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RESUMO

Devido ao uso frequente do glyphosate na agricultura, o capim-amargoso (Digitaria
insularis) tornou-se uma das plantas daninhas mais probleméaticas no Brasil, por
adquirir resisténcia a esse herbicida. Biotipos resistentes em estadios iniciais sao
facilmente controlados por graminicidas, porém em estadio mais avancado o
controle é reduzido. O herbicida clethodim é um graminicida com alta eficiéncia,
portanto, verificar o controle de biétipos resistentes ao glyphosate em diferentes
estadios, com o0 uso isolado de clethodim e em mistura com o glyphosate é
fundamental para auxiliar no manejo desta invasora. Assim o presente trabalho teve
como objetivo avaliar o desempenho de glyphosate, clethodim e glyphosate +
clethodim, em bi6tipo de D. insularis resistente e suscetivel. O ensaio foi realizado
em casa de vegetacao, inteiramente casualizado, com quatro repeticdes e repetido
em duas épocas do ano. As aplicacdes foram realizadas em estadio inicial (15 — 20
cm) e em florescimento. Avaliou-se o0 controle aos 21 dias e o peso da biomassa
seca. Para a mistura dos produtos, foi verificada a interacdo entre os herbicidas:
efeito sinérgico, antagdnico ou aditivo. No ensaio com plantas em estadio inicial,
avaliou-se a concentracdo de lipideos na biomassa seca. De forma geral, a
aplicacdo de clethodim aplicado isoladamente controlou o bibtipo resistente em
estadio inicial, porém em florescimento a eficicia foi reduzida. A mistura mostrou-se
eficiente para controle de bibtipo resistente em estadio inicial e em florescimento.
Considerando as avaliacbes visuais de controle, a interacdo entre glyphosate e
clethodim apresentou efeito sinérgico para doses intermediarias e aditivo para as
maiores doses considerando o estadio inicial; em plantas florescidas, predominaram
os efeitos aditivos para todas as doses. Para massa seca, a mistura teve interacao
sinérgica em todas as doses e estadios avaliados. As menores doses dos dois

herbicidas reduziram os teores de lipideos.

Palavras-Chave: capim-amargoso, resisténcia a herbicidas, efeito sinérgico, extrato

etéreo






ABSTRACT

Due to frequent use of glyphosate in agriculture, sourgrass (Digitaria insularis) has
become one of the most problematic weeds in Brazil for purchase resistance to this
herbicide. Resistant biotypes in initial stages are easily controlled by graminicides,
but in a more advanced stage the control is reduced. The herbicide clethodim is a
graminicide with high efficiency, therefore, to check the control of resistant biotypes
of glyphosate in different stages, with the isolated use of clethodim and in mixture
with the glyphosate is fundamental to assist in the management of this weed. Thus
the experiment was aimed at evaluate the action of glyphosate, clethodim and
glyphosate + clethodim, in a resistant and susceptible biotype of D. insularis. The
experiment was carried out in a greenhouse, completely randomized, with four
replications and repeated at two times of the year. The applications were performed
in the initial stage (15 - 20 cm) and flowering. Plants were evaluated at 21 days after
application (DAA) and dry biomass weight. For the mixture of products, the
interaction between the herbicides was also verified: synergistic, antagonistic or
additive effect. In the experiment with plants at the initial stage, was evaluated the
lipid concentration in the dry biomass. In general, the application of clethodim applied
alone controlled the resistant biotype at the initial stage, but in flowering the efficiency
was reduced. The mixture showed to be efficient for control of resistant biotype in
initial and flowering stages. Considering the visual evaluations of control, the
interaction between glyphosate and clethodim showed synergic effect for
intermediate doses and additive for the highest doses considering the initial stage; in
flowered plants, with the additive effects predominating for all as doses, the additive
effect prevailed for all doses. For dry mass, the mixture had synergistic interaction at
all doses and evaluated stages. Lower doses of both herbicides reduced lipid levels.

Key-words: sourgrass, herbicide resistance, synergistic effect, ethereal extract
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1 INTRODUGCAO

Resisténcia das plantas daninhas a herbicidas € um problema de grande
importancia na agricultura nos dias atuais. O uso inadequado, excessivo e/ou
sucessivo de um ou mais ingredientes ativos com mesmo mecanismo de a¢ao pode
selecionar biétipos em uma populagdo com capacidade de sobreviver a doses que
os controlariam em condi¢cdes normais de aplicagcdo. No mundo, existem inUmeras
plantas daninhas resistentes a diversos herbicidas. Atualmente no Brasil existem 49
casos de resisténcia em 28 espécies de plantas daninhas (HEAP, 2018).

Dentre estas plantas, Digitaria insularis (L.) Mez ex Ekman destaca-se por ser
resistente ao herbicida de maior uso na agricultura, o glyphosate, responsavel por
inibir a enzima enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase (EPSPs) que sintetiza os
aminoécidos (triptofano, fenilalanina e tirosina) em plantas (DUKE; POWLES, 2008).

A interferéncia destas plantas pode causar reducdo na produtividade das
culturas. O capim-amargoso pode reduzir o rendimento da soja em 23% e 44% na
presenca de 1 a 3 plantas m2 e 4 a 8 plantas m?2 respectivamente (GAZZIERO,
2012).

Existem duas categorias de mecanismos que conferem resisténcia de plantas
daninhas aos herbicidas: relacionadas ao sitio de a¢éo; e nao relacionadas ao sitio
de acdo. No primeiro grupo se enquadra quando o herbicida tem absorcdo e
translocacdo limitada, metabolizacdo ou compartimentalizacdo no vacuolo. No
segundo, pode ocorrer mudanca no sitio de a¢do ou superxpressado da enzima alvo.
O primeiro caso de resisténcia de D. insularis foi relatado em 2005 no Paraguai,
atingindo o Brasil em 2008 no Parana em lavouras de soja e milho (HEAP, 2018), de
acordo com Carvalho et al. (2012) os mecanismos de resisténcia desta planta
daninha estdo relacionados com baixa absorcéo inicial, translocagcédo limitada,
degradacédo do glyphosate em compostos ndo toxicos e através da mutacdo com
mudanca de aminoacidos.

Para realizar o controle de D. insularis resistente ha opcdes de diferentes
herbicidas com outros mecanismos de a¢ao, como por exemplo, o clethodim, um
inibidor da sintese de lipideos (graminicida), podendo atingir bons niveis de controle
isoladamente, em mistura e em aplicagdo sequencial (LICORINI, et al. 2015;
GEMELLI, et al. 2013; MELO, et al. 2012).
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A mistura de herbicidas pode trazer alguns beneficios como a diminuicdo de
custos, menor movimentagdo de maquinas na lavoura, menor compactagéo do solo,
além de auxiliar tanto no manejo de plantas daninhas resistentes, como na
prevencao para o aparecimento de novas resisténcias (GUIMARAES, 2014). Estadio
de aplicacdo, quimica do produto, doses utilizadas, entre outros, sdo fatores que
atuam na interacdo da mistura, podendo causar efeitos antagbnicos (menor do que o
esperado), efeitos sinérgicos (maior do que o esperado) ou efeito aditivo (igual ao
esperado).

O objetivo foi avaliar o desempenho do glyphosate, clethodim e da mistura entre
glyphosate + clethodim aplicados em biotipos de D. insularis suscetivel e resistente
ao glyphosate. Bem como, verificar a interacdo entre a mistura de glyphosate +

clethodim.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biologia e resisténcia de capim-amargoso ao glyphosate

Uma das ferramentas mais utilizadas mundialmente para o manejo de plantas
daninhas é o controle quimico com herbicidas. Porém, o manejo de plantas daninhas
nao se resume a uma receita pré-determinada, ha necessidade de conhecer a
biologia, a fenologia e as caracteristicas morfologicas e reprodutivas destas plantas
para entender como se comportam no ambiente, sendo entdo possivel realizar
através da combinacdo de métodos o manejo sustentavel e correto delas.

O capim-amargoso (Digitaria insularis) é nativo de regifes subtropicais e
tropicais da América. E herbacea, entouceirada, rizomatosa e pode atingir até 150
cm de altura. Pertence a familia Poaceae com metabolismo fotossintético tipo C4 e
se desenvolve nas regides Centro-Oeste, Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil,
podendo ser dispersa tanto por partes vegetativas como pela producdo de sementes
(MOREIRA; BRAGANGCA, 2010; GAZZIERO, 2006).

Suas sementes sdo revestidas por pelos que auxiliam na disseminacao pelo
vento a longas distancias, em uma mesma touceira ocorrem varios fluxos de
florescimento, sendo que, cada fluxo pode produzir em média 6,5 mil a 50 mil
sementes por planta, ou seja, é considerada uma planta com alta capacidade
disseminacédo (LORENZI, 2000; KISSMANN; GROTH, 1997).

A germinagdo de sementes pode ou ndo ser influenciada por auséncia e
presenca de luz. Mondo et al. (2010) constatou que em temperaturas constantes ao
redor de 20° C e 30° C a germinacao de D. insularis dependia da presenca de luz,
em contrapartida em temperaturas com uma amplitude maior, em torno de 15° C a
35° C a germinacdo pode ocorrer tanto na auséncia quanto na presenca da luz,
podendo atingir 90% de germinacao apds 10 dias. Tais dados foram corroborados
por Martins (2013), que relatou alta taxa de germinagcdo em temperaturas de 20, 25
e 30°C em presenca de luz.

A profundidade também afeta germinacéo tanto de bidtipos suscetiveis quanto
de resistentes ao glyphosate, sendo que em profundidades superficiais (1 a 3 cm) a
germinacao pode alcancar niveis de 80% e, a medida que profundidade aumenta, a
taxa de germinacdo diminui, podendo atingir 10% em 4 cm e até mesmo nao
germinar entre 7 a 10 cm (MARTINS, 2013).
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Outra caracteristica de grande importancia do capim-amargoso é o0 seu
desenvolvimento, inicialmente entre 35 a 45 dias ap6s sua emergéncia (DAE), por
nao ter rizoma, seu crescimento é lento, deixando-o menos competitivo em relacéo a
outras invasoras. Porém, dos 45 aos 105 DAE é marcado por um crescimento
exponencial, no qual ocorre o desenvolvimento de rizomas, tornando-a mais
vigorosa e competitiva (MACHADO et al., 2008).

A variabilidade genética em uma populacdo denota que ha diferentes
caracteristicas entre as plantas de uma mesma espécie. Além da resisténcia ao
glyphosate, bidtipos de D. insularis possuem outras caracteristicas que lhes
conferem vantagens em relacdo aos bibtipos que sdo considerados suscetiveis,
como por exemplo: em condicdes de estresse hidrico os bi6tipos resistentes
possuem maior capacidade de germinacdo, seu crescimento € mais acelerado e
florescerem antes do que biotipos suscetiveis (MARTINS, 2013).

Apesar de ser classificada como uma planta autdgama, o capim-amargoso
apresenta taxa de polimorfismo em torno de 56% (MARTINS, 2013), caracterizando
alta variacdo na sequéncia genética entre bidtipos suscetiveis e resistentes. Essa
variabilidade genética pode ser explicada pelo fato do capim-amargoso apresentar
também uma taxa de fecundacao cruzada (em torno de 8%). O poliformismo pode
implicar em diferencas morfolégicas, fisiolégicas e genéticas, as quais foram
observadas por Machado (2008), podendo alterar significativamente sua resisténcia
ao herbicida glyphosate e aos demais herbicidas, como por exemplo, resisténcia
multipla a clodinafop e glyphosate na Bolivia (FRANCO; CONDORI; FLORES, 2015).

Duas categorias podem classificar os mecanismos com conferem resisténcia a
plantas daninhas: mecanismos ndo relacionados ao sitio de acdo (absorcdo e
translocacdo limitada, metabolizacdo e compartimentalizacdo no vacuolo) e
mecanismos relacionado ao sitio de acdo (mudanca no sitio de acdo e
superexpressao da enzima alvo).

Absorcéo e translocacao limitada do herbicida podem ocorrer por diferengas na
morfologia e anatomia foliar das plantas ou pelo acumulo de herbicidas no vacuolo.
A metabolizacdo do herbicida leva a inativacdo deste, sendo menos especifica e
com fator de resisténcia geralmente ndo tdo alto, porém com maior chance de
causar resisténcia multipla. A compartimentalizacdo do herbicida pode ocorrer em
fungcéo de seu sequestro no vacuolo das células ou tecidos, mesmo estando distante

do sitio de acdo. A mudanca no sitio de acdo geralmente provoca um fator de
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resisténcia extremamente alto, com alta especificidade. E a superproducdo da
enzima alvo €& uma maior expressdo do gene (POWLES; YU, 2010;
CHRISTOFFOLETI; FILHO; SILVA, 1994).

O primeiro caso mundial de resisténcia do capim-amargoso ao herbicida
glyphosate foi relatado em 2005, no Paraguai, em lavouras de milho, soja e algodéo.
No Brasil, em 2008, relatou-se o primeiro caso no Parana, em lavouras de milho e
soja. Mais recentemente, em 2016, foi relatada resisténcia de capim-amargoso aos
herbicidas fenoxaprop e haloxyfop em lavouras de soja do Mato Grosso (HEAP,
2018).

O fator de resisténcia de D. insularis ao glyphosate encontrado por alguns
autores gira em torno de 5,6 a 8,0, sendo considerados relativamente baixos
(CARVALHO, 2011; CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEREJO, 2008). Dentre os cinco
mecanismos de resisténcias alguns estudos demonstram que 0 capim-amargoso
possa ter resisténcia por absorcao, translocacdo, metabolizagcdo, ou mudanca no
sitio de acao do herbicida.

De acordo com Machado et al. (2008), em relacdo a absorcao e translocacéo,
bidtipos resistentes possuem algumas caracteristicas anatémicas que prejudicam a
absorcdo, como baixa quantidade de estdbmatos, maiores quantidade de xilema em
relacéo ao floema e cuticula mais espessa e com maior quantidade de cera.

Carvalho (2011) detectou também que biodtipos resistentes sdo capazes de
metabolizar rapidamente o glyphosate em AMPA, glioxilato e sarcosina. No entanto,
nao foi mensurada a atividade das enzimas envolvidas neste processo. E alteracdes
enzimaticas na enzima EPSPs nos biétipos resistentes foram relatas, com mudanca
nos aminodacidos na posicdo 182 e 310, substituindo uma prolina por treonina e
tirosina por cisteina, respectivamente, o que reduz a afinidade da EPSPs pelo

glyphosate, prejudicando a agéo do herbicida.

2.2 Modo de agéo do glyphosate

Devido ao seu amplo espectro de acéo, o glyphosate era utilizado apenas para o
controle de plantas daninhas em culturas de plantas perenes, pois seu custo era
elevado. Posteriormente ap0s a queda do pre¢co desta molécula, outras aplicacbes
comecaram a ser feitas, como uso no plantio direto, cultivo minimo em florestas de

eucalipto, integracao lavoura-pecuaria, eliminacao de soqueiras, maturador de cana-
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de-aclcar, uso em areas nao agricolas e uso em culturas transgénicas resistentes
ao glyphosate (VELINI et al., 2012).

Caracteristicas como alta eficiéncia no controle de plantas invasoras, baixo
custo, baixa toxicidade para o ser humano, baixo impacto e poluicdo ambiental, além
de proporcionar um aumento de produtividade de diversas culturas, fizeram com que
0 glyphosate se tornasse o herbicida mais utilizado e estudado no mundo
(GIANESSI, 2004; GALLI, 2009; DUKE; POWLES, 2008).

Essa molécula é responsavel pelo bloqueio da producdo da enzima 5-
enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase (EPSPs), que catalisa a sintese de trés
aminoacidos arométicos (fenilalanina, triptofano e tirosina), fundamentais para o
desenvolvimento das plantas. Foi descoberta em 1950, no entanto, somente em
1971 o glyphosate comecou a ser utilizado como herbicida, (LUCHINI, 2009).

E um herbicida empregado em pos-emergéncia, sisttmico, com amplo espectro
de acéo (controla tanto plantas eudicotileddoneas como monocotiledéneas), podendo
ser translocado tanto via xilema como via floema, porém preferencialmente pelo
floema. Considerado um &cido fosfénico fraco, pertence ao grupo das glicinas, e
possui caracteristicas como meia vida aproximada de 22 dias em condi¢cbes
anaeroébicas ou ao redor de 96 dias em condi¢des aerbbicas e alta solubilidade em
agua (DICK; QUINN, 1995). Ainda apresenta Kow (coeficiente de particdo octanol-
agua) relativamente baixo, baixa bioacumulagéo, por possuir elevado coeficiente de
adsorcao no solo, e pode ser inativado ou rapidamente degradado por acdo de uma
grande gama de microrganismos presentes no solo (FRANZ; MAO; SIKORSKI,
1997; LINDERS et al., 1994).

Ha duas formas de entrada do glyphosate nas células das plantas: de forma
passiva (sem gasto de energia), ou através de um sistema ativo (com gasto de
energia), podendo ou ndo ter auxilio de um carreador, o mesmo utilizado pelo fésforo
(SHANER, 2009). Apos a absorcéo do herbicida, como possui carater sistémico, ira
se translocar na planta até atingir seu sitio de acdo, para assim inibir a enzima
especifica e posteriormente causar 0s sintomas, que geralmente levam a morte. No
caso do glyphosate, embora possua rapida translocacdo para raizes e partes
meristematicas, seus sintomas evoluem de maneira lenta, variando muito o periodo
de controle de acordo com o estadio e espécie da planta. De maneira geral, ocorre

primeiramente a clorose foliar, podendo ainda apresentar em alguns casos folhas
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com aspectos de coloracdo arroxeada em algumas espécies e posterior necrose e
morte da planta (MONQUERO et al., 2004).

Para que um herbicida consiga ter uma boa acao na planta, Velini et al. (2009)
citam alguns fatores que séao importantes desde o contato da gota com a folha até
sua acéo final, como: concentracdo da dose aplicada, quantidade de absorcao e
penetracdo, translocacao até o ponto alvo e inativagcdo do herbicida.

A rota do acido chiquimico produz um composto denominado corismato, o qual €
precursor da formacdo de aminoacidos aromaticos, que atuam tanto como
protetores como mediadores de crescimento nas plantas. Antes do corismato ser
sintetizado, existem etapas que também sao importantes na rota do Aacido
chiquimico (Figura 1). Inicialmente ocorre a combinacdo do fosfoenolpiruvato (PEP)
com a eritrose-4-fosfato (E4P), da via pentose-fosfato, formando o metabdlito 3-
Deoxi-D-Arabino-Heotulosonato-7-fosfato (DAHP), que por sua vez forma o
composto 3-desidroquinato (DHQ), podendo sintetizar taninos hidrolisaveis a partir
da formacdo de acido galico, ou formar o corismato através da producdo do
chiquimato (TAIZ; ZEIGER, 2013; RIPPERT et al., 2004; OSSIPOV, 2003).

ApGs a producgdo de chiguimato por intermédio da enzima chiquimato quinase
em uma reacao de fosforilagédo, é formado o chiquimato-3-fosfato (S3P), que por sua
vez se liga a enzima EPSPs para formar o complexo EPSPs-S3P. Posteriormente,
um outro PEP entra na rota do acido chiquimico para se ligar ao complexo EPSPs-
S3P, produzindo enolpiruvilchiguimato-3-fosfato e fosfato inorganico. EPSPs é
produzida no nucleo e atua no cloroplasto, e como citado anteriormente, a molécula
de glyphosate age na inibicdo desta enzima, atuando de maneira ndo competitiva
pelo S3P e competitiva pelo PEP (HESS, 1993), tendo uma afinidade 75 vezes
maior pelo complexo EPSPs-S3P em relacdo ao PEP (REAM et al., 1992).

Algumas substancias na rota do acido chiquimico sao produzidas inicialmente
antes da formac&o do corismato, a exemplo dos taninos hidrolisaveis, originados a
partir do &cido galico, ndo tendo sua formagdo comprometida pelo bloqueio da
EPSPs. Em contrapartida, a producédo de taninos condensados é afetada por esse
bloqueio, por justamente diminuir a disponibilidade de seu percursor, fenilalanina
(VELINI et al., 2009). Os taninos séo importantes para animais € microrganismos, e
podem formar até 50% da massa seca de alguns vegetais (MILA; SCALBERT,
EXPERT, 1996).
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Figura 1 - Rota do acido chiquimico e producédo de aminoacidos aromaticos e
alguns compostos fendlicos.
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Fonte: Velini et al., 2012.

N&o é possivel generalizar que, mesmo apos a acdo do glyphosate na planta, os
produtos distantes do local de acdo do herbicida serdo altamente reduzidos, pois
sistemas de controle da rota podem compensar a menor sintese de alguns
compostos. Quanto menor for a quantidade de reacdes necessaria para produzir um
determinado composto apoés o sitio de a¢do, maior sera a eficiéncia do herbicida em
reduzir a produgéo deste. Os trés aminoacidos aromaticos produzidos pela rota do
acido chiquimico (triptofano, fenilalanina e tirosina) tem grande importancia tanto no
desenvolvimento dos vegetais como auxiliar na protecdao de plantas e atuam como
agentes de defesa. Todas as enzimas sao direta ou indiretamente dependentes

destes aminoacidos, fundamentais para processos metabdlicos e eventos
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bioguimicos, ou seja, sua reducdo afetara indiretamente todos esses processos
(VELINI et al., 2012).

A inibicdo destes aminoacidos afeta a producdo de compostos como:
antocianinas, lignina, &cido salicilico, compostos fendlicos, isoflavondides,
flavonoides, &cido indolacético (AIA), entre outros. Estes compostos possuem
diversas caracteristicas importantes para as plantas, podendo auxiliar na protecéo a
acao da luz e mecanismo de defesa (LOPES et al., 2007), neutralizar radicais livres
(BRENNA; PAGLIARINI, 2001; ZHENG; WANG, 2001), promover crescimento
meristemético (VENDE BROEK; VANDERLEYDEN, 1995), dentre outras funcgdes.

Atualmente, com o advento de culturas geneticamente modificadas resistente ao
glyphosate, e 0 uso excessivo deste herbicida, diversos bibtipos resistentes de
plantas daninhas foram selecionadas. Até o momento foram reladas no Brasil oito
espécies resistentes ao glyphosate: buva (Conyza bonariensis, Conyza sumatrensis,
Conyza canadensis); capim pé-de-galinha (Eleusine indica); azevém (Lollium
multiflorum); capim-branco (Chloris elata); capim-amargoso (Digitaria insularis); e
caruru (Amaranthus palmeri) (HEAP; DUKE, 2017).

2.3 Modo de agdo de ACCase

Os herbicidas que comp&em os inibidores da ACCase estdo presentes
basicamente em dois grupo: os Ariloxifenoxipropionatos (APPs), introduzidos na
década de 70, também conhecidos como “fops”, e os pertencentes ao grupo das
Ciclohexanodionas (CHDs) introduzidos na década de 80, também conhecidos como
“dims”. Alguns exemplos de herbicidas do grupo dos APPs sao: haloxyfop, fluazifop,
quizalafop e diclofop; e dos herbicidas das CHDs sé&o: clethodim, sethoxydim,
clefoxydim e tepraloxydim. Além destes dois grupos existe também um terceiro,
denominado fenilpirazolinas (PPZ), tendo como Unico ingrediente ativo registrado o
pinoxaden, que foi introduzido no mercado em 2006 (OVEJERO et. al., 2016).

O modo de agéo inicia-se desde o contato do herbicida até sua acgéo final, ou
seja, desde absorcdo até os sintomas que as plantas apresentam e geralmente
culmina em sua morte. No caso dos inibidores de ACCase, 0s herbicidas sao
absorvidos via foliar, translocados pelo floema e com baixa persisténcia no solo
(OLIVEIRA JR, 2011). Para ocorrer absorc¢édo nas folhas o caminhamento do produto

é mais dificil do que quando absorvido pela raiz, pois existe uma camada
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impermeével nas células da epiderme, denominada cuticula. Esta é composta por
cutina (hidrofébica), ceras (hidrofébica), pectinas (hidrofilica) e celulose (hidrofilica),
revestindo a epiderme, tricomas e os estdmatos. Além da cuticula a udltima e mais
importante barreira a absor¢cdo € a membrana, que regula a entrada de compostos
através da permeabilidade seletiva (RODRIGUES, 2009).

Estes herbicidas atuam na rota de producdo de lipidios, que por sua vez séo
moléculas organicas que sdo resultantes da associacdo de acidos graxos e
desempenham um papel importante na estrutura de alguns constituintes das plantas,
compostos por uma molécula de glicerol e trés de &cidos graxos, podem atingir até
10% do peso das plantas. Sao constituintes de ceras, cutinas e suberinas e
possuem papéis especificos na fotossintese (clorofilas, carotenoides e
pastoquinonas), além de compor a estrutura das membranas (fosfolipidios)
(OLIVEIRA JUNIOR, 2011).

Para ocorrer a sintese de lipideos, a enzima Acetil-Coenzima A carboxilase
(ACCase) tem o papel de acelerar a carboxilacdo de Acetil coenzima A (acetil-CoA)
em Malonil coenzima A (malonil-CoA), portanto quando o herbicida atua nessa
enzima a producdo de lipideos fica comprometida, afetando a estrutura das
membranas, 0 que leva ao extravasamento de metabdlitos e consequentemente a
morte das plantas. As plantas ndo tem a capacidade de transportar acidos graxos,
geralmente cada célula sintetiza os proprios acidos graxos, que sdo formados
predominantemente nos plastidios. A primeira reacdo que ocorre para producédo de
lipideos é o acetato mais piruvato que gera a acetil-CoA. Posteriormente a acetil-
CoA é convertida a malonil-CoA através da adicdo de um CO:2 e da acdo da
ACCase, que é uma enzima especifica que realiza o catabolismo desta conversao,
sendo encontrada no estroma dos plastideos ou no citosol. (ROMAN, et al. 2007).

A ACCase é uma enzima dependente de uma vitamina (Biotina), a qual liga-se a
uma lisina da ACCase e atua como grupo prostético dessa enzima. A ACCase é
composta por trés dominios funcionais (TONG, 2013):

e BCCP ou BCC: proteina carregadora de carboxil-biotina

e BC: biotina carboxilase

e CT: carboxil transferase (subunidades a e )

Em células eucaridticas, os dominios BC, CT e BCCP da ACCase dispbem-se

em apenas um unico polipeptidio multifuncional, considerada uma enzima com
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multidominios, porém em células procariéticas sdo dividas em trés subunidades
(NELSON, D. L.; COX, M. M. 2011; TONG, 2013).

Existem dois tipos da enzima ACCase: heteromérica e homomérica. As
dicotiledbneas possuem as duas formas, heteromérica presente nos plastidios,
similiar a de células procarioticas, e a homomérica no citosol, similar a ACCase de
multidominios dos eucariéticos, porém a familia das gramineas possuem apenas a
forma homomeérica tanto no plastidio como no citosol. ACCase heteromérica é
composta de 4 subunidades, BCCP, BC, CTa e CTB. A homomérica é composta de
simples polipeptidio com trés dominios funcionais (BCCP, BC e CT sem as
subunidades) (SASAKI; NAGANO, 2004).

Os herbicidas que inibem a ACCase atuam apenas na forma homomeérica,
inibindo assim a sintese de lipideos das gramineas e consequentemente
controlando-as, ja a forma heteromérica das dicotileddneas é suficiente para que
ocorra a producao de malonil-CoA, e portanto, para sua sobrevivéncia. ACCase é
uma enzima que usa energia para adicionar o bicarbonato a uma cadeia de
carbonos. Os dominios BC e CT sao responsaveis pelas atividades cataliticas, que
dependem de ATP, Mg?* e HCOgz, resultando na carboxilacdo de acetil-CoA para
formacado de malonil-CoA. Malonil-CoA formada nos plastideos é usada para a
sintese de novos &cidos graxos, e a malonil-CoA citosdélica é utilizada na elongacéo
dos acidos graxos de cadeia muito longa e formacdo de metabdlitos secundarios,
como flavonoides e suberinas (DEYLE, 2005).

A Ultima etapa do modo de acdo sdo os sintomas que as plantas apresentam.
No caso dos inibidores da ACCase, a intoxicagcdo geralmente ocorre em regides
meristematicas. Em gramineas a atividade da ACCase é maior na bainha e na base
das folhas jovens em crescimento, sendo caracteristica a paralizacdo do
crescimento, meristemas destacados com facilidade e efeito lento. Meristemas
proximos ao entrend0 também podem tornar-se marrons, podendo até se
desintegrarem, e as folhas muitas vezes adquirem coloracdo arroxeada ou cloroéticas
guando sao recém-formadas (OLIVEIRA JUNIOR., 2011; ROMAN, et al. 2007).

2.4 Manejo de Digitaria insularis

Por serem de dificil controle, plantas daninhas resistentes além de afetar

diretamente a desempenho das culturas, também aumentam o custo no manejo. No
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ano agricola 2016-2017, os custos para controle de plantas daninhas foram de,
aproximadamente, US$ 40 a 120 ha, porém podem aumentar US$ 25 a 84 ha'
guando plantas daninhas resistentes estdo presentes na area cultivada (ADEGAS et
al., 2017)

Em relacéo o capim-amargoso, estudos de mapeamento de biotipos resistentes
realizados por Melo (2016) demonstraram a presenca desta espécie em municipios
do estado de S&o Paulo, Parana, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso, sendo o
Parana o estado com maior niumero de bidtipos encontrados, 39.

A presenca de biotipos resistentes ao glyphosate em diversas lavouras é
realidade nos sistemas de producdo do Brasil e ter o conhecimento de como
maneja-los € fundamental para evitar prejuizos na produtividade. Uma das
alternativas que podem ser adotadas para o controle é a aplicacdo de herbicidas em
pré-emergéncia, como por exemplo, s-metolachlor e flumioxazim + imazethapyr
aplicados na cultura do feijao (DREHMER et al., 2015).

Outras maneiras também podem ser tomadas, como o uso da palhada das
culturas de entressafra (GAZZIERO et al., 2013), ou ainda o uso de graminicidas
aplicados em estadio iniciais na pds-emergéncia, sendo que uma das principais
ferramentas utilizadas sdo os inibidores de ACCase, 0s quais apresentam bons
resultados no controle em mistura com o glyphosate quando aplicados em biétipo
resistente de capim-amargoso (ADEGAS et al., 2010). Em biétipos de azevém (L.
multiflorum) resistente, Rizzardi et al. (2006) obtiveram controle eficaz com aplicacao
de inibidores de ACCase (quizalafop e clethodim), o mesmo obtido em D. insularis
com aplicacdo de clethodim a partir de 0,4 L ha* (SPADER; MATERA, 2010).

Porém o maior problema ocorre quando o capim-amargoso pereniza, dificultando
0 controle desta daninha. Uma solucédo para esta situacdo € o uso da mistura de
herbicidas, que é considerado uma pratica ilegal no Brasil (MINGUELA; CUNHA,
2010), porém as moléculas utilizadas na defesa fitossanitaria na agricultura néao
possuem amplo espectro de acdo ao ponto de controlarem um conjunto de
problemas fitossanitarios, o que leva os agricultores a realizarem a pratica da
mistura de produtos em suas propriedades. Recentemente foi enviada uma sugestao
de “Instrugcdo Normativa para Regulamentagdo das Misturas em Tanques”, a qual
permitird a regulamentacdo da mistura de produtos, e consequentemente podera
trazer beneficios e informag&o mais precisas para o agricultor, entretanto ainda nao

foi aprovada por 6rgéos legais (GAZZIERO, 2017).
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Mistura pode ser definida como associacdo de produtos fitossanitarios e afins no
tanque de um equipamento de aplicacdo, imediatamente antes da pulverizacao
(GAZZIERO, 2015a). Diversos aspectos podem ser vantajosos a partir da formacao
da mistura, como reducdo do impacto ambiental, através da menor persisténcia de
alguns produtos pelo fato de serem utilizadas doses menores que as recomendadas,
diminuicdo da quantidade da circulagdo de maquinas na lavoura, dos custos de
aplicacdo, do combustivel e do volume de agua usada na calda, além de
proporcionar menor compactacdo do solo, reduzir a exposicdo do aplicador ao
produto e prevenir a ocorréncia de resisténcia (GUIMARAES, 2014). Em pesquisa
sobre as praticas adotas nas propriedades, Gazziero (2015b) constatou que
geralmente sao utilizados de dois a cinco produtos em apenas uma aplicacao.

Nesta condicdo, o uso de mistura entre diversos herbicidas recomendados para
controle de amargoso combinados com glyphosate sdo uma excelente opcao,
Barroso et al. (2014) obtiveram niveis satisfatorios de controle com aplicacdo de
glyphosate combinado com haloxyfop, clethodim ou quizalafop aplicados em plantas
com 3 a 4 perfilhos. Entretanto somente com aplicacdo sequencial € possivel obter
controle quando o amargoso esta em estadio de pleno florescimento, como
observado por Zobiole et al. (2016) com diversas doses de haloxyfop combinado
com glyphosate, ou clethodim combinado com glyphosate e posteriormente
acrescentado uma aplicacéo sequencial com glyphosate + clethodim.

Portanto, a mistura de outros herbicidas com o glyphosate tem se mostrado uma
excelente opcao para auxiliar no manejo de plantas resistente e especialmente, os
inibidores de ACCase em gramineas, como o0 clethodim. Entretanto essas
combina¢Bes podem gerar resultados positivos ou negativos, que precisam ser

elucidados para realizar um bom manejo de planta daninha.

2.5 Sinergismo e Antagonismo

A alteragédo ocasionada pela adicdo de outro composto no tanque de aplicacao
pode provocar mudancas na absorcdo, translocacdo e metabolizacdo dos
herbicidas, e consequentemente afetar o desempenho destes produtos. A interacao
de diferentes moléculas na calda de herbicida pode acontecer tanto apos a
aplicacdo como antes da aplicacdo, bem como fora ou dentro da planta
(FIGUEIREDO, 2015).
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Outros aspectos que podem ser levados em consideragédo ao tipo de interagéo
entre herbicidas em uma mistura, é a espécie alvo e o0 estadio de aplicacdo. Por
exemplo, o efeito antagonico apresentado em Xanthium strumarium e o efeito
sinérgico em Sida spinosa com mistura de fomesafen ou acifluorfen com imazaquin
(WESLEY; SHAW, 1992), ou e efeito sinérgico observado em Digitaria insularis em
estadio inicial, e o efeito antagbnico para a mesma espécie em estadio mais
avancado com a mistura de glyphosate e sethoxydim (BARROSO et al., 2014).

Quando produtos sdo misturados, podem ocorrer trés tipos de efeitos:
antagonico, sinérgico e aditivo. Antagonismo é quando a mistura de produtos exerce
acédo inferior em relacdo a acao individual dos produtos, sinergismo é o inverso, a
eficiéncia da mistura € superior comparada com a eficiéncia dos produtos isolada, e
se efeito da soma dos produtos for igual ao efeito dos produtos isolados, é
considerado efeito aditivo (COLBY, 1967).

Em herbicidas, o sinergismo é caracterizado quando ha um aumento do controle
de determinada planta daninha, isso pode ocorrer devido a uma maior absorcdo e
translocacao, ou seja, uma potencializacdo na eficiéncia de penetracdo do herbicida,
capaz de alterar as propriedades da calda, isso ocorre geralmente com uso de
adjuvantes e surfactantes, mas também em alguns casos a propria mistura com
outros herbicidas podem causar esse efeito (WANG; LIU, 2007).

Existem quatro tipos de antagonismos causados por herbicidas: fisioldgico,
competitivo, quimico e bioquimico. Quando ha contradicdo entre o0 modo de acao
dos herbicidas aplicados, o antagonismo é denominado fisiol6gico, podendo ocorrer,
por exemplo, quando um herbicida € mais ativo do que o outro, assim anulando a
acao do outro. H4 antagonismo competitivo quando um herbicida liga-se a um sitio
ativo e blogueia a interacdo do outro herbicida. No antagonismo quimico, como o
préprio nome ja diz, ocorre uma reacdo que modifica as propriedades fisico-
guimicas da calda, o que leva o composto ficar menos ativo ou inativo. E o
antagonismo bioquimico ocorre quando ha reducédo da quantidade de herbicida que
atinge o sitio de acgdo, tendo como principais caracteristicas a diminuicdo da
penetracdo e translocacdo, ou ainda pela inativacdo metabdlica de algum dos
herbicidas usados na mistura (GREEN, 1989; HATZIOS; PENNER, 1985).

Por ter um amplo espectro de controle, o glyphosate € combinado com diversos
herbicidas diferentes para obter um melhor manejo. De maneira geral, a mistura de

glyphosate com herbicidas de translocagdo sistémica tende a ter efeito sinérgico,
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pois favorece sua absorcao e translocacdo em plantas, como exemplo os inibidores
auxinicos e inibidores da ALS. Entretanto, quando ele é combinado com herbicidas
de contato, geralmente ocorre antagonismo a mistura, pois a atuacdo destes
herbicidas ocorrem nas membranas celulares das folhas, o que prejudica a absorcao
e translocacédo do glyphosate (VIDAL et al., 2016), com exemplo o diquat, que até
possui uma relacdo sinérgica em relacdo a producdo de lesbes visuais rapidas,
contudo, ndo apresenta controle a longo prazo e nao previne a rebrota,
caracterizando o antagonismo (WEHTJE; ALTLAND; GILLIANI, 2008).

Mesmo sendo considerados herbicidas sistémicos, os inibidores de ACCase
quando combinado com latifolicidas, geralmente mostram efeito antag6nico, como
por exemplo, o antagonismo apresentado pela mistura entre clodinafop-propargyl e
2,4-D em Lollium multiflorum (TREZZI et al., 2007). Dentre as espécies resistentes
ao glyphosate no Brasil, quatro sdo gramineas: Eleusine indica, Chloris elata,
Lollium multiflorum e Digitaria insularis. Justamente para proporcionar um melhor
controle delas, usa-se muito a mistura de glyphosate com inibidores da ACCase, que
ao contrario do efeito com adicdo de 2,4-D, mostra-se uma excelente opcao para
manejo, como € o caso da mistura de glyphosate com clethodim ou quizalofop para
Lolluim multiflorum (ROCKENBACH; SCHNEIDER; BIANCHI, 2015).

O herbicida clethodim mesmo quando aplicado isoladamente obtém 6&timo
desempenho no controle de D. insularis, quando em estadios iniciais (MELO et al.,
2012; BARROSO et al., 2014), sendo uma opc¢do para manejo de bidtipos
resistentes. Porém, quando em estaddios mais avancado, seu uso isolado n&o
apresenta resultados satisfatérios (ZOBIOLE et al., 2016; FORNAROLLI et al.,
2011). Assim a mistura entre clethodim e glyphosate vem a ser uma estratégia para
controle tanto de D. insularis em estadios avancados de desenvolvimento, como
também para biétipos resistentes. Barroso et al. (2014) encontraram antagonismo
entre a mistura de glyphosate com clethodim. Entretanto, nesse caso, 0 equivalente
acido utilizado era o sal de potassio, sendo que para o sal de aménio o efeito foi
aditivo e para o sal de isopropilamina ocorreu sinergismo. Embora existam alguns
resultados com bom desempenho desta mistura em D. insularis, ha a necessidade

de mais informacdes para garantir boa performance da mistura.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos de avaliagbes de controle foram conduzidos em casa-de-
vegetacdo, no Nuacleo de Pesquisas Avancadas em Matologia (NUPAM),
pertencente & Faculdade de Ciéncias Agronémicas — FCA/UNESP campus de
Botucatu/SP. Os bidtipos de Digitaria insularis utilizados nos experimentos foram
coletados entre os meses de Janeiro e Fevereiro de 2016, sendo um suscetivel e um
resistente ao herbicida glyphosate. O bi6tipo resistente foi coletado na area rural do
municipio de Botucatu — SP, na latitude 22° 50" 27", longitude 48° 25' 26" e altitude
869 metros, e o bidtipo suscetivel foi coletado na area rural do municipio de Santa
Cruz do Rio Pardo — SP, na latitude 22° 59' 46", longitude 49° 38' 12" e altitude
491metros.

Apbés a coleta, os dois exemplares foram mantidos como matrizes para
preservacdo dos genétipos. As plantas foram alocadas em vasos de 25 L, sendo
preenchidos com solo de textura argilosa, devidamente adubados e corrigidos, com

as seguintes caracteristicas fisico/quimicas (Tabela 1):

Tabela 1 - Analise quimica e fisica do solo utilizado em casa de vegetacao.

PH  MO. Presna AI¥ H+Al K" Ca®* Mg* SB CTC V%
CaCl, gdm® mgdm3

mmol, dm-3
4.9 22,5 15,5 1,8 475 1,4 22,5 10,5 35 82,5 40,5
Granulometriag dm?3
Areia Argila Silte
245 552 199 Argiloso

Textura do Solo

Foram utilizadas as sementes das matrizes dos bi6tipos de Digitaria insularis
citados anteriormente. Estas foram semeadas em condi¢cdo controlada em casa de
vegetacdo em temperatura em torno de 28°C e umidade relativa aproximadamente
de 70°C.

Foram conduzidos cinco experimentos: Curva de dose-resposta de glyphosate
em biotipo resistente e suscetivel de Digitaria insularis; Curva de dose-resposta de
clethodim em bidtipo resistente e suscetivel de Digitaria insularis; Avaliacdo da
resposta de bibtipo resistente e suscetivel de Digitaria insularis a aplicacdo de
glyphosate + clethodim; Interacdo entre a mistura de glyphosate + clethodim; e

Concentracao de extrato etéreo.
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Todos o0s experimentos foram dispostos em delineamento inteiramente
casualizado, com oito doses cada, realizadas aplicacbes em dois estadios
diferentes, um em estadio inicial (15 — 20 cm ou 2 a 3 perfilhos) e outro no
florescimento, com quatro repeticdes. As plantas em estadio inicial foram semeadas
em vasos de 350 mL, posteriormente foram raleadas e deixadas apenas duas
plantas por vaso. As plantas que receberam aplicacédo durante o florescimento foram
semeadas em vasos com capacidade de 1,7 L, também deixada duas plantas por
vaso. Em ambos os estadios foi utilizado o substrato Carolina Il com as seguintes
caracteristicas fisico/quimicas: turfa de sphagnum, vermiculita expandida, casca de
arroz torrefado, calcario dolomitico, gesso agricola e tracos de NPK; condutividade
elétrica (CE) = 0,7 mS cm™ + 0,3; pH 5,5; densidade 155 kg m3; capacidade de
retencdo de agua 55%.

Os experimentos foram repetidos duas vezes em épocas diferentes. Na primeira
época, a semeadura foi realizada no dia 12 de Janeiro de 2017 para o estadio inicial,
e todos os tratamentos foram aplicados em 10 de Fevereiro de 2017, com condicdes
de 25°C de temperatura e 68% de umidade relativa (UR), ja para plantas em
florescimento, a semeadura foi feita no dia 30 de Janeiro de 2017, com aplicacao no
dia 24 de Marco de 2017, tendo como condic¢des de aplicagdo 25° C de temperatura
e 68% de UR.

Na segunda época, as plantas foram semeadas em 21 de Abril de 2017 tanto
para o estadio inicial quanto para plantas em florescimento, e aplicados em 29 de
Maio de 2017 e 30 de Junho de 2017, com condic¢des de 25°C e 74% de UR e 25°C
e 62% de UR, respectivamente para estadio inicial e florescido.

Para as aplicacdes foi utilizado um pulverizador estacionario, com uma estrutura
metalica para o suporte da barra de pulverizacdo com 2 metros de comprimento. A
barra percorre por 6 metros com auxilio de um motor elétrico e possui um modulador
de frequéncia que controla a velocidade de trabalho. Foram utilizadas na barra
quatro pontas XR 11002 VS, com espa¢camento de 0,5 metros e altura de 0,5 metros
em relacdo as plantas. A presséo de trabalho adotada foi de 150 kPa e velocidade

de 3,6 km h-1, que gerou um consumo de calda de 200 L ha (Figura 2).
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Figura 2 - A — Primeiro estadio e primeira época de aplicacdo; B - Segundo
estadio e primeira época de aplicagdo; C — Primeiro estadio e segunda época de
aplicacdo; D — Segundo estadio e segunda época de aplicacao.

A ) B

I\

Apés as aplicacdes, realizou avaliacfes visuais de controle das plantas aos 7, 14
e 21 dias apds a aplicacdo (DAA), segundo escala percentual de controle, em que 0
corresponde a nenhum controle e 100 significa a morte total das plantas, de acordo
com a Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (1995) (Tabela 2.).
ApOGs a avaliacdo de 21 dias as plantas foram cortadas, colocadas em estufa de
circulacao forcada de ar a uma temperatura de 60°C por 72 horas e posteriormente
pesada em balanca de precisdo 0,0001 g, os valores da massa seca foram
transformados em porcentagem, tendo como 100% o peso médio da testemunha.



Tabela 2 - Descricdo dos valores conceituais para avaliacdes visuais de controle
aplicados na escala da SBCPD — Sociedade Brasileira da Ciéncia de
Plantas Daninhas.

% de Controle ou _— )
Descricdo conceitual

injuria
100 - 90 % Controle excelente. Sem efeito sobre a cultura
89 -80 % Controle bom, aceitavel para a infestacao da area.
29 - 40 % Controle moderado, insuficiente para a infestacéo da
area.
39-10% Controle deficiente ou inexpressivo
<10 % Auséncia de controle
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3.1 Curva de dose-resposta de glyphosate em bidtipo resistente e suscetivel

de Digitaria insularis

No experimento de curva dose-resposta do glyphosate foi utilizada apenas a

porcentagem de controle avaliada aos 21 DAA e a porcentagem de biomassa seca,

sendo aplicadas as seguintes doses (Tabela 3):

Tabela 3 - Doses de glyphosate aplicadas em bidtipos resistente
e suscetivel de D. insularis em estadio inicial e
florescimento.

*glyphosate *glyphosate
Dose (gg gg hal) (ggpy_f’:_ ha )~
1 0 0
2 67,5 0,1875
3 135 0,375
4 270 0,75
5 540 1,5
6 1080 3
7 2160 6
8 4320 12

*produto comercial utilizado foi Round up original (360 g e.a. ha); ** e.a.= equivalente acido; ***
p.c.= produto comercial.
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3.2 Curva de dose-resposta de clethodim em bi6tipo resistente e suscetivel de

Digitaria insularis

No experimento de curva dose-resposta do clethodim também foi utilizada
apenas a porcentagem de controle avaliada aos 21 DAA e a porcentagem de
biomassa seca, sendo aplicadas as seguintes doses (Tabela 4):

Tabela 4 - Doses de glyphosate aplicadas em bibtipos resistente
e suscetivel de D. insularis em estadio inicial e
florescimento.

Dose **cl_ethodim *clethodim
(g i.a. ha-?) (g p.c. ha-?)
1 0 0
2 6 0,025
3 12 0,05
4 24 0,1
5 48 0,2
6 96 0,4
7 192 0,8
8 384 1,6

*produto comercial utilizado foi Select (240 g i.a. ha?), e acrescentado 0,5% de Lanzar na calda; **
i.a.= ingrediente ativo; *** p.c.= produto comercial.
3.3 Avaliacdo da resposta de bidtipo resistente e suscetivel de Digitaria

insularis a aplicacao de glyphosate + clethodim

Para as analise dos dados de controle e massa seca da mistura (glyphosate +
clethodim) foi utilizado esquema fatorial de 8x2, sendo oito doses da mistura e dois

biotipos utilizados (resistente e suscetivel) (Tabela 5).



37

Tabela 5 - Doses de glyphosate + clethodim aplicadas em biotipos
resistente e suscetivel de D. insularis em estadio inicial e
florescimento.

Dose glyphosate + clethodim glyphosate + clethodim

(g e.a. hal) (gi.a. hat)* (g p.c. hat)*
1 0 0
2 67,5+6 0,1875 + 0,025
3 135+ 12 0,375 + 0,05
4 270+ 24 0,75+0,1
5 540 + 48 15+0,2
6 1080 + 96 3+04
7 2160 + 192 6+0,8
8 4320 + 384 12+1,6

*produto comercial utilizado foram Round up Original (360 g e.a. ha*) e Select (240 g i.a. hal), e acrescentado
0,5% de Lanzar na calda; ** e.a. = equivalente acido, i.a.= ingrediente ativo; *** p.c.= produto comercial.

3.4 Interacao entre glyphosate e clethodim

Os dados de todas as épocas de avaliacdo de controle e de porcentagem de
biomassa seca obtidos a partir do experimento da avaliagcdo da resposta de biétipo
resistente e suscetivel de Digitaria insularis a aplicacdo de glyphosate + clethodim,
foram analisados quanto as interacdes pelo modelo proposto por Colby (1967) para

verificar a interacao entre os herbicidas (eq. 2):

(100 — X) x (100 - YY)
E =100 - (ed. 2)

100

Tendo como, E a porcetagem de controle ou porcentagem da massa seca
esperada pela mistura, X e Y sdo a porcentagem de controle ou a porcentagem de
massa seca obtidas de glyphosate e clethodim aplicados isoladamente,
respectivamente.

Foi feito um grafico com controle ou massa seca esperada (E) e com o controle e
massa seca observada para a mistura (glyphosate + clethodim), foi tragcada uma
regressao simples para os dados esperados e plotado os resultados observados pela
mistura em ordem crescente das doses utilizadas, de maneira que, 0s pontos que
estiverem abaixo da reta sdo considerados como efeito antagbnico, os pontos que
estiverem acima da reta representam sinergismo e 0s pontos proximos a reta significam

efeito aditivo.
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3.5 Concentracao de extrato etéreo

Para determinar a quantidade de lipideos, foram utilizadas as plantas da primeira
época quando em estadio inicial, do ensaio de curva de dose-resposta. O método
utilizado foi de Soxhlet (método a frio) de determinacdo da gordura bruta ou extrato
etéreo proposto por Silva (1990), o qual extrai todas as substancias apolares
presentes na planta, inclusive o conteudo total de lipideos. Aos 21 dias apds a
aplicacao, as plantas foram coletadas e secadas em estufa de circulacdo forcada de
ar a 65°C, durante 72 horas para obter massa constante, e posteriormente foram

moidas.

Figura 3 - A - Balanga de alta precisdo com pesa-filtro; B — Moinho; C - pesafiltro
na forma de cartucho.

Inicialmente foram pesados 2 a 3 gramas de amostra em um cadinhho previamente
pesado e levado para estuda a 105°C durante um periodo de 3 horas. Depois de 30
minutos esfriando no dessecador, foi retirado uma aliquota entre 0,5 a 1 grama,
embrulhada em um pesa-fitro em forma de cartucho (Figura 3), a qual foi levada ao
aparelho de extracdo (Soxhlet) (Figura 4). Colocou-se um frasco de vidro previamente
limpo e de peso conhecido com 40 mL de éter de petroleo no condensador e foi
adicionado dentro do frasco o cartucho com a aliquota da amostra. Liga-se a agua do

condensador e o deixa funcionando entre 4 a 6 horas.
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Figura 4 — A - Extrator de extrato etéreo (Soxhlet); B- frasco com gordura na
balanca de preciséo.

Apobs completar a extracao, foi removida a amostra do recipiente e o éter do frasco
foi mantido no condensador para ser volatilizado. Posteriormente restou gordura e uma
guantidade minima de éter no frasco, a qual foi levada para estufa de 60°C para
eliminar o resto de eter. A diferenca de peso do frasco com gordura com o frasco limpo

foi correspondente a quantidade de lipideos (Figura 3).

3.6 Andlise Estatistica

Foi realizada uma analise conjunta das diferentes épocas de avaliacdo, para
justificar a unido dos dados, ou seja, os resultados apresentados representam a

média para dois experimentos, totalizando oito repeticdes experimentais (Tabela 6,
7, 8).
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Tabela 6 - Analise conjunta das diferentes épocas de avaliacdo de controle

e massa seca de D. insularis com aplicacao de glyphosate.

Estadio de

Bidtipo aplicacéo Avaliacdo Valor de Fdose CV (%)!
controle 193,582** 20,94
Estadio inicial
massa seca 20,368** 31,05
Resistente
controle 64,468** 32,1
Florescimento
massa seca 85,540** 44,12
controle 122,031** 15,54
Estadio inicial
massa seca 4,381** 25,04
Suscetivel
controle 277,71** 10,01
Florescimento
massa seca 36,033** 19,87

1= CV: coeficiente de variac¢éo; **p<0,01.

Tabela 7 - Analise conjunta das diferentes épocas de avaliacdo de controle
e massa seca de D. insularis com aplicacao de clethodim.

Bidtipo isptl?éj;(o;;oe Avaliacdo Valor de Fdose CV (%)?!
controle 408,775** 9,07
Estadio inicial
massa seca 93,679** 24,17
Resistente
controle 225,221** 15,27
Florescimento
massa seca 1,596" 50,88
controle 293,717** 10,67
Estadio inicial
massa seca 55,787** 22,1
Suscetivel
controle 210,294** 14,66
Florescimento 6
massa seca ' 33,57

1= CV: coeficiente de variagdo; **p<0,01; ns- ndo significativo.
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Tabela 8 - Analise conjunta das diferentes épocas de avaliacdo de controle
e massa seca de D. insularis com aplicacdo de glyphosate +

clethodim.
Bidtipo ii)tl?g;é;oe Avaliacdo Valor de Fdose CV (%)?!
controle 259,048** 7,35
Estadio inicial
massa seca 101,161** 30,33
Resistente
controle 401,041** 12,78
Florescimento
massa seca 9,163** 38,21
controle 249,909** 5,9
Estadio inicial
massa seca 46,636** 39,39
Suscetivel
controle 345,79** 8,08
Florescimento
massa seca 27,752** 25,16

1= CV: coeficiente de variagdo; **p<0,01.

Para os experimentos de curva dose-resposta, os dados de controle e massa
seca foram submetidos a analise de variancia pelo teste de F, sendo significativo,
construiram-se as curvas de dose-resposta. Para isso os dados foram ajustados ao
modelo de regressao sigmoidal log-logistico de 3 parametros proposto por Streibig
(1988) (eq. 1):

y= (eq. 1)

Em que: y = percentual de controle ou massa seca; x = dose do herbicida; a =
assintota entre o ponto maximo e minimo da variavel; xo = dose que proporciona
50% de resposta da variavel e b = declividade da curva.

Os valores da dose que controla 50% da populacdo (Cso) ou que promovem
reducdo de 50% na massa seca (GRso) foram utilizados para obter o fator de
resisténcia (FR = R/S), que expressa 0 numero de vezes em que a dose necessaria
para Cso ou GRso da populagéo resistente é superior a dose para ECso ou GRso da

populacdo suscetivel (HALL et al., 1998). A resisténcia é confirmada quando FR >
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1,0 (SAARI; COTTERMAN; THILL, 1994). As analises de regressao foram realizadas
com auxilio do software estatistico Sigmaplot 12.5.

Para o experimento da avaliacdo da resposta de bidtipo resistente e suscetivel
de Digitaria insularis a aplicagdo de glyphosate + clethodim, os dados foram
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas pelo
teste de Tukey (p<0,05) pelo programa estatistico Asistat 7.7.

O teor de lipideos foi avaliado em um Unico experimento e mesmo assim nao foi
possivel realizar analise de variancias, pois o método demanda quantidade
expressiva de biomassa, tornando necessario agrupar todas as repeticdes.
Procedimento alternativo fundamentado em NIR (infravermelho curto) que permitiria
avaliar as repeticGes individualmente mostrou-se inviavel para amostras contendo

menos de 1% de lipideos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Curva de dose-resposta de glyphosate em bidtipo resistente e suscetivel

de Digitaria insularis

A interacéo entre as doses de glyphosate e os biotipos foi significativa com 99%
de confiabilidade (p< 0,01) (Tabela 9). Para ambos os bidtipos, aos 21 dias apos
aplicacao (DAA) a curva de dose-resposta indicou que o nivel de controle aumentou
em funcédo da dose crescente de glyphosate em estadio inicial (15 - 20 cm) de D.
insularis (Figura 6). Porém, para o bidtipo suscetivel a dose 176,8 g e.a. ha™
promoveu 50% de controle, enquanto para o resistente isso s6 ocorreu apenas na
dose 852,4 g e.a. ha!, apresentando um fator de resisténcia (FR) de 4,82. Além
disso, o controle satisfatorio (Cso) ocorreu na dose 1897 g e.a. ha' para o bidtipo

resistente, 4 vezes mais a dose do suscetivel (Tabela 9).

Tabela 9 - Andlise de variancia do valor de F e da Regresséo, e parametros da
equacao de regressao, para o controle 21 dias apés a aplicacao de
glyphosate em estadio inicial em bib6tipos de capim-amargoso
resistente e suscetivel ao glyphosate.

Bi6tipo Resistente Bio6tipo Suscetivel
Valor de F 300,70** 163,64**
Valor de F (R*S) 32,22** 32,22**
Regressao 57,46** 605,99**
R? 0,96 0,99
Constantes
a 120,62 102,90
b -1,28 -1,33
Cso 852,40 176,80
Cso 1897,00 473,40

a= assintota entre o ponto maximo e minimo da variavel; b= declividade da curva; Cso= dose que proporciona 50% de resposta da variavel.
*p < 0,05 e **p < 0,01.
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Figura 5 - Fotos do nivel de controle de glyphosate aplicado aos 21 DAA em biétipo
resistente e suscetivel ao glyphosate em estédio inicial. A- 12 época de aplicagéo,

bidtipo resistente; B- 12 época de aplicacdo, biotipo suscetivel; C- 22 época de

aplicacdo, bibtipo resistente; D- 22 época de aplicacao, bi6tipo suscetivel.

Figura 6 - Porcentagem de controle dos biétipos de capim-amargoso suscetivel e
resistente ao glyphosate, 21 dias apds a aplicagéo do herbicida glyphosate em
estadio inicial.
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Houve reducdo na massa seca da parte aérea para os dois biotipos em estadio
inicial, com aplicacdo de glyphosate (Figura 7). Para o bibtipo resistente, a dose
683,15 g e.a. ha! reduziu 50% da matéria seca, em contrapartida foi necessario
apenas 229,40 g e.a. ha'! para o suscetivel obter essa reducdo. Através do
quociente entre a GRso dos bidtipos resistente e suscetivel, obteve-se um fator de
resisténcia de 2,97, menor do que o FR calculado pelo controle (Tabela 10).

Tabela 10 - Analise de variancia do valor de F e da Regresséo, e parametros da
equacao de regressédo, para a porcentagem de massa seca aos 21
dias apds a aplicacdo de glyphosate em estadio inicial em biotipos
de capim-amargoso resistente e suscetivel ao glyphosate.

Bi6tipo Resistente Biotipo Suscetivel

Valor de F 24,96 ** 62,97**

Valor de F (R*S) 3,71** 3,71*

Regresséo 34,01** 46,74"
R? 0,93 0,94

Constantes

a 100,96 103,96
b 0,76 1,41

GRso 683,15 229,40

GRso 4096,70 600,50

a= assintota entre o ponto maximo e minimo da variavel; b= declividade da curva; GRso= dose que proporciona 50% de resposta da
variavel. *p < 0,05 e **p < 0,01.

Figura 7 - Massa seca da parte aérea dos bi6tipos de capim-amargoso suscetivel e
resistente ao glyphosate, 21 dias apds a aplicagao do herbicida glyphosate, em
estadio inicial.
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As doses comercialmente indicadas para controle de D. insularis variam entre
540 g e.a. ha' para plantas jovens e 1440 g e.a. ha' para plantas maiores e
perenizadas, portanto em estadio inicial, o esperado é que a dose 540 g e.a. hat
seja suficiente para o controle. Adegas et al. (2010) com essa mesma dose, atingiu
apenas 40% de controle em D. insularis com aplicacdo de glyphosate em plantas
com 10 cm de altura, resultado similar ao encontrado nesse experimento (Figura 5 e
6).

As sementes do bidtipo resistente utilizadas por Gazola (2017) foram retiradas
da mesma matriz desse estudo. Ele obteve Cso de 644 g e.a. hal e GRso
351 g e.a.hal, fatores mais baixos do que observados nesse experimento, o que
leva a imaginar a provavel existéncia de variabilidade entre as sementes de
amargoso provenientes de uma mesma planta e de um mesmo fluxo de
disseminacgao, ou seja, mesmo os descendentes sendo oriundos da mesma planta,
eles podem apresentar caracteristicas morfologicas e anatdmicas diferentes, o que
consequentemente seria capaz de gerar respostas diferentes a aplicacdo dos
herbicidas, devido a alta taxa de polimorfismo ja confirmado por Martins (2013).

Na Figura 8 e 9 nota-se que mesmo com a maior dose (4320 g e. a. ha') de
glyphosate, o bittipo resistente em fase de florescimento ndo alcangou 100% de
controle, o qual foi obtido a partir da segunda maior dose (2160 g e.a. ha?) para o
suscetivel. A dose encontrada para controle satisfatério do resistente (Cso) foi
2465 g e.a. hal, 1,69 vezes maior do que a necessaria em estadio inicial. O fator de
resisténcia calculado foi 5,91, também maior do que o apresentado em estadio inicial
(Tabela 11).

Tabela 11 - Andlise de variancia do Valor de F e da Regressao, e parametros da
equacdao de regresséao, para o controle 21 dias apés a aplicacéo de
glyphosate no florescimento em bi6tipos de capim amargoso
resistente e suscetivel ao glyphosate.

Bio R Bio S
Valor de F 82,58** 323,75**
Valor de F (R*S) 24,19** 24,19**
Regressao 167,07 ** 429,50**
R? 0,98 0,99
Constantes
a 123,80 102,21
b -0,97 -1,54
Cso 886,50 149,90
Cso 2465,00 354,30

a= assintota entre o ponto maximo e minimo da variavel; b= declividade da curva; Iso = dose que proporciona 50% de resposta da variavel.
*p < 0,05 e *p<0,01.
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Figura 8 - Fotos do nivel de controle de glyphosate aplicado em bi6tipo resistente e
suscetivel ao glyphosate em florescimento. A- 12 época de aplicacao, biétipo
resistente; B- 12 época de aplicacado, biotipo suscetivel; C- 22 época de aplicacéo,
biotipo resistente; D- 22 época de aplicacdo, biotipo suscetivel.
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Figura 9 - Porcentagem de controle dos biétipos de capim-amargoso suscetivel e
resistente ao glyphosate, 21 dias apds a aplicagao do herbicida glyphosate no
florescimento.
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A Tabela 11 mostra que n&o houve interacdo entre os biotipos e doses utilizadas
para a porcentagem de massa seca no florescimento com aplicacéo de glyphosate.
O fator de resisténcia para a massa seca foi 4,74 nesse estadio, 1,59 vezes maior
guando comparado com o FR da matéria seca em estadio inicial, muito semelhante
ao aumento ocorrido no FR do controle entre o estadio inicial e o florescimento
(1,69), ou seja, 0 aumento da resisténcia foi proporcional se comparar controle com
massa seca. A matéria seca nao foi reduzida mais do que 70%, mesmo com a maior
dose (4320 g e.a. ha') tanto para o bidtipo resistente quanto para o suscetivel
(Figura 10).

Plantas perenizadas com maior quantidade de perfilhos e maior altura possuem
maior vigor, sendo que uma vez estabelecidas, com o0 aumento da touceira e
formacéo de rizomas, produz uma maior quantidade de amido e consequentemente
aumenta a reserva da planta, podendo resistir a aplicacdo de herbicidas. Porém
nota-se que mesmo em estadio mais avancado, para biotipo suscetivel, as doses
necessarias para controlar 80% das plantas foram baixas (Tabela 12), o mesmo foi
encontrado por Reinert; Prado; Christoffoleti (2013), que relatou Cso de 257,13 g e.a.
ha' e GRso de 273,81 g e.a. ha’!, diferentemente do obtido por Melo (2011), o qual
constatou diferenca entre os estadios de desenvolvimento também para bibtipo

suscetivel.

Tabela 12 - Andlise de variancia do Valor de F e da Regressao, e parametros da
equacao de regressao, para a porcentagem de massa seca aos 21
dias ap6s a aplicacdo de glyphosate no florescimento em biétipos de
capim amargoso resistente e suscetivel ao glyphosate.

BioR Bio S
Valor de F 6,09** 70,22**
Valor de F (R*S) 1,03ns 1,03ns
Regresséao 26,88** 89,66**
R? 0,91 0,97
Constantes
a 100,12 100,32
b 0,38 0,28
GRso 1239,00 261,30
GRso - -

a = assintota entre o ponto maximo e minimo da variavel; b = declividade da curva; Iso = dose que proporciona 50% de resposta da variavel.
*p < 0,05 e **p < 0,01.



49

Figura 10 - Massa seca da parte aérea dos biétipos de capim-amargoso suscetivel
e resistente ao glyphosate, 21 dias ap6s a aplicagéo do herbicida glyphosate no
florescimento.
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4.2 Curva de dose-resposta de clethodim em bidtipo resistente e suscetivel de

Digitaria insularis

Embora as curvas da Figura 12 sejam muito préximas, houve interacdo no
controle entre os fatores (bitipos e doses) com aplicacdo de clethodim aos 21 DAA.
O aumento gradativo das doses proporcionou o controle dos dois biétipos em
estadio inicial (Figura 11 e 12). Menos de 30 g i.a. ha' de clethodim foi necessario
para obter 80% de controle para ambos os bi6tipos (Tabela 13), correspondente a
3,2 vezes menos a dose recomendada por bula (96 g i.a. hal), portanto esses
biétipos podem ser considerados extremamente sensiveis ao herbicida clethodim em

estadio inicial de aplicagéo.
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Tabela 13 - Analise de variancia do Valor de F e da Regressao, e parametros da
equacado de regressao, para o controle 21 dias ap0s a aplicacdo de

clethodim em estadio inicial em bidtipos de capim-amargoso
resistente e suscetivel ao glyphosate.

Bio R Bio S
Valor de F 267,50** 185,31**
Valor de F (R*S) 4,79%* 4,79%*
Regresséao 38,73** 1386,54**
R? 0,93 0,99
Constantes
a 101,68 100,58
b -2,52 -2,78
Cso 14,92 14,03
Cso 25,37 22,95
a = assintota entre o ponto maximo e minimo da variavel; b = declividade da curva; lso = dose que proporciona 50% de resposta da
variavel. *p < 0,05 e **p < 0,01.

Figura 11 - Fotos do nivel de controle de clethodim aplicado em biétipo resistente e
suscetivel ao glyphosate em estadio inicial. A- 12 época de aplicacéo, biotipo
resistente; B- 12 época de aplicacdo, bibtipo suscetivel; C- 22 época de aplicacao,

bidtipo resistente; D- 22 época de aplicacao, bibtipo suscetivel.
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Figura 12 - Porcentagem de controle dos biotipos de capim-amargoso suscetivel e
resistente ao glyphosate, 21 dias apds a aplicagao do herbicida clethodim em
estadio inicial.
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De acordo com a Figura 13, a porcentagem de massa seca em estadio inicial
apos aplicacdo do herbicida clethodim teve alta reducéo, atingindo mais de 60% de
reducdo de massa para os dois bidtipos na maior dose (384 g i.a. ha). Entretanto,
observa-se que as doses para a reducédo de 50% e 80% de massa seca (GRso e
GRso) entre os bidtipos, ndo foram tdo proximas quanto as obtidas na avaliagéo feita

por controle (Tabela 13 e 14).

Tabela 14 - Analise de variancia do Valor de F e da Regressao, e parametros da
equacao de regressdo, para a porcentagem de massa seca 21 dias
apos a aplicacdo de clethodim em estadio inicial em bi6tipos de
capim-amargoso resistente e suscetivel ao glyphosate.

BioR Bio S
Valor de F 82,35** 61,06**
Valor de F (R*S) 3,06** 3,06**
Regressao 29,15** 11,92*
R? 0,92 0,82
Constantes
a 100,28 106,68
b 1,26 0,74
GRso 19,75 36,25
GRso 59,5 222,05

a = assintota entre o ponto maximo e minimo da variavel; b = declividade da curva; Iso = dose que proporciona 50% de resposta da variavel.
*p < 0,05 e *p<0,01.
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Figura 13 - Massa seca da parte aérea dos bidtipos de capim-amargoso suscetivel
e resistente ao glyphosate, 21 dias apds a aplicagéo do herbicida clethodim em
estadio inicial.
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Fica claro, que o herbicida clethodim apresentou alta eficiéncia de controle
quando aplicado nos estadios iniciais dos bidtipos estudados. Adegas et al. (2010)
em seu estudo, apresentou alternativas de controle para D. insularis resistentes ao
glyphosate, relatando alta eficiéncia de diversos inibidores de ACCase, atingindo
niveis préximos a 100% de controle e reducado de massa seca com dose de 96 g i.a.
ha"' de clethodim.

Contudo, Licorini et al. (2015) relatou que sob o mesmo estadio inicial (15 — 20
cm), houve tolerancia distinta ao clethodim para biétipos coletados no Estado do
Parana, ou seja, embora seja uma alternativa viavel para controle de D. insularis
resistente, o uso de inibidores de ACCase deve ser racional e sustentavel, para que
posteriormente ndo venha a ocorrer resisténcia a este mecanismo de agao, como
encontrado por Vargas et al. (2013) em Lollium multiflorum ao clethodim, ou ainda
aos herbicidas haloxyfop e fenoxaprop em D. insularis (HEAP, 2018).

A segunda maior dose (192 g i.a. ha') de clethodim, correspondente ao dobro
da recomendada por bula, proporcionou 80% de controle de D. insularis em estadio
de florescimento, porém nem mesmo a maior dose (384 g i.a. ha') foi capaz de

controlar 100% o capim-amargoso (Tabela 15, Figura 14 e 15).
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Tabela 15 - Analise de variancia do Valor de F e da Regressao, e parametros da
equacao de regressdo, para o controle 21 dias apds a aplicacédo de
clethodim no florescimento em bidtipos de capim amargoso
resistente e suscetivel ao glyphosate.

Bio R Bio S
Valor de F 215,34** 252,49**
Valor de F (R*S) 4,32** 4,32**
Regressao 243,07** 192,65**
R? 0,98 0,98
Constantes
a 98,82 101,84
b -1,18 -1,17
C50 47,75 35,75
C80 159,5 111,6

a = assintota entre o ponto maximo e minimo da variavel; b = declividade da curva; Iso = dose que proporciona 50% de resposta da variavel.
*p < 0,05 e **p < 0,01.

Figura 14 - Porcentagem de controle dos bi6tipos de capim-amargoso suscetivel e
resistente ao glyphosate, 21 dias apds a aplicagéo do herbicida clethodim no
florescimento.
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Figura 15 - Fotos do nivel de controle de clethodim aplicado em biétipo resistente e
suscetivel ao glyphosate em florescimento. A- 12 época de aplicacao, biétipo
resistente; B- 12 época de aplicacado, biodtipo suscetivel; C- 22 época de aplicacéo,
biotipo resistente; D- 22 época de aplicacdo, bidtipo suscetivel.
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Nao ocorreu interacdo com aplicagao de clethodim no florescimento e ndo houve

diferenga significativa entre as doses utilizadas para a massa seca do biotipo
resistente (Tabela 16). A porcentagem de redugdo de massa seca, nao ultrapassou
60% mesmo com as doses mais elevadas (Figura 16). Como dito anteriormente, o
estadio fenolégico da planta influéncia o desempenho do herbicida, devido as

mudancas morfologicas e anatémicas.
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Tabela 16 - Analise de variancia do Valor de F e da Regressao, e parametros da
equacao de regressao, para a porcentagem de massa seca 21 dias
apos a aplicacao de clethodim no florescimento em biétipos de capim
amargoso resistente e suscetivel ao glyphosate.

Bio R Bio S
Valor de F 1,33 5,83**
Valor de F (R*S) 0,30"s 0,30"s
Regressao 28,89** 21,08**
R2 0,92 0,89
Constantes
a 100,53 101,93
b 0,32 0,40
GR50 433,05 155,50
GR80 - -

a= assintota entre o ponto maximo e minimo da variavel; b= declividade da curva; GRso = dose que proporciona 50% de resposta da variavel.
*p < 0,05 e **p < 0,01.

Figura 16 - Massa seca da parte aérea dos biétipos de capim-amargoso suscetivel
e resistente ao glyphosate, 21 dias ap6s a aplicagéo do herbicida clethodim no
florescimento.
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Alguns trabalhos demonstram a ineficiéncia de clethodim em estadios
avancados de capim-amargoso, como por exemplo, Melo et al. (2012), o qual néo
atingiu nem 20% de controle com a dose 108 g i.a. ha' de clethodim e nem 30% de
reducdo da massa seca quando comparado com a testemunha. Barroso et al. (2014)
também em aplicagéo isolada de clethodim, obteve no maximo 69% de controle com
a dose 96 g i.a. ha' em plantas com 3 a 4 perfilhos, e Fornarolli et al. (2011) aos 25
DAA obteve 65 e 75% de controle com 120 e 180 g i.a. ha* em pleno florescimento,

respectivamente.
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4.3 Avaliacdo da resposta de bidtipo resistente e suscetivel de Digitaria

insularis a aplicacao de glyphosate + clethodim

A mistura entre glyphosate e clethodim ndo demonstrou diferenga significativa
entre as doses para avaliacdo visual de controle, quando aplicados em estadio
inicial. A partir da dose 135 g e.a. ha' de glyphosate com 12 g i.a. ha™! de clethodim,
o controle atingiu niveis acima de 80%, ou seja, a mistura mostrou-se uma excelente

ferramenta para controle do biétipo resistente (Figura 17 e 18).

Figura 17 - Porcentagem de controle dos biétipos de capim-amargoso suscetivel e
resistente ao glyphosate, 21 dias apds a aplicagao da mistura de glyphosate e
clethodim em estadio inicial. CV = coeficiente de variagao.
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Figura 18 - Massa seca da parte aérea dos bi6tipos de capim-amargoso suscetivel e
resistente ao glyphosate, 21 dias apds a aplicagdo da mistura de glyphosate e
clethodim, em estadio inicial. CV = coeficiente de variagao.
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Figura 19 - Fotos do nivel de controle de glyphosate+clethodim aplicado em biotipo
resistente e suscetivel ao glyphosate em estadio inicial. A- 12 época de aplicacéo,
biétipo resistente; B- 12 época de aplicacao, bidtipo suscetivel; C- 22 época de

aplicacao, bibtipo resistente; D- 22 época de aplicacdo, biotipo suscetivel.
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Logo na primeira dose da mistura obteve-se alta reducdo de massa seca para
ambos os bidtipos em estadio inicial. Ndo ocorreu diferenca entre os tratamentos, e
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assim como o controle, a mistura apresentou bons resultados também para a
reducdo de massa seca (Figura 19).

De maneira geral, a mistura de glyphosate com inibidores de ACCase séao
opgdes efetivas no manejo de bidtipos resistentes, Barroso et al. (2014) além de
estudar inibidores de ACCase de forma isolada, também testou combinagcdes com
diferentes sais de glyphosate em diversas doses, todos os tratamentos obtiveram
controle satisfatério e reducdo de massa quando aplicados em estadio inicial,
corroborando os dados da Tabela 17 e 18. Outros autores ainda testando outras
misturas também encontraram bons resultados, como por exemplo, quizalofop com
glyphosate (GOMES et al., 2017) e até mesmo a mistura entre inibidores de ACCase
de diferentes familia, como clethodim com fenoxaprop (ADEGAS et al., 2010).

Os melhores tratamentos para controle dos dois biétipos de capim-amargoso em
estadio de florescimento foram as duas maiores doses da mistura. As doses 540 g
e.a. ha'+48 gi.a. ha'e 1080 g e.a. ha' + 96 g i.a. ha' da mistura foram diferentes
estatisticamente entre o bidtipo suscetivel e resistente, sendo que para o suscetivel,
essas doses atingiram 100% de controle, e para o resistente, a dose 540 g e.a. ha™
+ 48 gi.a. ha™ ndo alcangou 80% de controle, enquanto a dose 1080 g e.a. ha' + 96
g i.a. ha', mesmo apresentando diferenga entre os bidtipos, obteve controle visual
satisfatorio para o resistente, atingindo mais de 80% de controle (Figura 20).

Mesmo nao ocorrendo interagdo entre os fatores, a dose 540 g e.a ha' + 48 g
i.a. ha™' reduziu mais do que 50% da massa seca para ambos os bidtipos (Figura
20). Portanto nota-se que a mistura nas doses comerciais (540 g e.a. ha' + 48 g i.a.
ha'e 1080 g e.a. ha' + 96 g i.a. ha') foram suficientes para controle do biétipo

resistente (Figura 21).
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Figura 20 - Porcentagem de controle dos bi6tipos de capim-amargoso suscetivel e
resistente ao glyphosate, 21 dias apds a aplicagao da mistura de glyphosate e
clethodim no florescimento. Letras minusculas e maiusculas correspondem aos

valores para o mesmo e diferentes bidtipos, respectivamente; CV= coeficiente de
variagao; DMS= diferenca minima significativa (biétipo e dose respectivamente).
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Figura 21 - Massa seca da parte aérea dos biotipos de capim-amargoso suscetivel e
resistente ao glyphosate, 21 dias apds a aplicagdo da mistura de glyphosate e
clethodim no florescimento. CV = coeficiente de variagao.
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Figura 22 - Fotos do nivel de controle de glyphosate+clethodim aplicado em biétipo
resistente e suscetivel ao glyphosate em florescimento. A- 12 época de aplicacao,
bidtipo resistente; B- 12 época de aplicacdo, biotipo suscetivel; C- 22 época de
aplicacdo, bidtipo resistente; D- 22 época de aplicacao, bidtipo suscetivel.
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Em virtude da dificuldade de controle em bi6tipo resistente com glyphosate e
clethodim isolados em plantas florescidas, pode-se observar que a mistura destes
dois herbicidas potencializam o controle e redugcdo de massa (Figura 20, 21 e 22).
Em situacdo semelhante, Melo et al. (2012) com dose 1440 g e.a. ha! de glyphosate
e 108 g i.a. ha! de clethodim também notou alto controle e redugéo de massa seca,
sendo que nesse experimento ndo foi necessaria dose tdo altas para alcancar esses
resultados.

Porém em condi¢cdes de campo, onde as plantas de D. insularis estavam em
estadios ainda mais avancados (36 perfilhos e 1,20 metros de altura), mesmo a
mistura de glyphosate com clethodim, n&o foi suficiente para suprimir o
desenvolvimento da planta, sé houve o controle quando foi utilizada uma aplicagédo
sequencial de glyphosate com clethodim (ZOBIOLE et al., 2016). Os resultados
apresentado na Figura 22 deixam claro o controle do bibtipo resistente com a
mistura mesmo em situacdes de estadio mais avancado, porém a planta se torna

mais vigorosa quando estiver estabelecida e perenizada no campo, sendo assim
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mesmo a mistura em doses altas ndo é capaz de ocasionar seu controle, portanto a

escolha do estadio de aplicagdo é fundamental para obter sucesso de controle.

4.4 Interacao entre glyphosate e clethodim

A sequir, nas figuras 23, 24, 25, 26 e 27, cada ponto corresponde a uma dose da
mistura (glyphosate + clethodim), estando dispostos em ordem crescente, igual aos
pontos das curvas de dose-reposta. A reta representa o controle estimado, o qual foi
calculado pela metodologia de Colby (1967), todos os pontos acima da reta retratam
controle observado maior que o estimado (efeito sinérgico), todos abaixo da reta
representam controle observado menor que o estimado (efeito antagdnico), e
guando coincidem com a reta, sédo aditivos.

Observa-se que aos 7 DAA para biotipo resistente em estadio inicial, houve
efeito sinérgico em doses menores, e efeito aditivo para doses maiores (Figura 23 —
A). Aos 14 DAA as maiores doses obtiveram controle visual acima de 80%, ou seja,
controle satisfatério, portanto mesmo os controles observados sendo menores do
gue os esperados nao podem ser considerados como antagonismo, pois ocorreu o
controle da planta do mesmo jeito (Figura 23 — B). Aos 21 DAA nota-se efeito
sinérgico entre as duas menores doses da mistura (Figura 23 — C), e fica evidente o
sinergismo para doses menores entre glyphosate e clethodim quando todas as
épocas sao alocadas em um mesmo grafico, principalmente para doses

intermediarias (Figura 23 — D).
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Figura 23 - Controle de capim-amargoso resistente observado e interacdo esperada
em resposta a mistura de glyphosate com clethodim aplicado em estédio inicial. A - 7
dias apos aplicacédo (DAA); B - 14 DAA; C - 21 DAA; D - Todas épocas de aplicacao.
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A interacdo entre glyphosate e clethodim no controle de bi6tipo suscetivel em
estadio inicial, foi semelhante ao obtido em bi6tipo resistente, com sinergismo para
doses menores e efeito aditivo para doses maiores. As duas doses mais baixas
(67,5ge.a.ha'+6gia.ha’'e135ge.a. ha'+ 12 gi.a. ha') tiveram sinergismo em
todas as épocas de avaliacdo, e a partir da dose 4 (270 g e.a. ha' + 24 g i.a. ha™)
aos 14 DAA todas as demais doses foram aditivas tanto aos 14 DAA como aos
21DAA (Figura 24).

A resposta da mistura de outros herbicidas com glyphosate pode variar em
fungéo de diversos fatores como: compatibilidade entre os herbicidas, mecanismo de
acao, espécie estudada, estadio de aplicacdo e quantidade da dose. Vidal et al.
(2016) compilou diversos trabalhos mostrando a interacao de glyphosate com outros
herbicidas, e de maneira geral observou efeito antagbnico quando o glyphosate foi
misturado com herbicidas de contato e efeito sinérgico ou aditivo quando misturado

com herbicidas de acao sistémica.
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Os resultados observados na Figura 22 e 23 eram esperados, pois Nonemacher
et al., (2017) testou varias misturas com glyphosate em controle de Urochloa
plantaginea e Digitaria ciliares, uma delas foi a combinag&o com clethodim, e obteve
controle acima de 90% para as duas plantas daninhas. Valores obtidos por
Rockenbach; Schneider; Bianchi (2015) em Lollium multiflorum, aumentou a
eficiéncia em 25% de controle com a mistura, quando comparado com glyhosate
aplicado isoladamente na dose 720 g e.a. ha' e mais de 5% quando comparado na
dose 1440 g e.a. ha™.

Figura 24 - Controle de capim-amargoso suscetivel observado e interacao esperada
em resposta a mistura de glyphosate com clethodim aplicado em estédio inicial. A - 7
dias ap0s aplicacédo (DAA); B - 14 DAA; C - 21 DAA; D - Todas épocas de aplicacao.
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Verifica-se na Figura 25-D (todas as épocas de aplicacdo juntas), que a mistura
aplicada no florescimento em biétipo resistente, o controle observado foi muito
préximo da reta (controle esperado), portanto ocorreu efeito aditivo para todas as
doses (Figura 25).
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Figura 25 - Controle de capim-amargoso resistente observado e interacdo esperada
em resposta a mistura de glyphosate com clethodim aplicado no florescimento. A - 7
dias apos aplicacdo (DAA); B - 14 DAA; C - 21 DAA; D - Todas épocas de

aplicacéo.
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Com excecdo das doses 3 (135ge.a. ha'’+ 12 gi.a. ha')e 4 (270 ge.a. ha' +
24 g i.a. ha') aos 7 DAA, todas as outras doses em qualquer época de avaliagdo
apresentaram predominantemente efeito aditivo em bidétipo suscetivel aplicado no
florescimento (Figura 26).

Os resultados para doses comerciais dose 5 e 6 (540 g e.a. ha' + 48 g i.a. ha'te
1080 g e.a. hal+ 96 g i.a. hal) foram satisfatérios, diferente dos obtidos com a mistura
de glyphosate + haloxyfop (2160 g e.a. ha' + 60 g i.a. ha') e glyphosate +
sethoxydim (2160 g e.a. ha' + 368 g i.a. ha™) em D. insularis, os quais nédo atingiram
60% de controle (PARREIRA et al., 2010), e semelhantes ao encontrado por Barroso
et al. (2014), que relatou efeito aditivo na avaliacdo de controle para adicdo de
clethodim em glyphosate (sal de isopropilamida) aplicados em D. insularis no estadio
com 3 a 4 perfilhos.
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Figura 26 - Controle de capim-amargoso suscetivel observado e interacao esperada
em resposta a mistura de glyphosate com clethodim aplicado no florescimento. A - 7
dias apos aplicacéo (DAA); B - 14 DAA; C - 21 DAA; D - Todas épocas de

aplicagéo.
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Em relacdo a porcentagem de massa seca, verifica-se que a mistura aplicada
em estadio incial, apresentou alto poder sinérgico, reduzindo altamente a massa de
capim-amargoso em todas as doses, tanto para bibtipo resistente quanto para
suscetivel (Figura 27).

Assim como observado em estadio inicial, para aplicacdo no florescimento, a
mistura também obteve efeito sinérgico na reducédo da porcentagem de massa seca
para todas as doses testadas em ambos o0s biétipos, ou seja, a adi¢cdo de clethodim

na calda de glyphosate potencializou a reducéo da massa seca dos bidtipos de D.
insularis testados (Figura 28).
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Figura 27 - Massa da matéria seca da parte aérea de capim-amargoso observado e
interacao esperada em resposta a mistura de glyphosate com clethodim aplicado em
estadio inicial. A- Bidtipo resistente; B- Biotipo suscetivel.
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Figura 28 - Massa da matéria seca da parte aérea de capim-amargoso observado e
interacao esperada em resposta a mistura de glyphosate com clethodim aplicado no
florescimento. A- Biotipo resistente; B- Bi6tipo suscetivel.
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Barroso et al. (2014) relatou antagonismo para reducdo de massa fresca em
biétipo resistente com mistura de glyphosate + clethodim (1080 g e.a. ha' + 108 g
i.a. ha™), diferente dos resultados apresentados na Figura 26, onde foi calculado
para a dose 1080 g e.a. ha'+ 96 g i.a. ha™ (dose comercial), uma redugdo de 57% e
42% na porcentagem de massa seca esperada, porém foi encontrado uma reducéo
de 15% e 17% para massa seca observada, respectivamente para biotipo resistente
e suscetivel em estadio inicial, ou seja, com uma diferenca sinérgica de 42% e 25%,
enquanto para estadio florescido o esperado foi 77% e 69%, e observado 44% e
42% de massa seca, com uma diferenca sinérgica de 33% e 27% para biotipo

resistente e suscetivel respectivamente (Figura 27).
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4.5 Extrato Etéreo

O extrato etéreo extrai todas as moléculas apolares presentes nas plantas,
portanto como os lipideos sdo moléculas apolares, através dessa extracdo, o
conteudo total de lipideo pode ser extraido por esse método. Na Tabela 17, verifica-
se que, comparando com a testemunha, ocorreu reducédo na porcentagem de extrato
etéreo em estadio inicial de capim-amargoso em algumas doses de glyphosate e
clethodim aplicados isoladamente. As concentracdes de extrato etéreo que foram
superiores a concentracdo da testemunha (duas ultimas doses de glyphosate em
biétipo resistente e todas as doses da mistura) tiveram controle efetivo das plantas,
sendo assim, possivelmente os processos de morte e decomposicdo das plantas
foram acompanhados de aumento das concentracbes de extrato etéreo e
possivelmente lipideos nas plantas. O método utilizado ndo permite determinar se
houve producdo de compostos apolares durante a decomposicdo ou se 0s
compostos apolares tiveram decomposicdo mais lenta havendo enriqguecimento da
biomassa nos mesmos com o avan¢co da decomposicdo. Também deve ser
considerada a possibilidade que os dois fendmenos tenham ocorrido e colaborado
para os resultados observados.

Morte celular programada (MCP) € um processo em que as células individuais
das plantas acionam a senescéncia, podendo ser iniciada diretamente pelas plantas,
ou indiretamente, como ac¢éo de patdgenos ou aplicacdo de pesticidas. Para ocorrer
a MCP, existe um grupo especifico de genes expressos pelas plantas, com funcéo
de desmontar os componentes celulares, levando a morte celular (DONALD, E. F. et
al., 2013). Provavelmente alguns destes componentes celulares podem ter estrutura

apolar e consequentemente explicaria 0 aumento da concentracdo de extrato etéreo
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Tabela 17 - Porcentagem de extrato etéreo em estadio inicial de Digitaria insularis.
BR- Biotipo resistente; BS- Biotipo suscetivel.

glyphosate clethodim glyphosate + clethodim

Doses % E>,<trato % E>,<trato Doses % E>ftrato % E>ftrato Doses % E>ftrato % E>§trato

(g e.a. ha) Etéreo Etéreo (g i.a ha) Etéreo Etéreo (g e.a hai+gia hat) Etéreo Etéreo
(BR) (BS) (BR) (BS) (BR) (BS)

0 1,2000 1,2900 0 1,2000 1,2900 0, 1,2000 1,2900
67,5 0,5783 0,2745 6 0,6661 0,5757 67,5+6 0,4180 1,0038
135 0,2727 0,2828 12 0,7728 0,6253 135+ 12 1,4554 0,9289
270 0,3143 0,3788 24 0,9275 0,9283 270 + 24 0,5744 1,1194
540 0,3595 0,2103 48 1,3090 0,9774 540 + 48 0,3118 1,9439
1080 0,4886 1,8578 96 1,9687 1,3804 1080 + 96 3,8235 0,9200
2160 0,7891 2,7556 192 1,6895 1,2502 2160 + 192 0,7714 0,6785
4320 0,9331 2,8729 384 2,1525 2,0568 4320 + 384 0,5184 0,8362

Clethodim, por ser um inibidor da ACCase (inibidor da sintese de lipideos),
era esperado a reducdo da porcentagem de extrato etéreo, corroborando os dados
de Cataneo et al. (2013), que observou reducdo no contetdo de lipideo em quatro

variedades de trigo com aplicacdo de fenoxaprop.
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5 CONCLUSOES

Os biotipos resistentes ao glyphosate apresentaram fator de resisténcia ao
glyphosate de 4,82 (Cso) e 2,97 (GRso) para aplicagdo em estadio inicial e 5,91(Cso) e
4,67 (GRso) para aplicacao no florescimento.

Em estadio inicial, o clethodim aplicado isoladamente controlou tanto o biotipo
suscetivel como o resistente ao glyphosate, porém quando a aplicacdo foi realizada
no florescimento, n&o obteve controle.

A mistura entre glyphosate e clethodim controlou os dois bidtipos tanto no
florescimento como em estadio inicial.

Para controle, a interacdo apresentou efeito sinérgico para doses intermediarias
e aditivo para as maiores doses em estadio inicial, em plantas florescidas,
predominaram os efeitos aditivos para todas as doses.

Para massa seca, a mistura teve interacdo sinérgica em todas as doses e
estadios avaliados.

Até doses que nao culminaram no controle das plantas, todos os herbicidas
usados de forma isolada ou em mistura, obtiveram redugdo da porcentagem de

extrato etéreo.
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