Diante disso, Heap e Lebaron (2001) complementaram a definigédo da
seguinte maneira: “Planta daninha resistente ¢ aquela que anteriormente era
considerada suscetivel e ‘desenvolveu’ a capacidade de sobreviver a uma dose
recomendada de herbicida e consegue completar seu ciclo”. A palavra
“desenvolveu” nesta definicdo € usada no sentido de que as plantas daninhas nao
desenvolvem a capacidade, e sim sdo selecionadas pelo herbicida, de forma que o

biotipo resistente sempre existiu na populacdo, entretanto em baixa frequéncia.
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b)

d)

Dados para a confirmacdo da resisténcia: a confirmacdo da resisténcia de um
biotipo deve ser feita por um cientista ou um grupo idéneo, por meio da
comparacdo de um biodtipo supostamente resistente com um bidtipo sabidamente
suscetivel da mesma espécie, através da coleta de dados com repeticdes e anélise
estatistica.

A resisténcia deve ser herdavel: partindo do conceito de que a resisténcia se da por
meio de bidtipos selecionados previamente em uma populacdo, e que esses
bidtipos possuem a capacidade de sobreviver a exposi¢cdo de uma dose letal de
herbicida por possuirem caracteristicas genéticas em seu DNA que dao tal
habilidade, € imprescindivel que essas caracteristicas genéticas sejam herdaveis
para as proximas geracdes. Esse critério de confirmacdo é atendido por meio de
repeticdo do experimento com as partes reprodutivas do bidtipo a principio
utilizado. Por exemplo: houve um escape no campo, e essas plantas foram
coletadas para serem submetidas a um experimento de dose-resposta em casa de
vegetagcdo, em ambiente controlado. Ao final do experimento, seria ideal que
algumas plantas sejam deixadas para produzir sementes, estas coletadas e o
experimento repetido.

Definicdo prética de resisténcia: a WSSA considera que para uma planta daninha
ser considerada resistente, é necessaria a combinacao entre a definicdo cientifica e
a definicdo agrondmica de ambas. A definicdo cientifica ndo leva em consideracao
a dose recomendada do herbicida, pois, embora dois bi6tipos possam ser
estatisticamente diferentes quanto a resposta ao herbicida, isso nao
necessariamente implica que o herbicida ndo controla a resistente na dose
recomendada de campo. Por outro lado, a definicdo agrondmica sugere que 0
bidtipo, para ser considerado resistente, deva sobreviver a dose recomendada em
condi¢bes normais de campo. Se a planta daninha em questdo atender apenas a
definicdo da resisténcia cientifica, a WSSA considera que este caso pode ser um
caso de suscetibilidade diferencial de bidtipos sem consequéncias praticas.
Portanto, é necessario que a planta daninha em questdo cause um impacto pratico

no campo, quando sobreviver & dose recomendada.
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Na Gltima década, diversos métodos de deteccdo de resisténcia foram elaborados,
assim como a base de dados se expandiu mundialmente e se tornou facilmente acessivel, da
mesma forma como o compartilhamento de conhecimentos como confirmacao da resisténcia,

avaliacdo do nivel de resisténcia e distribuicdo geografica desses bidtipos-problema.

Burgos et al. (2013) apresentaram uma revisdao sobre testes para a confirmacdo de
resisténcia de varios grupos de herbicidas a varias espécies. Dentre os diversos citados, a
realizacdo de curvas de dose-resposta é o método mais utilizado na comunidade cientifica
(NANDULA et al.,, 2007; RITZ, 2010; RITZ et al.,, 2006; CARVALHO et al.,, 2011;
NORSWORTHY et al, 2011b; ALARCON-REVERTE et al., 2013; HERBICIDE
RESISTANCE ACTION COMMITTEE - HRAC, 2014). Esta técnica, quando aplicada para a
confirmacdo de resisténcia de bidtipos a herbicidas, se baseia na comparagdo estatistica da
dose que proporciona um determinado controle da planta daninha (estabelecido pelo
pesquisador) e de uma populacdo conhecidamente suscetivel com bidtipos dos quais ha a
desconfianca de que sejam resistentes. Segundo Burgos et al. (2013), quando estuda-se um
possivel caso de resisténcia pela primeira vez, a utilizacdo da metodologia de curvas de dose-

resposta continua sendo a mais indicada.

A diagnose acurada e rapida da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas € crucial
para 0 manejo e mitigacdo em um sistema de producdo. Ainda, um monitoramento detalhado
das mudancas na flora infestante é crucial para evitar perdas em varios aspectos por parte do
produtor. A partir do conhecimento sobre a presenca de plantas infestantes resistentes a
herbicidas ou ndo na area é possivel desenhar protocolos de manejo mais apropriado
(JOHNSON et al., 2009).

A planta daninha capim-branco (Chloris polydactyla (L.) Sw.) é uma planta daninha
nativa do continente americano e se distribui amplamente desde o sul do Chile até o sul dos
Estados Unidos da América do Norte. Esta planta, de ciclo C4, pode ser encontrada em
estagio de florescimento durante 0 ano todo e suas sementes possuem consisténcia aveludada,
caracteristica que ajuda em sua dispersdao pelo vento. Segundo Lorenzi (2008), a planta
daninha esta presente em alta frequéncia no Brasil, nas regides Norte e Centro-Oeste,
considerada medianamente frequente e dominante de beiras de estradas, pastagens e pomares.
O mesmo autor menciona que a planta, até o ano de publicacdo de seu trabalho, estava
chegando a areas do Parand. Entretanto, recentemente, tem-se notado a grande disperséo

geografica dessa planta daninha em toda a regido sudeste e sul do Brasil, e também pode ser
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encontrada em &reas de producdo de gréos, pastagens e areas ndo-agricolas do centro-oeste.
Segundo Carvalho et al. (2005), a planta daninha capim-branco possui alta producéo final de
massa seca e alta producdo de sementes, caracteristicas que a torna altamente competidora
dos recursos naturais com a cultura de interesse agricola. Nos altimos anos, relatos de falhas
de seu controle pelo herbicida glyphosate por parte de agricultores vem sendo feitos,
principalmente em areas de producdo comerciais como lavouras de soja e pomares citricos.
Diante do exposto, fica evidente que a constatacdo acurada da resisténcia dessa planta daninha
é indispensavel para que medidas de manejo eficientes sejam tomadas. Portanto, o objetivo
desse trabalho é seguir metodologia de comprovacdo da resisténcia do capim-branco ao
glyphosate, por meio de experimentos de dose-resposta.

3.2 Material e Métodos
Com o intuito de cumprir todos os critérios estabelecidos pela WSSA (1998) e para
melhor organizagdo dos dados, 0s experimentos relacionados a confirmacéo da resisténcia de

biotipos de capim-branco ao glyphosate foram divididos em quatro etapas.

3.2.1 Primeira etapa — “Screening” das populacdes coletadas no campo

As sementes da planta daninha capim-branco foram coletadas em diversas localidades
agricolas em areas onde o seu controle pelo herbicida glyphosate foi considerado ineficaz
(escapes). As coordenadas geograficas da area e a data foram anotados em sacos de papel no
momento da coleta e trazidas ao Departamento de Producdo Vegetal da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, Piracicaba-SP, onde as sementes de cada populagdo foram
cadastradas, conforme relatado na Tabela 3.1. Na Figura 3.1 podem ser observados os locais
aproximados de coletas no mapa do Brasil, sendo que as 87 amostras foram oriundas dos
estados de Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana e S&o Paulo.

Cada amostra foi semeada em vasos de plastico com capacidade de 1,0 L, preenchidos
com substrato comercial, devidamente e igualmente adubados, com cinco repeticGes por
amostra, as quais posteriormente foram aplicadas quatro unidades e uma deixada até a
emissdo da panicula para a correta identificacdo junto ao herbario da ESALQ, e coleta de
sementes. Os vasos foram mantidos em casa de vegetagdo ao longo de sua condugdo, com
irrigacdo diaria de aproximadamente 4 mm, distribuidos durante o dia. A finalidade desta
etapa do experimento foi fazer o “screening” de populacGes possivelmente resistentes,

eliminando as populacdes suscetiveis, ou seja, as populacdes que nesta etapa mostravam-se
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suscetiveis eram eliminadas e as que apresentavam algum grau de resisténcia eram utilizadas
para posterior analise mais detalhada. Para isso, quando 50% + pelo menos uma planta
atingiram o estagio vegetativo 23, segundo a escala BBCH (HESS et al., 1997), foi aplicado o
herbicida glyphosate, marca comercial Roundup Ready® (Nome quimico: N-
(phosphonomethyl)glycine, Sal de Isopropilamina de glyphosate 648 g i.a. ha™ ou 480 g e.a.
ha), na dose equivalente a 2 L ha™ ou 960 g i.a. ha™. Para a aplicacio dos tratamentos foi
utilizado um pulverizador costal, trabalhando a uma pressdo constante de 2,0 bar e
pressurizado com CO,, equipado com ponta do tipo leque Teejet XR 110.02, onde os célculos
da quantidade de herbicida foram baseados em um volume de calda correspondente a 200 L
ha®, calibrados a altura de 0,50 m acima do alvo. As avaliacdes foram realizadas
semanalmente, até 35 dias ap6s a aplicacdo. Esse periodo de avaliacdo mais extenso que o
comumente adotado de 28 dias foi definido devido ao capim-branco apresentar sintomas
muito lentamente apds a aplicacdo do glyphosate. Apds esse periodo, foram anotadas as
populagdes que sobreviveram e as que ndo sobreviveram, da qual foi considerada
sobrevivente aquela populacdo que obteve controle visual menor que 80% comparado a uma
testemunha sem aplicacdo de herbicida (vaso deixado para identificacdo e coleta de
sementes), segundo escala da Asocicion Latino Americana de Malezas, (ALAM, 1974),
detalhada na Tabela 3.2.
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Tabela 3.1 — Amostras coletadas em campos com suspeita de resisténcia ao herbicida glyphosate. Piracicaba, 2013-2014

(continua)
Amostra Municipio Estado Data de Coleta Latitude Longitude
1 Amambai MS 7/1/2013 22°96'64" 55°05'96"
2 Amambai MS 7/1/2013 22°97'24" 55°01'727"
3 Antonio Jodo MS 14/01/2013 22°10'67" 56°02'059"
4 Aral Moreira MS 10/1/2013 22°91'86" 55°41'444"
5 Aral Moreira MS 10/1/2013 23°01'17" 55°60'068"
6 Laguna Carapé MS 2/1/2013 22°62'34" 55°40'15.7"
7 Ponta Pora MS 2/1/2013 22°64'63" 55°51'56.4"
8 Ponta Pora MS 2/1/2013 22°48'37" 55°60'9"
9 Sete Quedas MS 19/12/2012 23°76'5" 54°88'22"
10 Aral Moreira MS 10/1/2013 23°00'57" 55°45'23"
11 Laguna Carapa MS 20/12/2012 22°95'69" 55°49'04"
12 Tacuru MS 3/2/2013 23°54'43" 55°03'1.11"
13 Aral Moreira MS 10/1/2013 22°97'27" 55°33'4,69"
14 Ponta Pora MS 4/1/2013 22°76'86" 55°41'0,93"
15 Amambai MS 9/1/2013 22°99'58" 55°22'179"
16 Amambai MS 8/1/2013 23°09'08" 55°15'8,53"
17 Aral Moreira MS 14/01/2013 22°97'97" 55°35'93"
18 Tacuru MS 3/1/2013 23°69'92" 55°06'86"
19 Laguna Carapa MS 2/1/2013 22°61'85" 55°34'87.2"
20 Tacuru MS 3/1/2013 23°62'81' 54°82'022"
21 Laguna Carapa MS 3/1/2013 22°61'84" 55°23'491"
22 Aral Moreira MS 10/1/2013 22°90'78" 55°44'525"
23 Laguna Carapa MS 4/1/2013 22°57'98" 55°12'953"
24 Goioeré PR 8/2/2013 24°07'59,2" 53°03'24.4"
25 Amambai MS 8/1/2013 23°17'86 55°35'17"
26 Amambai MS 8/1/2013 23°28'63" 55°27'002"



Tabela 3.1 — Amostras coletadas em campos com suspeita de resisténcia ao herbicida glyphosate. Piracicaba, 2013-2014
(continuacéao)

Amostr Municipio Estado Data de Coleta Latitude Longitude
a
27 Amambai MS 8/1/2013 23°26'77" 55°29'8,64"
28 Amambai MS 7/1/2013 23°13'73" 55°22'5,65"
29 Ponta Pora MS 4/1/2013 22°45'64" 55°44'9,88"
30 Amambai MS 8/1/2013 23°15'86" 55°23'4,72"
31 Aral Moreira MS 15/01/2013 23°26'77" 55°29'8,64"
32 Sao Miguel do Iguagu PR 14/12/2012 25°22°3,36' 54°11°4,97"
33 Peabiru PR 6/12/2012 23°52°'59" 52°2324"
34 Campo Mouréo PR 6/12/2012 24°02'42" 52°27'55"
35 Catanduvas PR 19/12/2012 25°21'45,1" 53°18'09,4"
36 Lindoeste PR 17/12/2012 25°12'11,8" 53°34'47,7"
37 Corbélia PR 18/12/2012 24°54'49,5" 53°11'40,6"
38 Lindoeste PR 17/12/2012 25°12'04,4" 53°33'51,5"
39 Cascavel PR 17/12/2012 24°45'49,6" 53°08'44,6"
40 Braganey PR 16/12/2012 24°48'59,6" 53°10'31,9"
41 Santo lIzidoro PR 10/12/2012 25°31'12" 53°14'16,3"
42 Santa Lucia PR 6/12/2012 25°21'23,7" 53°33'15,5"
43 Catanduvas PR 5/12/2012 25°07'44,3" 53°08'22,5"
44 Cascavel PR 19/12/2012 24°57'50,6" 53°23'54,7"
45 Sao Jodo D'Oeste PR 18/12/2012 24°58'36,4" 53°15'57,7"
46 Caarap0 MS 18/12/2013 22°37'38,77" 54°48'22,71"
47 Missal PR 18/12/2012 25°18°35,11" 54°14°79,22"
48 Diamante Do Oeste PR 4/12/2012 25°04°2,25' 54°12.0,47"
49 Campo Bonito PR 5/12/2012 25°21'21,7" 53°03'13,5"
50 Campo Bonito PR 5/12/2012 25°02'15,5" 53°02'38,1"
51 Campo Bonito PR 5/12/2012 25°59'20,0" 53°03'26,4"
52 Campo Bonito PR 5/12/2012 25°03'56,7" 53°00'46,1"
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Tabela 3.1 — Amostras coletadas em campos com suspeita de resisténcia ao herbicida glyphosate. Piracicaba, 2013-2014

(continuacéo)

Amostra Municipio Estado Data de Coleta Latitude Longitude
53 Quedas do Iguagu PR 22/11/2012 25°26'27,8" 52°5522,3"
54 Catanduvas PR 22/11/2012 25°20'37,7" 53°10'21,2"
55 Cascavel PR 22/11/2012 25°03'48,4" 53°13'13,8"
56 Lindoeste PR 17/12/2012 25°12'08,5" 53°34'13,3"
57 Quedas do Iguacu PR 21/11/2012 25°27'08,7" 52°26'14,6"
58 Cascavel PR 22/11/2012 24°59'00,4" 53°21'52,2"
59 Mamboré PR 16/01/2013 24°19'55" 52°39'55"
60 Formosa Do Oeste PR 20/01/2013 24°17'38,48" 53°19'30,59"
61 Ouro Verde Do Oeste PR 23/01/2013 24°44'28,15" 53°57'34,15"
62 Quatro Pontes PR 11/1/2013 24°33'40,81" 53°58'54,45"
63 Pato Bragado PR 11/1/2013 24°39'04,69" 54°14'18,34"
64 Iguipora PR 28/01/2013 24°31'5,22" 54°11'3,23"
65 Santa Tereza do Oeste PR 4/12/2012 25°04'57,2" 53°3721,1"
66 Braganey PR 16/12/2012 24°45'55,6" 53°06'14,9"
67 Braganey PR 16/12/2012 24°45'49,6" 53°08'44,6"
68 Braganey PR 16/12/2012 24°50'36" 53°08'40,2"
69 Matéo SP 18/01/2012 21°37'06,21 48°29'27,36
70 Braganey PR 18/12/2012 24°49'52 4" 53°07'56,1"
71 Cascavel PR 7/01/2013 24°53'55,9" 53°21'28,6"
72 Iguatu PR 7/1/2013 24°42'45,5" 53°01'0,24"
73 Iguatu PR 7/1/2013 24°42'45" 53°03'16,4"
74 Corbélia PR 10/1/2013 24°46'36,4" 53°18'32,5"
75 Corbélia PR 24/01/2013 24°48'05,1" 53°15'50,1"
76 Corbélia PR 24/01/2013 24°49'37,3" 53°12'35,6"
77 Corbélia PR 24/01/2013 24°48'57,6" 53°12'12,9"
78 Corbélia PR 24/01/2013 24°45'59,7" 53°10'58,1"



Tabela 3.1 — Amostras coletadas em campos com suspeita de resisténcia ao herbicida glyphosate. Piracicaba, 2013-2014

(conclusdo)

Amostra Municipio Estado Data de Coleta Latitude Longitude
79 Uberaba MG 30/01/2013 19°48'57,05" 47°48'56.28"
80 Porto Ferreira SP 30/01/2013 21°55'46,58" 47°28'47,77"
81 Guara SP 30/01/2013 20°27'10,74" 47°49'14,43"
82 Araras SP 30/01/2013 22°25'00,10" 47°20'24,87"
83 Aramina SP 30/01/2013 20°06'52,03" 47°46'06,43"
84 Cravinhos SP 30/01/2013 21°21'56,70" 47°47'01,88"
85 Ituverava SP 30/01/2013 20°21'42,24" 47°42'11,32"
86 Uberaba MG 30/01/2013 19°49'13,02" 47°59'51,11"
87 Piracicaba SP 22/02/2013 22°42'31,45" 47°37'40,50"

Notas: *Controle Visual, do qual varia de 0 (auséncia de sintomas visuais) a 100% (morte completa da planta).

47
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Figura 3.1 - Parte do mapa geogréafico do Brasil que ilustra a localizacdo aproximada do local
de coleta das populacGes estudadas. Piracicaba, 2013-2014

Tabela 3.2 — Escala de avaliagdo visual de controle de plantas daninhas proposta pela
Asociacion Latino Americana de Malezas, ALAM (1974)

Porcentagem de controle (%) Descri¢do do nivel de controle
0-40 Pobre
41-60 Regular
61-70 Suficiente
71-80 Bom
81-90 Muito bom
91-100 Excelente

Fonte: Adaptado de ALAM (1974)

As populagdes que sobreviveram foram selecionadas para o estudo posterior, bem
como algumas populagdes que tiveram controle efetivo pelo glyphosate. O motivo pelo qual
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foram selecionadas populagdes consideradas suscetiveis é por ndo existir, até 0 momento,
recomendacdo especifica para a espécie de capim-branco, apenas para o género Chloris spp.
como Chloris retusa e Chloris pycnothrix. Para o controle eficiente para essas ultimas
espécies, sdo sugeridas doses que variam entre 460 a 960 g i.a. ha™. Por esse motivo, foram
selecionadas 15 populagdes que foram controladas eficientemente pelo glyphosate com a dose
mais alta encontrada nas recomendacdes desse género (960 g e.a. ha™) e mais duas que ndo
foram bem controladas, uma vez que apenas duas de todas as 87 populagdes estudadas nédo
tiveram controle efetivo quando expostas ao glyphosate. Essa selecdo de populacGes foi
realizada para se obter uma dose de controle especifica para essa espécie, conhecido do inglés
como “baseline herbicide sensitivity” (BHS) (BURGOS et al., 2013).

O critério para a escolha das populac@es suscetiveis foi por meio de observagdes, com
diferencas nitidas de crescimento, ao mesmo tempo em que houve suscetibilidade ao
glyphosate, quantidade de sementes coletadas para facilitar um posterior estudo mais
detalhado ou mesmo proximidade geografica com a populagdo que ndo obteve controle

satisfatorio, conforme recomendacdes de Burgos et al. (2013).

3.2.2 Segunda etapa — Curvas de dose resposta ao glyphosate

As populacdes selecionadas na primeira etapa foram semeadas em vasos com
capacidade para 1,0 L, em substrato comercial, devidamente e igualmente adubados, na
quantia de 50 vasos por populagdo. Esse conjunto de bidtipos foi designado como “geracao
F17, por ser proveniente da coleta de sementes da etapa de screening. Cada populacdo foi
submetida a dez tratamentos com quatro repetigdes, totalizando quarenta vasos, portanto
foram semeados dez vasos extras para facilitar a homogeneidade do estadio de crescimento no
momento da aplicacdo e garantir o namero suficiente de plantas. Os vasos restantes foram
deixados junto com a testemunha sem aplicagcdo, com a finalidade de producdo de sementes e
repeticdo desse experimento, para que o critério de herdabilidade fosse satisfeito
(CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008). Nesta etapa, foram deixadas apenas trés
plantas por vaso por meio de desbaste a partir de um namero maior de seedlings.

Os tratamentos com o herbicida glyphosate foram realizados quando as plantas de
capim-branco estavam no estadio vegetativo 23, segundo a escala de BBCH (HESS et al.,
1997), e para isso foi utilizado um pulverizador costal, trabalhando a uma pressdo constante
de 2,0 bar e pressurizado com CO,, equipado com ponta do tipo leque Teejet XR 110.02, com
um volume de calda correspondente a 200 L ha™*. O delineamento experimental foi em blocos
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inteiramente casualizados com quatro repeticdes e dez tratamentos. A seguir, na Tabela 3.3,
os tratamentos com o herbicida glyphosate utilizados para todas as populacdes estdo descritos.

Tabela 3.3 — Lista dos tratamentos utilizados para o experimento de curvas de dose-resposta
para as populacdes selecionadas a partir da primeira etapa. Piracicaba, 2013-

2014
Tratamentos L ha'* g e.a. ha'**

1 0 0

2 0,1875 90

3 0,375 180
4 0,75 360
5 1,125 540
6 15 720
7 1,875 900
8 2,25 1080
9 3,0 1440
10 3,75 1800

*Produto comercial: Roundup Ready®, em litros por hectare. **Gramas de equivalente acido por hectare.

As avaliacBGes constaram de notas visuais de controle (ALAM, 1974), semanalmente,
até 35 dias apds a aplicacdo dos tratamentos, quando foi realizada a coleta do material
remanescente para a avaliagdo da fitomassa seca da parte aérea. O material vegetal
remanescente nos vasos foi coletado com a ajuda de uma tesoura de poda, cortando-se rente
ao solo as trés plantas de cada vaso, alocados em sacos de papel devidamente identificados e
levados para uma estufa de secagem de circulacao forcada por 72 horas a uma temperatura de
75°C. Apobs a secagem do material vegetal, 0 mesmo teve sua massa mensurada através de
uma balanca de preciséo de duas unidades decimais.

A andlise estatistica inicial foi realizada através do software SAS, onde foi analisada a
normalidade dos residuos e homogeneidade da varidncia. Segundo recomendacdes de Burgos
et al. (2013), se a homogeneidade de variancias ndo for significativa, a utilizacdo de
regressdes seria comprometida e outra metodologia teria que ser utilizada. Em seguida, foi
utilizado o pacote “drc” do software estatistico R (RITZ; STREIBIG, 2005) para as analises
das regressdes ndo-lineares do tipo log-logistica. A partir deste, os dados de controle visual
aos 35 dias apos a aplicacdo e os dados de fitomassa seca foram ajustados ao modelo log-
logistico citado por Knezevic et al. (2007), que possui a seguinte equacdo (Equacdo 3.1) de

regressao ndo-linear:
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d
Y =
1 + exp[b(logx — loge)]

(3.1)

Onde “Y” ¢é a variavel avaliada; “x” é a dose do herbicida utilizada; “b” ¢ a
declividade da curva ao entorno de “¢”, “d” é o limite superior da curva e “e” corresponde a
dose que proporciona 50% de resposta da varidvel. Neste caso, o limite inferior é zero,
levando a regresséo a trés parametros.

Em seguida, foram analisados os resultados obtidos a partir do software R no que se
refere ao calculo da quantidade de herbicida necessaria para reduzir o crescimento a partir de
avaliacdo visual da planta em 50%, 80% e 95% (também conhecida como GRsy, GRgy € GRgs
— Growth Reduction) bem como a quantidade de herbicida necessaria para “matar” 50%, 80%
e 95% da planta com base na fitomassa seca (também conhecida como LDsy, LDgg € LDgs —
Letal Dose) e seus respectivos erros padrdes. Essas estimativas sdo importantes quando se
estuda a suscetibilidade de plantas daninhas a herbicidas, pois é uma maneira de transformar
observacdes bioldgicas em numeros, facilitando sua compreensédo e interpretacdo. Além do
mais, foi também determinada a dose de controle para a planta daninha capim-branco (BHS),

que foi obtida através das GRgy e LDgy das populagdes consideradas suscetiveis.

3.2.3 Terceira etapa — Caracterizacao da dose de controle do capim branco (BHS)

Para a proxima etapa do trabalho, foram colhidas as sementes da geracdo F1,
provindas dos vasos extras que nao foram utilizados para o experimento de dose-resposta e
semeadas novamente, sendo denominadas de “geragdo F2”. Toda a metodologia aplicada na
segunda etapa do trabalho foi refeita, com a finalidade de atender ao critério de herdabilidade,
caso por fim alguma das populacgdes fosse considerada resistente. Novamente, foi determinada
a BHS de controle para a planta daninha capim-branco da “geragido F2”, que foi obtida através

das GRgp e LDgp das populagdes consideradas suscetiveis.

3.2.4 Quarta etapa — Determinacéo do fator de resisténcia

Como ultimo passo da comprovacdo de resisténcia, foram comparadas as populagoes
escapes com uma populacédo selecionada para “representar” as populacées suscetiveis.

Apdbs a definicdo da BHS (GRgy e LDgy — controle minimo para ser considerado
satisfatorio no campo) a populacao escolhida para representar as suscetiveis e as populacdes

gue foram consideradas como resistentes, tiveram seus GRsy e LDsy comparados (fator de
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resisténcia). O fator de resisténcia (GRso/GRsos € LDso/LDsgs) expressa 0 nimero de vezes
em que a dose necessaria para controlar 50% da populacdo resistente é superior a dose que
controla 50% da populacédo suscetivel (HALL et al., 1998). As comparacdes entre populacdes
a partir do GRgy, LDgyo € GRgp, LDgo também sdo comumente usadas e foram usadas nesse
experimento, contudo Seefeldt et al. (1995) ndo as recomendam isoladamente, por terem suas
estimativas e erros maiores que 0 GRs € LDsp, onde este é 0 método mais exato para estimar

suscetibilidade de plantas a herbicidas, segundo os autores.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Primeira etapa — “Screening” das populacdes coletadas no campo

As notas visuais obtidas aos 35 dias ap6s a aplicacdo do glyphosate para a realizagdo
do screening podem ser visualizadas na Tabela 3.4. A escolha do nivel de controle acima de
80% para ser considerado como planta controlada néo foi feita totalmente com base na escala
da ALAM (1974), onde, se baseado nessa escala, 61% de controle seria considerado um
controle satisfatorio, da qual essa porcentagem permitiria a algumas plantas daninhas se
reproduzir e dispersar suas sementes, fato este indesejado na maioria das situagdes normais de
campo. A partir dessa Tabela, é possivel concluir que com a dose discriminatoria de 960 g e.a.
ha™ foi possivel ter um controle visual superior a 80% na maioria das populacdes coletadas
para analise de resisténcia. Entretanto, as populacfes de Mamboré (PR) e de Matdo (SP)
tiveram controle visual ambas de 60%, o que provavelmente permitiria a essas plantas

continuar seu desenvolvimento e produgdo de propagulos.



Tabela 3.4 — Resultados do screening das amostras recebidas para avaliagdo da resisténcia ao glyphosate. Piracicaba, 2013 — 2014

Amostra Municipio Controle* | Amostra Municipio Controle | Amostra Municipio Controle
1 Amambai 100 30 Amambai 100 59** Mamboré 60
2 Amambai 100 31 Aral Morreira 100 60 Formosa Do Oeste 100
3 Antonio Jodo 100 32 Séo Miguel do Iguagu 100 61** Ouro Verde Do Oeste 90
4 Aral Morreira 100 33 Peabiru 100 62 Quatro Pontes 100
5 Aral Morreira 100 34** Campo Mourdo 100 63 Pato Bragado 90
6 Laguna Carapéa 100 35 Catanduvas 100 64 Iguiporé 100
7 Ponta Pord 100 36 Lindoeste 100 65 Santa Tereza do Oeste 100
8 Ponta Poré 100 37 Corbélia 100 66** Braganey 100
9 Sete Quedas 100 38 Lindoeste 100 67** Braganey 100
10 Aral Morreira 100 39 Cascavel 100 68** Braganey 100
11 Laguna Carapa 100 40 Braganey 100 69** Matéo 60
12 Tucuru 100 41 Santo Izidoro 100 70** Braganey 95
13 Aral Morreira 100 42 Santa Lucia 100 71** Cascavel 90
14 Ponta Pord 100 43 Catanduvas 100 72 Iguatu 100
15 Amambai 100 44 Cascavel 100 73 Iguatu 100
16 Amambai 100 45 Séo Jodo D'Oeste 100 74 Corbélia 90
17 Aral Morreira 100 46 Caarap6 100 75 Corbélia 90
18 Tucuru 100 47 Missal 100 76 Corbélia 90
19 Laguna Carapa 100 48 Diamante Do Oeste 100 77 Corbélia 90
20 Tucuru 100 49 Campo Bonito 90 78** Corbélia 100
21 Laguna Carapa 100 50 Campo Bonito 90 79 Uberaba 100
22 Aral Morreira 100 51 Campo Bonito 90 80** Porto Ferreira 100
23 Laguna Carapé 100 52 Campo Bonito 90 81** Guard 100
24 Goioeré 100 53 Quedas do Iguacu 100 82** Araras 100
25 Amambai 100 54 Catanduvas 100 83** Aramina 100
26 Amambai 100 55 Cascavel 90 84** Cravinhos 100
27 Amambai 100 56 Lindoeste 100 85** Ituverava 100
28 Amambai 100 57 Quedas do Iguacu 100 86 Uberaba 100
29 Ponta Pord 100 58 Cascavel 100 87** Piracicaba 100

Notas: *Controle baseado em avaliacdo visual, segundo escala da ALAM (ALAM, 1974); ** Populagdes selecionadas para a préxima etapa do trabalho (etapa 2)
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Moreira et al. (2007) estudaram biotipos de buva (Conyza bonariensis e Conyza
canadenses) com suspeita de resisténcia ao glyphosate provenientes de pomares citricos na
cidade de Matdo-SP. No ano em que o0s autores realizaram a pesquisa (2006), o histérico de
aplicacdo do herbicida glyphosate datava, segundo os autores, 12 anos. Em pomares de citros
do estado de Sdo Paulo, a média anual de aplicagdes de glyphosate é de trés a quatro, com
suas doses variando entre 720 e 1440 g e.a. ha® (PITELLI, 2004; MATHEIS et al., 2006;
PINOTTI et al., 2009). Segundo Carvalho e Vargas (2008), a pressdo de selecdo causada pelo
herbicida glyphosate é muito forte sobre as populacdes de plantas daninhas presentes em areas
de citros, aumentando as chances de que bidtipos resistentes sejam selecionados, uma vez que
0 manejo realizado nessas areas é muito dependente desse herbicida, seja pela praticidade e
amplo espectro de acdo que este herbicida possui, seja pela escassez de produtos alternativos,
além de sua eficicia e economicidade. Da mesma maneira que Moreira et al. (2007), Melo
(2011) e Nicolai et al. (2010) também pesquisaram populac@es de capim-amargoso (Digitaria
insularis) da regido de Matdo-SP, provenientes de &rea de cultivo de citros, e puderam
concluir que esses bidtipos eram resistentes ao herbicida glyphosate. As populacdes

submetidas a experimentos de dose-resposta estdo marcadas com um asterisco na Tabela 3.4.

3.3.2 Segunda etapa — Curvas de dose resposta ao glyphosate da geracao F1

A partir da primeira etapa, foram consideradas como suscetiveis 85 populacdes dentre
as 87, e dessas foram escolhidas 15 para ser analisadas e obter-se a BHS, neste caso,
considerada como dose que controla tanto visualmente quanto na massa seca pelo menos 80%
de seu crescimento.

Os parametros obtidos através da regressdo ndo-linear para a avaliacdo de controle
visual estdo descritos na Tabela 3.5. E possivel perceber a diferenca entre as populagdes que
foram consideradas suscetiveis daquelas que foram consideradas resistentes na coluna das
GRgo. A populacdo numero 66, por exemplo, precisou de dez vezes menos herbicida para ser
controlada ao mesmo nivel (80%) que a populacdo nuimero 69. Entretanto, apenas essa
comparacgdo ndo é suficiente para dizer que uma populacéo € resistente ou ndo, uma vez que a
suscetibilidade natural entre populacdes de regiGes geograficas diferentes é normal, como
pode-se comprovar pela Tabela 3.5. Na Tabela 3.5 também estdo descritos 0s parametros da

curva e outros parametros de importancia, que sdo eles:
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o “b”: declividade de curva ao entorno de “e”;

o “d”: limite superior da curva, com limite inferior = 0;

o “e” ou “GRsp”: quantidade necessaria de herbicida necessaria para reduzir o
crescimento ou “matar” a planta em 50%, comparado com o tratamento
testemunha;

o “GRgp+: quantidade de herbicida necessaria para reduzir o crescimento ou
matar a planta em 80%, comparado com o tratamento testemunha (BHS);

o “GRgs~: quantidade de herbicida necessaria para reduzir o crescimento ou

matar a planta em 95%, comparado com o tratamento testemunha.

Entre as populacgdes suscetiveis, a dose necessaria para reduzir o crescimento em 80%
(BHS) variou entre 111,75 (+ 1,47) e 659,33 (+ 10,73) g e.a. ha™*, com dose média de 301,66
e desvio padrio de 175,12 g e.a. ha' de glyphosate quando analisado o controle visual
individualmente. Portanto, para controlar o capim-branco, baseado no controle visual, a dose
ideal sera considerada como a média das GRgy dos bidtipos suscetiveis + desvio padréo
superior desses valores. Portanto, sera de 301.66 + 175,12 = 476,78 g e.a. ha™* de glyphosate.
O gréfico a seguir (Figura 3.2), representa a frequéncia de bidtipos relacionada com suas

respectivas GRg, para melhor ilustracdo da variabilidade da suscetibilidade das populagdes.
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Tabela 3.5 — Pardmetros da equagdo ndo-linear referentes ao controle visual da geracdo F1 aos trinta e cinco dias ap6s a aplicacdo dos
tratamentos. Piracicaba, 2013 - 2014

Parametros estimados calculados a partir da regressdo ndo-linear* - Controle Visual***

Populacdes b** d e EDgy**** EDgg*****
34 -854 £ 1,31 502 + 0,73 103,97 = 2,37 122,29 = 5,81 146,77 = 11,1
59 -2,49 + 1,42 93,99 + 15,97 573,64 + 5,05 1000,4 + 1475 1869,3 + 465,13
61 -2,92 + 0,49 104,75 + 2,86 353,84 + 19,44 568,81 + 44,19 969,81 + 152,82
66 -2,79 £ 0,14 100,19 = 0,21 68,07 £ 1,17 111,75 = 1,47 1951 + 7,51
67 -6,28 + 0,44 101,29 + 0,95 528,76 + 5,82 659,33 + 10,73 844,95 + 26,704
68 -2,43 £ 0,23 104,55 = 2,45 273,55 + 15,53 483,22 + 39,23 915,96 + 121,15
69 -3,59 + 0,38 91,53 £ 3,96 826,41 + 30,15 1216 + 86,54 1876,9 + 217,58
70 -12,42 + 4,20 99,46 £+ 0,25 150,15 = 9,23 167,88 = 4,07 190,32 = 3,85
71 -3,19 £ 0,54 101,91 = 2,51 349,98 + 17,30 540,48 + 37,75 880,88 + 126,48
78 -7,80 £ 1,85 98,48 £ 0,53 159,48 + 454 190,49 = 3,40 2326 £ 14,72
83 -4,15 + 0,19 100,53 = 0,46 204,97 + 2,28 286,12 + 6,29 416,26 + 16,01
82 -10,41 + 3,63 100,01 = 0,13 180,87 + 0,40 206,64 + 9,99 240 + 24,18
84 -4,01 £ 0,02 100,26 = 0,09 127,42 + 0,33 179,93 = 0,66 265,18 + 1,60
81 -6,28 £ 0,44 101,29 = 0,94 528,76 + 5,82 659,33 + 10,73 844,95 + 26,704
85 -4,84 + 0,23 98,95 + 0,53 130,30 + 2,07 173,51 + 3,66 239,38 + 7,99
87 -17 £ 33,99 100,04 +1,75 379,76 + 40,92 412,03 £ 111,46 451,59 + 204,92
80 -4,10+0,11 100,4+0,31 146,16 = 1,29 204,86 + 2,38 2994 £ 6,14

Notas: *: Equacdo Y=d/{1 + exp[b(log x — log €)]}, onde ‘x’ é a dose do herbicida; ‘b’ é a declividade da curva ao entorno de ‘e’; ‘d’ é o limite superior da curva, com limite inferior igual a
zero; ‘e’ € a dose que proporciona 50% de controle (GRsp); ** Média + erro padrdo em quatro repeti¢des, baseado em um intervalo de confianga de 95%. ***: Controle visual aos trinta e cinco
dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos segundo recomendacdes da ALAM (ALAM, 1974). **** Quantidade necessaria de herbicida para reduzir o crescimento em 80% comparado a testemunha
ndo aplicada. ***** Quantidade necessaria de herbicida para reduzir o crescimento em 95% comparado a testemunha ndo aplicada
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Controle Visual - Geragao F1
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Figura 3.2 — Gréfico da frequéncia que representa a relacdo Bidtipos X GRgo, referente ao
controle visual da geracdo F1 Piracicaba, 2013-2014

Nesse mesmo sentido, a Tabela 3.6 descreve os parametros obtidos pela regressao
ndo-linear dos dados de fitomassa seca aos 35 dias ap6s aplicacdo. A Tabela 3.6 é bastante
semelhante a Tabela 3.5 quanto aos resultados dos parametros e estimativas, fortificando a
veracidade entre dados das avaliacBes de controle visual e massa seca. Entre as populacdes
suscetiveis, a dose necessaria para reduzir o crescimento em 80% (controle satisfatorio -
BHS) variou entre 143,21 (+ 3,15) e 681,05 (+ 36,49) g e.a. ha™, com dose média de 376,37 e
desvio padrdo de 171,43 g e.a.ha™ para a avaliacdo de massa seca. Portanto, para controlar o
capim-branco, baseado na avaliacdo de fitomassa seca, a dose ideal sera considerada como a
média das GRgy dos bidtipos suscetiveis + desvio padrdo superior desses valores. Portanto,
ser4 de 376,37 + 171.43 =547,80 g e.a. ha™ de glyphosate.

Pelas Tabelas 3.5 e 3.6, confirma-se a afirmacdo de Seefeldt et al. (1995) de que
conforme a estimativa se distancia do ponto médio da curva, ou seja, a GRsg e LDsg, 0s erros
padrdes aumentam, aumentando a variabilidade dos dados, com énfase nas populagfes que
ndo atingiram controle total (100%), como € o caso das populacdes nimero 59 e 69. O gréafico

a sequir (Figura 3.3), representa a frequéncia de biotipos relacionada com suas respectivas
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GRgo, para melhor ilustracdo da variabilidade da suscetibilidade das popula¢bes baseada na

fitomassa seca da geracdo F1.

Massa Seca - Geracao F1

Bidtipos
w

%
600 1600-1 1800-2000
Glyphosate (gi.a.ha")

Figura 3.3 — Gréafico da frequéncia que representa a relacdo Biotipos X GRgo, referente a

massa seca da geragdo F1 Piracicaba, 2013-2014
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Tabela 3.6 — Pardmetros da equacdo referentes a massa seca da geragdo F1 colhida aos trinta e cinco dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos.

Piracicaba, 2013 - 2014

Parametros estimados da equacéo ndo-linear* - Massa seca***

Populacdes
34
59
61
66
67
68
69
70
71
78
83
82
84
81
85
87
80

b**
5,02 + 0,73
1,42 + 0,09
2,63 + 0,24

14,04 + 26,73
2,20 + 0,23
2,08 + 0,18
1,50 + 0,19

15,72 + 43,56
1,17 + 0,12
2,52 + 0,17
2,44 + 0,22
2,72 + 0,38
1,23 + 0,10
2,02 + 0,19
3,24 + 0,93
1,45 = 0,25
2,56 + 0,43

= + + + + + + + + + + H+ H+ H+ I+

I+

d
22,72 +0,68
15,97 + 0,28
11,1 + 0,27
12,58 + 0,35
15,21 + 0,48
16,9 + 0,63
15,67 + 0,58
12,01 + 0,52
13,16 + 0,61
16,21 + 0,34
10,59 + 0,30
13,81 + 0,48
6,65 + 0,21
13,43 + 0,41
11,09 + 0,46
10,48 + 0,80
10,45 + 0,34

+ I+

I+

€
108,66 + 4,01
520,58 *+ 29,85
378,62 + 17,48
164,88 + 27,64
363,68 + 23,68
221,99 *+ 16,90
780,76 *+ 63,79
168,23 + 31,68
149,38 + 20,81
190,09 + 6,97
238,59 + 12,55
192,61 + 11,55
156,47 + 13,78
161,06 + 9,32
141,67 = 7,84
220,09 + 45,28
138,86 + 7,30

+ + + + + I+

I+

L Dgo****
143,21 + 3,15
1380,4 + 76,75
641,17 + 28,37
181,98 + 4,83
681,05 *+ 36,49
431,65 + 32,17
1961,5 + 216,48
183,74 + 11,18
484,97 + 55,72
329,13 * 15,77
421,07 = 26,91
320,14 *+ 32,09
481,85 *+ 43,55
319,18 * 26,57
217,11 + 30,30
571,80 + 80,74
238,3 + 25,42

I+

+ + + + H+ H+ I+

I+

L Dgg*****
195,29 + 20,46
4130,4 + 469,22
1159 + 100,33
203,34 + 47,36
1378,5 + 149,44
911,42 + 107,33
5523,8 + 1246,44
202,88 *+ 67,47
1821,9 + 374,61
610,02 *+ 50,82
797,35 * 86,40
566,69 *+ 97,80
1705,9 + 289,15
688,51 + 101,29
350,79 * 95,56
1667,5 + 405,9
437,26 + 88,62

I+

Notas: *: Equacdo Y=d/{1 + exp[b(log x — log €)]}, onde ‘x’ é a dose do herbicida; ‘b’ é a declividade da curva ao entorno de ‘e’; ‘d’ é o limite superior da curva, com limite inferior igual a
zero; ‘e’ é a dose que proporciona 50% de controle (LDsp); ** Média + erro padrdo em quatro repeticoes, baseado em um intervalo de confianga de 95%. ***: Massa seca mensurada aos trinta e
cinco dias apos a aplicacdo dos tratamentos. **** Quantidade necessaria de herbicida para diminuir a massa seca em 80% em relacdo a testemunha ndo aplicada. *****Quantidade necessaria de

herbicida para reduzir a massa seca em 95% comparado a testemunha néo aplicada.
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3.3.3 Terceira etapa — Curva de dose-resposta ao glyphosate da geracdo F2 e
caracterizacao da dose de controle do capim branco (BHS)

Esta parte do experimento foi feita para comprovar que as caracteristicas que
conferem menor suscetibilidade a certos biotipos é uma caracteristica genética e, portanto,
herdavel, além de visar atender aos critérios estabelecidos para a confirmacdo de resisténcia
de plantas daninhas a herbicidas, que se fundamenta na seguinte frase: “Resisténcia de plantas
daninhas € a capacidade inerente e herdavel de alguns bidtipos, dentro de uma determinada
populacdo, sobreviver apos a exposicdo a dose de um herbicida, que normalmente seria letal a
uma populagdo normal (suscetivel) da mesma espécie” (WSSA, 2014).

De maneira geral, os dados das Tabelas 3.7 e 3.8 sdo bastante semelhantes no que se
refere aos dados estimados GRso/LDsy, GRgo/LDgy € GRgs/LDgs. Entretanto, algumas dessas
estimativas sdo levemente diferentes das anteriores, fato este normal e esperado, pois essa
etapa foi realizada em um periodo diferente do ano, com diferente intensidade de radiacéo,
temperatura e comprimento do dia. Contudo, o padrdo apresentado na segunda parte do
experimento se manteve nesta terceira parte.

Entre as populacdes suscetiveis, a dose necessaria para reduzir o crescimento em 80%
(BHS) variou entre 114,86 (+ 2,05) e 675,83 (+ 23,70) g e.a. ha™, com dosagem média de
388,99 e desvio padrdo de 162,65 g e.a. ha™ de glyphosate para o controle visual. Portanto,
para controlar o capim-branco, baseado na avaliacdo de controle visual, a dose ideal sera
considerada como a média das GRgy dos biotipos suscetiveis + desvio padrdo superior desses
valores. Portanto, sera de 388,99 + 162,65 = 551,64 g e.a. ha™ de glyphosate. O gréfico a
seguir (Figura 3.4), representa a frequéncia de bidtipos relacionada com suas respectivas
GRgo, baseada no controle visual da geracdo F2, para melhor ilustracdo da variabilidade da

suscetibilidade das populagoes.
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Controle Visual - Geragao F2

Biotipos

Glyphosate (gi.a.ha”)

Figura 3.4 — Gréfico da frequéncia que representa a relacdo Bidtipos X GRg, referente ao

controle visual da geracdo F2, Piracicaba, 2013-2014

Entre as populacdes suscetiveis, a dose necessaria para reduzir o crescimento em 80%
(controle satisfatorio) variou entre 145,55 (+ 12,50) e 755,84 (+ 121,33) g e.a.ha™, com dose
média de 505,8 e desvio padrdo de 199,61 g e.a.ha™ de glyphosate para a avaliacdo de massa
seca. Portanto, para controlar o capim-branco, baseado na avaliacdo de fitomassa seca, a dose
ideal sera considerada como a média das GRgy dos bidtipos suscetiveis + desvio padréo
superior desses valores. Portanto, sera de 505,8 + 199,61 = 705,41 g e.a. ha™ de glyphosate. O
gréfico a sequir (Figura 3.5), representa a frequéncia de bidtipos relacionada com suas

respectivas GRgp, para melhor ilustracao da variabilidade da suscetibilidade das populagdes.
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Figura 3.5 — Gréfico da frequéncia que representa a relacdo Bidtipos X GRgo, referente a

massa seca da geragdo F2 Piracicaba, 2013-2014
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Tabela 3.7 — Parametros da equacdo referentes ao controle visual da geracdo F2 aos trinta e cinco dias apds a aplicacdo dos tratamentos.

Piracicaba, 2013 — 2014

Parametros estimados da equacgdo ndo-linear* - Controle visual***

Populacdes
34
59
61
66
67
68
69
70
71
78
83
82
84
81
85
87
80

b**
-891 + 0,91
-3,5 + 0,60
-7,34 = 0,76
-2,48 = 0,14
-3,77 £ 0,26
-17,52 + 9,94
-3,29 + 041
-12.3 £7.37
-7.71 + 0.96
-8.76 + 2.65
-451 + -0.13
-13.35 + 0.65
-4.01 = 0.02
-2.67 = 0.13
-4.24 = 0.27
-12,95 * 6,61
-3,2 + 0,18

I+

+

I+

I+

d
99,28 + 0,39
83,58 + 3,64
98,81 + 0,94
100,18 + 0,28
102,4 + 1,62
100,02 + 0,30
99.54 + 541
99.10 + 0.40
96.58 + 1.34
99.12 + 0.46
100.48 + 0.40
100.02 + 0.00
100.25 = 0.09
101.47 = 0.70
98.8 + 0.71
100,04 + 1,56
101,14 = 0,73

+

T L

I+

+

€
115,03 + 3,03
550,39 * 25,64
396,45 = 5,11
65,64 + 1,56
468,24 + 10,59
370,66 *+ 6,19
862.17 + 43.22
151.16 + 15.82
411.68 + 8.28
159.41 + 5.85
238.08 + 2.49
212.24 + 0.43
127.41 + 0.33
139.43 + 3.03
132.96 + 2.72
389,88 * 16,61
154,76 + 3,25

+ o+ o+ o+ o+ o+ M

I+

EDg****
134,38 + 5,52
817,73 = 80,4
477,59 + 13,27
114,86 + 2,05
675,83 = 23,70
401,17 + 24,69
1312.8 + 125.68
169.2 + 6.43
492.73 + 17.92
186.73 = 2.65
323.71 + 5.08
2355 + 0.78
179.93 + 0.66
233.98 + 7.75
184.34 + 5.49
433,92 + 41,62
238,46 *+ 7,36

I+

I+

I+

I+

I+

I+

EDgs*****
160,38 + 9,35
1276 + 217,84
590,43 + 28,72
215,42 + 11,10
1020,8 + 61,71
438,48 + 49,12
2105.8 + 321.44
192.04 + 7.76
603.01 + 35.96
223.06 + 14.79
457.23 + 11.18
264.69 + 1.26
265.18 + 1.60
418.66 + 24.29
266.13 + 13.26
489,39 + 76,80
387,67 + 21,28

+

o+ o M

I+

Notas: *: Equacdo Y=d/{1 + exp[b(log x — log €)1}, onde ‘x’ ¢ a dose do herbicida; ‘b’ é a declividade da curva ao entorno de ‘e’; ‘d’ é o limite superior da curva, com limite inferior igual a
zero; ‘e’ € a dose que proporciona 50% de controle (GRsg); ** Média + erro padrdo em quatro repetigdes, baseado em um intervalo de confianga de 95%. ***: Controle visual aos trinta e cinco
dias apo6s a aplicacdo dos tratamentos segundo recomendagdes da ALAM (ALAM, 1974). **** Quantidade necessaria de herbicida para reduzir o crescimento em 80% comparada a testemunha
ndo aplicada. ***** Quantidade necessaria de herbicida para reduzir o crescimento em 95% comparado a testemunha néo aplicada
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Tabela 3.8 — Parametros da equacdo referentes a massa seca da geracdo F2 aos trinta e cinco dias apds a aplicacdo dos tratamentos. Piracicaba,

2013 - 2014
Parametros estimados da equacéo ndo-linear* - Massa seca***

Populagdes b** d e L Dgo***™* LDgg****=*
34 5,68 £ 1,09 26,12 = 1,11 114,06 + 6,48 145,55 + 12,50 191,43 + 25,19
59 1,75 = 0,28 16,57 £ 1,05 447,33 + 60,06 986,71 + 139,12 2400,7 + 599,85
61 2,19 = 0,16 11,56 + 0,31 281,91 + 15,45 530,3 £ 28,19 1078,8 = 95,42
66 581 + 2,08 13,03 + 0,69 145,43 = 11,8 184,55 = 10,80 241,21 + 31,69
67 2,97 = 0,44 16,12 + 0,55 418,49 + 23,61 666,79 + 45,84 1125,6 = 151,51
68 554 + 1,86 15,07 £ 0,85 272,87 + 28,60 350,37 + 32,37 464,04 + 69,93
69 1,38 = 0,20 16,87 + 0,87 595,95 + 72,39 1626,4 + 234,62 5026,8 + 1426,7
70 19,48 + 107,28 15,72 + 1,04 162,58 = 91,58 174,57 = 30,39 189,1 + 52,17
71 1,24 = 0,22 1492 + 1,13 247,63 + 53,62 755,84 + 121,33 2649,3 + 813,99
78 2,16 = 0,17 18,72 + 0,46 148,52 = 6,73 281,71 + 16,12 578,49 + 60,26
83 2,19 + 0,17 9,61 + 0,26 205,67 + 10,70 387,03 + 26,01 787,71 + 88,68
82 1,94 = 0,32 15,14 + 0,83 208,61 + 22,12 424,98 £+ 61,80 945,63 + 241,33
84 1,27 + 0,15 7,88 £ 0,39 237,16 + 28,86 702,73 + 99,64 2382,4 + 615,51
81 2,16 £ 0,23 18,27 + 0,63 177,85 + 11,21 337,19 £ 29,29 692,04 + 105
85 2,28 + 0,31 10,71 + 0,40 184,95 + 12,83 339,13 + 38,79 670,37 + 132,02
87 1,04 + 0,16 7,98 £ 0,54 139,54 + 32,54 525,55 £ 95,77 2333,2 + 808,47
80 12,86 £ 16,04 11,72 + 0,98 160,86 + 22,77 179,17 = 4,24 202,25 + 29,91

Notas: *: Equacdo Y=d/{1 + exp[b(log x — log €)]}, onde ‘x’ é a dose do herbicida; ‘b’ é a declividade da curva ao entorno de ‘e’; ‘d’ é o limite superior da curva, com limite inferior igual a
zero; ‘e’ € a dose que proporciona 50% de controle (LDsp); ** Média + erro padrdo em quatro repetigdes, baseado em um intervalo de confianga de 95%. ***: Massa seca mensurada aos trinta
e cinco dias apds a aplicagdo dos tratamentos. **** Quantidade necessaria de herbicida para diminuir a massa seca em 80% em relagdo a testemunha ndo aplicada. ***** Quantidade necessaria
de herbicida para reduzir o crescimento em 95% comparado a testemunha ndo aplicada
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Por fim, na Tabela a seguir (Tabela 3.9) podem ser observados, de forma organizada,
0s dados obtidos a partir dos experimentos de dose-resposta das geracoes F1 e F2.

Tabela 3.9 — Quantidade do herbicida glyphosate necessaria para obter-se 80% de controle,

tanto na avaliacdo visual quanto na avaliacdo de massa seca. Piracicaba, 2013 —

2014
Calculo* da dose recomendada**
Controle visual Massa seca
Primeira etapa 476,78 547,80
Segunda etapa 551,64 705,41
Dose Recomendada Calculada*** 551,64 705,41
(BHS)

Notas: *Célculo apenas considerando as populagBes suscetiveis. **Gramas de equivalente acido por hectare.
***Dose recomendada considerando a média das GRgg € LDgg € seus desvios padrdes superiores.

Diante do exposto, a maior dose necessaria para controlar as populacfes que foram
consideradas suscetiveis foi a dose de 705,41 g e.a. ha™ do herbicida glyphosate, considerando
que esta dose foi baseada no controle de 80% da planta capim-branco tanto nas avaliacdes

visuais quanto nas avaliagcOes de massa seca.

3.3.4 Quarta etapa — Determinacao do fator de resisténcia

A Ultima etapa do experimento de confirmagdo da resisténcia do capim-branco ao
herbicida glyphosate comparou os biotipos escapes (populacdes 59 e 69) e a populacdo

suscetivel 34.

Nas Figuras 3.6 e 3.7 podem ser observadas as curvas de dose-respostas
correspondentes ao controle visual entre as populacfes 34 e 59 e 34 e 69, respectivamente, e
em seguida a Tabela 3.10 com os dados obtidos a partir da regressdo nao-linear através do
software computacional R. Houve grande diferenca de suscetibilidade entre a populacéo 34 e
a populacdo 59, bem como os intervalos de confiangca a 95% bem proximos a regresséo,

indicando alta confiabilidade dos dados.
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Imaginando-se uma reta paralela ao eixo dos tratamentos de glyphosate (eixo X) na
altura da porcentagem de controle visual correspondente a 50% na Figura 3.6, é possivel
concluir que é necessaria uma maior dose do herbicida glyphosate sobre a populacdo 59 para
obter 0 mesmo controle da populacdo 34. Essa diferenca € 0 GRsg, ou seja, quantidade de
herbicida necessaria para reduzir o crescimento da planta em 50%, e a divisdo entre 0 GRs, da
populacdo resistente e da populagdo suscetivel é o fator de resisténcia onde, nesse caso, é
igual a 5,52. Por outro lado, para atingir o controle desejado pelo produtor rural, ou seja, 95%,

seriam necessarias quase 13 vezes mais herbicida, como esta na Tabela 3.10.
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Figura 3.6 — Curva de dose-resposta das populacdes 34 e 59, referentes a avaliacdo visual aos
35 dias apos a aplicacdo dos tratamentos da geracdo F1. Piracicaba, 2013 —
2014

Nesse mesmo sentido, a Figura 3.7 ilustra as curvas de dose-resposta referentes ao
controle visual aos 35 dias das populagdes 34 e 69, onde a populacdo 34 é representada pela
linha tracejada e a populacdo 69 é representada pela continua, bem como cada uma com seu
intervalo de confianca de 95% de probabilidade. O fator de resisténcia entre essas duas
populacGes foi de 7,95 (Tabela 3.11), ou seja, foi necessaria 7,95 vezes mais herbicida para
controlar 50% da populacdo com suspeita de resisténcia se comparada a populacéo suscetivel,
enquanto que para reduzir o crescimento em 95% das duas populacdes, a populacdo com
suspeita de resisténcia (69) necessitaria quase 13 vezes mais herbicida, comparada com a

populagdo suscetivel (34).
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Figura 3.7 — Curva de dose-resposta das populacdes 34 e 69, referentes a avaliacdo visual aos
35 dias ap0ds a aplicacdo dos tratamentos da geracdo F1. Piracicaba, 2013 —
2014

Tabela 3.10 — Parametros referentes ao controle visual da geracdo F1. Piracicaba, 2013-2014

Parametros calculados® a partir de regressdo ndo-linear referente ao controle visual

Populacéo b"® d e GRgo GRgs FR"
34 -8,54+1,31  5,02+0,73 103,97+2,37  122,29+5,81 146,77+11,1 -
59 -2,49+1,42 93,99+15,97 573,64+5,05 1000,4+147,5 1869,3+465,13 ,
34 -8,54+1,31  5,02+0,73 103,97+2,37  122,29+5,81 146,77+11,1 795
69 -3,59+0,38 91,53+3,96 826,41+30,15 1216+86,54 1876,9+217,58 ’

Notas: “Equagdo Y=d/{1 + exp[b(log x — log )]}, onde ‘x’ ¢ a dose do herbicida; ‘b’ ¢ a declividade da curva ao entorno de
‘e’; ‘d’ é o limite superior da curva, com limite inferior igual a zero; ‘e’ é a dose que proporciona 50% de controle (GRsy);
’*Média + erro padrio em quatro repeticdes, baseado em um intervalo de confianca de 95%. ’ Fator de Resisténcia: razio
entre a GRs, da populagao resistente e a GRs, da populagao suscetivel

Alacon-Reverte et al. (2013), estudaram duas populacdes da planta daninha
Echinochloa colona na Califérnia através de experimentos de dose-resposta, da qual uma
populacdo foi coletada em area de milho em é&rea onde eram realizadas aplicacbes do
herbicida glyphosate duas vezes por ano por mais de 6 anos e outra populacdo em area sem
historico de aplicacdo desse herbicida, e obteve que a populacdo sabidamente suscetivel

precisou de 210 g e.a ha™* de glyphosate, equivalente a um quarto da dose recomendada para
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aquela planta, para obter controle visual superior a 80% comparado com a testemunha ndo
aplicada com estadio vegetativo de dois perfilhos, enquanto que a populacdo com resisténcia
ndo sofreu danos visiveis. O autor, calculando seu fator de resisténcia com base na LDsy,
obteve o0 numero 6,6, ou seja, foram necessarias 6,6 vezes mais herbicida para controlar 50%
do bidtipo resistente comparado com o bi6tipo suscetivel. Esse valor encontrado por Alacon-
Reverte € similar ao encontrado por Travlos e Chachalis (2010), que encontraram um fator de
resisténcia para a espécie Conyza bonariensis variando entre 4 e 7 (controle visual e massa
seca), porém maior que os encontrados por Ng et al. (2004) para a espécie Eleusine indica da

Malasia.

A Figura 3.8 representa a massa seca das populacGes 34 e 59 aos 35 dias apos a
aplicacdo dos tratamentos. A massa seca € uma medida fundamental na avaliacdo de
experimentos ndo apenas com herbicidas, mas relacionados a plantas em geral, uma vez que
avaliacBes como controle visual sdo subjetivas, e pode variar de avaliador para avaliador. Na
literatura, é o método de avaliacdo mais utilizado (WISE et al., 2009; ZHENG et al., 2011,
MARSHALL; MOSS, 2008; BURGOS et al., 2001; HAUSMAN et al., 2011; PATZOLDT et
al., 2005; HAN et al., 2012).

Uma vez que a populacéo suscetivel 34 necessitou 108.66 g e.a. ha' de glyphosate
para ter seu crescimento inibido em 50% e a populagdo 59 necessitou de 1380.4 g e.a. ha™
desse mesmo herbicida, o fator de resisténcia para essas populacdes comparadas, referentes a
massa seca aos 35 dias apds a aplicagdo dos tratamentos € de 4,8, ao passo que para a reducao
da massa seca de forma efetiva (95%) seriam necessarias mais de 21 vezes mais herbicida.
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Figura 3.8 — Curva de dose-resposta das populacdes 34 e 59, referentes a massa seca aos 35

dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos da geracdo F1. Piracicaba, 2013 — 2014

As curvas de dose-resposta referentes a massa seca das populacdes 34 e 69 sdo

mostradas na Figura 3.9. A partir desta, é possivel verificar que a massa seca da populacdo

com suspeita de resisténcia ndo atinge o “zero” gramas, o que torna a predigdo pela regressao

ndo-linear imprecisa, elevando o erro padréo das estimativas (Tabela 3.11), como € o caso da

GRgs da populacdo supostamente resistente 69, que varia entre 4277.36 a 6770.24 g e.a. ha™

de glyphosate.
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Figura 3.9 — Curva de dose-resposta das populacfes 34 e 69, referentes & massa seca aos 35

dias apos a aplicacdo dos tratamentos da geracdo F1. Piracicaba, 2013 — 2014
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Tabela 3.11 — Parametros referentes & massa seca da geracao F1. Piracicaba, 2013-2014

Parametros calculados® a partir de regressdo nao-linear referente & massa seca

Populacdes b"® D e LDsgo LDes FR"
34 5.02+0.73 22.72+0.68 108.66+4.01 143.21+3.15 195.29+20.46
59 1.42+0.09 15.97+0.28 520.58+29.85 1380.4+£76.75 4130.4+£469.22
34 5.02+0.73 22.72+0.68 108.66+4.01 143.21+3.15 195.29+20.46
69 1.50+0.19 15.67+0.58 780.76+63.79 1961.5+216.48 5523.8+1246.44

Notas: Equagdo Y=d/{1 + exp[b(log x — log €)]}, onde ‘x’ ¢ a dose do herbicida; ‘b’ ¢ a declividade da curva ao entorno de
‘e’; ‘d’ é o limite superior da curva, com limite inferior igual a zero; ‘e’ é a dose que proporciona 50% de controle (LDsxp);
Média + erro padrio em quatro repetigdes, baseado em um intervalo de confianga de 95%. /° Fator de Resisténcia: razéo
entre a LDs, da populagdo resistente e a LDs da populagéo suscetivel

Partindo-se do pressuposto de que as caracteristicas de resisténcia que um bidtipo de
planta daninha tem sdo caracteristicas intrinsecas do DNA, é presumivel que essas
caracteristicas sejam herdaveis (WSSA, 1998). Dessa forma a Figura 3.10 mostra a curva
dose-resposta referente a avaliacdo de controle visual da geracdo F2, que compara a
populacdo 34 com a populacdo 59. A Tabela 3.12 contém o fator de resisténcia (FR) entre
essas duas populacOes e esses resultados séo similares aos obtidos pela geracdo F1 (FR-F1 =
5.52; FR-F2 = 4.8). Nota-se que as curvas referentes ao intervalo de confianca da regressao
sdo bastante préximas da curva principal (obtida pelas médias dos tratamentos) no trecho que
contém a GRsp, porém distantes no trecho que é referente a GRgs, uma vez que o controle
visual ndo atingiu 100% para a populagdo supostamente resistente. Por outro lado, as curvas
referentes ao intervalo de confianca da populacdo suscetivel sdo bem proximas a curva
obtidas pelas médias da regressdo dessa populacdo, uma vez que o controle total (100%) foi
obtido prontamente nos tratamentos intermediarios, fazendo-se com que os erros referentes a

GRys sejam pequenos nessa populacao.
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Figura 3.10 — Curva de dose-resposta das populacbes 34 e 59, referentes a avaliacdo visual
aos 35 dias apos a aplicacdo dos tratamentos da geracdo F2. Piracicaba, 2013
-2014

Percorrendo o mesmo caminho da Figura 3.10, a Figura 3.11 mostra a comparagao
entre os bidtipos 34 e 69. A geracdo F1 correspondente as populagdes 34 e 69 quando
comparadas quanto a sua suscetibilidade ao herbicida glyphosate obtiveram fator de
resisténcia similar ao da geracdo F2 (FR-F1 = 8.95; FR-F2 = 7.52), fato este que aumenta a
confianca dos resultados obtidos e tende a uma comprovacgéo da resisténcia do capim-branco
ao herbicida glyphosate, ja que a herdabilidade dos caracteres genéticos que propiciam a

resisténcia das populagdes 59 e 69 tendem-se a ser confirmadas.
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Figura 3.11 — Curva de dose-resposta das populacbes 34 e 69, referentes a avaliacdo visual
aos 35 dias apo6s a aplicacdo dos tratamentos da geracdo F2. Piracicaba, 2013
—2014

Tabela 3.12 — Parédmetros referentes ao controle visual da segunda parte do trabalho.
Piracicaba, 2013-2014

Parametros calculados™ a partir de regressdo nao-linear referente ao controle visual

Populagdes b® d e GRyg GRys FR
34 -8,91 +£0,91 99,28+0,39 115,03+3,03 134,38+5,52 160,38+9,35
59 -3,5+0,60 83,58+3,64 550,39+25,64 817,73+80,4 1276+217,84
34 -8,91+0,91 99,2840,39 115,03+3,03 134,38+5,52 160,38+9,35
69 -3,29+0,41 99,54+4541 862,17+43,22 1312,8+125,68 2105,8+321,44 ’

Notas: “Equagdo Y=d/{1 + exp[b(log x — log €)]}, onde ‘x’ & a dose do herbicida; ‘b’ é a declividade da curva ao entorno de
‘e’; ‘d’ € o limite superior da curva, com limite inferior igual a zero; ‘e’ é a dose que proporciona 50% de controle (GRsp);
Média + erro padrio em quatro repetigdes, baseado em um intervalo de confianca de 95%. ° Fator de Resisténcia: razio
entre a GRs, da populagdo resistente e a GRso da populagdo suscetivel

Carvalho et al. (2011) estudando a planta daninha Digitaria insularis, fizeram um
screening para confirmacéo de resisténcia dessa espécie ao herbicida glyphosate estudando 4
bidtipos (R1, R2, R3 e S) através de ensaios em placas de Petri, dos quais 3 tinham
suspeitadas de resisténcia ao glyphosate e um era de uma area sem historico de aplicacdo. Em

seu ensaio em casa de vegetacdo, para obter controle visual de 50% utilizando-se o herbicida
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glyphosate, foram necessérias 63.6, 148.8, 249 e 248 g e.a ha™ para, respectivamente, 0s
bidtipos S, R1, R2 e R3 (Suscetivel, Resistente 1, Resistente 2 e Resistente 3). A partir dos
dados de GRsp, 0s autores obtiveram fator de resisténcia de 2.3 (populacdo R1), 3.9

(populacao R2) e 3.9 (populagédo R3).

A relacdo entre as populagdes 34 e 59 (Figura 3.12), no que se diz respeito a massa
seca, 0 fator de resisténcia entre as mesmas para a geracdo F2 é de 3.92, enquanto que a
geragdo F1 teve o fator de resisténcia calculado de 4.8. Uma vez que a avaliagéo do controle
visual € baseada em porcentagem em relacdo a testemunha, as diferencas de crescimento
devido a época do ano ndo sdo notadas, enquanto que na avaliacdo de massa € mensurada a
massa seca individual de cada repeticdo e, neste caso, ndo em porcentagem de reducdo de
fitomassa em relagdo a testemunha. Por este motivo, é natural e esperado que as LDso, LDgo €
LDgs das plantas tratadas com glyphosate sejam diferentes, e, portanto, o fator de resisténcia

também sera diferente.
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Figura 3.12 — Curva de dose-resposta das populacfes 34 e 59, referentes a massa seca aos 35
dias apds a aplicacéo dos tratamentos da geracéo F2. Piracicaba, 2013 — 2014

Confirmando o fator de resisténcia obtido na geracéo F1 entre as populacfes 34 e 69, a
geragdo F2 teve relacdo de 5.22, ao passo que a geracdo F1 teve FR de 4.42, como é exibido
na Tabela 3.13 e Figura 3.13.
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Figura 3.13 — Curva de dose-resposta das populacfes 34 e 69, referentes a massa seca aos 35

dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos da geracdo F2. Piracicaba, 2013 — 2014

Tabela 3.13 — Parametros referentes a massa seca da segunda parte do trabalho. Piracicaba,
2013 - 2014

Parametros calculados a partir de regressédo ndo-linear referente a massa seca

Populacdes b
34 5,68+1,09
59 1,75+0,28
34 5,68+1,09
69 1,38+0,20

d E LDgo LDgs FR
26,12+1,11 114,06+6,48  14555+1250  191,43+2519 3,92
16,57+1,05 447,33+60,06 986,71+139,12 2400,7+599,85

26,12+1,11 114,06+6,48  145,55+12,50  191,43+25,19 5,22
16,87+0,87 595,95+72,39 1626,4+234,62 5026,8+1426,7

Notas: “Equagdo Y=d/{1 + exp[b(log x — log €)]}, onde ‘x’ ¢ a dose do herbicida; ‘b’ ¢ a declividade da curva ao entorno de
‘e’; ‘d” ¢ o limite superior da curva, com limite inferior igual a zero; ‘e’ ¢ a dose que proporciona 50% de controle (LDsp);
Média + erro padrio em quatro repeticdes, baseado em um intervalo de confianga de 95%. ' Fator de Resisténcia: razio
entre a LDs, da populagéo resistente e a LDs da populagdo suscetivel

Mueller et al. (2011), estudando a possivel existéncia de resisténcia de Eleusine indica

ao glyphosate em campos do Tennessee (EUA) com dois bibtipos (um com suspeita de

resisténcia e outro sabidamente suscetivel) através de experimentos de dose-respostas, e

descobriram que os bidtipos suscetiveis eram controlados eficientemente (controle visual

maior que 90%) com 210 g e.a. ha™, da qual a dose recomendada para essa espécie de capim-

pé-de-galinha era de 840 g e.a. ha. J4 os bi6tipos com suspeita de resisténcia tiveram
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controle menor que 12% quando comparados a testemunha néo aplicada. Ainda, segundo 0s
mesmos autores, quando foi aplicada a dose recomendada (840 g e.a.ha™), o bi6tipo suscetivel
foi controlado eficientemente, ao passo que o bidtipo resistente obteve controle visual de
45%, onde as plantas foram aplicadas quando tinham 1 a 4 perfilhos. Os autores calcularam
um fator de resisténcia equivalente a 7,4. Corbett et al. (2004) documentaram que a aplicacao
de glyphosate a 840 g e. a. ha™ era suficiente para ter controle de 99% de Eleusine indica com

10 centimetros de altura.

Norsworthy et al. (2011a) estudaram por meio de curvas de dose-resposta a possivel
selecdo de biotipos resistentes ao glyphosate na espécie Ambrosia trifida nos Estados Unidos
da América do Norte, em area onde a soja geneticamente modificada vinha sendo cultivada
desde 1998. O autor estudou dois bidtipos com suspeitas de resisténcia em campos dos quais a
aplicacdo de glyphosate vinha acontecendo h& anos e outras duas populagdes sabidamente
suscetiveis, coletadas em areas onde este herbicida nunca tinha sido utilizado. A guantidade
necessaria de herbicida para reduzir o crescimento dessa planta daninha em 50% (GRs) foi de
164 g e.a. ha™ para um biétipo suscetivel e 335 g e.a. ha™* para o outro bi6tipo suscetivel. J4 os
bi6tipos resistentes precisaram de 765 g e.a. ha™ e 1181 g e.a. ha™', obtendo um fator de

resisténcia baseado na GRsg variando entre 2,3 e 7,2.

Riar et al. (2011) estudaram plantas escapes de Sorghum halepense (capim-
massambara) em area onde o herbicida glyphosate vinha sendo usado em lavouras de soja por
mais de 6 anos no estado do Arkansas, Estados Unidos da América do Norte, através de
experimentos de dose-resposta. Enquanto que a dose recomendada por bula para o controle
efetivo dessa planta daninha é de 840 g e.a. ha™ de glyphosate, as plantas com suspeita de
resisténcia necessitaram de 1440 g e. a. ha™* de glyphosate para terem sua massa reduzida em
50% enquanto que as plantas suscetiveis necessitaram de 200 g e. a. ha™ para sofrerem a
mesma inibicdo, portanto, nesse estudo, o fator de resisténcia foi de 7,3, ou 1,7 vezes mais

herbicida do que o recomendado em bula.

3.4 Conclusoes

Das 87 populagdes analisadas nesta pesquisa, duas sobreviveram a uma aplicacdo de
glyphosate na dose de 960 g e.a. ha™ em niveis de controle considerados insatisfatorios, que

foram as populactes 59 e 69 (das quais serdo designadas de 59R e 69R, bem como a
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populacdo 34, que sera designada como 34S) evidenciando a potencialidade de serem
possiveis novos casos de resisténcia da planta daninha ao glyphosate.

A dose recomendada calculada (BHS) obtida a partir de 15 populagfes consideradas

suscetiveis ao herbicida glyphosate nesta pesquisa foi de 705,41 g e.a.ha™.

Comprovou-se cientificamente através da pesquisa a ocorréncia um caso de resisténcia
do capim branco ao glyphosate, através da populacdo 59R e 69R, seguindo os critérios de

comprovacdo de um caso de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas.
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4 ANALISE COMPARATIVA DO CRESCIMENTO DE BIOTIPOS DE CAPIM-
BRANCO (Chloris polydactyla) RESISTENTE E SUSCETIVEL AO GLYPHOSATE

Resumo

O objetivo desse trabalho foi avaliar a possibilidade de custo adaptatito do bidtipo
69R, por meio de comparacgédo dos crescimentos entre este e 0 bidtipo suscetivel 34S. Para tal
fim, foram realizadas avaliagdes destrutivas ao longo do tempo, até os 129 dias apds a
semeadura, na qual foi avaliada a area foliar, massa seca dos limbos foliares, massa seca dos
colmos, massa seca das raizes, massa seca total e a taxa de crescimento absoluto. Ndo foi
possivel inferir de forma clara que existem diferencas de crescimento entre os bidtipos
resistentes e suscetivel de capim branco, que implicaria em custo adaptativo do biotipo
resistente. No entanto, fica evidente que nas fases iniciais de crescimento, o bidtipo 34S foi
superior ou estatisticamente igual ao biotipo 69R até o fim de seu ciclo, quando o bidtipo 69R
teve maior acimulo de massa seca e se igualou ao bidtipo 34S em todas as avaliagGes.

Palavras-chave: Custo adaptativo; Curva de crescimento; Taxa de crescimento absoluto

Abstract

The aim of this study was to evaluate the possible fitness penalty over biotype 69R by
comparison of its growth and the susceptible biotype 34S. For that, destructive evaluations
were performed over time until 129 days after sowing, in which were evaluated the leaf area,
dry weight of leaf, stems dry weight, roots dry weight, total dry weight and absolute growth
rate. It was impossible to infer accurately that there are differences in growth among the
resistant and susceptible biotypes of Tall windmill grass, which would imply in fitness
penalty for the resistant biotype. However, it is evident that in the early growth stages, the 34S
biotype had or a better development or statistically equal to biotype 69R until the end of the
experiment, when the 69R biotype had greater dry matter accumulation and reached the
biotype 34S biomass in all evaluations.

Keywords: Fitness cost; Growth curves; Absolute growth rate

4.1 Introducéao

A infestacdo das plantas daninhas em areas agricolas é um fator redutor de
produtividade aos sistemas de producédo, sendo que a utilizagdo de herbicidas é o elemento
chave para seu controle. Entretanto, a aplicacdo intensiva e repetitiva de herbicidas
especificos em vastas populagdes de plantas daninhas é um forte agente seletor de individuos
resistentes, o que vem ocorrendo em diversos sistemas de producdo nas Ultimas décadas
(POWLES; SHANER, 2001).

Um dos principios basicos da genética evolutiva é de que a adaptacdo a um novo
ambiente, com a presenca de um agente seletor, geralmente trara efeitos negativos aos agentes
selecionados, conhecido também como “custo adaptativo” (PURRINGTON, 2000; STRAUSS
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et al., 2002). Esses custos adaptativos podem prevenir a fixacdo de um novo alelo (TIAN et
al., 2003) e contribui para a manutencdo do polimorfismo dentro da populagdo
(ANTONOVICS; THRALL, 1994).

Entretanto, tem sido observado que em alguns casos, a selecdo de biotipos de plantas
daninhas resistentes a herbicidas ndo necessariamente traz prejuizos adaptativos aos
individuos (CHRISTOFFOLETI; WESTRA; MOORE IlI, 1997). O entendimento das
consequéncias que a resisténcia traz as plantas daninhas na presenca e auséncia do herbicida é
importante para ajudar na compreensdo da dinamica evolutiva da resisténcia (NEVE et al.,
2003).

A resisténcia ao glyphosate é conferida geralmente por um gene simples semi-
dominante (BECKIE, 2011). Entretanto, a resisténcia de alguns biétipos de Lolium rigidum
(YU; CAIRNS; POWLES, 2007; SIMARMATA; BUGHRARA; PENNER, 2005) e
Amaranthus tuberculatus (ZELAYA; OWEN, 2005) vem sendo atribuidas a maltiplos genes.
Em casos de resisténcia multipla a herbicidas em Lolium rigidum, segundo Preston et al.
(2009) e Yu, Cairns e Powles (2007), o fluxo génico entre plantas ocorre por troca de pdlen,
uma vez que esta espécie possui polinizacdo cruzada, fato este que aumenta a importancia do

conhecimento do tipo de polinizacdo da planta daninha e sua interagdo ecolégica.

Quando a alteracdo de um alelo que confere resisténcia também implica em custo
adaptativo existem, segundo Vila-Aiub et al. (2009), pelo menos trés explicacfes para a sua
origem: (a) o custo adaptativo resulta de um nova mutacdo no sitio de acdo em que o
herbicida atua, e essa mutacdo também compromete ou interfere, em algum nivel, com o
funcionamento normal do metabolismo da planta (COHAN; KING; ZAWADZKI, 1994,
GROETERS et al., 1994; CHEVILLON et al., 1995). Por exemplo, uma simples substituicao
em um aminoacido pode causar uma modificacdo estrutural na enzima, tornando a planta
insensivel ao herbicida, porém essa mudanca estrutural também afeta as fungdes cataliticas da
enzima (TRANEL; WRIGHT, 2002; DELYE et al., 2005; POWLES; PRESTON, 2006). (b)
A resisténcia é, de certa forma, um mecanismo de defesa da planta em resposta a acdo dos
herbicidas, e esse mecanismo pode comprometer o direcionamento de reservas para a
producdo de massa seca e 0rgdos reprodutivos, segundo a teoria da “fonte-dreno” (COLEY;
BRYANT, 1985; CHAPIN; AUTUMN; PUGNAIRE, 1993; HERMS; MATTSON, 1992).
Por exemplo, a resisténcia devido ao metabolismo do herbicida por plantas pode, em alguns

casos, ser devido a uma maior producdo de enzimas do complexo P450 (WERCK-
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REICHHART; HEHN; DIDIERJEAN, 2000). Assim, a maior producdo dessas enzimas
causaria um custo adicional de energia que seria “tirado” dos orgdos reprodutivos e do
crescimento, causando o custo adaptativo. (c) Por fim, o custo adaptativo pode ser causado
por consequéncia de alteracdes nas interacfes ecologicas dos individuos (PURRINGTON,
2000; STRAUSS et al., 2002). Se um alelo possui efeito pleiotropico, onde este a0 mesmo
tempo regula algum fenotipo atrativo a polinizadores, resisténcia a doengas e resisténcia a
herbicidas, estes individuos terdo a capacidade de sobreviver apos a exposicdo a herbicidas,

porém terdo outras desvantagens ecologicas (SALZMANN et al., 2008).

Existem casos em que 0 custo adaptativo pode ndo apenas s6 provocar reducdo no
desenvolvimento da planta. No caso de plantas daninhas resistentes aos inibidores da ALS,
existem casos em que a mutacdo do sitio de acdo causa diminuicdo (ASHIGH; TARDIF,
2007; EBERLEIN et al., 1997, 1999), aumento (BOUTSALIS; KAROTAM; POWLES,
1999; YU et al.,, 2003, 2007) e indiferenca (PRESTON et al.,, 2006) quanto ao custo

adaptativo.

Segundo Jasieniuk et al. (1996) e Preston e Powles (2002), os alelos que conferem
resisténcia a plantas daninhas e que carregam maiores custos adaptativos sé0 menos comuns
do que aqueles que carregam menores custos adaptativos dentro de uma populagdo. Ainda
segundo os autores, geralmente os genes que conferem resisténcia a herbicidas sdo raros
dentro de uma populacdo quando ndo existe o agente selecionador herbicida, muito

provavelmente devido ao custo adaptativo que esses genes conferem as plantas daninhas.

A resisténcia ao glyphosate surgiu depois de um longo tempo ap6s o inicio de seu uso
na agricultura, comparativamente a outros mecanismos de acao, levando em consideragéo que
este herbicida vem sendo usado por mais de 40 anos (PRESTON et al., 2009). Uma das
sugestdes mais consideradas pela comunidade cientifica é que ha custo adaptativo relacionado
a resisténcia ao glyphosate, sendo essa penalidade suficiente para suprimir os individuos
resistentes em meio a populacdo (BRADSHAW et al., 1997). Entretanto, estudos com
biotipos resistentes vem indicando que a resisténcia ao glyphosate ndo causa custo adaptativo
em todos os casos (DAVIS et al., 2009; PEDERSEN et al., 2007; SHRESTHA et al., 2010;
ZELAYA; OWEN; VANGESSEL, 2004).

Segundo Vila-Aiub et al. (2009), o custo adaptativo negativo em biotipos resistentes
poderia, teoricamente, modificar a populacdo das plantas daninhas para a maior presenca de

individuos suscetiveis, uma vez que o agente selecionador fosse retirado da equacdo. Por
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outro lado, segundo Giacomini et al. (2014), em plantas daninhas como o Amaranthus
palmeri, a auséncia do custo adaptativo provavelmente resultard na persisténcia dos
individuos resistentes ao glyphosate na populacdo mesmo com a retirada do agente
selecionador, levando a perda da ferramenta glyphosate a longo termo. Como até o0 momento
ndo existem trabalhos que compararam o crescimento entre bi6tipos de capim-branco
resistente e suscetiveis ao glyphosate no Brasil, foi realizado este estudo com o objetivo de
elaborar curvas de crescimento comparativas entre os bidtipos suscetivel (bidtipo 34S) e
resistente (bidtipo 69R) ao glyphosate, sendo entdo possivel inferir se ha custo adaptativo para

0 biotipo resistente ao glyphosate nesta planta daninha.

4.2 Material e Métodos

O experimento foi instalado em casa-de-vegetacdo do Departamento de Producéo
Vegetal da ESALQ/USP (22°42°31.52.11°" S; W 47°37°41.01” W), equipada com irrigacao
diaria média de 4mm distribuidos ao longo do dia, entre 0s meses de dezembro e abril. As
sementes dos biotipos 34S (suscetivel) e 69R (resistente) foram semeadas em substrato
comercial Genesolo® (N=0,5%; C,q=15%; Relacdo C/N=20; CTC=90) na quantidade de 100
unidades de cada bidtipo, em vasos plasticos com capacidade para 5 litros. Devido a
constitui¢do do substrato utilizado, ndo foi realizada a adubagéo dos vasos, uma vez que esta
poderia interferir nas conclusdes dos resultados, optando-se por uma homogeneidade de
fertilidade do substrato. Foi realizado desbaste logo ap6s a emergéncia das plantas para a
obtencdo de uma planta por vaso, procurando deixar plantas de tamanho uniforme em todos
os vasos. O delineamento experimental escolhido foi o inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes e 14 tratamentos, em que cada tratamento constou de uma avaliacao de colheita das
plantas de ambos os bidtipos separando-se suas partes em raizes, limbos foliares e colmos.
Para evitar-se a dispersdo de sementes resistentes de capim-branco, as avaliacdes foram

realizadas somente até o inicio da emissdo da panicula.

Foram feitas avaliacbes destrutivas periodicamente, medindo-se a area foliar dos
individuos, massa seca das folhas, massa seca das raizes e massa seca dos caules. Os limbos
foliares foram cortados com tesoura e suas areas medidas através do aparelho LI — 3100 Area
Meter (LI-COR, inc., Lincoln, Nebraska, USA) e armazenados em sacos de papel para
avaliacdo da massa seca. Em seguida, o substrato com as raizes foram cuidadosamente

lavados em agua corrente para avaliar a massa das raizes e depois eram separadas dos colmos.
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Os colmos, as raizes e os limbos foliares foram armazenados em estufa de circulagdo forcada
a 75°C por trés dias, para a obtencdo da massa seca. A taxa de crescimento absoluto, que
expressa 0 incremento da massa seca em g dia™, também foi calculada pela férmula: G = (Wt,
— W) / (t2 — t1), em que G € a taxa de crescimento absoluto, Wt, e Wt; sdo as massas secas
totais de duas amostras consecutivas, coletadas nos tempos t; e t;, que séo os dias decorridos
entre as duas observagdes, como utilizado por Carvalho et al. (2005) e Calbo et al. (1989).

Os dados obtidos foram submetidos ao teste da normalidade de Shapiro-Wilk e em
seguida foram analisadas as variancias dos tratamentos pelo teste F. As curvas de crescimento
foram obtidas com o software Sigmaplot 12.0 (SYSTAT SOFTWARE, SAN JOSE, CA) e 0s
dados do teste t-student ndo-pareado, para todas as avaliacfes, foram obtidos através do

software Excel®, todos a 5% de probabilidade.

4.3 Resultados e Discussao

O grafico presente na Figura 4.1 ilustra a evolucdo da area foliar dos bidtipos de
capim-branco resistente e suscetivel ao glyphosate. A escala do grafico da Figura 4.1 néo
permite a afirmacdo da diferenca significativa entre os bi6tipos na evolucéo inicial da éarea
foliar. Por outro lado, através da Tabela 4.1, é possivel verificar os valores do teste t, que
devem ser interpretados da seguinte forma: se o valor de “p-value” for maior que a
probabilidade de 5% (ou 5% de significancia, ou 0,05) a hip6tese da nulidade ndo deve ser
rejeitada, ou seja, ndo existe diferenca significativa entre os bi6tipos. Por outro lado, se os
valores forem menores que 0,05, rejeita-se a hipOtese da nulidade, e considera-se que 0s
bidtipos possuem crescimentos estatisticamente diferentes. Dessa maneira, a partir da coluna
referente a area foliar, € possivel inferir que os biotipos tiveram crescimentos estatisticamente
diferentes ate os 119 dias com superioridade na producéo de area foliar do bidtipo 34S, onde a
partir desse momento, os bidtipos tiveram area foliar estatisticamente igual. Este fato pode ser
confirmado pelo gréfico da taxa de crescimento absoluto (Figura 4.6), do qual dos 100 aos
109 dias, o bittipo 69R teve incremento de acimulo de matéria seca estatisticamente superior
ao biotipo 34S.
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Figura 4.1 — Evolucdo da area foliar dos biotipos resistente e suscetivel. Piracicaba, 2013-
2014

As equacdes 4.1 e 4.2 representam, respectivamente, o bi6tipo 34S e 69R, e a equagdo
que mais se ajustou ao modelo foi a do tipo sigmoide, com quatro parametros, onde 0s
coeficientes de determinacdo foram, respectivamente, 0,99 e 0,97. Segundo Causton et al.
(1978), a descricdo do crescimento de plantas através de equacGes matematicas pode auxiliar
na sumarizagdo dos dados de forma conveniente, pode estimar atributos de crescimento

derivado dos resultados e ajuda no fornecimento de informagdes por meio dos pardmetros da

equacao.
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1319498837 »
f= x—113.83 (4.1)
1+ (exp(——=g22 )

4292 + 621.24
f= (4.2)

x — 108.61
1+ (exp(— —043 )

Carvalho et al. (2005), observaram acumulo de area foliar do capim-branco até cinco
vezes maior que o observado nessa pesquisa ao final dos 140 dias de ciclo da qual, da mesma
forma que a presente pesquisa, foi avaliado bidtipo com auséncia de competicdo, em
condigdes controladas de casa de vegetacéo.

O gréfico presente na Figura 4.2 evidencia a mesma tendéncia de resultados da massa
seca e da area foliar. Entretanto, de acordo com a Tabela 4.1, ndo foi possivel estabelecer uma
relacdo linear entre os bidtipos, uma vez que o bidtipo 34S teve acimulo superior de massa
seca nos limbos foliares nas avaliagcdes de 14, 63, 70, 92, 100 e 109, enquanto que nas demais
ndo houve diferenca significativa, apesar de ser possivel inferir pela Figura 4.2 que o bidtipo
34S teve médias de acumulo de massa seca maior que o bidtipo 69R, onde, por fim, essa
variavel se tornou igual para ambos os bidtipos. As equacdes 4.3 e 4.4 representam as curvas
referentes ao bidtipo 34S e 69R, respectivamente, com coeficientes de determinacdo de 0,99 e
0,93, onde novamente a equacdo sigmoide foi a que melhor se ajustou ao modelo, com quatro

parametros.

Moreira et al. (2010) estudando biotipos de buva (Conyza spp.) e Melo (2011)
estudando o capim-amargoso (Digitaria insularis), diferentemente da metodologia adotada
nesta pesquisa, usaram como avaliacGes a massa seca total das partes das plantas suscetiveis e
resistentes ao glyphosate, o que incluiu a massa seca dos limbos foliares + colmos e raizes,
enquanto que na presente pesquisa foi adotada a separacdo mais detalhada dos Orgaos
vegetais. Apesar disso, foi possivel notar-se por essa pesquisa a partir da observacdo dos
graficos das Figuras 4.2 e 4.3 que existe, em questdes de proporcionalidade, uma relacdo

bastante intima entre a massa dos colmos e a massa dos limbos foliares.
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Figura 4.2 — Evolucdo da massa seca dos limbos foliares dos biotipos resistente e suscetivel.
Piracicaba, 2013-2014
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A Figura 4.3 representa a massa seca dos colmos dos biotipos 34S e 69R. Essa
variavel acusou diferenca significativa apenas em quatro das 14 avaliacGes realizadas. Apesar

das médias do biotipo 34S terem sido maiores que as do bidtipo 69R, como se pode observar
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na Figura 4.3, essas diferencas foram anuladas pela grande variagdo entre as parcelas
experimentais como pode se observar nas médias do 100°, 119° e 129° dias, que possuem as
barras de desvio padrdo bastante extensas. As equacdes obtidas que representam as curvas de
massa de colmos estdo descritas na equacao 4.5 para 0 34S e a equacdo 4.6 é referente ao
bidtipo 69R, com coeficientes de determinacdo de 0,96 e 0,91, respectivamente, onde a

equacéo escolhida foi a sigmoide com quatro parametros.
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Figura 4.3 — Evolucdo da massa seca dos colmos dos biotipos resistente e suscetivel.
Piracicaba, 2013-2014
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A Figura 4.4 ilustra o desenvolvimento do sistema radicular dos bidtipos estudados.
Atraveés dos coeficientes de determinacao, é possivel inferir o bom ajuste do modelo sigmoide
com quatro parametros para ambos 0s bidtipos, dos quais as curvas sdo representadas pelas
equacOes 4.7 e 4.8 dos bidtipos 34S e 69R, respectivamente. O teste de comparacao t-student
a 5% de probabilidade evidenciou que houve diferenca estatistica entre o desenvolvimento do
sistema radicular entre os bio6tipos nas avaliagfes aos 34, 41, 48, 70 e 109 dias ap06s a
semeadura, com maior acimulo de massa seca das raizes pelo bidtipo 34S, onde nas demais
avaliacBes ndo foi possivel constar diferencas significativas, apesar de que apenas nas
avaliagcdes aos 119 e 129 dias ap6s a semeadura o bidtipo 69R foi superior, como pode ser

observado na Tabela 4.1.

Massa de Raizes X DAS

25
e R? T
® Bictipo 34 Bi6tipo34  0.99 T
20 - o} Biotipo 69 Bi6tipo69  0.96
Bidtipo 34
. _—— == Biotipo 69
2 15 T
= |
i
N
&
5 10
©
@
(7))
@
= 9
0 -
I | | 1 I 1 1

0 20 40 60 80 100 120 140

Dias Apdés a Semeadura

Figura 4.4 — Evolugdo da massa seca das raizes dos bidtipos resistente e suscetivel.
Piracicaba, 2013-2014
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Diferentemente do observado neste trabalho, Moreira et al. (2010) observaram
diferencas significativas no desenvolvimento do sistema radicular tanto de bi6tipos de Conyza
bonariensis quanto de Conyza canadenses resistentes ao glyphosate, de forma que os biotipos
suscetiveis tiveram a habilidade de acumular quase duas vezes maior massa seca nas raizes do
que os bidtipos resistentes. Por outro lado, Melo (2011) ndo observou diferencas de

crescimento em bi6tipos de Digitaria insularis resistente e suscetivel ao glyphosate.

O grafico presente na Figura 4.5 ilustra o desenvolvimento dos bidtipos como um todo
ao longo dos dias apds a semeadura, obtido pelo somatério da massa de colmos, massa de
raizes e massa dos limbos foliares, que foram avaliados separadamente. Indiferente das
demais avaliacGes, o0 bi6tipo 34S teve crescimento médio superior ao bi6tipo 69R, porém nao
foi possivel afirmar estatisticamente que seus crescimentos foram diferentes. Ao final do
ciclo, o bidtipo 69R obteve maior acimulo de massa seca que o biotipo 34S, porém ambos
foram estatisticamente iguais devido a variacdo das parcelas experimentais. As curvas foram
ajustadas ao modelo sigmoide com quatro pardmetros, e as equacdes 4.9 e 4.10 séo
disponibilizadas a seguir. O alto coeficiente de determinacdo indica bom ajuste dos dados a

curva escolhida.
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Figura 4.5 — Evolucdo da massa seca total dos biotipos resistente e suscetivel. Piracicaba,
2013-2014

0.83 + 25.35

f= —105.56 (4.9)

X
1+ (exp(—=—337 )

15342355 10
/= x — 108.95 (4.10)

1+ (exp(— —035 )

Por fim, a taxa de crescimento absoluto, presente na Figura 4.6, pode ser usada como
explicacdo para todas as outras avaliagches, uma vez que esta expressa 0 quanto as plantas
acumulam de massa seca por dia. Nota-se que o bidtipo 69R nas ultimas semanas de ciclo
aumentou sua taxa de crescimento absoluto, fazendo com que a média de sua massa final
fosse maior que a do bidtipo 34S, enquanto que este ultimo manteve um crescimento
constante até o fim do ciclo, com leve aumento da taxa de crescimento absoluto nas ultimas

semanas. Por fim, a ultima avaliacdo de crescimento mostrou um crescimento negativo,
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indicando que a massa seca da avaliagdo anterior foi maior que a massa seca atual,
evidenciando que a planta iniciou seu estadio de senescéncia. As curvas de crescimento
absoluto foram do tipo pico de Gauss, com quatro parametros, como sdo mostradas nas

equacdes 4.11 e 4.12.

Ahmadi et al. (1980) verificaram que a absor¢do do glyphosate marcado em
Echinochloa crus-galli reduzia em 11% quando as plantas eram tratadas com 15cm de altura,
comparado com o tamanho de 10cm e, além da absorcdo, a translocacdo também era reduzida
significativamente. Dias et al. (2013) concluiram que a trapoeraba (Commelina benghalensis)
torna-se quatro vezes mais tolerante ao glyphosate a cada dez unidades de desenvolvimento
na escala BBCH (HESS et al., 2007). Autores enfatizam que o controle de plantas daninhas
em pos-emergéncia deve ser baseado no estadio de crescimento em que elas se encontram
(ASKEW et al., 2000; JOHNSON; HOVERSTAD, 2002; FLERK et al., 2008).
Independentemente de que o bidtipo 69R possua crescimento inicial mais lento que o 34S, as
implicacdes do manejo sdo minimas, uma vez que o controle de plantas daninhas deve ser
realizado quando as plantas estdo nos estadios iniciais de controle, e se possivel com a
associacdo de herbicidas com mecanismos de acgédo alternativos ao mecanismo de acdo do

glyphosate, como os inibidores da ACCase e manejo com pré-emergentes.
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Figura 4.6 — Evolugdo da massa seca total dos biotipos resistente e suscetivel. Piracicaba,

2013-2014

f = (0.06) + 8.44 x exp(—0.5 = ((x — 114.23)/2.22)?)

f = (—0.004) + 17.72 * exp(—0.5 * ((x — 115.21)/1.92)?)

(4.11)

(4.12)



95

Tabela 4.1 — Resultado dos testes t-student realizados para cada avaliagdo. Piracicaba, 2013 —

2014
DAS Area Foliar Massade Massade Massade Massa Taxa de
Folhas Raizes Colmos  Seca Total Crescimento
Absoluto
0 - - - - - -

14 0,003* 0,046* 0,423™ 1,000™ 0,104 0,104 ™
27 0,003* 0,593"™ 0,097™ 0,019* 0,022* 0,042*
34 0,001* 0,231™ 0,028* 0,115™ 0,023* 0,219"™
41 0,025* 0,539™ 0,045* 0,574™ 0,063"™ 0,463"™
48 0,002* 0,073™ 0,005* 0,921" 0,081"™ 0,477"™
56 0,007* 0,421™ 0,205™ 0,933™ 0,217™ 0,214"™
63 0,001* 0,015* 0,082"™ 0,154" 0,018* 0,110™
70 0,005* 0,018* 0,003* 0,001* 0,002* 0,003*
85 0,000* 0,486"™ 0,191™ 0,511™ 0,357™ 0,845™
92 0,006* 0,043* 0,087™ 0,078"™ 0,042* 0,045*
100 0,003* 0,022* 0,246™ 0,086 0,096 0,990 ™
109 0,013* 0,005* 0,012* 0,004* 0,004* 0,014*
119 0,281™ 0,581"™ 0,748™ 0,323"™ 0,604"™ 0,213"™
129 0,331™ 0,388" 0,561™ 0,958 0,859" 0,495

*Significativo ao teste t-student a 5% de probabilidade. ™N&o significativo ao teste t-student a 5% de
probabilidade

Segundo Gressel e Segel (1990) e Richter et al. (2002), estudos como o desenvolvido
nesta pesquisa sdo Uteis no desenvolvimento de modelos matematicos que simulam o

aparecimento da resisténcia a herbicidas e impacto na dinamica populacional.

4.4 Conclusodes

Né&o foi possivel inferir de forma clara que existe um diferencial de crescimento entre
0s bidtipos resistentes e suscetivel de capim-branco que implicaria em custo adaptativo do

biotipo resistente.

Nas fases iniciais de crescimento, na maioria das variaveis analisadas, o bidtipo 34S
foi superior ou estatisticamente igual ao bidtipo 69R até o fim de seu ciclo. Esta diferenciacao
de crescimento durante as fases de crescimento da planta daninha pode ter implicacdes na
dindmica populacional e manejo da planta daninha que deve ser explorada em futuras

pesquisas.
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5 CONTROLE DA PLANTA DANINHA CAPIM-BRANCO (Chloris polydactyla)
ATRAVES DE HERBICIDAS ALTERNATIVOS AO GLYPHOSATE

Resumo

O objetivo da pesquisa foi avaliar a eficacia de controle dos biotipos de capim-branco
34S e 69R, tanto na pos-emergéncia quanto na pré-emergéncia. Para isso foram conduzidos
ensaios em condigdes de casa de vegetacdo, sendo avaliada visualmente a porcentagem de
controle e a massa fresca dos bidtipos resistentes e suscetivel de capim-branco (Chloris
polydactila) em funcdo da aplicacdo dos herbicidas glufosinate, sethoxydim, quizalofop-P-
ethyl, tepraloxydim, haloxyfop-P-methyl, glyphosate, fenoxaprop-P-ethyl, tembotrione,
paraquat, saflufenacil e MSMA na modalidade de aplicacdo em condi¢des de pos-emergéncia
e dos herbicidas amicarbazone, chlorimuron-ethyl, clomazone, diclosulan, imazethapyr, s-
metolachlor, sulfentrazone, hexazinone, isoxaflutole, metribuzin e tebuthiuron em condigdes
de pré-emergéncia. Nao foi possivel estabelecer uma relagdo entre diferencas de
suscetibilidade entre os bidtipos, dessa forma, a resisténcia do bidtipo resistente (69R) ao
glyphosate ndo alterou sua suscetibilidade aos herbicidas alternativos ao glyphosate aqui
estudados. A avaliacdo de massa fresca dos tratamentos em pds-emergéncia mostrou que 0s
herbicidas que melhor controlaram o bio6tipo 34S foram clethodim, glyphosate, fenoxaprop-P-
ethyl e tembotrione. J& o bidtipo 69R foi controlado pelos herbicidas clethodim, haloxifop-P-
methyl, glyphosate, fenoxaprop-P-ethyl e tembotrione. Em relacdo a massa fresca dos
tratamentos em pré-emergéncia, 0s bidtipos 34S e 69R foram controlados eficientemente por
todos os tratamentos.

Palavras-chave: Capim-branco; Bidtipos resistentes; Controle quimico

Abstract

The objective of the research was to evaluate the efficacy of control of the biotypes
34S and 69R, in both post-emergence and pre-emergence conditions. Visual control and fresh
weight of the resistant and susceptible biotypes of Chloris polydactyla, as a function of
treatments with the herbicides glufosinate, sethoxydim, quizalofop-P-ethyl, tepraloxydim,
haloxyfop-P-methyl, glyphosate, fenoxaprop-P-ethyl, tembotrione, paraquat, saflufenacil and
MSMA in post-emergence conditions, and at pre-emergence were evaluated amicarbazone,
chlorimuron-ethyl, clomazone, diclosulan, imazethapyr, s-metolachlor, sulfentrazone,
hexazinone, isoxaflutole, tebuthiuron and metribuzin. It was not possible to establish a
statistical difference in susceptibility between the biotypes. The fresh weight resulted from the
post-emergence treatments showed that the herbicides which best controlled the 34S biotype
were clethodim, glyphosate, fenoxaprop-P-ethyl and tembotrione. The biotype 69R was
effectively controlled by the herbicides clethodim, haloxyfop-P-methyl, glyphosate,
fenoxaprop-P-ethyl and tembotrione. Regarding the fresh weight from pre-emergence
treatments, the biotypes 34S and 69R were controlled effectively by all treatments.

Keywords: Tall windmill grass; Resistant biotypes; Chemical control

5.1 Introducao

O capim branco era considerado uma planta daninha secundaria nas infestacdes, no

entanto, nos ultimos anos, tem atingido grau de importancia muito significativo nas



102

comunidades infestantes, principalmente da cultura de soja e citros. Sua infestagéo tardia nas
lavouras de gréos e fibras obriga os produtores a adocdo de manejos em condicGes de pos-
emergéncia da planta daninha, onde em um sistema agricola baseado em culturas resistentes

ao glyphosate, o produtor se tornou altamente dependente deste herbicida.

Powles e Yu (2010) relatam que nos ultimos 45 anos, modernas moléculas de
herbicidas tem substituindo a forca humana, animal e mecénica na remogdo das plantas
daninhas das lavouras, o0 que possibilitou 0 aumento da produtividade global de alimentos. Os
autores também fazem um paralelo interessante sobre a relagdo dos herbicidas e plantas
daninhas, ressaltando que o emprego de antibidticos ndo conseguiu eliminar as doencas
causadas por microrganismos em animais e seres humanos, tampouco o emprego de
inseticidas e fungicidas eliminaram as pragas e doengas agricolas; a aplicacdo dos herbicidas
também ndo conseguiu eliminar as plantas daninhas do cenéario agricola, uma vez que forgas
evolucionérias atuando sobre a diversidade genética em extensas populacdes explica a
sobrevivéncia de individuos apds eventos catastroficos como a aplicacdo de herbicidas sobre

vastas areas.

Na década passada ocorreu uma revolucdo mundial na maneira como se produzia
alimentos, gracas ao advento e ampla adocdo de culturas geneticamente modificadas
(POWLES; YU, 2010), com destaque para soja, milho e algoddo resistente ao herbicida
glyphosate. Este fenbmeno resultou na extrema dependéncia na agricultura, em alguns paises,

do glyphosate como principal forma de manejo das plantas daninhas.

A dependéncia do glyphosate desestimulou as pesquisas na descoberta de novas
moléculas de herbicidas. Porém, a alta pressdo de selecdo imposta pelo uso do glyphosate
selecionou diversos biotipos de espécies de plantas daninhas resistentes no mundo (HEAP,
2013). No Brasil, safra 2012/2013, 91,1% da soja cultivada no pais era resultante de eventos
isolados de resisténcia a herbicidas (84,6%), quanto de eventos multiplos de resisténcia a
insetos e herbicidas (6,5%). J& para a cultura do milho (safra e “safrinha”) correspondeu a
41,2% de toda a area cultivada no Brasil, e para a cultura do algodéo, 30,7% da area cultivada
(CELERES CONSULTORIA, 2013).

Na safra de 2010/2011, segundo Adegas et al. (2012), o nimero de aplicacfes média
de glyphosate por ciclo da cultura de soja foi de 2,4, onde a dose média foi de 1.584 g e.a.ha™.

Desse total de aplicacbes, apenas 64,1% teve a adicdo de outro ingrediente ativo,
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exemplificando a alta dependéncia do glyphosate no sistema de producéo e a baixa adocdo de
medidas preventivas a selecdo de plantas daninhas resistentes ao glyphosate.

Culturas agricolas perenes e semi-perenes, assim como as culturas anuais, também tem
alta dependéncia do glyphosate no controle de plantas daninhas. Pomares citricos, plantacdes
de café e frutiferas arbustivas, em geral, ttém no glyphosate a principal forma de manejo da
vegetacdo, com o herbicida sendo aplicado na forma de jato-dirigido a entrelinha da culura.
Segundo Pitelli (2004), Matheis et al. (2006) e Pinotti et al. (2009), em média sdo trés a quatro
entradas anuais na cultura do citros com a finalidade de aplicacdo de glyphosate, em doses

que variam de 720 a 1.440 g e.a. ha*.

Por outro lado, o glyphosate € um herbicida que nao deve ser retirado do sistema de
producdo uma vez que controla de forma ampla o complexo de plantas daninhas na area, ou
seja, tem amplo espectro de acdo, além de toxicologia favoravel ao meio ambiente e aos seres

VIVOS.

No Brasil, foram identificados biétipos de buva [Conyza bonariensis (L.) Cronquist]
(VARGAS et al., 2007), voadeira [Conyza canadensis (L.) Cronquist] (LAMEGO; VIDAL,
2008; MOREIRA et al., 2007), avoadinha [Conyza sumatrensis (Retz.) E. Walker] (SANTQOS,
et al.,, 2012), azevém (Lolium multiflorum Lam.) (ROMAN et al., 2004; VARGAS et al.,
2004; RIBEIRO, 2008) e capim-amargoso [Digitaria insularis (L.) Fedde] (CARVALHO et
al.,, 2011; MELO, 2011) como sendo resistentes ao glyphosate. Nos Estados Unidos da
América, a ocorréncia de biotipos resistentes de buva (Conyza canadensis) resulta no aumento
do custo de producio da soja em US$ 28,42 ha™ (MUELLER et al., 2005). J4 para controlar o
Amaranthus rudis resistente ao glyphosate, 0 aumento do custo de producdo da soja pode
chegar a US$ 48,00 ha™ em Missouri (LEGLEITER; BRADLEY; MASSEY, 2009).

Nesse cenario, € imprescindivel que novas medidas de controle sejam desenvolvidas.
Na realidade, a palavra “nova” ndo ¢ totalmente correta nesse contexto, podendo ser
substituida por “esquecidas no passado”, como a utilizacdo de herbicidas pré-emergentes na
pré-semeadura/semeadura das culturas anuais, associacdo de herbicidas para a dessecacao e
utilizacdo de herbicidas seletivos alternativos e/ou associados ao glyphosate, mesmo quando
da adocéo de culturas geneticamente modificadas para a resisténcia ao glyphosate. De modo
geral, para evitar o surgimento de espécies resistentes em uma area agricola é necesséria a
reducdo da pressdo de selecdo na populacdo por meio de praticas agricolas como rotacéo de

culturas, rotacdo de herbicidas, associacao de ingredientes ativos de diferentes mecanismos de
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acdo, e tudo isso de nada adianta se ndo forem préticas coletivas e em conjunto com 0s
agricultores da regido, uma vez que certas espécies de plantas daninhas possuem sementes
que sdo dispersas por muitos quildometros (INOUE; OLIVEIRA JR., 2011).

Para exemplificar, Lamego et al. (2013) compararam o controle de buva (Conyza
bonariensis) resistente ao glyphosate sob diferentes coberturas do solo durante o inverno, e
concluiram que a utilizagdo de nabo e ervilhaca séo eficientes medidas de manejo dessa
espécie quando existe a associa¢do do glyphosate com outros herbicidas como o0 2,4-D e 0
chlorimuron-ethyl, complementados com uma aplicacdo de herbicida de contato proxima a

semeadura da soja, como o paraquat + diuron.

Johnson et al. (2012) estudaram diversas taticas visando reduzir a pressao de selecéo
sobre plantas daninhas em area semeada com soja transgénica para a resisténcia ao
glyphosate, e concluiram que a aplicacdo de herbicidas em pré-emergéncia das plantas
daninhas e da cultura seguidos por uma aplicacdo de glyphosate resultaram nos melhores
tratamentos para o controle de plantas daninhas de folha larga (Chenopodium album,

Amaranthus rudis e Ambrosia trifida) e ndo constataram reducao na produtividade da cultura.

O azevém, espécie que possui bidtipos resistentes ao glyphosate em diversas
localidades do sul e sudeste do Brasil, foi estudado em casa-de-vegetacao por Christoffoleti et
al. (2004) quanto a alternativas quimicas de controle desses biotipos. Foi relacionado seu
estadio vegetativo com a suscetibilidade ao glyphosate e foi notado que quanto mais avangado
0 estadio de crescimento, mais dificil era o controle. Independentemente do estadio
vegetativo, os herbicidas paraquate + diurom e glyphosate + cletodim foram eficientes em
todos os estadios vegetativos analisados (duas a trés folhas, inicio do perfilhamento, de 12

perfilhos até o florescimento e inicio do florescimento).

AplicagOes sequenciais também séo alternativas de manejo em areas tanto de culturas
perenes quanto para culturas anuais geneticamente modificadas. Melo et al. (2012) estudaram
alternativas quimicas para controlar o capim-amargoso (Digitaria insularis) resistente e
suscetivel ao glyphosate em campos de citros, e chegaram a conclusdo que os tratamentos
glyphosate + paraquat seguido por uma aplicacdo de paraquat + diuron sete dias apds a
primeira aplicacdo e o tratamento glyphosate + clethodim seguido por uma aplicacdo de
amonio-glufosinato sete dias ap6s a primeira aplicagdo foram os melhores resultados, sem

causar injarias as plantas de citros.
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Em um estudo realizado nos Estados Unidos da América do Norte com mais de 1.000
agricultores, que cultivam milho, algod&o e soja, Frisvold et al. (2009) publicaram que o uso
de multiplos herbicidas com diferentes mecanismos de acédo era a pratica menos adotada no
manejo da resisténcia, apesar de ser a pratica mais difundida entre os especialistas em plantas
daninhas. Os relatos mais comuns dos agricultores dos porqués eles ndo adotavam essa
técnica eram 0s seguintes: (i) alguns produtores acreditam que o uso de mais de um herbicida
com mecanismo de acdo diferentes aumentava o custo de producdo e o controle de plantas
daninhas resistentes era incerto (HURTLEY; MITCHLL; FRISVOLD, 2009); (ii) alguns
agricultores acreditam que controlar plantas daninhas resistentes estad além de suas
capacidades (WILSON et al., 2008); (iii) outros agricultores acreditam que a industria criara

novos herbicidas capazes de controlar biotipos resistentes (LLEWELLYN , 2007).

O capim-branco, como estd sendo demonstrado cientificamente neste trabalho de
pesquisa, possui biodtipos que tem a habilidade de sobreviver a aplicacdo de doses
recomendadas do herbicida glyphosate. Portanto, torna-se necessario pesquisar a eficacia de
herbicidas alternativos ao glyphosate para controlar o capim-branco, uma vez que 0
glyphosate isoladamente ndo é mais uma alternativa vidvel para alguns bio6tipos. Além disso, é
necessario constatar se o fato de alguns bio6tipos do capim-branco terem sofrido pressédo de
selecdo e mudancas nas caracteristicas genéticas pode ter alterado a suscetibilidade a
herbicidas com outros mecanismos de agdo. Nesse contexto, foi desenvolvido o presente
trabalho com a finalidade de estudar herbicidas alternativos ao glyphosate que sejam eficazes

para controlar os biotipos resistente e suscetivel do capim-branco.

5.2 Material e métodos

O experimento foi conduzido em condic¢des de casa-de-vegetacdo do departamento de
producdo vegetal da ESALQ/USP, com irrigagdo diaria de aproximadamente 4 mm
distribuidos durante o dia, no periodo de Dezembro a Marco, 2013-2014. Para esse
experimento, foram estudadas as populacbes de nimero 34S e 69R, onde a 34S foi a
populacdo considerada como suscetivel de acordo com o experimento de confirmacdo da
resisténcia, e a populacdo 69R foi considerada a populagdo com o maior fator de resisténcia
entre as populacbes estudadas. Suas sementes foram obtidas por meio da geracdo F2 e
semeadas em substrato comercial, devidamente e igualmente adubados para em seguida,

quando as plantas atingiram o estddio de trés folhas totalmente expandidas, foram
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transplantados para vasos preenchidos com solo cujas caracteristicas quimicas estdo
apresentadas na Tabela 4.1 e fisicas na Tabela 4.2. Foi deixada uma planta por vaso no

momento da aplicacéo dos tratamentos herbicida.

Tabela 5.1 — Caracteristicas quimicas do solo utilizado no experimento de alternativas de
controle. Piracicaba, 2013-2014

Profundidade pH M.O. P K Ca Mg SB CTC V
(cm) CaCl, gdm® mgdm?® mmol, dm
0-20 6,4 14 17 30 48 18 691 872 79

Fonte: Departamento de Ciéncias do Solo. ESALQ/USP

Tabela 5.2 — Propriedades fisicas do solo utilizado no experimento de alternativas de controle
(em g kg™). Piracicaba, 2013-2014

Profundidade Areia Silte Argila Classe Origem
(cm) textural
0-20 305 123 572 Argiloso Piracicaba

Fonte: Departamento de Ciéncias do Solo. ESALQ/USP

Quando as plantas atingiram o estadio 23, segundo a escala de Hess, et al (1997), os
tratamentos, que constam na Tabela 5.3, foram aplicados com um pulverizador costal,
trabalhando a 2,0 bar, equipado com ponta Teejet 110.02 do tipo leque, calibrado para aplicar
um volume de calda correspondente a 200 L ha™, e devolvidos & casa-de-vegetacdo para

posteriores avaliagGes.
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Tabela 5.3 — Tratamentos herbicida aplicados em condi¢cdes de pos-emergéncia do capim
branco com suas respectivas doses, adjuvantes e mecanismos de acao.
Piracicaba, 2013-2014

Dose (g i.a. ha™ Adjuvante*** _
Tratamentos™ Mecanismo de Ac¢ao
ouge.a hat)** (Concentracdo v/v)
1 — Testemunha 0 - -
2 — Glufosinate de amonio 400 0,5 % Inibidor da GS
3 — Sethoxydim 230 1% Inibidor da ACCase
4 — Clethodim 120 1% Inibidor da ACCase
5 — Quizalofop-P-ethyl 180 2% Inibidor da ACCase
6 — Tepraloxydim 100 0,5% Inibidor da ACCase
7 — Haloxyfop-P-methyl 60 0,5% Inibidor da ACCase
8 — Glyphosate 4800 2% Inibidor da EPSPs
9 — Fenoxaprop-P-Ethyl 88 1% Inibidor da ACCase
10 — Tembotrione 75,6 0,5 % Inibidor da HPPD
11 — Paraquat 400 2% Inibidor do FS |
12 — Saflufenacil 100 2% Inibidor da PROTOX
13- MSMA 1.422 1% Desconhecido

*Ingrediente ativo. **Doses em gramas de ingrediente ativo por hectare ou gramas de equivalente acido por

hectare.***Adicao de 6leo mineral (adjuvante) segundo recomendagdo em bula.

No total, foram aplicados 13 tratamentos em condi¢fes de poOs-emergéncia e 13
tratamentos em pré-emergéncia (Tabela 5.3 e 5.4) na quantidade de quatro repeti¢cGes por
tratamento no delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial. A escolha dos
herbicidas foi baseada nas moléculas que recentemente vem sendo as mais utilizadas na
cultura da soja, milho, citros e cana-de-agtcar, bem como moléculas que, por experiéncia

prética, teriam potencial de controle eficaz do capim-branco.
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Tabela 5.4 — Tratamentos herbicida aplicados em condi¢Bes de pré-emergéncia do capim
branco com suas respectivas doses e mecanismos de acdo. Piracicaba, 2013-
2014

Tratamentos* Dose (g i.a. ha™)** Mecanismo de Agao

1 — Testemunha - -

2 — Amicarbazone 1400 Inibidor do FS 11

3 — Chlorimuron-ethyl 80 Inibidor da ALS

4 — Clomazone 720 Inibidor da sintese de carotenoides

5 — Diclosulan 29.8 Inibidor da ALS

6 — Imazethapyr 100 Inibidor da ALS

7 — S-metolachlor 1440 Inibidor da sintese de acidos graxos de
cadeia longa

8 — Sulfentrazone 500 Inibidor da PROTOX

9 — Hexazinone 350 Inibidor do FS 11

10 — Isoxaflutole 100 Inibidor da HPPD

11 — Metribuzin 480 Inibidor do FS 11

12 — Diuron + Hexazinone 936 + 264 Inibidor do FS 11

13 - Tebuthiuron 1200 Inibidor do FS 11

*Ingrediente ativo.**Doses em gramas de ingrediente ativo por hectare.

As avaliacOes foram realizadas aos 4, 7, 14, 21, 28 e 35 dias ap0s a aplicacdo dos
tratamentos, segundo recomendacdes da Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas
Daninhas - SBCPD (1995), onde foi utilizada a escala da ALAM (1974). Aos 35 dias ap6s 0
tratamento, as plantas foram colhidas com uma tesoura de poda na superficie do solo e

pesadas logo em seguida, para a avaliacdo de fitomassa fresca.

A andlise estatistica foi realizada através do software SAS. Os dados obtidos foram
verificados quanto a normalidade dos residuos, variancia, e, em seguida, foi realizado o teste
de comparagdes multiplas pela média dos tratamentos (Tukey), a 5% de probabilidade.
Também foi necesséria a transformacao dos dados de massa fresca dos tratamentos feitos em
condices de pré-emergéncia, por meio da seguinte formula: Y = (x + 0,5)°°, onde “Y” ¢é o

valor final da parcela experimental e “x” é o valor real da variavel medida na parcela

experimental.
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5.3 Resultados e Discussao

De acordo com a analise da variancia (ANOVA), para todas as avalia¢@es (visual em
pré e pos-emergéncia e massa fresca em pré e pds-emergéncia) houve interagdo significativa
entre os fatores tratamento e bidtipo. Os resultados do teste de comparacdo de médias (Tukey,
p<0,05), referentes ao controle visual em pos-emergéncia aos 35 dias apds a aplicagdo dos

tratamentos, sdo apresentados na Tabela 5.5.

Através dos resultados das avaliac@es finais, é possivel observar que houve diferenca
estatistica no controle dos bi6tipos, sendo que ndo foi possivel estabelecer um padréo para a
diferenca de suscetibilidade entre os bio6tipos a partir das avaliacdes de controle visual aos 35
dias apds a aplicacdo dos tratamentos. Para exemplificar, dos 12 tratamentos que tiveram
aplicacdo de herbicida, trés controlaram melhor o biétipo 34S, cinco controlaram melhor o

bidtipo 69R e quatro tratamentos tiveram controle estatisticamente igual.

Os tratamentos que melhor controlaram o bidtipo 34S, baseados no controle visual,
foram os contendo os herbicidas glyphosate, fenoxaprop-P-ethyl e tembotrione, enquanto que
os que melhor controlaram o bidtipo 69R foram os tratamentos compostos pelos herbicidas

haloxyfop-P-methyl, fenoxaprop-P-ethyl e tembotrione.

Os tratamentos paraquat e glufosinate proporcionaram controle inicial satisfatorio até
0s 14 dias apds a aplicacdo. Entretanto, assim como observado por Melo et al. (2012) em
relacdo ao capim-amargoso, esses tratamentos permitiram a recuperacdo das plantas tratadas
nas avaliagcOes seguintes, uma vez que esses herbicidas possuem acdo de contato/pouca
translocacdo para as partes de reserva, destruindo principalmente a parte aérea das plantas

daninhas.
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Tabela 5.5 - Controle Visual* aos 35 dias apds a aplicacdo dos tratamentos aplicados em
condicGes de pds-emergéncia. Piracicaba, 2013-2014

Tratamento Bidtipo 34S Bidtipo 69R
1 — Testemunha 0,00fA 0,00gA
2 — Glufosinate 2,50 fA 8,759 B
3 — Sethoxydim 2750d A 21,25 A
4 — Clethodim 82,50b B 63,75d A
5 — Quizalofop-P-ethyl 30,00d A 46,25¢e B
6 — Tepraloxydim 71,25cA 81,25cB
7 — Haloxyfop-P-methyl 81,25 bc A 88,75 abc B
8 — Glyphosate 91,25ab A 87,50 bc A
9 — Fenoxaprop-P-Ethyl 97,50a A 98,75a A
10 — Tembotrione 88,75ab A 92,50 ab A
11 — Paraquat 71,25cB 56,25 de A
12 — Saflufenacil 26,25d B 3,750 A
13 - MSMA 13,75e A 26,25fB
CV(%) 8,20

*Meédias de controle visual seguidas de mesma letra mintscula na coluna ou mesma letra maitscula na linha, ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade

Resultados semelhantes em relacdo a suscetibilidade de bidtipo resistente de buva
(Conyza bonariensis) a herbicidas distintos ao glyphosate (paraquat, chlorimurom-ethyl,
metsulfuron-methyl, 2,4-D e paraquat + diuron) foram obtidos por Vargas et al. (2007). Os
autores chegaram a conclusdo de que o bidtipo resistente tinha igual suscetibilidade a
herbicidas diferentes do glyphosate comparado com o biétipo suscetivel, ou seja, o biétipo

resistente ndo possuia resisténcia multipla.



111

Tabela 5.6 — Massa fresca* aos 35 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos aplicados em
condicGes de pds-emergéncia. Piracicaba, 2013-2014

Tratamento Biotipo 34S Biotipo 69R
1 — Testemunha 7,589 B 507 gh A
2 — Glufosinate 3,72fg B 1,64 fgh A
3 — Sethoxydim 4,83 de A 3,74 defg A
4 — Clethodim 1,33ab A 2,14 abcd A
5 — Quizalofop-P-ethyl 3,94 cd B 2,54 bcde A
6 — Tepraloxydim 2,68 bc A 2,22 bcd A
7 — Haloxyfop-P-methyl 1,89b A 0.78 ab B
8 — Glyphosate 1,46 ab A 1,95 abcd A
9 — Fenoxaprop-P-Ethyl 0,38a A 0.35aA
10 — Tembotrione 1,66 ab A 1,58 abc A
11 — Paraquat 2,43b B 3,01 cdef A
12 — Saflufenacil 6,18 ef A 597h A
13- MSMA 6,27 fg B 4,13 efgh A
CV(%) 24,32

*Médias de massa fresca seguidas de mesma letra minudscula na coluna ou mesma letra maidscula na linha, ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

A avaliacdo de massa fresca aos 35 dias apds a aplicacdo dos tratamentos, conforme
era previsivel, teve seus resultados semelhantes aos da avaliagcdo de controle visual (Tabela
5.6). Os tratamentos que melhor controlaram o bi6tipo 34S, baseando-se na massa frasca aos
35 dias ap6s a aplicacdo, foram os que continham os herbicidas clethodim, glyphosate,
fenoxaprop-P-ethyl e tembotrione, resultados semelhantes aos obtidos na avaliagdo do
controle visual, com excecdo do clethodim, provavelmente devido a variacdo entre uma
repeticdo e outra, aumentando o intervalo & variabilidade desse tratamento. Ja o bi6tipo 69R
teve como melhores tratamentos aqueles que continham os herbicidas clethodim, haloxifop-P-
methyl, glyphosate, fenoxaprop-P-ethyl e tembotrione, diferenciando da avalia¢do de controle
visual, que ndo incluiu como eficientes os herbicidas clethodim e glyphosate. Dentre os 12
tratamentos contendo herbicida, quatro deles controlaram melhor estatisticamente o bidtipo
resistente, um controlou melhor o bidtipo suscetivel e sete tiveram eficacia estatisticamente

igual.
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Segundo o portal AGROFIT (BRASIL, 2014), apenas 0s herbicidas paraquat,
glufosinate e glyphosate sdo recomendados para o controle de plantas daninhas na cultura do
citros. Entretanto, como se pode observar pelos resultados, os demais herbicidas controlariam
eficientemente tanto bidtipos suscetiveis como resistentes, sendo uma opc¢éo ao produtor rural.
Ainda, segundo Melo (2011), os herbicidas sethoxydim, chethodim, haloxyfop e tepraloxydim
sdo altamente eficientes para o controle do capim-amargoso (Digitaria insularis) e nédo
causam injurias as plantas de citros. Alguns desses herbicidas inibem a acdo da enzima
ACCase, da qual estd envolvida na primeira reacdo da rota metabdlica da producdo de
lipidios, da qual catalisa a transformacdo de Acetil-CoA em Malonil-CoA, os quais chegam a
representar de 5 a 10% da massa vegetal. Essa enzima possui duas formas conhecidas,
eucariota e procariota, sendo que a familia Poaceae apresenta a forma eucariota nos
cloroplastos e no citoplasma (forma de ACCase sensivel aos herbicidas inibidores da
ACCase), enquanto que as dicotileddneas possuem a forma eucariota no citoplasma e a
procariota (insensivel aos herbicida inibidores da ACCase) no cloroplasto. A forma procariota
presente nas dicotiledoneas é suficiente para produzir todo o Malonil-CoA que a célula
necessita quando a forma eucariota € inibida por herbicidas, explicando assim a tolerancia
natural das dicotiledoneas aos herbicidas inibidores da ACCase (ALBAN; BALDET;
DOUCE, 1994). Como avaliado por Melo et al. (2012), a acdo de herbicidas inibidores da
ACCase em associacdo com o glyphosate ndo causaram injdrias as plantas de citros, o que
ndo explica a falta de produtos recomendados para essa cultura além de questbes comerciais,

ainda segundo o autor.

O controle de plantas daninhas em p6s-emergéncia €, sem sombra de duvidas, muito
importante para garantir a produtividade colocada em cheque quando existe infestagéo tardia
das plantas daninhas na lavoura. Por outro lado, as plantas daninhas possuem germinacao
heterogénea devido a varia¢Oes naturais no banco de sementes. A germinacao de sementes de
plantas daninhas, quando em estadios iniciais do desenvolvimento da cultura, pode ser evitada
atraves da aplicacdo de herbicidas pre-emergentes seletivos para a cultura de interesse,
garantindo assim a auséncia de plantas daninhas no periodo critico de prevencdo da
interferéncia (PITELLI; DURIGAN, 1984). A cultura da soja, por exemplo, pode ter o
periodo critico de prevencao da interferéncia entre o 7° e 0 53° dias, ou entre 0 18° e 47° dias,
dependendo do espacamento, segundo estudo realizado por Melo et al. (2001), levando em

conta a perda de produtividade aceitavel de 2% (Nivel de dano econémico). O feijdo-comum,
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semelhantemente a soja, pode ter reducdo de produtividade quando h& convivéncia com
plantas daninhas de apenas quatro dias, como estudado por Borchartt et al. (2011).

Os tratamentos pré-emergentes, de maneira geral, foram eficientes para controlar o
capim-branco, até os 35 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos. O bidtipo 69R foi controlado
por todos os herbicidas testados. Por outro lado, os herbicidas amicarbazone e chlorimuron-
ethyl tiveram controle inferior do biotipo 34S, conforme é mostrado na Tabela 5.7. Vale
também ressaltar que, dentre os produtos comerciais utilizados para o experimento de controle
em pré-emergéncia, nenhum dos rétulos tinham recomendacdo para o controle da planta

daninha capim-branco.

A integracdo entre herbicidas pré-emergentes e poOs-emegentes pode resultar em
controle mais efetivo das plantas daninhas do que apenas uma aplicacdo em poOs ou apenas
uma aplicacdo em pré-emergéncia. Jones et al. (2001) chegaram a conclusdo de que a
aplicacdo da atrazina em milho resistente a glufosinate na semeadura e glufosinate
complementando o controle das plantas escapes em pos-emergéncia resultou em controle mais
efetivo das plantas daninhas do que apenas a aplicacdo de glufosinate em pds-emergéncia.
Johnson et al. (2000) também concluiram que a aplicacdo de um herbicida pré-emergente,
complementado posteriormente com a aplicacdo de glyphosate em pds-emergéncia resultou
em maior produtividade e menor presenca de plantas daninhas, comparado com a aplicacao
apenas de glyphosate na pds-emergéncia. Thomas et al. (2004) concluiram que o controle de
corda-de-viola era incrementado em mais de 27% quando era acrescentado um herbicida pré-
emergente, em comparagdo com a aplicacdo apenas de glyphosate em pds-emergéncia.
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Tabela 5.7 - Controle visual aos 35 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos aplicados em
condicOes de pré-emergéncia. Piracicaba, 2013-2014

Tratamento* Bidtipo 34S Bidtipo 69R
1 — Testemunha 0.00d A 0.00b A
2 — Amicarbazone 88.75b B 100.00a A
3 — Chlorimurom-ethyl 65.00c B 100.00a A
4 — Clomazone 100.00 a A 100.00 a A
5 — Diclosulam 100.00a A 100.00a A
6 — Imazethapyr 100.00 a A 100.00a A
7 — S-metholachlor 100.00 a A 100.00a A
8 — Sulfentrazone 100.00a A 100.00a A
9 — Hexazinone 100.00 a A 100.00 a A
10 — Isoxaflutole 100.00 a A 100.00a A
11 — Metribuzin 100.00a A 100.00a A
12 — Diuron + Hexazinone 100.00 a A 100.00a A
13 - Tebuthiuron 100.00 a A 100.00a A

CV(%) 8.30

*Meédias de controle visual seguidas de mesma letra minudscula na coluna ou mesma letra maitscula na linha, ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

O uso de mais de um mecanismo de a¢do no controle de uma planta daninha problema
é recomendado tanto para evitar o aparecimento de biotipos resistentes como para remediar a
selecdo ja ocorrida, de modo que essa diversificacdo de modos de agdo resulta na redugédo do
banco de sementes do solo (NORSWORTHY et al., 2012).

Em relacdo a massa fresca dos tratamentos em pré-emergéncia, o biétipo 69R foi
controlado eficientemente por todos os tratamentos. Diferentemente da avaliagcdo de controle
visual, a avaliacdo de massa fresca apontou apenas controle inferior do bidtipo 34S pelo
herbicida chlorimuron-ethyl, conforme pode ser visto na Tabela 5.8.

Segundo Reddy e Norsworthy (2010) a rotacdo de culturas baseada em culturas
geneticamente modificadas para a resisténcia ao glyphosate ndo é eficiente, uma vez que o
sistema continua baseado na aplicacdo dessa molécula. Por outro lado, um estudo realizado

por Neve et al. (2011), através de modelos matematicos, mostrou que a rotacdo de culturas
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resistentes ao glyphosate com culturas resistentes a glufosinate ou cultivares convencionais
reduz o nimero de aplicagcdes de glyphosate durante o ano. Nesse estudo, as chances de
surgimento de biotipos resistentes de Palmer amaranth (Amaranthus palmeri) se reduziram

em 50%, quando comparado com a utilizacao apenas de culturas resistentes ao glyphosate.

Tabela 5.8 — Massa fresca* aos 35 dias apds a aplicacdo dos tratamentos em pos-emergéncia.
Piracicaba, 2013-2014

Tratamento Bidtipo 34S Bidtipo 69R
1 — Testemunha 1.42b B 0.92bA
2 — Amicarbazone 0.70a A 0.70a A
3 — Chlorimurom-ethyl 0.72aA 0.70a A
4 — Clomazone 0.70a A 0.70a A
5 — Diclosulam 0.70a A 0.70a A
6 — Imazethapyr 0.70a A 0.70a A
7 — S-metholachlor 0.70a A 0.70a A
8 — Sulfentrazone 0.70a A 0.70a A
9 — Hexazinone 0.70a A 0.70a A
10 — Isoxaflutole 0.70a A 0.70a A
11 — Metribuzin 0.70a A 0.70a A
12 — Diuron + Hexazinone 0.70a A 0.70a A
13 - Tebuthiuron 0.70a A 0.70a A
CV(%) 7.04

*Médias de massa fresca seguidas de mesma letra minudscula na coluna ou mesma letra maidscula na linha, ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Obara (2014) estudou o efeito da associacdo entre imazapic e imazapyr no controle de
plantas daninhas em &rea de cana-de-acucar e concluiu que a planta daninha Chloris
polydactyla foi eficientemente controlada em pré-emergéncia pela associacdo dessas
moléculas, com controle residual de até 120 dias ap6s a aplicagdo. Nesta area ndo ha historico
de falhas de controle do capim-branco pelo herbicida glyphosate, o que sugere que o biétipo
estudado pelo autor seja suscetivel.
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Lopes-Ovejero et al. (2013) estudaram o uso de herbicidas pré-emergentes
(sulfentrazone, flumioxazin, imazethapyr, diclosulam, chlorimuron e s-metolachlor) em
cultivar de soja resistente ao glyphosate, avaliando os tratamentos pré-emergentes aos 28 dias
apos a aplicacdo, assim como estudaram pré-emergentes complementados por aplicacdo de
glyphosate sobre as plantas daninhas Amaranthus viridis, Brachiaria plantaginea, Bidens
pilosa, Commelina benghalensis, Eleusine indica, Euphorbia heterophylla e Raphanus
raphanistrum. Cada herbicida teve sua peculiaridade como, por exemplo, o sulfentrazone, que
ndo controlou eficientemente Raphanus raphanistrum e Brachiaria plantaginea, porém
controlou eficazmente Commelina benghalensis e Euphorbia heterophylla. Por outro lado, o
herbicida diclosulam controlou eficientemente todas as plantas daninhas avaliadas, com
excessdo de Brachiaria plantaginea. A mensuracdo da produtividade apontou que ndo houve
diferencas estatisticas de produtividade quando utilizado herbicida pré-emergente na soja

resistente ao glyphosate.

5.4 Conclusoes

Os herbicidas que melhor controlaram o biétipo 34S foram glyphosate, fenoxaprop-P-

ethyl e tembotrione.

Os herbicidas que melhor controlaram o bidtipo 69R foram haloxyfop-P-methyl,

fenoxaprop-P-ethyl e tembotrione.

Os tratamentos pré-emergentes, de maneira geral, foram eficientes para controlar o
capim-branco, até os 35 dias apos a aplicacdo dos tratamentos. O bidtipo 69R foi controlado
por todos os herbicidas testados. Apenas os herbicidas amicarbazone e chlorimuron-ethyl

tiveram controle inferior do bi6tipo 34S.

Em relacdo a massa fresca dos tratamentos em pré-emergéncia, o bidtipo 69R foi

controlado eficientemente por todos os tratamentos.

Né&o foi possivel estabelecer uma relagéo entre diferencas de suscetibilidade entre os
biétipos, ou seja, a resisténcia do bidtipo 69R ao glyphosate ndo alterou sua suscetibilidade

aos herbicidas alternativos ao glyphosate estudados.
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6 MECANISMOS DE RESISTENCIA DA PLANTA DANINHA Chloris polydactyla AO
HERBICIDA GLYPHOSATE

Resumo

O objetivo da pesquisa foi estudar os mecanismos que conferem resisténcia do biotipo
69R em sobreviver ao controle pelo glyphosate. Para isso, foi comparada a absorcao foliar do
4C-glyphosate nos bi6tipos 34S e 69R com deferentes adicdes de adjuvantes, sendo também
estudada a absorcdo e translocacdo do *C-glyphosate em funcdo do tempo apds sua
aplicacdo. Além disso, também foi estudado o acimulo do cido chiquimico apos a aplicacao
de glyphosate e a possibilidade do mecanismo de resisténcia ser resultante de mutagdo no
gene que codifica a EPSPs. O biétipo 69R absorveu menor quantidade de **C-glyphosate em
relacdo ao bidtipo 34S em todos os tratamentos, do qual foi estatisticamente inferior aqueles
contendo '*C-glyphosate + surfactante ndo-iénico (0,25%), **C-glyphosate + sulfato de
amonio (3kg ha™) e *C-glyphosate isolado. O tratamento que proporcionou maior absorcéo
para ambos os biétipos foi 0 **C-glyphosate + surfactante ndo-iénico. O bi6tipo 69R teve
absorcdo méxima 17% inferior ao bidtipo 34S e 27% maior retencdo na folha tratada as 12
HAT e 24% maior retencdo foliar 48 HAT. O acimulo de acido chiquimico no biétipo 34S foi
2,56 vezes maior que no bidtipo 69R. Nenhuma mutacdo no gene que codifica a EPSPs foi
observada. Conclui-se que a absorcao foliar reduzida e a maior retencdo do **C-glyphosate
nas folhas do bidtipo 69R, contribuem de forma significativa para 0 mecanismo de resisténcia
desse bidtipo ao glyphosate.

Palavras-chave: Absorcdo e translocacdo; Acido chiquimico; Mutacdo; Mecanismo de
resisténcia

Abstract

The objective of the research was to study the mechanisms that confers resistance of
the biotype 69R survival to the control by glyphosate. It was compared the **C-glyphosate
foliar absorption by biotypes 34S and 69R with additions of various adjuvants,, being also
studied uptake and translocation of **C-glyphosate over time. In addition, shikimic acid
accumulation was studied after glyphosate application, and the possibility of the mechanism
of resistance as result of mutation in the gene encoding EPSPs. The biotype 69R absorbed
smaller amount of glyphosate relative to 34S biotype in all treatments, which was
statistically inferior to those containing **C-glyphosate + non-ionic surfactant (0.25%),
Yglyphosate + ammonium sulfate (3 kg ha™) and *glyphosate alone. The treatment providing
greater absorption for both biotypes was **C-glyphosate + non-ionic surfactant. The biotype
69R had maximum absorption of 17% less than the biotype 34S, 27% higher leaf retention at
12HAT and 24% higher leaf retention at 48 HAT. The accumulation of shikimic acid in the
biotype 34S was 2.56 times higher than in biotype 69R. No mutations in the gene encoding
EPSPs was observed. The reduced absorption and retention of **C-glyphosate in the treated
leaf of biotype 69R, have an important role in the resistance of this biotype to glyphosate.

Keywords: Absorption and translocation; Shikimic acid; Mutation; Mechanism of resistance
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6.1 Introducao

Dentre as caracteristicas do herbicida glyphosate que intensifica seu uso na agricultura
esta a capacidade de translocar das diversas partes do tecido vegetal para 0s meristemas,
raizes e orgaos de propagacao vegetativa, inibindo a acdo da EPSPs, enzima essencial na
biossintese de aminoacidos aromaticos e diversos outros compostos secundarios (AMRHEIN
et al., 1980). Os genes que expressam a EPSPs sdo mais ativos nos meristemas, seguidos por
colmos, folhas maturas e cotilédones (WEAVER; HERMANN, 1997). Trabalho realizado por
Feng et al. (2003) evidenciou que existe intima relagdo entre a expressdo da EPSPs no tecido

vegetal e a suscetibilidade ao glyphosate.

Os mecanismos que conferem a resisténcia de plantas daninhas ao glyphosate podem
ser divididos em duas classes: (a) relacionados ao sitio de acdo (chamada de especifica) e (b)
ndo relacionados ao sitio de acdo (chamada de ndo especifica). No primeiro caso, o herbicida
atinge o sitio de agdo, mas ndo consegue inibir a enzima do biotipo resistente, como acontece
com o0s biotipos resistentes ao glyphosate que possuem mutacdo na posicdo 106 da EPSPs,
onde pode haver uma substituicdo do aminoacido prolina por uma serina, threonina, alanina
ou leucina, mudando a forma com que o glyphosate se “acopla” a EPSPs (PEREZ-JONES et
al., 2007; YU, CAIRNS; POWLES, 2007; PRESTON et al., 2009; WAKELIN; PRESTON,
2006; KAUNDUN et al., 2008; FUNKE et al., 2009). H& também casos em que o herbicida é
capaz de realizar sua funcdo, ou seja, inibir a acdo da EPSPs, mas os biotipos resistentes
possuem a habilidade de produzir mais EPSPs do que o glyphosate é capaz de inibir,
conhecida como superexpressao génica (GAINES et al., 2010). Quanto a resisténcia nao
relacionada ao sitio de agdo, existem diversos mecanismos que conferem ao biotipo resistente
a habilidade de sobreviver ap6s uma aplicacdo de glyphosate: baixa absorcdo, baixa
translocacdo, compartimentalizagdo do herbicida no vactuolo e metabolismo do herbicida
(DELYE, 2011; YUAN; TRANEL; STEWART JR., 2006).

Por outro lado, esses mecanismos ndo estdo relacionados apenas a resisténcia de
biotipos ao glyphosate, também podendo ser extrapolados para outros herbicidas. Biotipos de
Lolium rigidum foram diagnosticados como resistentes a herbicidas inibidores do fotossistema
I1, inibidores da ACCase e inibidores da ALS atraves da metabolizacdo das moléculas de
herbicida, do qual representa um mecanismo de resisténcia ndo relacionado ao sitio de acéo
(PRESTON et al., 1996). Também por elevado metabolismo, biotipos de Alopercurus
myosuroides sdo resistentes devido a atividade do complexo enzimatico P450 (MOSS;
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CUSSANS, 1985). Da mesma maneira, bidtipos Echinochloa phyllopogon foram constatados
como resistentes ao fenoxaprop-p-mehtyl devido ao seu metabolismo pela glutathiona S-
transferase (BAKKALI et al., 2007).

Entretanto, um dos casos mais curiosos & a resisténcia de diversos bidtipos ao
herbicida paraquat (PRESTON et al., 2005; SOAR et al., 2003; VARADI; DARKO;
LEHOCZKI, 2000; YU; CAIRNS; POWLES, 2004), pois sabe-se que a sobrevivéncia de
certos bidtipos apos a aplicacdo do paraquat € devido a baixa translocacdo do herbicida na
planta, mas ndo se sabe qual € o mecanismo que confere essa resisténcia, nem para onde vai 0
herbicida, mas acredita-se que o paraquat seja capturado pela parede celular ou levado por
transporte ativo através de algum carregador para o vacuolo (LASAT et al., 1997). Sabe-se
também que a translocacdo diferenciada do paraquat nos biétipos resistentes é dependente da
temperatura, onde o mecanismo de resisténcia funciona apenas em temperaturas moderadas
(LASAT etal., 1996).

Quanto aos mecanismos de resisténcia relacionados ao sitio de acdo, da-se destaque
aos herbicidas inibidores da ALS, ACCase e fotossistema Il. Os herbicidas do grupo
triazinas, por exemplo, vem sendo usados desde meados dos anos 50, e até hoje foram
identificadas 72 espécies que possuem bi6tipos resistentes a estes herbicidas (HEAP, 2014).
Diversos desses biotipos resistentes as triazinas possuem uma substituicdo de uma serina por
uma glicina na posicdo 264 do gene que codifica a proteina D1, importante molécula do
fotossistema 11 (ARNTZEN; PFISTER; STEINBACK, 1982). Da mesma forma, a principal
forma de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS é a mutacdo no gene que codifica essa
enzima, onde j& sdo conhecidas mais de 22 mutacdes em sete posi¢Bes diferentes neste gene
(TRANEL; WRIGHT, 2002). Ja no caso da resisténcia aos inibidores da ACCase, a principal
forma de resisténcia € por mutacdo no gene que codifica a carboxil transferase (ZAGNITKO
etal., 2001; DELYE; WANG; DARMENCY, 2002).

Dentre as praticas agronémicas que influenciam no aparecimento de biotipos
resistentes estdo a dependéncia de apenas um herbicida durante o ciclo de producdo e em
varios ciclos consecutivos, auséncia de controle alternativos ao controle quimico, adogdo dos
chamados “pousios”, falta de conhecimento do banco de sementes e do conhecimento de
como maneja-lo em prol do agricultor, dosagens diferentes daquelas recomendadas no rétulo
de produto e produtos com efeito residual muito prolongado. Para o manejo racional dos

biodtipos resistentes de plantas daninhas é necessario o conhecimento dos mecanismos de
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resisténcia, sendo que no caso do capim-branco (Chloris polydactila) ndo existem trabalhos
relatados na literatura. Sendo assim, foi de desenvolvida a presente pesquisa com o0 objetivo
de estudar os mecanismos que conferem resisténcia do biotipo 69R em sobreviver ao controle

pelo glyphosate.

6.2 Material e Métodos

Os experimentos realizados nesta etapa do trabalho foram realizados tanto no Weed
Research Laboratory quanto no Weed Molecular Laboratory. Ambos os laboratérios estdo
localizados na Colorado State University, Fort Collins, CO, Estados Unidos da América do
Norte. Para que a pesquisa fosse possivel de ser realizada, as sementes dos bi6tipos foram
exportadas do Brasil aos Estados Unidos da América através do departamento de agricultura
daquele pais (USDA) e por meio de sua agéncia especializada na fiscalizacdo de plantas e
animais que regula a entrada e saida de material bioldgico (APHIS — Animal and Plant Health
Inspection Service), como pode ser consultado nos anexos deste texto (ANEXO).

6.2.1 Absorcdo do herbicida glyphosate nos biétipos resistente e suscetivel de Chloris

polydactyla

O experimento foi conduzido durante os meses de abril a maio de 2014. Os bidtipos
do capim-branco foram semeados em bandejas em substrato comercial (55% Canadian
Sphagnum peat moss, vermilucita e agentes humidificantes) e imediatamente colocados em
camara de crescimento (TOLIN MECHANICAL, EUA), com umidade relativa de 80%,
temperatura média de 27° C, duracdo do dia de 14 horas, intensidade de luz. Quando os
seedlings se estabeleceram, estes foram transferidos para vasos individuais e mantidos em
camara de crescimento até atingirem o estadio 23 na escala da BBCH (HESS et al., 1997),
momento em que os tratamentos com glyphosate marcado (**C-glyphosate) apresentados na
Tabela 6.1.
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Tabela 6.1 — Lista de tratamentos aplicados nos biotipos 34S e 69R para avaliagdo da
absorcéo com diferentes adjuvantes. Fort Collins, 2014

Tratamento Dose* Adjuvante
1 —**C-Glyphosate 700 Sulfato de aménio (0,75)**
2 — 1C-Glyphosate 700 Sulfato de aménio (1,5)
3 - C-Glyphosate 700 Sulfato de aménio (3,00)
4 — *C-Glyphosate 700 Oleo emulsificante (Cornbelt®, 1%)
5 — 1C-Glyphosate 700 Surfactante ndo-idnico (Galactitc®, 0,25%)
6 — “C-Glyphosate 700 -

*Dose em gramas de equivalente &cido por hectare. **kg por hectare

Primeiramente, a partir de uma “solugdo estoque” de glyphosate marcado, foram
transferidos para um tubo eppendorf, 400 uL dessa solucdo concentrada, para que cada planta
recebesse o total de 40.000 desintegracdes por minuto (DPM). Em seguida, essa solucdo foi
totalmente evaporada para que no tubo restasse somente “C-glyphosate puro, e em seguida
foram adicionados novamente uma solugdo de cada tratamento, juntamente com glyphosate
ndo-marcado na dosagem informada na Tabela 6.1. Os tratamentos foram realizados na folha
mais nova gue estava totalmente expandida. A aplicacdo foi realizada com a ajuda de uma
pipeta de precisio (GILSON PIPETMAN®), da qual foram aplicadas cinco gotas de 1 uL
cada. As plantas foram deixadas por aproximadamente uma hora para que todos os
tratamentos aplicados secassem/tornassem estaveis para o transporte das plantas novamente

para a camara de crescimentos, onde permaneceram até 0 momento da coleta das amostras.

Passadas 48 horas da aplicagdo dos tratamentos, cada planta teve sua folha aplicada
amostrada com uma tesoura, rente a ligula e imediatamente lavada em 10 ml, dentro de
frascos por agitacdo com a utilizacdo de um vortex, de uma solucdo contendo 10% metanol,
89,75% éagua deionizada e 0,25% surfactante ndo-idnico (NIS), para que o ingrediente ativo
remanescente na superficie foliar fosse retirado e calculado posteriormente. Os 10 ml em que
as folhas foram lavadas tiveram adi¢do de outros 10 ml de um coquetel de cintilagdo liquida
para a leitura da radiacdo beta emitida pelos atomos marcados na molécula do glyphosate,
chamado Ultima Gold™, do qual dispensa a corre¢do da fluorescéncia de Quench (GIBSON,
1980). Também foram feitas amostras designadas blank, ou seja, sem a adicdo de qualquer
outro produto além do coquetel, e foi também realizada a adicdo de *C-glyphosate
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diretamente no coquetel para que a quantidade de glyphosate aplicado em cada planta fosse
mensurada com maior precisdo. Por fim, os frascos foram colocados em um analisador de
cintilacdo liquida e os resultados obtidos foram submetidos a seguinte formula (equacéo 6.1)

para a obtencao da quantidade de glyphosate absorvido:

DPM retirada da folha aplicada
DPM total aplicada

% de Absorg¢ao = 100 — ( ) * 100 (6.1)

Com a obtencédo dos dados de absorcéo, estes tiveram os dados de homogeneidade da
variancia analisada, bem como a analise dos seus residuos e em seguida foi realizado o teste
de comparacdo de médias de Tukey, em um esquema fatorial, com dois fatores, onde o fator
bidtipo teve dois niveis (biétipo 34S e 69R) e o fator tratamento teve seis niveis (tratamentos
de 1 a 6, conforme Tabela 6.1), a 5% de probabilidade.

6.2.2 Absorcao e translocacédo do herbicida glyphosate em funcdo do tempo em biotipos

resistente e suscetivel de Chloris polydactyla

O C-glyphosate (ARC, *C-glyphosate-phosphomethyl, EUA) armazenado em uma
solucdo estoque foi retirado para a aplicacdo dos experimentos na quantidade de 0,5 ml e
misturado com o glyphosate em formulagéo comercial Roundup WeatherMax (700 g e.a.ha™),
onde cada planta receberia um total de 180.000 dpm, divididos em trés gotas de 1 ul cada,
com a ajuda de um microaplicador. As sementes foram colocadas para germinar em substrato
comercial (descrito no item 4.2.1) até se tornarem seedlings, momento em que foram
transplantados para areia, que preencheu tubos do tipo Falcon, com capacidade para 50ml.
Anteriormente a transferéncia da areia ao tubo Falcon, esta foi seca por dois dias para atingir
massa constante e cada tubo Falcon recebeu 70 g de areia. Para a manutencao das plantas, foi
utilizada solucdo completa de Hoagland, diluida quatro vezes para evitar a salinizagdo das
plantas. Foram aplicadas cinco repeticbes em cada biotipo, sendo que uma repeticdo foi
destinada a autorradiografias e as outras quatro seriam analisadas estatisticamente. As
aplicacOes foram realizadas na folha totalmente expandida mais nova, procurando-se instalar
as trés gotas sempre no terco médio do limbo foliar em todas. As avaliagdes constaram de

coletas destrutivas as 6, 12, 24, 48 e 96 horas ap0s a aplicacdo dos tratamentos, onde as
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plantas foram separadas nas seguintes partes: solucdo lavada da folha aplicada (para
quantificacdo da absor¢do pelo tempo), folha tratada, colmos, raizes e exsudacao.

A “soluc¢do lavada”, para avaliacdo da absor¢do, foi realizada com uma solugdo
contendo 10% metanol, 89,75% de agua deionizada e 0,25% de um surfactante ndo-ibnico, na
quantidade de 10 ml. Os limbos foliares foram retirados do restante da planta com a ajuda de
uma tesoura e colocados em frascos do tipo scintilation vials, com capacidade para 20 ml,
preenchidos com a solugdo anteriormente citada, e agitados com a ajuda de um Vortex. Apds a
agitacdo do conjunto solugéo + folha tratada, a folha tratada foi retirada do frasco e colocada
para secar em papel filtro. A solucdo lavada teve a adicdo do coquetel Ultima Gold™, e
colocado para leitura em um analisador de cintilacdo liquida (PACKARD 2500 TR, EUA). As
folhas, colmos e raizes foram separados e colocados para secar em estufa de circulacdo
forcada por 72 horas a 60° C e em seguida foram carbonizados em um oxidador (Biological
Oxidizer OX 500, EUA, 90% de eficiéncia), da qual transforma a amostra inserida em *CO,
e o transfere para um frasco com 20 ml de coquetel (R. J. Harvey Instruments, C-14
cocktail™, UN2924, EUA), que em seguida também foram analisados em um analisador de
cintilagdo liquida. A areia que continha as plantas também foi seca e em seguida lavada
cuidadosamente com 10 pipetagens de 10 ml cada, totalizando uma solucdo 100 ml + 70g de
areia, da qual foram coletados 10 ml para a contabilizagdo da exsudacdo de **C-glyphosate

pelas raizes.

As plantas que n&o foram utilizadas para a oxidago e quantificacdo de **C-glyphosate
em suas partes foram submetidas a autorradiografia. Um individuo de cada biétipo por coleta
foi prensado por uma semana como se fosse uma exsicata, e em seguida foram transferido
para um cassette (GE Health Care, EUA) e ali permaneceu por 48 horas para que as particulas
betas emitidas pelo glyphosate marcado fossem captadas. Apds esse periodo, 0s cassettes
foram lidos em um Phosphorus Imaging (Molecular Dynamics, Storm 860, EUA) (imagens

ndo apresentadas).

As analises estatisticas foram realizadas através do software Sisvar (FERREIRA,
2011), onde foi utilizado o teste t para comparar pontualmente a rentegéo foliar, presencéo da
14C-glyphosate nos colmos, raizes e exsudados radiculares, a 5% de probabilidade, e os
gréficos foram gerados pelo software SigmaPlot 12.0 (SYSTAT SOFTWARE, San Jose, CA).
A analise da absorc¢do pelo tempo foi realizada com o software SigmaPlot 12.0, em que 0s

pardmetros das equacdes escolhidas foram utilizados para comparar os biotipos.
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6.2.3 Acumulo de &cido chiquimico em bidtipos resistente e suscetivel de Chloris

polydactyla ao glyphosate

As sementes dos bidtipos foram colocadas para germinar em bandejas com substrato
comercial devidamente adubado e mantidas em casa-de-vegetagéo ao longo do experimento.
Logo apds a emergéncia das plantulas, estas foram realocadas em pequenos vasos, na
quantidade de uma planta por vaso. Para o tratamento herbicida foi utilizada uma camara de
aplicagéo, trabalhando a uma pressdo constante de 2,0 bar e pressurizada com COs,
equipado com um bico do tipo leque XR 110.02, com um volume de calda correspondente a
200 L ha®. O delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualizados, em

esquema fatorial, com cinco repeticdes, 10 tratamentos e dois bidtipos.

Quando as plantas atingiram o estadio 23 (BBCH), foram aplicadas os seguintes

tratamentos (Tabela 6.2):

Tabela 6.2 - Tratamentos aplicados para a realizacdo do ensaio com acumulo de chiquimato

Tratamento Produto Comercial

1- Glyphosate 0 g e. a. ha™ -

2- Glyphosate 90 g e. a. ha™ Roundup Weather Max
3- Glyphosate 180 g e. a. ha™ Roundup Weather Max
4- Glyphosate 360 g e. a. ha™ Roundup Weather Max
5-Glyphosate 540 g e. a. ha™ Roundup Weather Max
6- Glyphosate 720 g e. a. ha™ Roundup Weather Max
7- Glyphosate 900 g e. a. ha™ Roundup Weather Max
8- Glyphosate 1080 g e. a. ha™ Roundup Weather Max
9- Glyphosate 1440 g e. a. ha™ Roundup Weather Max
10-Glyphosate 1800 g e. a. ha™ Roundup Weather Max

Ap0s 48 horas da aplicacdo, foi retirado um disco foliar de 4 mm de diametro do
tecido foliar mais novo por repeticdo e colocados em microplate com capacidade para 96

discos foliares, conforme metodologia desenvolvida por Shaner et al. (2005). Segundo Lydon
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e Duke (1988), estudando plantas de soja e de caruru (Amaranthus retroflexus) concluiram
que os tecidos mais novos dessas espécies acumulavam de quatro a oito vezes mais acido
chiquimico do que em tecidos mais velhos. Da mesma maneira, Arnaud et al. (1994)
perceberam que plantas da trigo tinham a maior atividade da EPSPs nos meristemas,
comparado com o restante da planta. Cada disco foliar foi imerso em solucdo de 100
microlitros de fosfato de amonio e, em seguida, o microplate foi revestido com papel filme
para evitar a evaporacdo das solucdes e dos tecidos vegetais e incubados por 23 horas a 26° C
embaixo de uma luz florescente e em cima de um papel aluminio para que a luz fluorescente
atue tanto na parte superior quanto na inferior dos discos foliares. Apds a incubacédo, o
microplate foi incubado em freezer -20° C até que a solucdo em que os discos foliares
estavam submersos congelasse e logo em seguida foi colocado para descongelar a temperatura
ambiente por 30 minutos. Apds os 30 minutos, 25 microlitros de 1,25 N HCI foram
adicionados a solucdo com os discos foliares, com concentracao final de 0,25 N HCI em cada

repeticéo.

Em seguida, o microplate foi transferido para uma estufa a 60° C por 15 minutos, da
qual este tempo é variavel, dependendo da coloracdo dos tecidos vegetais, onde a intencao é
que eles atinjam a coloragdo acizentada, que indica completa penetracdo do acido cloridrico
no tecido vegetal. Em seguida, a concentracdo de acido chiquimico foi determinada em um
espectrofotdbmetro. Aliquotas de 25 microlitros da solucdo nos microplates contendos o0s
discos foliares eram transferidas para um novo microplate, juntamente com 100 microlitros de
0,25% é&cido periddico/0.25% meta-periodate em cada espaco. Este novo microplate contendo
as solucdes descritas foi incubado a temperatura ambiente por 90 minutos e entdo 100
microlitros de uma solugédo contendo 0,6 N hidroxido de s6dio/0,22 M de sulfato de sddio
foram adicionados a cada repeti¢do. Por fim, apés trinta minutos de incubacdo a temperatura
ambiente, este novo microplate foi submetido a leitura em espectrofotdmetro a um
comprimento de onda de 380 nm. Para a mensuragdo dos dados obtidos por
espectrofotometro, foi também utilizada uma curva padrdo de acido chiquimico, com
concentracdes conhecidas, para que os resultados da espectrofotometria dos tratamentos

pudessem ser comparados com a curva padréo.

A analise estatistica inicial foi realizada atraves do software SAS, onde foi analisada a
normalidade dos residuos e homogeneidade da variancia a 5% de probabilidade. Em seguida,
foi utilizado o pacote “drc” do software estatistico R (RITZ; STREIBIG, 2005) para as

analises das regressdes ndo-lineares do tipo log-logistica. A partir deste, os dados de acumulo
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de &cido chiquimico foram ajustados ao modelo log-logistico citado por Knezevic et al.
(2007), que possui a seguinte equacédo de regressdo nao-linear:

d
Y =
1 + exp[b(logx — loge)]

(6.2)

Onde “Y” € a variavel avaliada; “x” é a dose do herbicida; “b” € a declividade da
curva ao entorno de “e”, “d” € o limite superior da curva e “e” corresponde a dose que
proporciona 50% de resposta da variavel. Neste caso, o limite inferior é zero, levando a
regressao a trés parametros. Foi também calculado o fator de resisténcia entre os biotipos 34S
e 69R a partir dos dados obtidos de duas Iso, g € lgs, Neste caso, € a quantidade de glyphosate

necessaria para aumentar o acumulo de &cido chiquimico em 50% em relacdo a testemunha.

6.2.4 Mutacdo no gene que codifica a EPSPs em bidtipos resistente e suscetivel de Chloris

polydactyla ao glyphosate

As amostras dos bidtipos 34 e 69 foram coletadas de plantas cultivadas em casa-de-
vegetacdo, da qual foi escolhido o tecido vegetal mais jovem, na quantidade de quatro
repeticdes por bidtipo. Este tecido vegetal foi estocado em um tubo eppendorf® com volume
de 1,5 ml e imediatamente mergulhado em nitrogénio liquido (por volta de -210°C) até o fim
da coleta, dos quais em seguida foram armazenados em um freezer a temperatura de -80°C
para posterior extracdo do material genético. A necessidade de se mergulhar o tecido vegetal
imediatamente apds sua coleta, € para evitar que 0s componentes moleculares sejam
degradados (JONES et al., 2012).

As amostras congeladas foram maceradas com a ajuda de um almofariz e nitrogénio
liquido, sempre mantendo as amostras resfriadas, para evitar a agdo das nucleases e destruicéo
das moléculas de 4cido nucleico. Ao final da maceracéo, foi usado o kit RNeasy® Plant Mini
Kit, para a extracdo do RNA mensageiro das amostras (MRNA), conforme orientacdo do
fabricante. Anteriormente a adocao do procedimento de extracdo de RNA, foram feitas varias
tentativas de andalise do gene que codifica a EPSPs através de DNA gendmico. Entretanto,

quando esse procedimento é adotado em plantas que ndo possuem seu cédigo genético
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totalmente conhecido na literatura, existe a possibilidade de entre partes do gene que
realmente que codifica a proteina — exons — estarem presentes partes que ndo codificam a
proteina — introns -, por isso a necessidade da sintetizacdo do DNA complementar
(ALBERTS et al., 2002). Apds a extracdo do mRNA, foi utilizado um espectrofotdmetro
(NanoDrop® 2000c) para a quantificacdo da concentracéo desse acido nucleico e sua pureza.

Apos a extracdo do RNA com a ajuda do kit acima citado, foi necesséria a utilizacéo
de outro kit, o DNase I, Amplification Grade®, para a digestdo de DNA com uma e duas fitas
para formas menores, ou seja, eliminacdo do DNA presente nas amostras, para que nelas

contenham apenas RNAm, segundo especificacdes do fabricante.

Obtendo-se nas amostras apenas RNA de fita simples, foi utilizado o dltimo kit
gScript™ ¢cDNA SuperMix para a obtengdo de DNA complementar (cDNA), que € o codigo
genético que ira codificar a proteina desejada sem a presenca dos introns, conforme
orientacdo do fabricante. Esse Kit contém os componentes necessarios para a transformacéo de
MRNA a cDNA por conter em sua composicao reagentes como solucdo tampao, cloreto de

magnésio, primers, nucleotideos e a proteina transcriptase reversa.

Com o cDNA sintetizado, procedeu-se com a confeccdo de primers especificos para
amplificar apenas a sequencia de acidos nucleicos referentes ao gene que codifica a EPSPs.
Para isso, foram consultadas diversas literaturas (KAUNDUN et al., 2008; CARVALHO et
al., 2012; GAINES et al., 2010; PEREZ-JONES et al., 2007) e bibliotecas online (NCBI —
National Center for Biotechnology Information) para obter-se a sequencia de nucleotideos e
aminoéacidos que codificam a EPSPs em espécies evolutivamente proximas ao capim-branco,
como o Lolium multiflorum e a Digitaria insularis. Através de diversas tentativas e erros, o
primer que melhor amplificou a sequencia desejada foi o seguinte: 5°-
TAGTACAGCCAAAAGGGCAGTC-3" representando o primer “forward” e 5°-
GCCGTTGCTGGAGGAAATTC-3 representando o primer “reverse”. Para melhorar a
performance dos primers, foi feita a optimizagBes desses através de gPCR (quantitative
Polimerase Chain Reaction) com o seguinte ciclo: 5 minutos a 95°C para a desnaturacdo da
fita dupla de DNA, variagdo de 55 a 60°C por 30 segundos para o anelamento dos primers
com as fitas simples de DNA, 72°C por 60 segundo para que a enzima tagDNA polimerase
atuasse na adicdo de nucleotideos a fita simples de cDNA por 40 ciclos e, por fim, 72°C por 3
minutos para que a tagDNA polimerase terminasse de complementar as fitas simples de

cDNA das amostras. As amostras, para a etapa de otimizacéo, tinham os reagentes SYBR®
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Green, cDNA 1uL de cDNA (50ng uL™), 2uL de cada primes (forward e reverse, a 20 uM) e
o restante de agua pura (HPLC) até completar 25 uL. Por fim, a melhor temperatura que 0s

primers se comportaram foi de 60°C.

Em seguida, foi realizado o PCR tradicional (MyCycler™, Bio-Rad, EUA), em que
foram utilizados os seguintes reagentes: 25uL de EconoTaq® PLUS Green Master Mix, 2uL
dos primers forward e reverse (20mM), 1uL de cDNA (50ng uL™) e o restatante com agua
pura até completar 50 uL por reacdo. Os produtos foram submetidos a eletroforese, com
solucdo tampdo TAE (Tris-Acetato-EDTA, pH 8,0) e gel de agarose a 1,5% para a separacao
do cDNA segundo seu tamanho em relacdo a fragmentos de DNA de tamanhos conhecidos
(GeneRuler™1kb DNA Ladder).

A partir das consultas na literatura a respeito da sequencia de nucleotideos e
aminoécidos que compde a EPSPs, foi estimado o tamanho aproximado das bandas que os
primers desenhados deveriam ter quando realizada a eletroforese do produto do PCR
tradicional. Além da técnica de eletroforese, as amostras também foram submetidas ao
equipamento Fragment Analyzer™ - Advanced Analytical — do qual, pelo mesmo principio
da eletroforese, mostra por meio de seu software o tamanho exato dos fragmentos de DNA
amplificados pelo PCR. Vale ressaltar que em cada etapa foram usados primers de referéncia,
sendo eles relativos aos genes que codificam a enzima CCR, ALS e IDH, bem como primes e

cDNA de Amaranthus palmeri utilizados por Gaines et al. (2010).

As bandas obtidas por eletroforese em gel de agarose foram recortadas e purificadas
através do kit QIAquick®Gel Extraction, seguindo orientacdes do fabricante, e em seguida
enviadas para sequenciamento em departamento especializado da Colorado State University
(PMF — Proteomics and Metabolomics Facility). Os resultados do sequenciamento foram
analisadoz com a ajuda do software CHROMAS®, e comparou-se os bidtipos suscetivel e
resistente, a partir das quais foram tiradas conclusdes sobre mutacGes nesse gene. Foi
utilizado o software online ClustalW2 (LARKIN et al., 2007) para alinhamento das

sequencias obtidas com as sequencias encontradas na literatura.
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6.3 Resultados e Discussao

6.3.1 Absorcao do herbicida glyphosate nos bidtipos resistente e suscetivel de Chloris

polydactyla

Dentre os tratamentos adotados, apenas o tratamento contendo glyphosate
isoladamente foi inferior aos demais em relacdo ao bidtipo 34S, do qual todos os demais
foram estatisticamente iguais, considerando 5% de probabilidade. Por outro lado, para o
bidtipo 69R, os tratamentos que proporcionaram melhores absorcdes foram os contendo
sulfato de amdnio nas duas menores concentracdes e o 6leo emulsificante, como pode ser

observado pela Tabela 6.3.

Tabela 6.3 - Absorcao de **C-Glyphosate obtido 48 horas apés os tratamentos. Fort Collins,

2014
Tratamento Biodtipo 34S Bidtipo 69R

1 — Glyphosate + AMS (0,75) 77,75ab A 71,99 ab A
2 — Glyphosate + AMS (1,5) 74,92 ab A 73,09 ab A
3 — Glyphosate + AMS (3,00) 80,52 ab B 63,83 bc A
4 — Glyphosate + COC (1%) 79,05ab A 76,60 a A
5 — Glyphosate + NIS (0,25%) 84,52aB 73,84 ab A
6 — Glyphosate 7157b B 61,17 ab A

CV(%) 6,74

*Médias de absor¢do seguidas de mesma letra mindscula na coluna ou mesma letra maidscula na linha, ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Analisando-se o fator biotipo dentro dos tratamentos, foi possivel observar diferencas
estatisticas quanto a eficiéncia de um ou outro tratamento do bidtipo 34S sobre o bidtipo 69R.
O tratamento contendo sulfato de aménio na dose de 3,0 kg ha™ ajudou na absorcdo do
glyphosate de uma maneira superior no biotipo 34S em comparagdo com o biotipo 69R,
propiciando um aumento de quase 20% na absorcdo. Nesse mesmo sentido, o Oleo
emulsificante também aumentou a absor¢do do glyphosate pelo bi6tipo 34S em mais de 10%,
comparado com o biotipo 69R e, por fim, também houve menor absor¢do de glyphosate pelo
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bidtipo 69R quando comparado com o bidtipo 34S com mais de 10 pontos percentuais de
diferenga.

6.3.2 Translocacdo do herbicida glyphosate em bi6tipos resistente e suscetivel de Chloris
polydactyla

Na Tabela 6.4 estdo descrito os parametros das equagOes obtidas através dos dados da
trajetoria do **C-glyphosate, desde sua aplicacdo na superficie foliar até seu transporte para
fora da planta por exsudacao. Experimentos que avaliam o movimento do herbicida na planta
usam técnicas destrutivas em cada avaliagdo ao longo do tempo, requerendo unidades
experimentais independentes para cada amostragem. Segundo Kniss et al. (2011), cada coleta
em determinado tempo (horas apds o tratamento) é tipicamente de pouco valor pontual, mas
importante para a caracterizacdo do experimento como um todo. Ainda segundo os autores, é
comum encontrar na literatura pesquisas que ignoram a estrutura do trabalho como um todo,
das quais estas pesquisas utilizam de comparacOes estatisticas dentro de cada tratamento,
como testes de comparacfes mdultiplas. Segundo Cousens (1985), o estudo da absorcdo de
herbicidas na planta deve ser analisado como um todo, ja que o intuito de se avaliar
destrutivamente as plantas € criar regressdes que representem o comportamento dos dados
durante todo o ciclo em que o estudo foi conduzido, proporcionando a vantagem de
verificacdo de algum dado em determinado ponto de interesse, e ndo apenas nas datas da

coleta.

Na literatura, existe a predominancia do uso de fung¢des do tipo regressao assimptética
para se descrever a absorcdo de herbicidas nas plantas (BUKUN et al., 2009; DODDS et al.,
2007; GRANGEOT; CHAUVEL; GAUVRIT, 2006). Para melhor ilustracdo dos dados, foi
confeccionado gréfico que ilustram a absorcdo do **C-glyphosate nos bi6tipos submetidos ao

experimento em questdo. A equacgéo adotada foi a seguinte:

Y = Amax * (1 — exp(—b * x)) (6.3)

Onde: “Y” ¢ a quantidade de herbicida em porcentagem, “Amax” ¢ a quantidade

maxida de herbicida observada, “b” ¢ a declividade da curva quando esta se aproxima de zero,
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6,9

e “x” ¢ a quantidade de horas passadas da aplicagdo dos tratamentos. Também foram
calculados, por meio das regressoes obtidas, o tempo em que leva para 50% e 90% para o
herbicida ser absorvido, comparado com o0 maximo atingido (tso e tgo), Segundo
recomendacdes de Kniss et al. (2010).

Tabela 6.4 — Parametros das equacdes referentes aos bidtipos 34S e 69R, que descrevem as
regressdes obtidas para absorcdo foliar, retencdo de '*C-glyphosate na folha
tratada, retencdo nos colmos e translocacao para as raizes e valores de tso € too.
Fort Collins, 2014

Parametros*
Amax b ts0 too
34S** 69R 34S 69R 34S 69R 34S 69R
Absorcdo 51,34 345 0,11 0,13 49 5,2 19,0 14,4

Retencdo na 50,76 67,57 2834238 0,33 0,2 2,1 0,6 7,1
folha

Retencgéo nos 12,97 16,03 0,12 0,06 6,1 10,7 18,7 36,6

colmos

Translocagédo 11,7 7,66 0,07 0,1 11,4 5,6 33,1 21,0
para as raizes

Exsudacéo 0,35 0,75 34544921 55 0,4 0,2 0,2 0,6
radicular

Notas: *Parametros da equacao: Y=Amax*(1-exp(-b*x)); **Bidtipos 34S e 69R

O gréfico da Figura 6.1 representa a absorcdo do ““glyphosate desde sua aplicacdo na
superficie foliar dos bidtipos até as 96 horas apos o tratamento. Considerando-se a Tabela 6.4,

0 bidtipo 34S teve absor¢do maxima de 51,34% do total aplicado, enquanto que o bidtipo 69R
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teve absorgdo maxima de 34,5%, totalizando uma diferenca de aproximadamente 17%. Koger
e Reddy (2005) estudatam tanto a absorcdo como a translocacdo de *C-glyphosate em
Conyza canadenses, e constataram que o bidtipo suscetivel absorveu quantidades
estatisticamente semelhantes do ingrediente ativo aplicado comparado com o bidtipo
resistente. Pérez et al. (2007) também encontraram similar absorcdo de **C-glyphosate por
biotipos resistente e suscetivel de Lolium multiflorum. Carvalho et al. (2012) observaram que
o biétipo suscetivel de Digitaria insularis absorveu 12% mais **C-glyphosate que o bi6tipo

resistente, resustados semelhantes aos obtidos na presente pesquisa.
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Figura 6.1 — Absorcdo de **C-glyphosate nos bi6tipos 34S e 69R em funcio do tempo. Fort
Collins, 2014

Por outro lado, observando-se os valores dos tgy dos bidtipos, é possivel notar que o
34S precisou de 5 horas a mais para absorver 90% do total de *C-glyphosate que o bi6tipo

69R. Esses valores séo justificaveis quando os relacionamos com o grafico da Figura 6.1,
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onde o bi6tipo 34S absorveu maior quantidade de **C-glyphosate por um periodo maior que o

bidtipo 69R, do qual teve seu apice de absor¢do poucas horas apos 0s tratamentos.

A figura 6.2 evidencia as médias da coleta realizada as 6 horas ap6s a aplicagdo, da
qual consta das barras verticais que representam a média de cada 6rgao vegetal, as barras com
0s erros padrdes e, acima, o teste de comparagdes multiplas a 5% de probabilidade (Tukey). A
partir dessa figura, é possivel inferir que os bi6tipos tiveram retencdo de *C-glyphosate
semelhantes estatisticamente, apesar da média dos bidtipos terem sido diferentes a 25%, com
superioridade de retencdo na folha tratada pelo bi6tipo 69R. Estudando bidtipos resistentes e
suscetiveis de Lolium rigidum, Adu-Yeboah et al. (2014) descobriram que os bidtipos
resistentes, apds 48 horas passadas dos tratamentos, retinham duas vezes mais **C-glyphosate
nas folhas tratadas do que os biotipos suscetiveis, e concluiram que este era 0 mecanismo de
resisténcia dessa espécia. Riar et al. (2011), estudando bidtipos resistentes de Sorghum
halepense, encontraram maior retencdo foliar por parte do bidtipo resistente, comparado ao

suscetivel, com diferenca porcentual de 28%.
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Figura 6.2 — **C-Glyphosate nos 6rgdos vegetais 6 horas ap6s a aplicacdo dos tratamentos.
Fort Collins, 2014
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Passadas 12 horas da aplicacdo de **C-glyphosate, a porcentagem de herbicida retido
na folha tratada foi 27% inferior no bidtipo 34S comparado ao bidtipo 69R, da qual essa
diferenca foi estatisticamente diferente, conforme é apresentado na Figura 6.3. Os demais

6rgaos vegetais foram estatisticamente iguais quanto & presenca de *C-glyphosate.
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Figura 6.3 — *C-Glyphosate nos 6rgdos vegetais 12 horas ap6s a aplicacdo dos tratamentos.

Fort Collins, 2014

A Figura 6.4 ilustra a quantidade de '*C-glyphosate translocado na planta apds 24
horas do tratamento. A barra que ilustra o biodtipo suscetivel, comparando-se com aquela
apresentada na figura 6.3, € menor, a0 mesmo tempo que as barras que representam os outros
Orgédos vegetais sdo maiores, 0 que indica a translocacdo do herbicida pela planta. Este fato
também ocorre com o bidtipo 69R, contudo, este ainda possui retencdo estatisticamente

superior quando comparado com o bibtipo 34S.
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Figura 6.4 — *C-Glyphosate nos 6rgéos vegetais 24 horas ap6s a aplicacdo dos tratamentos.
Fort Collins, 2014

Passadas 48 horas da aplicacdo do **C-glyphosate (Figura 6.5), ainda é possivel notar
superioridade estatistica de retencdo na folha tratada por parte do bidtipo 69R, da qual a
diferenca média foi de 24%, enquanto que a retencdo na folha tratata pelo biétipo 34S ndo foi
diferente, o que pode ser um indicativo da diminuicdo das atividades fisiologicas desse
biotipo, uma vez que o herbicida ja se encontra espalhado completamente por toda a planta.
Esses resultados sdo similares aos encontrados por Koger e Reddy (2005), que encontraram
retencao foliar 28% maior no biotipo resistente de Conyza canadenses do Mississippi apds 48
horas do tratamento dos bidtipos com *C-glyphosate, dos quais concluiram ser a retengdo
foliar diferencial o mecanismo de resisténcia dessa espécie ao glyphosate. A quantidade de
ingrendiente ativo encontrada nos colmos é também estatisticamente diferente entre os
biotipos, do qual o bidtipo 69R teve a habilidade de reter maior herbicida, e dessa forma,
manté-lo distante dos érgdos meristematicos, onde o herbicida glyphosate tem maior atuacdo
(WEAVER; HERMANN, 1997).
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Figura 6.5 — **C-Glyphosate nos 6rgdos vegetais 48 horas ap6s a aplicacdo dos tratamentos.
Fort Collins, 2014

Por fim, a figura 6.6 ilustra a distribuicdo do **C-glyphosate nos biétipos 34S e 69R.
Nessa avaliacdo, ndo foi possivel verificar diferencas estatisticas na retencéo foliar devido a
variagcdo que houve dentro do bi6tipo 69R. Entretanto, a média deste é 11% maior comparada
ao biotipo 34S, quando analisada a retencao de herbicida na folha tratada. Também nédo houve
diferenca estatistica entre os bi6tipos quando analisados a presenca de '*C-glyphosate nos
colmos, raizes e exsudacdo. Quando € realizada uma analise mais detalhada dos dados, é
possivel perceber que, da avaliacdo de 48 horas ap0s o tratamento para a de 96 horas apos o
tratamento, no biétipo 34S, houve diminuicdo média de 2% no **C-glyphosate encontrado nos
colmos, enquanto que o herbicida encontrado nas raizes aumentou 2%, e, juntamente com as

pequenas barras de erro padrédo, podem indicar alta acuracidade dos dados.
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Figura 6.6 — *C-Glyphosate nos 6rgéos vegetais 96 horas ap6s a aplicacdo dos tratamentos.

Fort Collins, 2014

6.3.3 Acumulo de acido chiquimico em biotipos resistente e suscetivel ao glyphosate

Os resultados do acumulo de acido chiquimico sdo apresentados na Figura 6.6.
Inicialmente, é perceptivel a maior acumulacdo de acido chiquimico no bidtipo suscetivel,
uma vez que o mecanismo de acdo do glyphosate causa a inibi¢cdo de compostos que teriam o
acido chiquimico incorporado, fazendo com que o acido chiquimico ndo seja utilizado e se
acumule nos tecidos vegetais (GEIGER; FUCHS, 2002). Segundo revisdo realizada por
Shaner (2009), existem duas principais formas em que o glyphosate pode entrar na célula
vegetal: uma seria baseada em um sistema ativo, podendo ter a ajuda de um carreador, e outra
é realizada passivamente. Plantas de Catharanthus roseus, Zea mays, Glycine max e Vicia
faba, foram submetidas a aplica¢Oes de glyphosate e mostraram que, a baixas concentragdes,
a entrada do glyphosate na célula podia ocorrer contra o gradiente de concentracdo que varia
entre 3 a 50uM (DENIS; DELROR, 1993). Acima de 50uM, o glyphosate teve entrada linear
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na célula comparada com a concentragdo externa, mesmo com a adicdo de moléculas
competidoras na entrada deste na célula, como fosfato de sodio. Este fato pode explicar o
comportamento linear do acimulo de &cido chiquimico nesse experimento, uma vez que, pela
Figura 6.7, pode-se perceber que houve um drastico aumento de seu acimulo quando a dose

aumentou para 1080 g e. a. ha™.

- = == Bidtipo 34S

Bidtipo 69R @ e Ty

Acimuilo de Acido Chiquimico (ugicm2)

0 100 1000 10000

Glyphosate (g a.e./ha)

Figura 6.7 — Acumulo de acido chiquimico em biotipos de capim-branco. Fort Collins, 2014

Tabela 6.5 — Parametros da equacdo que representa o acumulo de &cido chiquimico e

aplicacdo de glyphosate em bidtipos de capim-branco. Fort Collins, 2014

Paréametro* b SE** d SE il SE FR****
Biotipo 34S -2,36 0,88 2,53 0,36 806,09 129,08 556
Biotipo 69R -1,74 0,35 3,61 0,24 31461 39,21 ’

Notas: *Equacdo Y=d/{1 + exp[b(log x — log €)]}, ** Erro padrdo em quatro repeticGes, baseado em um
intervalo de confianca de 95%. ***Quantidade de herbicida necessaria para aumentar o acimulo de &cido
chiquimico em 50%. ****Fator de resisténcia (GRsq/GRsgs).

Segundo Shaner et al. (2005), esse método pode ser utilizado para a identificacdo da
presenca de plantas daninhas resistentes ao glyphosate na &rea ainda no inicio da safra, fato
este que ajuda na tomada de decisdo do manejo ainda a tempo de serem tomadas atitudes
reativas. Ainda segundo os autores, esse método € rapido e pode ser usado tanto em plantas

provenientes de casa de vegetacdo (utilizacdo experimental) como plantas coletadas



143

adequadamente no campo, sendo eficiente para a comprovagdo da resisténcia nas mais
variadas espécies. Atraves dos resultados aqui apresentados, este método foi eficiente para a
confirmacdo da resisténcia do bidtipo 69R ao glyphosate, do qual apresentou um fator de
resisténcia (GRso/GRsos) de 2,56, conforme apresentado na Tabela 6.5. Estes resultados séo
semelhantes aos encontrados por Melo (2011), que avaliou o acimulo do acido chiquimico
em bidtipos de Digitaria insularis.

6.3.4 Mutacédo no gene que codifica a EPSPs em bidtipos resistente e suscetivel de Chloris
polydactyla

A Figura a seguir (Figura 6.8) ilustra as bandas obtidas de cDNA de cinco repeti¢oes
de ambos os bidtipos, que posteriormente foram mandadas para sequenciamento. Conforme
esperado, baseando-se nos primers desenhados, o fragmento do gene que codifica a EPSPs

deveria ter por volta de 200 pares de bases.

[ —

-
- G G G S S G G S e

Figura 6.8 — Gel de agarose (1,5%) com as bandas obtidas de cDNA referentes a um
fragmento do gene que codifica a EPSPs dos biétipos 34S e 69R. Fort Collins,
2014
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Através da Figura a seguir (Figura 6.9), que mostra o alinhamento de um seguimento
do gene que codifica a EPSPs, é possivel perceber que ndo existe mutacdo nem na posi¢do
106, posicdo esta ocupada por um aminoacido prolina, nem em outras posi¢cGes dessa
sequencia de aproximadamente 120 pares de bases, como por exemplo na posi¢do 102, que
também pode propiciar menor suscetibilidade do individuo ao glyphosate. As diferencgas
existentes, representadas pela auséncia de um asterisco na parte debaixo da sequéncia,
mostram as mutacdes que ocorrem entre a espécie azevém (Lolium multiflorum) e os bidtipos

de capim-branco, mas ndo é possivel visualizar diferencas entre as sequéncias dentro dos

bidtipos.
CHRPO S CTTGGGGAATGCTGGAACGGCAATGCGGLCATTGACAGCAGCCGTAACTGCTGCTGGAGG
CHRPO R CTTGGGGAATGCTGGAACGGCAATGCGGLCATTGACAGCAGCCGTAACTGCTGCTGGAGG
LOLMU CTTGGGCAACGCTGGAACTGCAATGCGGLCATTGACGGCTGCTGTAGTAGCTGCTGGTGG
E o e S e o e S e e e o o e i o e i e o e e S e S E e o e S o
CHRPO 5 ARATGCAACTTATGTGCTTGATGGAGTGCCRAAGRAATGCGGGAGAGACCCATTGGCGACTT
CHRPC R ARATGCAACTTATGTGCTTGATGGAGTGCCAAGAATGCGGGAGAGACCCATTGGCGACTT
LOLMU ARAMTGCGACTTATGTTCTTGATGGAGTACCAAGAATGAGGGAGCGACCTACCGGTGACTT

FEEEEE FEFEEEEFTE FEEFEEERIFTEETE O FEEAFEFEAEEFE O FEAEEE O AEEE K *Hk FEEAFE

Figura 6.9 — Sequéncia de nucleotideos dos bi6tipos 34S e 69R que codifica a EPSPs e a
posicdo 106 destacada. Fort Collins, 2014

Existem dois tipos de EPSPs documentadas na literatura, baseadas conforme sua
sensibilidade ao glyphosate: a classe | é encontrada em todas as plantas e em bactérias como a
Escherichia coli e Salmonella typhimurium, e sua atividade é inibida sob baixas
concentragdes de glyphosate (FRANZ; MAO; SIKORSKI, 1997). A EPSPs classe I,
encontrada em algumas espécies de bactérias, inclusive a Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniai e Agrobacterium sp. Strain CP4, sdo dotadas da habilidade de
continuar sua atividade catalitica mesmo na presenca de altas concentra¢des do herbicida em
questdo (DILL; JACOB; PADGETTE, 2008; FUNKE et al., 2005; PRIESTMAN et al.,
2005).

A insensibilidade ao glyphosate por algumas plantas com a enzima classe | pode ser
alcancada por selecdo natural ou artificialmente. Partindo-se de que o glyphosate e o

fosfoenolpiruvato (PEP) se ligam no mesmo local na EPSPs, é esperado que 0s mutantes que
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possuem a mutacao nessa posicdo tenham tanto menor afinidade PEP quanto pelo glyphosate
(FRANZ; MAO; SIKORSKI, 1997). Algumas mutag0es pontuais como a substituicdo de uma
treonina por uma metionina na posicdo 47 (HE; NIE; XU, 2003), substituicdo de um glicina
por uma alanina na posicdo 101 (PADGETTE et al., 1991) e prolina por uma serina na
posicdo 106 (STALKER; HIATT; COMAI, 1985) podem resultar em menor afinidade ao
glyphosate, mas ndo suficiente para suportar altas dosagens deste herbicida. Por outro lado, a
mutacdo de uma treonina por uma isoleucina na posi¢do 102, juntamente com a mutacao de
uma prolina por uma serina na posi¢do 106, também conhecida como mutag¢do “TRIS”, pode
habilitar os individuos a receber altas quantidades de glyphosate, conhecimento este que

propiciou a sua utilizagéo artificialmente em culturas geneticamente modificadas.

6.4 Conclusoes

O bidtipo 69R teve absorcédo inferior ao bidtipo 34S. O tratamento que proporcionou
maior absorcdo de **C-glyphosate aquele com a adigéo de surfactante néo-idnico.

O biétipo 34S absorveu 17% maior quantidade de *C-glyphosate, quando comparado
ao biotipo 69R. Além disso, o bidtipo 69R reteve até 27% mais glyphosate na folha tratada
em comparacdo com o bio6tipo 34S, sendo o possivel mecanismo de resisténcia desse bidtipo

ao glyphosate.
O bidtipo 34S acumulou 2,56 vezes mais acido chiquimico do que o bidtipo 69R.

O sequenciamento do gene que codifica a EPSPs mostrou ndo haver mutacdo na

prolina 106, ou outro tipo de mutagdo na sequéncia analisada desse gene.
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USD United States APHIS Animal and Plant 4700 River Road
= Department of === Plant Health Protection & Riverdale, Maryland
_ Agriculture ‘ Inspection Service Quarantine 20737-1236

April 28,2014
Re: P587-140411-018

Scott Nissen

Colorado State University

115 Weed Research Lab

Colorado State University

Fort Collins, Colorado 80523-1179

Dear Scott Nissen:

This letter is in response to your recent application to import Chloris spp., and Digitaria spp.,
seeds from Brazil and various approved countries. We are pleased to inform you that these
seeds do not require a permit from Plant Protection and Quarantine (PPQ) Plant Health
Programs under current U.S. plant quarantine regulations (7 CFR 319.37). Please have a
copy of this letter accompany each shipment.

All propagative material must be accompanied by a phytosanitary certificate. Upon arrival in
the United States, the plant materials will be subject to inspection by representatives of
Customs and Border Protection, Agriculture Quarantine Inspection or PPQ. Each lot must be
accurately labeled as to kind, variety, origin, lot designation, and treatment if any. Each lot
of seed will be sampled at the port of entry and inspected for noxious weed seeds and other
pests.

For further information about seed for planting visit our website at:
http://www.aphis.usda.gov/plant_health/permits/plants for planting.shtml

For additional questions, call our automated phone system at: 1-877-770-5990.

Sincerely,

A

Carolyn Fitzgerald

Permit Program Specialist
APHIS Plant Health Programs
Plant Protection and Quarantine
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