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1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar quatro populacdes de Conyza spp.
bioquimicamente e morfofisiologicamente. Os experimentos foram realizados em casa de
vegetacdo com quatro popula¢des (P1, P3 ¢ P4 — Conyza sumatrensis; P2 — Conyza
bonariensis) que foram coletados em diferentes municipios do estado de Sdo Paulo. Os
tratamentos foram constituidos da aplicagdo de doses do herbicida glyphosate: 45, 90, 180,
360, 720, 1440, 2880, 5760 e 11520 g e.a. ha'!; e uma testemunha sem aplicagdo. No
momento da aplicagdo as plantas apresentavam de 5 a 6 folhas totalmente expandidas. Foi
realizado um estudo preliminar e mais trés estudos, com os mesmos tratamentos, mas com
avaliagdes distintas. O estudo preliminar foi composto de um experimento com a populacao
4, onde foram avaliados aos 28 dias apds os tratamentos (DAT) a altura das plantas,
porcentagem de controle, massa fresca de parte aérea, e quantificagcdo dos seguintes
compostos por cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massas (LC-
MS/MS): glyphosate, 4cido aminometilfosfonico (AMPA), &cido chiquimico, acido
desidrochiquimico, fenilalanina, tirosina, triptofano, e 4cido salicilico. No primeiro estudo
foram realizadas as curvas de dose resposta para as quatro populagdes testadas. No estudo
seguinte, aos 14 DAT foi realizada a coleta de todas as folhas de cada planta (repeticao) para
quantificagdo dos mesmos compostos ja descritos no estudo preliminar, além do éacido
indolacético (IAA) e acido abscisico (ABA) por LC-MS/MS. O ultimo estudo teve como
objetivo avaliar o crescimento, florescimento e producdo de sementes, por meio de

avaliagdes de altura, numero de brotacdes laterais, nimero de capitulos abertos e numero



total de capitulos, em diferentes periodos para cada populagdo de acordo com o
desenvolvimento de cada uma. As trés populagdes de C. sumatrensis (P1, P3 e P4)
apresentaram resisténcia ao glyphosate e a populagdo 2 de C. bonariensis mostrou-se
suscetivel ao herbicida. Os niveis de glyphosate e AMPA, bem como de 4cido chiquimico e
desidrochiquimico nas plantas foram inversamente proporcionais ao nivel de resisténcia dos
diferentes bidtipos, e mostraram-se eficientes indicadores da intoxicagdo das plantas
suscetiveis. Os niveis de fenilalanina e tirosina apresentaram comportamento semelhante em
todas as populagdes, com aumento da concentracao destes aminoacidos nas folhas expostas
as maiores doses de glyphosate nas populacdes resistentes e o triptofano foi menos sensivel
a presenca do glyphosate nas populagdes resistentes, enquanto que o aumento dos niveis do
mesmo ocorreu principalmente na populagao suscetivel. As populagdes resistentes (1 e 3)
apresentaram aumentos nos niveis de acido salicilico, enquanto houve queda dos niveis desse
composto na populagdo suscetivel. Os niveis de acido indolacético e acido abscisico
aumentaram nas plantas submetidas as maiores doses de glyphosate. As populagdes
resistentes apresentaram aumento na altura das plantas nas doses de 45, 90 e 180 g ha'! de
glyphosate e maior desenvolvimento de brotacdes laterais nas doses mais elevadas. Ocorreu
antecipacao do florescimento e aumento do ntimero total de capitulos e de capitulos abertos
na populagdo 1 nas plantas que receberam a aplicag¢ao de glyphosate nas doses de 180 e 360
g ha'!; na populagio 3 nas doses de 90 e 180 g ha! e na populagiio 4 (experimento em
temperaturas mais elevadas) nas doses de 90, 180 e 360 g ha™!. Ndo ocorreu antecipagio de
florescimento e aumento na produgdo de sementes para a populacdo 2 (suscetivel) e

populagdo 4 no experimento com temperaturas mais amenas € menor nivel de resisténcia.



2 SUMMARY

BIOCHEMICAL AND MORPHOPHYSIOLOGICAL CARACTERIZATION OF
POPULATIONS OF HORSEWEED (CONYZA SPP.) GLYPHOSATE RESISTANT

Botucatu, 2014, 114p. Tese (Doutorado em Agronomia / Agricultura) — Faculdade de
Ciéncias Agronomicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: GIOVANNA LARISSA GIMENES COTRICK GOMES

Adyviser: Dr. EDIVALDO DOMINGUES VELINI

The objective of this research was to characterize four Conyza spp. populations
biochemically and morphophisiologically. The experiments were carried out in a greenhouse
with four populations (P 1, 3 and 4 - Conyza sumatrensis; P 2 - Conyza bonariensis). Seeds
were collected in different municipalities of the Sao Paulo state. The treatments consisted of
the glyphosate application in different doses: 45, 90, 180, 360, 720, 1440, 2880, 5760 and
11520 g ae ha! and one untreated control. The herbicide glyphosate was applied to plants
with 5-6 expanded leaves. Were performed a preliminary study and three others studies, with
the same treatments but with different evaluations. The preliminary study consisted of an
experiment with population 4, which was evaluated at 28 days after treatment (DAT) the
plant height, percentage of control, fresh weight of plants, and quantitation of glyphosate,
aminomethylphosphonic acid (AMPA), shikimic acid, dehydroshikimic acid, phenylalanine,
tyrosine, tryptophan, and salicylic acid by LC-MS/MS. In the first study, the dose response

curves were performed. In the following study, at 14 DAT, all the leaves of each plant were



harvested for quantitation of the compounds already described in the preliminary study and
abscisic acid and indoleacetic acid by LC-MS/MS. The latest study was evaluated the
growth, flowering and seed production, through assessments of height, number of lateral
buds, number of opened flowers (with seeds) and total number of flowers in different periods
for each population according to the development of each. The three populations of C.
sumatrensis (Bio 1, 3 and 4) exhibited resistance to glyphosate and C. bonariensis population
2 was susceptible to the herbicide. Levels of glyphosate, AMPA, shikimic acid and
dehydroshikimic acid were inversely proportional to the resistance of different populations,
and were effective indicators of plant intoxication. The levels of phenylalanine and tyrosine
were similar in all populations, with an increase in concentration of these aminoacids in the
glyphosate resistant biotypes exposed to larger doses of glyphosate and the tryptophan was
less sensitive to the presence of the glyphosate in the resistant populations, while occurred
an important increase in the levels in the susceptible population. The resistant populations
(1 and 3) showed increase in the levels of salicylic acid, while there was a decrease in the
levels of this compound in the susceptible population. The levels of indole acetic acid and
abscisic acid increased in plants subjected to higher doses of glyphosate. The glyphosate-
resistant populations showed an increase in plant height at doses of 45, 90 and 180 g ha!
and further development of lateral buds at the higher doses. Occurred anticipation of
flowering and increase the total number of flowers and open flowers in the glyphosate-
resistant population 1 after the application of 180 and 360 g ha™'; in the glyphosate-resistant
population 3 at doses of 90 and 180 g ha™! and glyphosate-resistant population 4 (experiment
at higher temperatures) at doses of 90, 180 and 360 g ha™!. There was no anticipation of
flowering and increased seed production for population 2 (susceptible) and population 4

(experiment with milder temperatures and less resistance level)

Keywords: flowering, shikimic acid, dehydroshikimic acid, aromatic aminoacids,

glyphosate-resistance.



3 INTRODUCAO

O glyphosate ¢ o herbicida mais utilizado no mundo para o controle
de plantas daninhas mono e dicotiledoneas em pds emergéncia, € tem como mecanismo de
acdo a inibicdo da 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) com consequente
interrupcao da rota do acido chiquimico, que ¢ responsavel pela producao dos trés
aminoacidos aromaticos, fenilalanina, tirosina e triptofano (FRANZ et al., 1997). Os
aminoacidos aromaticos sdao precursores de muitos metabolitos secundarios, como
pigmentos, flavondides, auxinas (4cido indolacético), fitoalexinas, lignina e taninos, sendo
assim, as plantas submetidas ao glyphosate podem ter a sintese desses compostos também
alterada.

As plantas expostas de alguma maneira ao glyphosate, seja por
aplicacdo do herbicida, ou pela deriva, podem sofrer uma série de alteragcdes metabolicas,
sendo que uma das mais proeminentes e estudadas ¢ o acimulo do 4cido chiquimico pelas
plantas. Sao intimeros os trabalhos que estudam o aciimulo deste composto em diversas
espécies de plantas, decorrente da aplicacdo de diferentes doses do herbicida, podendo
inclusive ser utilizado como um bioindicador para a intoxicacao das plantas sensiveis ao
herbicida, pois nas plantas resistentes, com a EPSPS insensivel ao glyphosate, ndo ocorre
esse aumento nos niveis de acido chiquimico. Além do acimulo do acido chiquimico, pode
ocorrer o acimulo de acidos hidroxibenzodicos, como o protocatecuico e o galico, do acido
quinico, e do acido desidrochiquimico, que também fazem parte da rota de biossintese dos

aminodacidos aromaticos, na qual o glyphosate atua.



Com o advento das culturas geneticamente modificadas resistentes
ao glyphosate, este herbicida passou a ser extensivamente e repetidamente aplicado,
causando uma aceleragdo da sele¢do e disseminagdo de plantas daninhas resistentes ao
glyphosate, tornando-se um grande problema para a agricultura mundial. A resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas ¢ um processo evolutivo, sendo definida como a capacidade
inerente e herdavel de alguns biotipos, dentro de uma determinada populacao, de sobreviver
e se reproduzir apds a exposi¢do a uma dose de herbicida, que normalmente seria letal a uma
populacdo suscetivel da mesma espécie (Associacdo Brasileira de A¢do a Resisténcia de
Plantas aos Herbicidas HRAC-BR). Atualmente estdo registrados 434 casos de resisténcia
de plantas daninhas a herbicidas no mundo, com 237 espécies em 22 dos 25 mecanismos de
acao de herbicidas conhecidos e sendo 29 destas espécies resistentes ao glyphosate e (HEAP,
2014a).

A maneira mais comum para confirmacdo da resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas ¢ a realizagdo de um ensaio classico, que inicia-se com a coleta de
sementes em areas suspeitas e a condug¢ao de um experimento de dose-resposta, que permite
a visualizacdo da magnitude da resisténcia, através dos resultados de controle entre o biotipo
resistente ¢ o suscetivel. Ensaios com a detecgdo de bioindicadores também sao realizados,
como por exemplo o acimulo ou ndo do acido chiquimico em plantas e discos de folhas para
deteccao da resisténcia em um periodo muito menor do que o ensaio classico.

Algumas das plantas daninhas resistentes de maior ocorréncia no
mundo sdo do género Conyza spp., sendo que as trés principais espécies sdo a Conyza
canadensis, a C. bonariensis e a C. sumatrensis. Estas espécies possuem como caracteristica
a alta producao de sementes, que sdo facilmente disseminadas pelo vento, aliado a alta
diversidade genética, favorecendo o desenvolvimento a sele¢ao das plantas resistentes, uma
vez que as mesmas possuem respostas varidveis aos efeitos dos herbicidas. Além disso, as
plantas daninhas do género Conyza possuem alta adaptabilidade ecolodgica, facilitando a
sobrevivéncia dos biotipos resistentes. A resisténcia ao glyphosate ja foi comprovada em
bidtipos de C. bonariensis e C. canadensis no Rio Grande do Sul (VARGAS et al., 2007,
LAMEGO e VIDAL, 2008), e de C. sumatrensis, no Parana (SANTOS, 2012). Até hoje, no
mundo, foram registrados 12 casos de C. bonariensis, 37 de C. canadensis e quatro de C.
sumatrensis resistentes ao glyphosate (HEAP, 2014a).

O principal mecanismo de resisténcia ao glyphosate em espécies de

Conyza spp. esta relacionado a redugdo da translocagao do produto na planta, que necessita



movimentar-se dentro da mesma para que sua eficicia seja atingida. A reducdo de
translocagdo ¢ provavelmente devido ao aprisionamento do glyphosate dentro do vacuolo
das plantas, através de proteinas presentes no tonoplasto.

Os efeitos do glyphosate na fisiologia e metabolismo das plantas de
Conyza spp. sdo bastante estudados, porém, pouco se sabe sobre os efeitos que esse herbicida
pode causar na fenologia das plantas suscetiveis e resistentes. Diante do exposto, o objetivo
do presente trabalho foi caracterizar morfofisiologicamente e bioquimicamente quatro
bidtipos do género Conyza spp., sendo trés da espécie Conyza sumatrensis ¢ um da espécie

Conyza bonariensis.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Glyphosate: caracteristicas e modo de agao

O glyphosate ¢ o unico herbicida comercial que bloqueia a 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) e possui amplo espectro de controle. Este
herbicida possui um amplo conjunto de caracteristicas favoraveis que o tornam seguro do
ponto de vista toxicologico e ambiental, e eficaz no controle de plantas daninhas.
Anteriormente ao desenvolvimento da resisténcia, por selecdo natural ou transgenia,
praticamente todas as espécies de plantas podem ser consideradas sensiveis ao glyphosate,
em maior ou menor grau (VELINI et al., 2012b).

Sua eficacia ¢ dependente da retencdo da molécula na superficie
foliar, da penetrag¢do na folha, da translocacao na planta até o sitio de acdo e da inibi¢do da
EPSPS (KIRKWOOD e MCKAY, 1994). Caseley e Coupland (1985) indicam que o
glyphosate segue a mesma rota dos produtos da fotossintese, indo das folhas
fotossinteticamente ativas em direcdo as partes das plantas que utilizam estes produtos,
estabelecendo-se uma relagao fonte-dreno.

O glyphosate ¢ muito pouco solivel em solventes organicos comuns,
e bastante soluvel em 4agua, tem um elevado coeficiente de adsor¢ao ao solo (Kd=61 g cm"
3), principalmente aos 6xidos de aluminio e ferro, meia vida em torno de 47 dias
(CENTENO, 2009) e coeficiente de particao octanol/agua muito baixo (Kow=0.00033), por
isso apresenta baixa mobilidade, com pouca tendéncia para lixiviagdo no solo (LINDERS et

al., 1994). Apresenta-se como um produto altamente soluvel em 4gua (11600 mg L™ a 25°C),



com baixa pressdo de vapor (7.5X10® mm Hg) e ponto de fusdo a 189,9°C (FRANZ et al.,
1997).

Assim, o glyphosate combina duas caracteristicas aparentemente
antagodnicas: alta solubilidade e elevada sor¢ao no solo. A alta solubilidade contribui para a
sua seguranga em termos toxicoldgicos (rapidamente excretado pelas vias urinarias e de
dificil acumulagdo em organismos vivos e cadeias alimentares), mas representaria um grande
risco para a contaminacao de colegdes subterraneas de agua se ndo estivesse associado a
elevada sor¢dao nos solos em geral. Mesmo sendo altamente solavel, os riscos de
contaminagdes subterraneas de agua sdo baixos como consequéncia da forte sor¢ao e da
rapida dissipa¢@o nos solos (VELINI et al., 2012a).

No momento em que o glyphosate atinge o solo, a tendéncia € que o
mesmo seja sorvido rdpida e fortemente a fracao coloidal, através de ligacdes similares as
do fosfato inorganico. Quando o glyphosate encontra-se disponivel na solug¢do do solo, ¢
degradado rapidamente pelos microorganismos a AMPA e CO2 (REGITANO, 2009). Os
grupos funcionais do glyphosate, como amina, carboxila e fosforados, podem
simultaneamente ligarem-se a ions metalicos formando quelatos, além de serem adsorvidos
por oxidos de ferro, ocorrendo a rapida inativacdo do herbicida em contato com o solo
(MCBRIDE, 1994). Muitos estudos tentam explicar os mecanismos de ligacao do glyphosate
com o solo, como a troca de ligantes com os 60xidos de ferro e aluminio e as pontes de
hidrogénio formadas entre o glyphosate e as substancias hiimicas do solo (FENG e
THOMPSON, 1990; MIANO et al., 1992; PRATA et al., 2000).

A rota preliminar de decomposi¢cdo do glyphosate no ambiente ¢ a
degradacao no solo (FRANZ et al.,, 1997), realizada por uma grande variedade de
microorganismos, que usam o produto como fonte de energia e fosforo, através de duas rotas
catabolicas, produzindo o acido aminometilfosfonico (AMPA) como principal metabdlito,
ou pela clivagem da ligacao C-P, por acdo da enzima C-Pliase, produzindo sarcosina como
metabolito intermedidrio na rota alternativa (FRANZ et al., 1997; DICK e QUINN, 1995).
Segundo Cox (1998), o AMPA ¢ mais persistente no solo do que o glyphosate, pois a
degradacdo do AMPA ¢ mais lenta. Gimsing et al. (2004) encontraram correlagdo positiva
entre a mineralizagdo do glyphosate ¢ o tamanho da populagdo de Pseudomonas spp. nos
solos estudados, sendo que esses microorganismos sao os principais controladores da

mineralizagao.
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Pouco se sabe sobre a(s) enzima(s) envolvidas na degradacdo do
glyphosate a AMPA em plantas (REDDY et al., 2008). Suspeita-se que o glyphosate pode
ser metabolizado pelas plantas por duas rotas semelhantes presentes em microorganismos
(FRANZ et al., 1997). Uma delas envolve a clivagem da ligagao C-N para produzir AMPA
e a outra ¢ a quebra da ligagdo C-P pela enzima C-Pliase para gerar a sarcosina. O AMPA ¢
fitotdxico a algumas espécies de plantas, embora ele seja consideravelmente menos ativo do
que o glyphosate (FRANZ et al., 1997, HOAGLAND, 1980). Embora o glyphosate seja
minimamente metabolizado pelas plantas (DUKE, 1988), o AMPA foi encontrado como
metabolito principal em sementes de canola (Brassica napus L.) (CESSNA et al., 2000), em
trigo (Triticum aestivum L.) (CESSNA et al., 1994), em campos de ervilha (Pisum sativum
L.), cevada (Hordeum vulgare L.), linhaga (Linum usitatissimum L.) (CESSNA et al., 2002),
e soja resistente ao glyphosate tratadas com o herbicida (DUKE et al., 2003). O AMPA
também foi encontrado na folhagem de Agropyrum cristatum (L.) Gaertn. (CESSNA et al.,
1995). Residuos de AMPA também foram detectados em folhas e sementes de soja resistente
ao glyphosate, tratada com o herbicida na dose recomendada, indicando o metabolismo do
glyphosate na soja transgénica (ARREGUI et al., 2003).

A detec¢ao do AMPA em folhas, raizes e sementes de vdrias
culturas, inclusive a soja transgénica (resistente ao glyphosate), apds a aplicagdo do
glyphosate, sugere que a glyphosate oxidoredutase (GOX) ou um tipo de enzima semelhante,
catalisa esta conversdo (REDDY et al., 2008). O AMPA ¢ toxico as plantas de soja, no
entanto ¢ menos toxico do que o glyphosate; e seu modo de agdo ¢ aparentemente diferente
do glyphosate, pois tanto a soja transgénica, como a convencional sdo igualmente sensiveis
ao AMPA (REDDY et al., 2004). Algumas espécies de leguminosas sdo mais tolerantes ao
glyphosate do que outras, sendo que o baixo nivel de tolerancia pode ser devido a diferengas
na atividade da GOX, com répida detoxificacdo do glyphosate (REDDY et al., 2004).

Como estratégia de desintoxicacdo, o gene gox foi isolado de
Ochrobactrum anthropi, cepa LBAA (HALLAS et al., 1988). Este gene gox codifica a
enzima GOX, que tem a capacidade de degradar o glyphosate a glioxilato e AMPA (BARRY
et al., 1992). Como resultado, a GOX catalisa o metabolismo do glyphosate, reduzindo o
montante de glyphosate que pode atingir a enzima alvo EPSPS, e portanto, reduzir a
possibilidade de injuria na planta pelo glyphosate (TAN et al., 2006). A GOX tem sido

empregada na combinagdo com a EPSPS insensivel ao glyphosate, pois 0 mecanismo de
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desintoxicac¢dao sozinho ndo ¢ suficiente para conferir resisténcia a doses comerciais do
herbicida (DILL, 2005).

O modo de acdo de um herbicida corresponde aos eventos que
ocorrem desde o seu contato inicial com as plantas, a penetragdao no apoplasto, reversivel e
sem gasto de energia; a absor¢do para o simplasto, irreversivel e com gasto energético; a
movimentagdo na planta entre 6rgaos, tecidos, células e organelas; o metabolismo e outras
formas de inativagdo ou ativacao; a interacdo com o sitio de acao até o desencadeamento de
eventos que efetivamente levam as plantas a paralisacao do crescimento ou a morte (VELINI
et al., 2012b).

A maioria dos herbicidas inibem a sintese de uma proteina ou uma
enzima nas plantas (COLE et al., 2000). Os herbicidas inibidores de aminoacidos inibem
uma enzima da planta e consequentemente bloqueiam a biossintese dos blocos de construgao
das proteinas, os aminoacidos (TAN et al., 2006). Os animais ndo sintetizam todos os
aminoacidos necessarios, mas obtém alguns aminoacidos de plantas ou bactérias, sendo
assim, herbicidas que inibem a biossintese de aminoacidos tem um menor impacto sobre
animais do que os herbicidas com outros modos de acdo (READE e COBB, 2002).

O glyphosate ¢ absorvido preferencialmente pelas folhas, e
translocado principalmente pelo floema, sendo um processo bifasico, com uma répida
penetracdo inicial pela cuticula seguida por uma absor¢do simpléstica lenta, influenciado
pelas caracteristicas da planta, condigdes ambientais, concentragdo do herbicida, surfatante
utilizado e método de aplicagdo (MONQUERO et al., 2004; CASELEY e COUPLAND,
1985; FRANZ et al., 1997). Segundo Townson e Butler (1990), com a reducao do volume
de aplicagdo e aumento da concentracdo do glyphosate na calda de pulverizacao,
normalmente sua absor¢ao ¢ aumentada.

A principal dificuldade para a absorcdo pela parte aérea ¢ a
existéncia de estruturas anatdmicas, como o aparecimento de tecido suberificado nas regioes
velhas e a deposicdo de cutina, formando a cuticula nas folhas, destinadas a impedir o
dessecamento da planta, que impede a livre movimentacdo de gases e solucdes
(RODRIGUES, 2009). Chachalis et al. (2001) afirmam que diferengas com relagdo ao grau
de hidrofobicidade da cuticula devido a sua composi¢ao, podem refletir na absor¢do do
glyphosate, resultando em menor eficiéncia do produto quando a cuticula € mais hidrofobica.

Apo6s a penetragdo do glyphosate através da cuticula e membrana

plasmatica dos tecidos fotossintetizantes, ocorre a translocacdo no simplasto, através dos
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tecidos vasculares, até o sitio de acdo do herbicida (SATICHIVI et al., 2000), que ¢ um
processo essencial para a eficacia do herbicida. O transporte do glyphosate pelo floema ja
foi demonstrado em varias espécies (SPRANKLE et al., 1975; SCHULTZ e BURNSIDE,
1980; HONEGGER et al., 1986).

Além do transporte de longa distancia, deve-se notar que a
penetracao do glyphosate nas células deve ocorrer em cada célula que possui a enzima alvo
(MORIN et al., 1997). Em algumas espécies como Convolvulus arvensis (HONEGGER et
al., 1986), Beta vulgaris (GOUGLER e GEIGER, 1981), ¢ Vicia faba (IBAOUI et al., 1986),
o glyphosate ¢ transportado para dentro das células por absor¢ao passiva nao facilitada, mas
dados cinéticos mais detalhados tém mostrado em V. faba, que o glyphosate pode ser
absorvido por transportadores de fosfato da membrana plasmdtica (DENIS e DELROT,
1993). Hetherington et al. (1998) verificaram que quando o glyphosate estd em baixas
concentragdes no apoplasto, um mediador ativo ¢é responsavel por sua absor¢do,
provavelmente um transportador de fosfato, j4 quando o produto se encontra em altas
concentragdes, o processo predominante ¢ a difusao.

A translocacdo do glyphosate pelo floema segue a mesma rota dos
produtos da fotossintese, deslocando-se das folhas para as raizes ou frutos, onde serdo
utilizados na respiragdo, assimilacdo ou acumulagdo depois de sua conversao a substancias
como amido, por exemplo (RODRIGUES, 2009). O movimento do herbicida na planta ¢
entdo influenciado pela quantidade de fotoassimilados translocados para cada uma dessas
partes durante o ciclo de vida da planta (MONQUERO et al., 2004). Dessa forma, a
translocacgdo do glyphosate ¢ facilitada por condigdes que favoregam a fotossintese na planta
(DELLACIOPPA et al., 1986).

O sitio de agdo do glyphosate ¢ a inibigdo da EPSPS (5-
enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase, E.C. 2.5.1. 19) que catalisa a rea¢do na qual o
chiquimato-3-fosfato (S3P) reage com fosfoenolpiruvato (PEP), formando 5-
enolpiruvilchiquimato 3-fosfato (EPSP) e fosforo inorganico (Pi) (FRANZ et al., 1997). Essa
reacdo ocorre em duas etapas: a ligacdo da EPSPS ao S3P, formando o complexo EPSPS-
S3P, com posterior ligacdo da PEP neste complexo. A EPSPS ¢ codificada no nucleo, ¢ a
biossintese dos aminoacidos aromaticos ocorre primariamente nos plastideos (VAUGHN e
DUKE, 1991; READE e COBB, 2002).

A inibicdo da EPSPS pela acdo do glyphosate, afeta a rota

metabolica do 4cido chiquimico, a qual produz os trés aminodcidos aromaticos fenilalanina,
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tirosina e triptofano. Além disso, essa rota ¢ responsavel pela formagdo dos compostos
fenodlicos, que podem representar até 35% da biomassa vegetal (BOUDET et al., 1985). Com
a inibicdo da EPSPS, ocorre uma interferéncia na entrada de carbono na rota do acido
chiquimico pelo aumento da atividade da 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintase
(DAHPS), que catalisa a condensagdo de eritrose-4-fosfato com PEP, considerada a enzima
reguladora da rota (DEVINE et al., 1993). O aumento da atividade da DAHPS deve-se aos
baixos niveis de arogenato, que ¢ um inibidor alostérico da DAHPS, e ¢ um composto
posterior a EPSPS na rota. Com a reducao da inibi¢ao pelo arogenato, a DAHPS continua
atuando, o que provoca altos niveis de acido chiquimico, ja que a rota ¢ interrompida pela
inibi¢do da EPSPS. Doses subletais de glyphosate causam um aumento na atividade da
DAHPS in vivo (PINTO et al., 1988). In vitro este herbicida ndo tem efeito sobre a atividade
da enzima. No entanto, pela inibicdo da EPSPS, o herbicida reduz a producgdo de corismato
in vivo, iniciando assim um sinal que leva ao aumento do fluxo de carbono através da
elevagdo da atividade da DAHPS (HERRMANN ¢ WEAVER, 1999).

A quantidade de acido chiquimico acumulado pela desregulacdo da
rota representa um forte dreno de carbono no ciclo de Calvin, pelo desvio de eritrose-4-
fosfato que seria empregado na regeneragdo de ribulose bifosfato. Esse ¢ um importante
efeito da inibicdo causada pelo glyphosate, que reduz drasticamente a producao
fotossintética (GEIGER et al., 1986; GEIGER et al., 1987; SERVIATES et al., 1987; SHIEH
etal., 1991).

Acredita-se que existe uma estreita sobreposicdo dos sitios de
ligacao da PEP e do glyphosate na EPSPS (FRANZ et al., 1997; DILL, 2005). O glyphosate
se liga ao complexo EPSPS-S3P no lugar da PEP, e sua afinidade com o mesmo € 75 vezes
maior do que a do PEP e a velocidade de dissociagdo do glyphosate do sitio de acdao ¢ 2000
vezes menor do que a do PEP (REAM et al., 1992). O glyphosate ¢ competitivo com a PEP
pela ligagdo com a EPSPS, mas ndo competitivo com o chiquimato-3-fosfato (MOUSDALE
e COGGINS, 1991; VAUGHN e DUKE, 1991, FRANZ et al., 1997, DILL, 2005). Reade e
Cobb (2002) salientaram que o glyphosate ndo se liga ao sitio ativo da EPSPS, mas se liga a
um possivel sitio alostérico, resultando em alteracdes estruturais do sitio de acdo, prevenindo
a ligacao da PEP.

Dessa forma, ocorre a reducao da biossintese dos aminoacidos
aromaticos, proteinas e compostos secundarios (BENTLEY, 1990; FRANZ et al., 1997) e
causa o acimulo de 4cido chiquimico (REDDY et al., 2010; ORCARAY et al., 2010;
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MATALLO et al., 2009; REDDY et al., 2008; BUEHRING et al., 2007; NANDULA et al.,
2007; PETERSEN et al., 2007; MARIA et al., 2006; FENG et al., 2004; SINGH e SHANER,
1998; HARRING et al., 1998), 4acido quinico (ORCARAY et al., 2010, GOMES, 2011),
acido desidrochiquimico (GOMES, 2011) e alguns acidos hidroxibenzdicos em folhas e
outros Orgdos, tais como acidos protocatecuico e galico (LYDON e DUKE, 1988;
BECERRIL et al., 1989; HERNANDEZ et al., 1999).

AlteracOes na atividade da enzima EPSPS e de outras enzimas
envolvidas na produgdo de aminoacidos aromaticos e compostos fenolicos podem alterar, de
modo significativo, as concentra¢des do IAA, um importante regulador vegetal. Dentre as
suas varias fungdes nas plantas, o IAA ¢ fundamental para o alongamento celular, a
dominancia apical, o crescimento de caules e raizes, principalmente em termos de
profundidade, e sistema vascular (TAIZ e ZEIGER, 2009). De acordo com Velini et al.
(2012b) a interferéncia na sintese de IAA ocorre quando se realiza a aplicagdo do glyphosate
como maturador em cana-de-agticar, com quebra da dominancia apical, com morte ou nao
da gema apical, e brotagdao das gemas laterais. Evidéncias acumuladas por 50 anos indicam
que as plantas podem sintetizar IAA a partir do triptofano por trés diferentes rotas: do acido
indol-3-piruvico, acido indol-3-acetaldoxime e da triptamina (BUCHANNAN et al., 2000).

O conjunto de compostos fendlicos que sdo afetados pela exposicao
da planta ao glyphosate, pode ter efeitos importantes na absor¢do de luz, interferindo no
processo fotossintético ou protegendo as plantas contra os efeitos da radiacdo ultravioleta.
Gitz et al. (2004) observaram que os compostos fenolicos t€ém uma importante fungdo como
filtros de luz, com comprimentos de onda correspondentes ao UV-B.

Nao esté claro como ocorre a regulacao da rota do acido chiquimico,
afetada pela aplicagdo do glyphosate nas plantas, e se os sistemas de controle nas vérias
espécies de plantas e microorganismos sdo similares, no entanto, as poucas informagdes
disponiveis indicam que nao (VELINI et al., 2012b). Na Figura 1 esta descrita a rota
simplificada de formagdo dos aminoacidos aromaticos e compostos fenolicos a partir da via

do 4cido chiquimico.
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Figura 1. Esquema da producdo de aminoacidos aromaticos e compostos fendlicos. Sumario

das informacgdes apresentadas por: Taiz e Zeiger (2009); Rippert et al. (2004);
Ossipov et al. (2003); Tanner et al. (2003); Wildermuth et al. (2001); Buchanan
et al. (2000); Guillet et al. (2000); Mauchi-Mani e Slusarenko (1996);

Mousdale e Coggins (1991) apud Velini et al. (2012b).
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Um composto fenolico de grande importancia ¢ o acido salicilico e
tem sido bastante discutido a relagdo do glyphosate com a sintese deste composto, em funcao
do mesmo induzir a resisténcia a patégenos. O acido salicilico ¢ o principal composto
sinalizador envolvido no acionamento de genes de resisténcia a patdogenos biotroficos.
Quanto a sua sintese, predominam as informag¢des indicando a via fenilalanina—acido
transcinamico—acido benzoico—acido salicilico como a inica ou predominante em plantas
(WARD etal., 1991; RYALS et al., 1996; POPOVA et al., 1997, BUCHANAN et al., 2000;
GAILLE et al., 2002; RUUHOLA e JULKINEN-TITTO, 2003; SHAH, 2003). Contudo,
trabalhos recentes tém indicado também, a via corismato—isocorismato—acido salicilico,
com a participag¢do da enzima isocorismato sintase (TEGELEN et al., 1999; SHAH, 2003;
WILDERMUTH et al., 2001). Segundo Velini et al. (2012b), a relagdo do glyphosate com a
ocorréncia de doengas com a sintese do acido salicilico e fitoalexinas nao ¢ simples e

demanda muito mais informagdes do que as disponiveis para ser compreendida.

4.2. Resisténcia de plantas daninhas a herbicidas

Segundo a Associagdo Brasileira de Acao a Resisténcia de Plantas
aos Herbicidas (HRAC-BR), a resisténcia de plantas daninhas a herbicidas ¢ definida como
a capacidade inerente e herdavel de alguns bidtipos, dentro de uma determinada populagao,
de sobreviver e se reproduzir apds a exposicao a uma dose de herbicida, que normalmente
seria letal a uma populagdo suscetivel da mesma espécie (CHISTOFFOLETI e OVEJERO,
2008).

A Weed Science Society of America definiu resisténcia como a
habilidade herdada de uma planta em sobreviver e se reproduzir apds a exposicdo a uma
dose de herbicida normalmente letal ao tipo selvagem, podendo ocorrer naturalmente ou
induzidas por algumas técnicas como engenharia genética ou selecdo de mutantes
produzidos por cultura de tecidos ou mutagénese. Ja a tolerdncia ¢ definida como a
habilidade inerente de uma espécie em sobreviver e se reproduzir apds o tratamento com
herbicida e isto implica que ndo houve selecdo ou manipulagao genética para uma planta ser
tolerante, ela ¢ naturalmente tolerante (WSSA, 1998).

A resisténcia de plantas daninhas pode ser também multipla ou

cruzada. A resisténcia multipla ocorre quando um bidtipo apresenta resisténcia a um ou
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varios herbicidas com mecanismos de agdo diferentes, podendo estar relacionada com um
ou mais mecanismos de resisténcia da planta daninha. Quando um determinado bibtipo
apresenta resisténcia a dois ou mais herbicidas pertencentes a um mesmo mecanismo de acao
¢ denominada resisténcia cruzada (CHRISTOFFOLETI e OVEJERO, 2008)

A mudanca da composi¢ao populacional como mecanismo de fuga
para sobrevivéncia, diminuindo a sensibilidade a determinada medida de controle ocorre em
qualquer populacdo em que os individuos possuam uma base genética varidvel quanto a
tolerancia a essa medida de controle (CHRISTOFFOLETI et al., 2000). Estes autores citam
como exemplo o uso do arado, que em um primeiro momento eliminou praticamente todas
as plantas daninhas, mas com o passar do tempo essas plantas foram se adaptando a nova
situagdo e voltaram a reinfestar as culturas; e também o advento do plantio direto, que a
principio provocou uma redugdo drastica da incidéncia de plantas daninhas, porém, mais
tarde, houve uma selecdo de espécies que se adaptaram a germinacdo na nova condi¢do e
hoje o controle é tdo necessario quanto no sistema convencional (CHRISTOFFOLETT et al.,
2000).

A resisténcia a herbicidas € um processo evolutivo, e sua dinamica e
impacto sdo dependentes de alguns fatores como: genético (frequéncia, nimero, dominancia
de genes de resisténcia); biologia das espécies de plantas daninhas (polinizagdo cruzada vs
auto poliniza¢do, capacidade de producao de sementes, longevidade da semente no banco de
sementes, capacidade de movimento da semente e do grdo de polen); herbicida (estrutura
quimica, sitio de acdo, atividade residual); operacionais (dose do herbicida, habilidades do
operador); e fatores do agroecossistema (praticas de controle de plantas daninhas sem
herbicidas, rotagao de culturas) (POWLES e YU, 2010).

Desde o primeiro relato de resisténcia a 2,4-D em 1957 em Daucus
carota L. (SWITZER, 1957), a resisténcia a herbicidas aumentou nas principais regides
agricolas do mundo. Atualmente ha 434 casos de plantas daninhas resistentes no mundo,
com 237 espécies, sendo 138 dicotiledoneas e 99 monocotiledoneas. A resisténcia de plantas
daninhas tem evoluido em 22 dos 25 sitios de agdo conhecidos e para 155 diferentes
herbicidas, sendo relatada em 82 culturas em 65 paises (HEAP, 2014a).

Os sitios de agdo com maiores numeros de espécies de plantas
daninhas resistentes sdo: inibidores da acetolactato sintase (ALS), inibidores do fotossistema
IT (PSII) (triazinas) e inibidores da acetil CoA carboxilase (ACCase), com 145, 72 e 46

espécies, respectivamente. As espécies de plantas daninhas com resisténcia a um maior
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numero de sitios de agdo sdo: Lolium rigidum, Echinichloa crus-galli var. crus-galli e Poa
annua. Os trés paises com maiores nimeros de casos registrados de resisténcia de plantas
daninhas sdo: Estados Unidos, Australia e Canada, com 145, 69 e 60 casos, respectivamente.
O Brasil ocupa a sexta posi¢cdo, com 33 casos de resisténcia a herbicidas registrados.
Atualmente ha 8 casos de resisténcia multipla registrados no Brasil, com resisténcia a dois
mecanismos de acdo: (1) Bidens subalternans resistente a inibidores da ALS e do PSII; (2)
Sagittaria montevidensis resistente a inibidores da ALS e auxinas sintéticas; (3) Lolium
multiflorum resistente a inibidores da ACCase e glicinas (glyphosate); (4) Conyza
sumatrensis resistente a inibidores da ALS e glicinas (glyphosate); (5) Amaranthus
retroflexus resistente a inibidores da ALS e PSII; (6) Amaranthus viridis também resistente
a inibidores da ALS e PSII; (7) Euphorbia heterophylla resistente a inibidores da ALS e da
protoporfirinogénio IX oxidase (PROTOX); e (8) Echinichloa crusgalli var. crus galli
resistente a inibidores da ALS e auxinas sintéticas (HEAP, 2014a).

A resisténcia de plantas daninhas vem evoluindo em culturas
agricolas no mundo todo pela pressdo de selec@o ocasionada pelo grande uso de herbicidas.
Plantas com uma resisténcia natural sobrevivem a exposi¢ao ao herbicida, reproduzem-se e
a cada gera¢do que ¢ exposta ao herbicida aumenta o nimero de plantas resistentes na
populagdo, dominando a populacdo de plantas suscetiveis (VENCILL et al., 2012). No
primeiro ano o bidtipo resistente ndo infesta totalmente a area, portanto, ¢ identificado o
surgimento da resisténcia normalmente quando 30% das plantas de uma populagdo
apresentam resisténcia. A resisténcia geralmente acontece em manchas e aumenta em
progressao geométrica com a aplicagdo repetitiva de herbicidas com o mesmo mecanismo
de a¢do, até o dominio da area (CHRISTOFFOLETI e OVEJERO, 2008).

Os mecanismos de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas
podem ou ndo estar relacionados com o sitio de agd@o. Os mecanismos de resisténcia baseados
no sitio de acdo podem ser a perda de afinidade pelo sitio de acdo na enzima, resultado de
mutacoes que alteram a ligacao do herbicida no sitio, geralmente uma enzima, prevenindo
ou reduzindo a habilidade do herbicida em ligar no alvo; ou a amplificagdo/superexpressao
do gene, que aumenta a producdo da enzima alvo, necessitando uma maior concentrag¢do do
herbicida para alcangar o sitio de acdo para inibir a enzima e causar a morte da planta. Os
mecanismos de resisténcia ndo baseados no sitio de agdo podem ser devido ao elevado
metabolismo, ou seja, aumento da habilidade da planta em metabolizar (degradar) um

herbicida antes que ele cause a morte da mesma; ao decréscimo da absor¢do e/ou
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translocagdo que resulta em uma restrigdo do movimento do herbicida até o sitio de agao
permitindo a sobrevivéncia da planta; ou sequestro do herbicida nas paredes celulares ou
dentro dos vactolos, reduzindo a concentracdo do herbicida que alcanga o sitio de acao
(HEAP, 2014b; POWLES e YU, 2010).

A luta contra a resisténcia de plantas daninhas passa por um
momento critico. Durante mais de 40 anos os produtores lidaram com a resisténcia de plantas
daninhas pelo fato do fornecimento por parte da industria com um fluxo relativamente
constante de novos herbicidas com novos sitios de acdo, o que ja ndo € mais a realidade. A
industria ndo tem introduzido no mercado ao longo dos ltimos anos novos herbicidas com
diferentes mecanismos de agao, e o rapido aumento de resisténcia multipla deixam cada vez
mais muitos agricultores com problemas para controlar as plantas daninhas (HEAP, 2014b).
O advento das culturas transgénicas resistentes ao glyphosate também contribuiu fortemente
para uma diminuicao nos esforgos para o descobrimento de novos herbicidas € mecanismos

de acdo (DUKE, 2011).

4.3. Resisténcia de plantas daninhas ao glyphosate

O glyphosate tem sido globalmente e extensivamente utilizado desde
1974, e até 1994, ndo tinham sido relatadas plantas daninhas resistentes a ele (DYER, 1994).
No entanto, desde a primeira confirmacao (POWLES et al. 1998; PRATLEY et al., 1999), a
resisténcia ao glyphosate tem evoluido rapidamente e tornando-se um problema muito
significativo para a agricultura mundial. O maior fator de aceleracdo da evolucao de plantas
daninhas resistentes ao glyphosate tem sido o uso extensivo e repetitivo, principalmente em
fungdo da ampla adocdo de culturas transgénicas resistentes a este herbicida, sendo que o
mesmo tem substituido quase todos os outros herbicidas ou outros meios de alcangar o
controle das plantas daninhas. Esta confianca singular no glyphosate se tornou uma intensa
fonte de selecdo para alguns genes de resisténcia ao herbicida (POWLES, 2003; 2008).

Com a introdugdo das culturas transgénicas resistentes ao glyphosate
os agricultores passaram a confiar nas aplicacdes deste herbicida para o controle das plantas
daninhas, resultando em um declinio na descoberta de novos herbicidas além de uma nova
geracdo de agricultores com pouco conhecimento de técnicas para o controle das plantas

daninhas. Com isso, a partir da metade dos anos 2000, o aparecimento generalizado de
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plantas daninhas resistentes ao glyphosate, em particular, espécies de Conyza, Amaranthus
e Ambrosia em culturas geneticamente modificadas, advertiu os agricultores de que o uso do
glyphosate sozinho ndo ¢ sustentdvel. Portanto, iniciou-se uma tendéncia de maior
diversidade no programa de herbicidas, principalmente com o uso de herbicidas com agao
em pré-emergéncia. A resisténcia multipla tornou-se entdo a maior preocupacdo para a
sustentabilidade do controle de plantas daninhas, sendo que entre 2015 e 2025, a resisténcia
multipla forcara mudancgas drasticas nos programas de controle de plantas daninhas (HEAP,
2014b).

O desenvolvimento da resisténcia de plantas daninhas ao glyphosate
¢ um evento de escala mundial, que ocorre muito rapidamente. Se os sistemas de produgao
ndo forem modificados para contrapor a este efeito, existe um risco de que o uso deste
herbicida sofra severas restrigdes nos proximos anos, com impactos altamente negativos para
varios sistemas de produ¢do conservacionistas, como o cultivo minimo em florestas de
eucalipto e o plantio direto em soja ou milho (VELINI et al., 2012a).

Atualmente, existem 29 espécies de plantas daninhas resistentes ao
glyphosate (HEAP, 2014a). De acordo com a base de dados de registro de plantas daninhas
resistentes a herbicidas no mundo (HEAP, 2014a), o primeiro bidtipo com resisténcia a
glyphosate no Brasil foi detectado na espécie Lolium multiflorum, no ano de 2003
(VARGAS et al., 2005), em seguida bidtipos de duas espécies de buva (C. bonariensis ¢ C.
canadensis) (VARGAS et al.,, 2007, LAMEGO e VIDAL, 2008), Digitaria insularis
(ADEGAS et al., 2010; CARVALHO et al., 2011), C. sumatrensis (SANTOS et al., 2012;
SANTOS et al., 2014) e recentemente em Chloris polidactyla (BRUNHARO, 2014).

Os mecanismos confirmados de resisténcia de plantas daninhas ao
glyphosate sdo: uma tUnica mudanca em um coédon do gene que codifica a EPSPS; a
amplificagdo/superexpressdo do gene da EPSPS, e a reduzida translocacdo devido ao
sequestro do glyphosate dentro do vactiolo das folhas tratadas (SHANER et al., 2012).

A resisténcia ao glyphosate baseada no sitio de agdo, primeiro
identificada em um biotipo de Eleusine indica (LEE e NGIM, 2000), foi devido a uma
substitui¢do por serina na Pro-106 (Pro-106-Ser), em uma regido altamente conservada do
gene EPSPS (BAERSON et al., 2002). Subsequentemente, substituicdes por treonina e
alanina na Pro-106 foram relatada em populagdes resistentes ao glyphosate em E. indica
(NGetal., 2003) e Lolium (YU et al., 2007), respectivamente. Agora, essas trés substitui¢cdes

na Pro-106 tém sido identificadas em populagdes de E. indica e Lolium em varias partes do
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mundo (KAUNDUN et al., 2008, PRESTON et al., 2009), e recentemente foi conferida em
Amaranthus tuberculatus (NANDULA et al., 2013). Estas substitui¢des conferem somente
um modesto grau de resisténcia ao glyphosate.

A inibicao da EPSPS pelo glyphosate ocorre através da ocupagao do
sitio de liga¢do da PEP pelo herbicida (ESCHENBURG et al., 2002; HEALY-FRIED et al.,
2007; SCHONBURNN et al., 2001). Trabalhos que evidenciam substitui¢des da Pro-106 da
EPSPS de Escherichia coli e a estrutura da ligagdo EPSPS-S3P-glyphosate, revelam que
substitui¢des na Pro-106 causam um ligeiro estreitamento da cavidade do sitio de ligacao do
glyphosate/PEP, que confere resisténcia ao glyphosate mas preserva o funcionamento da
enzima (HEALY-FRIED et al., 2007). No entanto, quando ocorrem substitui¢des na Gly-
101 e Thr-102, um alto nivel de resisténcia ao glyphosate ¢ observado, pois ocorre uma
reducdo no volume do sitio de ligagcdo do glyphosate/PEP, reduzindo a afinidade na enzima
pelo PEP (ESCHENBURG et al., 2002, FUNKE et al., 2009). Portanto, muta¢des que
permitem ambas as ligagdes do glyphosate e PEP, mantendo o funcionamento da EPSPs
podem ser muito raras.

Outro mecanismo que envolve a enzima alvo do glyphosate ¢ um
grande aumento na quantidade da EPSPS devido a amplificacdo do gene (GAINES, 2010),
de modo que as doses de glyphosate aplicadas no campo ndao possam inibir a atividade
enzimatica e consequentemente a rota do acido chiquimico (DUKE, 2014). O primeiro caso
foi em Amaranthus palmeri em cultura geneticamente modificada resistente ao glyphosate
nos Estados Unidos, onde essa planta daninha desenvolveu um alto nivel de resisténcia ao
glyphosate, mais do que 8 vezes no laboratorio e 12 vezes no campo (CULPEPPER et al.,
2006). Outro bidtipo de A. palmeri foi 20 vezes menos sensivel ao glyphosate do que o tipo
selvagem (WHITAKER et al., 2007). Gaines et al. (2010) relataram que plantas individuais
de uma populacdo de um biotipo resistente tiveram de 5 a 60 cdpias adicionais do gene
EPSPS. Esses genes adicionais foram espalhados por todo o genoma, com copias em todos
os cromossomos. As copias adicionais (amplificacio do gene) correlacionaram
positivamente com o mRNA da EPSPS e com a atividade enzimatica, portanto, estas plantas
requerem muito mais glyphosate para que ocorra o bloqueio da rota do 4cido chiquimico.
Este mecanismo de amplificacdo da EPSPS foi encontrado em L. perene spp. multiflorum
(SALAS et al., 2012) e Kochia scoparia (WIERSMA, 2012), com até 25 e 9 copias
adicionais do gene, respectivamente. Tranel et al. (2011) relatou que pelo menos um dos

mecanismos de resisténcia em Amaranthus tuberculatus ¢ devido a amplificagao da EPSPS.
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A resisténcia ao glyphosate pode também nao estar relacionada com
o sitio de acdo, e ser devido a uma reducdo na taxa de translocagdo do herbicida na planta e
acumulo nos vacuolos das células. Ao entrar nas folhas das plantas, o glyphosate possui
consideravel mobilidade via xilema e floema (em geral, a translocagdo do glyphosate
acompanha a translocacdo de fotoasssimilados da fonte para o dreno), portanto, a
translocagdo do glyphosate na planta ¢ necessaria para a toxicidade do mesmo (POWLES e
YU, 2010). A reduzida translocagdo do glyphosate tem sido relatada em algumas espécies
com resisténcia ao herbicida, como C. bonariensis (DINELLI et al., 2008), C. canadensis
(FENG et al., 2004), e L. multiflorum (LORRAINE-COLWILL et al., 2003; WAKELIN et
al., 2004).

A reduzida translocagdo tanto em Lolium spp. como em C.
canadensis devem estar associadas ao sequestro do glyphosate para dentro do vactiolo das
células das folhas tradadas (GE et al., 2010, 2011, 2012), sendo que pouco ou nenhum
sequestro ¢ encontrado nos bidtipos suscetiveis. Em C. canadensis, baixas temperaturas
reduzem o sequestro do glyphosate, causando a perda da resisténcia (GE et al., 2011). Esse
sequestro de glyphosate ¢ devido provavelmente a um transportador de membrana, similar a
uma E. coli resistente ao glyphosate com superexpressdo de um gene que codifica um
transportador de membrana do herbicida (STAUB et al., 2012). Algumas evidéncias
moleculares sugerem que proteinas associadas com o tonoplasto podem exercer papéis no
mecanismo de sequestro do glyphosate no vactolo em C. canadensis, incluindo
transportadores ABC e uma proteina intrinseca do tonoplasto (TIP) (NOL et al., 2012; PENG
et al., 2010; YUAN et al., 2010). De fato, a evolugdo da resisténcia ao glyphosate devido a
restrita translocacao na planta € mais comum do que a mutacao da EPSPS (Pro-106), embora
algumas populacdes de Lolium possuam ambos mecanismos. (PRESTON et al., 2009, YU
et al., 2007).

Algumas plantas podem metabolizar lentamente o glyphosate a
metabolitos menos ou ndo toxicos (DUKE, 2011). Portanto, os genes que codificam enzimas
que irdo realizar a desintoxica¢do do glyphosate podem existir em algumas espécies de
plantas, embora nem os genes e nem as enzimas tenham sido caracterizados (DUKE, 2014).
Pesquisadores relataram a ocorréncia de duas espécies de plantas daninhas resistentes ao
glyphosate pelo aumento do metabolismo do herbicida nestas plantas, sendo elas: Digitaria
insularis (CARVALHO et al., 2011) e C. canadensis (GONZALEZ-TORRALVA et al.,

2012). Podem haver alguns outros genes secundarios que contribuem para a resisténcia nao
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baseada no sitio de acdo. H4 evidéncia de reduzida penetracdo do glyphosate em folhas de
alguns biotipos resistentes de Lolium (MICHITTE et al., 2007; NANDULA et al., 2008) ¢
um biotipo resistente de Sorghum halepense.

A hegemonia do glyphosate no controle de plantas daninhas precisa
ser urgentemente associada a agdes voltadas a sustentabilidade do seu uso. A redugdo da
diversidade, associada ao uso continuo de uma unica pratica de controle, cria condigdes
altamente favoraveis para o desenvolvimento de plantas daninhas resistentes a mesma, ou a
selecdo de espécies tolerantes. Para evitar ou minimizar a selecdo de flora e a resisténcia, ¢
essencial ampliar a diversidade das praticas de controle. E fundamental explorar o potencial
de controle das proprias culturas, das coberturas de solo e associar, sempre que possivel, o

glyphosate a outros herbicidas e outras praticas de controle (VELINI et al., 2012a)

4.4. Confirmacao da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas

O ensaio classico para confirmacdo da resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas inicia-se pela coleta de sementes de plantas sobreviventes em campos
suspeitos, semeadura em vasos ¢ realizacdo da aplicagdo do herbicida. Para representar as
areas problematicas, sementes de varias plantas necessitam ser coletadas (MOSS, 1999), mas
o numero de plantas usadas para constituir uma amostra varia grandemente. O objetivo €
coletar sementes suficientes e de boa qualidade para conduzir varios testes, e prevenir a
exposicdo das sementes a condi¢cdes desfavoraveis como calor e umidade, o que provocaria
a deterioracdo ou a dorméncia secundaria (BURGOS et al., 2013).

Para testar a resisténcia de uma espécie de planta daninha pela
primeira vez, Burgos et al. (2013) recomenda conduzir um experimento para determinagado
de uma curva de dose-resposta em relacdo a um padrdo suscetivel, que vai permitir a
visualiza¢ao da magnitude da resisténcia e a dose discriminatoria. Em testes subsequentes
de outras populagdes da mesma espécie, uma Unica dose pode ser utilizada. Muitos
pesquisadores utilizam a dose recomendada em ensaios em vasos quando se tem um grande
nimero de amostras resistentes, comparando-as com um padrdo suscetivel e as respectivas
testemunhas ndo tratadas, porém, em alguns casos, duas a quatro doses t€ém sido utilizadas
em ensaios de confirmagao de resisténcia (KALOUMENOS et al., 2011; MANEECHOTE
et al., 2005; WISE et al., 2009).
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O experimento de dose-resposta geralmente ¢ conduzido para
determinar o nivel de resisténcia de determinado bidtipo e obter uma rapida visdo do
potencial mecanismo de resisténcia. Nos ultimos anos, os pesquisadores tém utilizado uma
grande variedade de doses (4 a 15) com cerca de um total de 3 a 200 plantas por dose
(MCMULLAN e GREEN, 2011; HAUSMAN et al., 2011; HAMOUZOVA et al., 2011;
CRUZ-HIPOLITO et al., 2011; OWEN et al., 2012; GUI-QI et al., 2011; ZHENG et al.,
2011; MEROTTO et al., 2009; XU et al., 2010; HUAN et al., 2011; DICKSON et al., 2011;
SALAS et al, 2012; GHEREKHLOO et al, 2011; HAN et al., 2012; CRUZ-HIPOLITO et
al., 2012).

A avaliagdo das variaveis sdo peso fresco ou seco de tecidos da parte
aérea, com ou sem avaliagdes visuais de injiria. Qualquer uma destas respostas pode ser
utilizada para estimar os niveis de resisténcia ou a quantidade de herbicida que pode causar
um certo nivel de redu¢do de crescimento ou controle. A resposta da planta ¢ avaliada dentro
de uma a quatro semanas ap0s a aplicagdo do herbicida dependendo do modo de ac¢do. Para
herbicidas aplicados em pds emergéncia, uma semana apos o tratamento ¢ apropriada para
aqueles com acdo de contato, enquanto que herbicidas com ac¢ao mais lenta sao melhores
avaliados de 2 a 4 semanas ap0s a aplicagdo (BURGOS et al., 2013).

A resisténcia a herbicidas ¢ confirmada apds a comparagdo das
curvas de dose-resposta do herbicida para os biotipos com suspeita de resisténcia em relacao
a um bidtipo suscetivel. A partir do ajuste das curvas de dose-resposta, podem-se calcular a
dose do herbicida necessaria para proporcionar 50% de controle (Cso) ou 50% de reducao do
crescimento da planta daninha (GRso) (CHRISTOFFOLETI e OVEJERO, 2008), o que
permite quantificar o nivel de resisténcia (SEEFELDT et al., 1995). Assim, no processo de
investigacdo da resisténcia, ¢ possivel determinar os fatores de resisténcia (FRs) das
populagdes e assim determinar, para cada caso, se ha resisténcia de baixo ou alto nivel
(GAZZIERO et al., 2008).

O ensaio cléssico de dose resposta, feito com plantas inteiras, requer
uma grande quantidade de espaco e leva em geral, até dois meses para que o resultado seja
obtido, portanto ndo ¢ o mais recomendado para testes em grande escala. Em razao disso,
varias tentativas estao sendo feitas com o objetivo de desenvolver ensaios para confirmagao
da resisténcia que sejam mais rapidos e permita utilizar as informagdes a tempo em relagao

ao manejo das falhas de controle de plantas daninhas (BURGOS et al., 2013).
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Além do ensaio classico para deteccdo da resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas, varios outros métodos mais rapidos t€ém sido desenvolvidos, alguns
possuem maiores vantagens devido ao menor uso de recursos, € outros mais sofisticados
devido a necessidade de mao de obra e equipamentos especializados (VARGAS et al., 2014).
No caso do glyphosate, o acimulo de acido chiquimico tem sido estudado para avaliar a
sensibilidade da enzima EPSPS ao herbicida utilizando métodos cromatograficos e
espectrofotométricos (ZELAYA et al., 2011). Vargas et al. (2104) afirmam que a extracao
de acido chiquimico diretamente do tecido da planta requer um longo periodo e grandes
quantidades de reagente, no entanto, Matallo et al. (2009) apresentou um método de extragdo
utilizando agua como solvente e micro-ondas como uma forma mais simples de extrair o
acido chiquimico. Em ensaios para avaliar a resisténcia ao glyphosate por meio da
quantificagdo do &cido chiquimico, deve-se sempre incluir altas concentracdes de
glyphosate, pois todas as populagdes resistentes ao glyphosate testadas até o momento
acumulam chiquimato em concentra¢cdes muito altas de glyphosate (SINGH ¢ SHANER,
2008).

Varios ensaios com disco foliar vém sendo desenvolvidos nos
ultimos 30 anos para diagnosticar populacdes de plantas daninhas resistentes a herbicidas
com diferentes mecanismos de acdo. Este tipo de ensaio possui as vantagens de ser rapido e
nao destrutivo. Embora muitos desses ensaios possam ser utilizados para entender o
mecanismo de resisténcia ao herbicida, eles também podem ser utilizados como uma sele¢ao
inicial para deteccdo de populagdes resistentes no campo. Alguns cuidados devem ser
tomados para realizacdo destes ensaios, como a selecdo cuidadosa do tecido apropriado de
plantas saudéaveis que estejam crescendo vigorosamente, pois dependem de tecidos vivos
(BURGOS et al., 2013). Os ensaios com inibidores da ALS e EPSPS (acimulo de
chiquimato) requerem o uso de tecidos jovens e com rapida expansdo, pois as enzimas sao
mais ativas em tecidos meristematicos e a atividade enzimatica decresce rapidamente em
folhas maduras (GERWICK et al., 1993; SHANER et al., 2005). As plantas nao podem estar
sob nenhum tipo de estresse para que a atividade enzimatica ndo seja reduzida. Em muitos
casos os ensaios dependem da folha fotossinteticamente ativa, portanto precisam ser
conduzidos em condigdes de luminosidade (BURGOS et al., 2013).

Outras técnicas vém sendo utilizadas para o diagnéstico e muitos
casos de resisténcia de plantas daninhas tém sido elucidados a nivel de DNA. A vantagem

primaria dos testes baseados no DNA em relagdo a outros métodos € a sua velocidade; um
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tipico teste de resisténcia baseado na PCR (reagdo em cadeia da polimerase) pode fornecer
uma resposta positiva ou negativa dentro de um dia. Além disso, eles podem ser facilmente
escalados para analises de alto rendimento, permitindo um tnico laboratério correr centenas

de amostras em um dia com minimo espaco necessario (BURGOS et al., 2012).

4.5. Aspectos da biologia e resisténcia ao glyphosate de Conyza spp.

O género Conyza spp. (buva) inclui aproximadamente 50 espécies
(KISSMANN e GROTH, 1999). As espécies com maior ocorréncia sdo a Conyza canadesis
(L.) Crong., Conyza bonariensis (L.) Cronq. e Conyza sumatrensis (Retz.) E. Walker.
Geralmente essas plantas ocorrem em pomares, vinhedos, em culturas anuais como trigo,
milho, soja e algodao, assim como em areas de pastagens e também areas ndo cultivadas
(VARGAS et al., 2014).

A Conyza spp. ¢ uma planta de ciclo anual ou bianual, dependendo
das condicdes ambientais (REGEHR e BAZZAZ, 1979). Para as trés espécies, a produgdo
de sementes ocorre preferencialmente no inverno, e sdo muito prolificas, sendo que a C.
canadensis pode produzir de 5000 a 200000 sementes por planta (HOLM et al., 1997). Sdo
plantas que apresentam boa adaptabilidade em sistemas conservacionistas do solo, como o
plantio direto, o cultivo minimo e em areas de fruticultura que adotam o manejo integrado
de producdo (BHOWMIK e BEKECH, 1993).

As espécies do género Conyza possuem um numero basico de
cromossomos de 9, sendo que configuragdes diploide, triploide, tetraploide e hexaploide t€ém
sido relatadas (GOLDBLATT, 1985; RAZAQ et al., 1994; THEBAUD ¢ ABBOTT, 1995;
CARR et al., 1999). As espécies C. canadensis e Conyza chilensis apresentam configuragdo
2n=18 (THEBAUD e ABBOTT, 1995; SOLBRIG et al., 1964). Ha evidéncias da existéncia
de poliploidia em C. sumatrensis e C. bonariensis (2n=54) (GOLDBLATT, 1985;
THEBAUD e ABBOTT, 1995). A poliploidia ¢ um trago comum entre muitas plantas
invasoras que obtiveram sucesso (CLEGG e BROWN, 1983) e ¢ mais comum quando o
numero basico de cromossomos ¢ 6 ou 9 (SOLBRIG et al., 1964). A correlagdo entre
espécies poliploides com a distribuicdo espacial e preferéncias ecologicas foram

demonstradas por Manton (1949) e Solbrig et al. (1964). Ehrendorfer (1980) relatou que as
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espécies poliploides sdo mais vastamente distribuidas na Europa do que as espécies
diploides.

Através de um trago quantitativo e analise de isozimas, Thebaud e
Abbott (1995), relataram uma similaridade de 90% entre C. bonariensis e C. sumatrensis, ¢
menos de 40% de similaridade existiu entre essas duas espécies e a C. canadensis. Este
resultado ¢ suportado pelo nivel taxondmico entre as espécies, com a separagdo de C.
canadensis das outras duas espécies (C. bonariensis e C. sumatrensis) ocorrendo na primeira
divisdo da chave taxondmica, baseada nas bracteas involucrais glabras ou pilosas,
respectivamente. Esta semelhan¢a genética, no entanto, ndo esta relacionada com um nivel
biogeografico (GREEN, 2010). Circunvis et al. (2014) relataram baixa diversidade genética
entre bidtipos de C. sumatrensis provenientes da regido noroeste do estado do Parana, através
de analise de isozimas, no entanto, os autores esperavam encontrar uma alta diversidade
genética entre as plantas desta espécie devido a alta adaptabilidade da mesma. Dessa forma,
a frequente exposi¢ao a herbicidas pode levar a reducdo a heterozigosidade, que é ainda mais
reduzida pela selecdo de biotipos resistentes, implicando baixos niveis de diversidade
genética (CIRCUNVIS et al., 2014).

Como ja mencionado, as espécies de Conyza sdo prolificas e
portanto sdo grandes produtoras de sementes (KEMPEN e GRAF, 1981; WU et al., 2007;
HAO et al., 2009). Uma grande variacdo nos niveis de producdo de sementes tem sido
relatada, com C. bonariensis produzindo até 375.561 sementes por planta (KEMPEN e
GRAF, 1981) e C. sumatrensis mais do que 60.000 sementes por planta (HAO et al., 2009).
Para C. canadensis foi relatada a produ¢do de 200.000 sementes por planta, com uma
correlagdo positiva entre altura de planta e fecundidade total (WEAVER, 2001; SHIELDS
et al., 20006).

A relagdo entre densidade de plantas e niveis de produgdo de
sementes foi estudada em C. canadensis por Bhowmik and Bekech (1993), que observaram
aumento no numero de sementes produzidas por planta com o decréscimo da densidade,
sendo que cerca de 100.000 sementes foram produzidas por planta em uma densidade de 200
plantas por metro quadrado e 200.000 sementes foram produzidas por planta quando a
densidade passou a ser de 10 plantas por metro quadrado. Este resultado corrobora com o
estudo de Palmblad (1968) que relatou competigdo intraespecifica em C. canadensis. As
sementes sdo dispersas dentro de um a dois dias a partir da maturacdo do capitulo,

dependendo do clima (THEBAUD et al., 1996), podem facilmente absorver agua apds a
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dispersao (KARLSSON e MILBERG, 2007), e podem germinar prontamente apds a
dispersdo em condi¢des favordveis de temperatura e umidade.

A dispersao das sementes das espécies de Conyza spp. acontece
principalmente pelo vento (anemocoria), de uma maneira abidtica (WU, 2007), e ¢ um dos
vetores de dissemina¢do de sementes mais estudado. Andersen (1992) determinou a
velocidade média de uma semente de C. bonariensis como 29,11 cm s™'. Caracteristicas
estruturais de sementes que reduzem a velocidade da queda, como papus com uma elevada
area superficial em relagdao ao volume total, aumentam a probabilidade de transporte lateral
por correntes de ar (CHAMBERS e MACMAHON, 1994; COUSENS ¢ MORTIMER,
1995). Sementes pequenas, como as das espécies de Conyza spp., possuem uma menor
habilidade competitiva e de sobrevivéncia quando comparadas com sementes maiores, ainda
que a capacidade e extensdo da dispersdo sejam maiores (HARPER et al., 1970).

O florescimento em C. bonariensis ¢ favorecido por um longo
fotoperiodo, com cerca de 14 horas (AMSELLEM et al., 1993). Uma planta individual de C.
bonariensis produz flores sequencialmente e seu periodo de florescimento pode durar de um
a quatro meses (THEBAUD et al., 1996). Thebaud e Abbott (1995) relataram a idade no
momento do pendoamento de C. bonariensis, C. canadensis e C. sumatrensis como 11, 13,6
e 11 semanas, respectivamente, e a idade no florescimento de 13,9, 22,4 e 19,8 semanas,
respectivamente. Os mesmos autores também reportaram o numero de flores por capitulo
para C. bonariensis, C. canadensis e C. sumatrensis como 210,5, 68,3 e 94,6,
respectivamente. Estas medidas quantitativas apoiam a ideia de que diferentes espécies de
Conyza spp. possuem diferentes escalas de tempo para cada estagio de desenvolvimento.

Em estudo realizado por Shrestha et al. (2010) com bidtipos de C.
canadensis resistentes e suscetiveis ao glyphosate, um menor periodo de tempo necessario
para que plantas resistentes alcangassem o florescimento e a producdo de sementes foi
observado quando comparado com as suscetiveis, crescendo em condi¢des ambientais
similares. Estes resultados demonstram um maior desenvolvimento inicial do bidtipo
resistente, fornecendo um maior potencial competitivo quando comparado com o biotipo
suscetivel (SHRESTHA et al., 2010). Isto pode estar associado com uma melhor habilidade
em usar os recursos do meio, incluindo a radiagdo solar, facilitada pela maior area foliar que
deve favorecer a absorcdo da radiacdo, ou um possivel aumento dos pigmentos

fotossintéticos no bidtipo resistente (KASPARY et al., 2014).
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As espécies de Conyza spp. possuem reprodugdo autdégama, com
auto compatibilidade, e como resultado possuem uma taxa reduzida do poélen ao 6vulo
comparado com reprodutores xenégamos (CRUDEN, 1976). Dados filogenéticos obtidos
por Noyes (2000), suportaram que a autogamia tem evoluido independentemente em
espécies de Conyza spp. ¢ o tamanho da flor ¢ bem pequeno pois ndo possui nenhuma
exigéncia para atrair um polinizador, sendo assim, possui um eficiente uso da energia
(Ornduft, 1969). A taxa do pélen para o ovario foi relatada para C. sumatrensis como 98,8
(Hao et al., 2009), em contrates de 988,6 em espécies xenogamas da familia Asteraceae,
como Bidens leptocephala Sherff. (CRUDEN, 1976).

Em um estudo que explorou as diferengas na habilidade invasiva
entre as espécies de C. sumatrensis e C. canadensis, Thebaud et al. (1996) relataram que o
catalisador para o inicio do pendoamento estd mais relacionado com a disponibilidade de
recursos do que com a luz em ambas as espécies. Embora o catalisador para inicio do
pendoamento tenha sido similar em ambas as espécies, houveram diferencgas significativas
no tempo para o pendoamento, sendo que a C. sumatrensis pendoou mais cedo do que a C.
canadensis (THEBAUD et al., 1996). Um menor periodo para o alongamento do caule
poderia fornecer uma vantagem competitiva para a espécie em areas vegetadas (THEBAUD
et al., 1996).

As espécies de plantas daninhas dos géneros Lolium, Amaranthus,
Conyza e Echinochloa sdo algumas das piores plantas daninhas resistentes no mundo. As
plantas daninhas destes géneros possuem um alto grau de diversidade genética e tem a
capacidade comprovada de desenvolver resisténcia a um grande niamero de sitio de agdo de
herbicidas (HEAP, 2014b). Segundo CIRCUNVIS et al. (2014), a forma como as populacdes
estdo geneticamente estruturadas ¢ uma informagdo importante para orientar o
desenvolvimento de planos efetivos de controle das plantas daninhas, porque um dos fatores
que podem contribuir para determinar respostas diferentes de plantas daninhas a aplicacao
de herbicidas ¢ a variabilidade genética presente em populagdes de diferentes espécies.

A existéncia de variabilidade genética em individuos de uma
populacdo aumenta a chance de alguns para responder diferentemente a alteragdes do meio
ambiente, de modo que isso possa garantir a preservacao da espécie. Assim, as populagdes
de plantas daninhas com maior diversidade genética podem se constituir num obstaculo para
o controle pelo fato de as plantas apresentarem respostas varidveis aos tipos e/ou

concentragdes diferentes de herbicidas. A alta variabilidade genética dentro de populacdes
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de plantas daninhas pode indicar significativa quantidade de variagdo genética para escapar
dos efeitos do agente de controle e, também, pode favorecer a selecdo de genotipos
resistentes (ALLENDORF e LUIKART, 2007).

A boa adaptabilidade da buva aos sistemas conservacionistas de
solo, como semeadura direta e cultivo minimo faz com que esta espécie esteja presente em
muitas areas de cultivo. Outra caracteristica ¢ a autopolinizagdo e a grande quantidade de
sementes produzidas que possuem grande facilidade de dispersdao (DAUER et al., 2007).
Portanto, a buva ¢ considerada uma planta daninha com alta adaptabilidade ecologica,
facilitando a sobrevivéncia de bidtipos resistentes, o que vem sendo observado atualmente
nas areas de produc¢ao agricola (LAMEGO et al., 2013).

No Sul do Brasil a buva (Conyza spp.) ¢ considerada uma das
principais plantas daninhas em lavouras de soja, e foi selecionada em lavouras da cultura
transgénica devido ao uso repetido do herbicida glyphosate, o que ocasionou um grande
aumento na pressao de selecdo (SANTOS et al., 2014). A resisténcia ao glyphosate ja foi
comprovada em bidtipos de C. bonariensis e C. canadensis no Rio Grande do Sul (VARGAS
et al., 2007, LAMEGO ¢ VIDAL, 2008), e de C. sumatrensis, no Parana (SANTOS, 2012).
Até hoje, no mundo, foram registrados 12 casos de C. bonariensis, 37 de C. canadensis e 4
de C. sumatrensis resistentes ao glyphosate (HEAP, 2014a).

Atualmente, a buva encontra-se disseminada em praticamente todas
as regioes produtoras do Brasil, com maior ocorréncia nos cultivos de graos das regides Sul
e Sudeste, com alguns focos na regido Centro-Oeste do pais (DAN et al., 2013). A maior
ocorréncia desta espécie € em areas onde o disturbio do solo € limitado (sistemas
conservacionistas) € quando o controle de plantas daninhas ¢ realizado basicamente com o
herbicida glyphosate, como nas lavouras de soja e areas de producdo de frutiferas perenes
(VIDAL et al., 2007, YAMAMUTI e BARROSO, 2010).

Os fatores que tém contribuido para o aumento na ocorréncia de
Conyza spp. nos sistemas agricolas brasileiros além da particular capacidade da espécie em
dispersar as sementes, destaca-se a ndo adog¢do de rotagdo de culturas, aplicagdes continuas
e frequentes de herbicidas com o mesmo mecanismo de agdo, o que coincide com a adugao
do glyphosate na soja transgénica, ¢ o baixo nivel de conhecimento e identificacdo das

espécies (LAMEGO e VIDAL, 2008).
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5 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetagdo, no Nucleo de
Pesquisas Avancadas em Matologia (NUPAM), pertencente a Faculdade de Ciéncias
Agronomicas — FCA/UNESP campus de Botucatu/SP. Foram realizados trés estudos
principais € um preliminar com quatro populagdes de buva (Conyza spp.) coletadas em
diferentes municipios do estado de Sao Paulo (Tabela 1). A populagdo 1 foi coletada em uma
area de cana-de-aglicar com baixa frequéncia de aplicacdo de glyphosate. A populacao 2 foi
coletada em uma area nao agricola. A populacao 4 foi coletada em uma area experimental
com rotacdo de cultivo de milho e soja, com intensa aplica¢do de glyphosate no manejo. Esta
populacdo foi utilizada na condugdo dos experimentos que compuseram o estudo preliminar.
As sementes provenientes da geracdo seguinte desta populacao que foi mantida em casa-de-
vegetacao, foram utilizadas nos proximos estudos também com a denominag¢ao de populagao
4.

Os experimentos do estudo preliminar com a populacdo 4 foram realizados nos
meses de dezembro de 2013 e janeiro de 2014; os experimentos com as populagdes le 2
tiveram inicio em abril de 2014, a populagdo 3 teve seus experimentos iniciados no més de
maio de 2014, e no més de junho de 2014 foram iniciados os experimentos com a populacao
4,

Apos a coleta das sementes, as mesmas foram armazenadas em local sem a
presenca de luz e com baixa umidade para que nao houvesse degradagcdo ou reducao de
germinagdo. As sementes foram semeadas em bandejas de isopor com 288 células

preenchidas com substrato Carolina® composto de turfa de esfagno, vermiculita e casca de
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arroz carbonizada. Apds a emergéncia das plantulas, as mesmas foram desbastadas com
auxilio de uma pinga, deixando-se de uma a duas plantulas por célula. No momento em que
as plantulas apresentavam 2 folhas, foram transplantadas para vasos preenchidos com 250
mL do mesmo substrato utilizado nas bandejas. Tanto as bandejas como os vasos receberam

irrigacdo diaria para que ndo houvesse estresse hidrico nas plantas.

Tabela 1. Identificacdo dos municipios e coordenadas geograficas dos locais de coleta das

sementes das diferentes populagdes de Conyza spp.

Biotipo Municipio Coordenadas
Lat: 21°31°4.18”’S
Populagao 1 (P1) Dobrada /SP
Long: 48°25°47.89°°0
_ Lat: 23°6°21.84”°S
Populagao 2 (P2) Louveira / SP
Long: 46°57°27.07°0O
S Lat: 22°28°3.13”’S
Populagao 3 (P3) Mogi Mirim /SP
Long: 47°6°25.19°°0
Lat: 22°48°16.90°°S
Populagao 4 (P4) Botucatu / SP

Long: 48°25°36.44°°0

A aplicagdo dos tratamentos com diferentes doses do herbicida
glyphosate foi realizada quando as plantas apresentavam de 5 a 6 folhas verdadeiras
totalmente expandidas (Figura 2). Os tratamentos utilizados em todos os experimentos estao
apresentados na Tabela 2, exceto para o experimento preliminar, que ndo foi submetido a
aplica¢do da maior dose de glyphosate (32 L ha!). As doses foram definidas com base na
dose registrada de glyphosate para controle de Conyza spp. (720 g e.a. ha™') (Rodrigues e
Almeida, 2011), sendo esta considerada como 100%.

Para aplicagdo dos tratamentos descritos na Tabela 2 foi utilizado
um pulverizador estacionario (Figura 2), pertencente ao NUPAM, constituido por estrutura
metalica (barra de pulverizagdo), com 1,5 metros de largura, que desloca-se por uma area
atil de 6,0 m? no sentido do seu comprimento. A barra ¢ tracionada por um conjunto de motor
elétrico e modulador de frequéncia, tornando possivel o controle da velocidade de trabalho
da barra. A barra foi equipada com quatro pontas de pulverizagao XR 110.02 VS, espacadas
em 0,5 m entre si, e dispostas a 0,5 m de altura em relacao as unidades experimentais. A

pressdo de trabalho utilizada pelo equipamento foi de 2,0 kgf cm™, com velocidade de 3,6
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km h™! e consumo de calda de 200 L ha!. O produto comercial utilizado para o preparo das

caldas de pulverizacdo foi o Roundup Original® (360 g e.a. L™).

Tabela 2. Doses de glyphosate em gramas do equivalente 4cido e litros do produto comercial

por hectare utilizadas nos experimentos.

Tratamento Dose de glyphosate Dose de glyphosate % da dose
(L ha') (g e.a. ha'l) recomendada (L ha™)
1 0 0 0
2 0,125 45 6.125
3 0,25 90 12,5
4 0,50 180 95
> 1,0 360 50
6 2,0 720 100
7 4,0 1440 200
8 8,0 2880 400
? 16,0 5760 200
10* 32,0 11520 1600

* Este tratamento ndo foi utilizado na instalacdo do estudo preliminar.

Figura 2. Detalhes do estadio de desenvolvimento das plantas no momento da aplicagdo e

do equipamento e da aplicacao dos tratamentos.
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5.1 Estudo Preliminar

Foi realizado um experimento com uma populagao de Conyza spp.
presente na area experimental da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Unesp em
Botucatu/SP, onde foi observada grande falha de controle das plantas apds aplicagdes
consecutivas de glyphosate na area. As sementes foram coletadas em plantas que
sobreviveram a aplicagdo de glyphosate e armazenadas para condu¢do do experimento,
conforme ja descrito. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
(DIC), com nove tratamentos e quatro repeticdes. Cada vaso contendo uma planta foi
considerado como uma repeticao.

Aos 28 dias apos os tratamentos (DAT) foram realizadas avaliagdes
visuais de controle segundo escala percentual de notas, onde “0” correspondeu a nenhuma
injuria e “100” significou a morte das plantas, conforme Sociedade Brasileira da Ciéncia das
Plantas Daninhas (1995). Foi realizada também a medida da altura, desde a base até a
inserc¢do da ltima folha e a contagem do niimero de capitulos (inflorescéncias) das plantas.
Em seguida foram coletados as folhas e o caule de cada planta e pesados em balanga de
precisao (0,001g) para determinagdo da biomassa fresca em cada tratamento.

As folhas foram acondicionadas em envelopes de papel aluminio e
congeladas em ultrafreezer a -80°C, para posterior extracao e determinagdo dos seguintes
compostos por LC-MS/MS: acido chiquimico, acido desidrochiquimico, fenilalanina,
tirosina, triptofano e acido salicilico. Apds o congelamento das amostras, foram realizados
furos no envelope de papel aluminio e as mesmas foram submetidas ao processo de
liofilizagdo utilizando-se o liofilizador Christ Alpha 2-4 LD Plus, a uma temperatura de -
70°C durante 72 horas. Apds a liofilizacdo, as folhas foram maceradas em almofariz
contendo nitrogénio liquido até se obter um p6 homogéneo.

Apo6s as folhas serem maceradas, pesou-se cerca de 100 mg da
amostra seca em balanca Shimadzu (AY220) com 0,0001g de precisdo, que foram
acondicionadas em tubos “falcon” de 15 mL de capacidade. Foi adicionado no tubo contendo
a amostra, 10 mL de dgua acidificada a pH 2,5 (MATALLO, 2009), com pipeta automatica
Gilson. Os tubos foram agitados em vortex para que a amostra seca fosse misturada com a
agua e entdo submetidos a banho de ultra-som durante 30 minutos.

As amostras foram submetidas a centrifugacao a 4000 g, durante 10

minutos a 20°C (centrifuga Rotanta 460R). O sobrenadante foi coletado e filtrado em filtro
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Millex HV (Millipore) 0,45 um, com membrana durapore 13 mm, e acondicionados em vial
ambar 9mm (Flow Supply), com 2 mL de capacidade, para posterior quantificacdo dos
compostos por LC-MS/MS. A sequéncia do procedimento de extracdo dos compostos da
amostra estd apresentada na Figura 3.

Foram mantidas cerca de 20 plantas em casa de vegetagdo para a

produgdo de sementes que foram utilizadas para a realiza¢do do proximo estudo, com a

mesma denominacao de populacao 4 (P4).

Figura 3. Procedimentos para extracdo dos compostos relacionados a rota do éacido

chiquimico das amostras de buva (Gomes, 2011).
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5.2. Estudo 1: Curvas de Dose-Resposta

Neste estudo foram realizados quatro experimentos em casa de
vegetacao, sendo um experimento para cada populacdo, com delineamento inteiramente
casualizado com dez tratamentos e cinco repeticdes. Aos 28 DAT foram realizadas
avaliagdes visuais de controle segundo escala percentual de notas, onde “0” corresponde a
nenhuma injaria e “100” significa a morte das plantas, conforme Sociedade Brasileira da
Ciéncia das Plantas Daninhas (1995). As plantas foram entdo separadas em folhas e caule e
as raizes foram lavadas e as diferentes partes acondicionadas separadamente em sacos de
papel e secos em estufa com circulagdo forcada de ar a 60°C durante cinco dias até atingirem
peso constante. Em seguida foi realizada a pesagem de cada parte da planta separadamente

(folhas, caule e raiz) em balanga de precisao (0,001g).

5.3. Estudo 2: Determinac¢ao dos compostos relacionados a rota do acido chiquimico

e acido abscisico (ABA)

Neste estudo foram determinadas as concentragdes de alguns
compostos que fazem parte da rota do dcido chiquimico nas plantas (dcido chiquimico, acido
desidrochiquimico, fenilalanina, tirosina, triptofano, acido salicilico e acido indolacético —
IAA), o hormdnio 4cido abscisico (ABA), além do glyphosate e seu principal metabolito, o
AMPA, nos quatro bidtipos estudados. Para isso, foram conduzidos quatro experimentos
separadamente, um para cada populacao, utilizando o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com 10 tratamentos e quatro repeti¢des. Cada vaso contendo uma planta foi
considerado como uma repeti¢cdo. A aplicacdo dos tratamentos foi realizada no momento em
que as plantas apresentavam de 5 a 6 folhas verdadeiras totalmente expandidas, de acordo
com método ja descrito.

Aos 14 dias ap6s os tratamentos (DAT) foi realizada a coleta de
todas as folhas de cada planta (repeticao). As folhas foram submetidas a lavagem em agua
corrente para total remog¢do dos residuos de glyphosate que pudessem estar presentes na
superficie das mesmas. Em seguida as folhas foram submetidas ao mesmo processo de
armazenamento, liofilizacdo e extragdo ja descritos no experimento preliminar. Para a

extracdo do IAA e do ABA foi utilizado método proposto por Durgbanshi et al. (2005).
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Para a realizagdo das analises foi utilizado um sistema LC-MS/MS
(Figura 4), composto por um Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC), Shimadzu,
modelo Proeminence UFLC, que combina analise ultra-rapida e excelente performance de
separacao, com alta confiabilidade de resultados; equipado com duas bombas LC-20AD,
auto-injetor SIL-20AC, degazeificador DGU-20AS, sistema controlador CBM-20A (permite
a operacdo totalmente automatizada) e forno CTO-20AC (para controle da temperatura da
coluna). Acoplado ao HPLC estd o espectrometro de massas 3200 Q TRAP (Applied
Biosystems), hibrido triplo quadrupolo, onde Q1 e Q3 sdo utilizados como filtros de massa
e Q2 ¢ uma célula de colisdo onde as moléculas intactas e fragmentos de Q1 sdo quebrados
em fragmentos de massas menores, sendo que Q3 ¢ definido para detectar apenas uma massa
especial, que ¢ um fragmento conhecido (filho) da molécula intacta (pai) de massa conhecida
filtrada por Q1.

O modo utilizado nas andlises foi o MRM. Este ¢ o modo
quantitativo padrdo utilizado para metabolito alvo, tendo como principais vantagens alta
sensibilidade e reprodutibilidade, baixo ruido e medi¢do simultdnea de até 100 compostos

(Queiroga, 2009).

Figura 4. Cromatégrafo Liquido (Proeminence UFLC) acoplado ao espectrometro de

massas (3200 Q TRAP) — LC-MS/MS.
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As condigdes cromatograficas utilizadas para quantificacdo dos
compostos no modo de ionizagdo negativo e positivo estdo apresentadas nas Tabelas 3 ,4 e

5.

Tabela 3. Condi¢des cromatograficas utilizadas para quantificagdo dos compostos no modo
de ionizagdo negativo: glyphosate, AMPA, 4cido chiquimico, 4&cido

desidrochiquimico e acido salicilico.

Coluna Analitica Gemini 5 p C18 110 A (150mm x 4,6mm)
Fase A (FA) =5 mM acetato de amonio em agua
Fase movel ‘
Fase B (FB) =5 mM acetato de amonio em metanol
0 — 1 minuto = 30%FB e 70% FA

1 — 2,5 minutos = 50% FB e 50%FA

2,5 — 5 minutos = 50% FB e 50% FA

‘ 5 — 6,5 minutos = 75%FB e 25% FA

Gradiente .

6,5 — 8,5 minutos = 75%FB ¢ 25% FA
8,5 — 10 minutos = 90% FB e 10% FA

10 — 15 minutos = 90% FB e 10% FA

15 — 18 minutos = 30% FB e 70% FA

Fluxo 0,500 m] min"!

Tabela 4. Condigdes cromatograficas utilizadas para quantificagdo dos compostos no modo

de ionizagdo negativo: acido indolacético (IAA) e 4cido abscisico (ABA).

Coluna Analitica Synergi 2,5 p Fusion RP 110 A (Phenomenex)

Fase A (FA) = 1% de acido acético em agua
Fase moével _ ‘
Fase B (FB) = 1% de acido acético em metanol
0 — 2 minutos = 45%FB e 55% FA

2 — 3 minutos =45 a 95% FB e 55 a 5%FA

Gradiente 3 — 8 minutos = 95% FB e 5% FA
& — 9 minutos =45 a95% FB e 55 a 5%FA
9 — 10 minutos = 45%FB e 55% FA

Fluxo 0,650 ml min’!
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Tabela 5. Condi¢des cromatograficas utilizadas para quantificagdo dos compostos no modo

de ionizacdo positivo: fenilalanina, tirosina e triptofano.

Coluna Analitica Synergi 2,5 u Fusion RP 110 A
Fase A (FA) =5 mM acetato de amonio em adgua
Fase movel Fase B (FB) = 5 mM acetato de amonio em
metanol

0 — 2 minutos = 10%FB e 90% FA

2 — 4 minutos = 40% FB e 60%FA

4 — 9 minutos = 95% FB e 5% FA

Gradiente 9 — 12 minutos = 95%FB e 5% FA
12 — 15 minutos = 10%FB e 90% FA
8,5 — 10 minutos = 90% FB ¢ 10% FA
10 — 15 minutos = 90% FB e 10% FA

Fluxo 0,250 ml min’!

Para uma identificagdo inequivoca que permita a quantificacao do
composto, € necessario monitorar mais do que um ion. A utilizagdo do LC-MS/MS
possibilita o controle do ion molecular e de transi¢des i0nicas provenientes da fragmentagao
do mesmo, garantindo a sensibilidade e a especificidade necessarias para a quantificagao dos
analitos, em concentracdes, por vezes vestigiais, presentes em matrizes de elevada
complexidade (Queiroga, 2009). A massa molecular e os fragmentos gerados a partir de cada
molécula estao apresentados na Tabela 6. O fragmento utilizado para quantificagdo de cada
um dos compostos foi sempre o primeiro apresentado na Tabela 6, para cada composto.

A deteccdo e separacao dos compostos foram realizadas em duas
corridas, uma para o modo negativo (18 minutos), e outra para o modo positivo (15 minutos).
Cada composto possui um tempo de retengdo na coluna cromatografica, sendo eles: acido
chiquimico (3,301 minutos); acido desidrochiquimico (3,311 minutos); glyphosate (3,102
minutos), AMPA (3,219 minutos); acido salicilico (11,09 minutos), &cido indolacético (2,44
minutos), acido abscisico (3,77 minutos) fenilalanina (0,917 minutos); tirosina (0,799
minuto); e triptofano (1,006 minutos). As Figuras 5 a 7 apresentam exemplos de
cromatogramas de padrdes analiticos (125 pg L") dos compostos, nas condi¢des descritas

anteriormente.



Tabela 6. Massa molecular e ions secundarios dos compostos analisados.

Composto Massa Molecular Ions Secundarios (Fragmentos)

63.100
Glyphosate 169,08 150.000
78.900

62.900
AMPA 111,04 78.900
80.800

93.000

Acido chiquimico 174,15
111.000

126.900

Acido desidrochiquimico 172,14 109.000
126.400

120.100

Fenilalanina 165,19 103.100
77.100

91.100
Tirosina 181,19 136.100
123.100

188.200
Triptofano 204,23 146.100
118.100

93.000

Acido salicilico (SA) 138,12 91.500
64.900

130.0

Acido indolacético (IAA) 175,187
127.9

152.9

Acido abscisico (ABA) 263,109
152.5
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Figura 5. Cromatogramas do glyphosate [A] do

acido aminometilfosfonico (AMPA) [B],

acido chiquimico [C] e do acido desidrochiquimico [D] e os fragmentos

gerados na concentragio de 500 ug L.
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Figura 6. Cromatogramas dos trés aminoacidos aromaticos, fenilalanina [A], tirosina [B] e

triptofano [C], e os fragmentos gerados na concentragio de 500 pg L.
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Figura 7. Cromatogramas do acido salicilico [A], acido indolacético [B] e acido abscisico

[C], e os fragmentos gerados na concentragio de 500 pg L.

A curva analitica é a ferramenta de quantificagdo mais
frequentemente utilizada e consiste na determinac¢ao da resposta de determinado instrumento
as varias concentragdes da substancia em estudo (Feinberg, 2007). Segundo Gongalves
(2007), para a maioria das técnicas analiticas cromatograficas, uma relagdo linear de
primeira ordem ¢ observada entre a resposta do detector (y) e a concentragdo (x) do analito
em estudo, podendo ser representada pela equagdo da regressdo linear descrita abaixo, que

deve também ter um alto coeficiente de correlacao (r > 0,9999).
y = ax+b
Onde b € a intersec¢do da curva analitica e a € a inclinagdo da reta.

As curvas analiticas para os compostos foram construidas nas faixas de concentragdo

descritas na Tabela 7. O modelo linear utilizado nas equagdes mostrou-se bastante adequado.
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Tabela 7. Curvas analiticas e faixas de concentragdo para cada composto analisado.

Composto Equacio da reta 2 Intervalo linear
(y=ax+b) (ng ml")
Acido chiquimico y=79x+1.143 0.9910 75 — 4800
Acido desidrochiquimico  y =109 x + 1.06> 0.9879 9.38 - 600
Glyphosate y=48,6 x +-8.8 0.9969 2.34-600
AMPA y=18,8 x+3.26 0.9820 4.68 — 300
Fenilalanina y=791x+231° 0.9987 7.8125 - 1000
Tirosina y=151x+ 691 0,9984 7.8125 -1000
Triptofano y=305x+670 0,9984 7.8125—-1000
Acido salicilico y=7,323x+1.92* 0,9901 1.19-75
Acido indolacético y = 15575 x +5324 0,9866 1-60
Acido abscisico y=44*x+6110 0,9849 1-60

5.4 Estudo 3: Avaliacio do crescimento e producio de sementes

Foram conduzidos quatro experimentos separadamente, um para
cada populagdo, em delineamento inteiramente casualizado, com dez tratamentos e cinco
repeticoes. O estadio de aplicagdo foi o mesmo utilizado para os outros experimentos, assim
como os tratamentos e as condi¢des e equipamento da aplicagao.

Para as populacdes 1 (P1) e 2 (P2), foram realizadas trés avaliagdes,
sendo elas aos 42, 70 e 123 DAT, e aos 65 € 91 e 119 DAT, respectivamente. A populagao
3 (P3) foi submetida a dois periodos de avaliacdo, aos 113 e 127 DAT e a populacdo 4 (P4)
teve sua avaliacdo efetuada aos 98 DAT. Em cada periodo, foi realizada a medida da altura
das plantas, desde a base até a inser¢do da ultima folha e foi contado o nimero de brotacdes
laterais. A producdo de sementes foi avaliada com base na contagem do numero de capitulos
abertos por planta, ou seja, aqueles que ja produziram ou estdo produzindo sementes; e do
total de capitulos por planta, que corresponde a soma do ntimero de capitulos (que ainda ndao

produziram sementes) mais o numero de capitulos abertos (Figura 8).
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Figura 8. Detalhe dos capitulos [A] e dos capitulos abertos (ja produziram sementes) [B].

Numero de capitulos total corresponde a somatdria dos capitulos ilustrados nas
figuras A e B.

5.5. Analise dos resultados

Os dados de massa fresca e controle do estudo preliminar e de massa
seca e controle do estudo 1 (curvas de dose-resposta) foram submetidos a andlise de variancia
e aplicagdo do teste F. Sendo os efeitos significativos, os dados foram ajustados ao modelo

de regressdo nao linear do tipo log-logistico proposto por Streibig et al. (1988):

Onde: y = porcentagem de controle; x = dose do herbicida (g e.a. ha
1); a, b e ¢ sdo parAmetros da equagio, sendo que a = assintota entre 0 ponto maximo e

minimo da variavel, b = dose que proporciona 50% da assintota (corresponde ao Cso ou
GRs0) e ¢ = declividade da curva.

Foi ajustado o modelo de regressao ndo linear para os dados de altura
das diferentes populagdes, de acordo com Carvalho et al. (2013):

(2
y=y0+ ae_O’S(xbfxo)
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Onde: y = caracteristica avaliada em resposta as doses de glyphosate;
y0 = menor valor; a = diferenca entre y0 e o0 maximo valor de y; x0 = dose que promove o
maior estimulo da caracteristica; b = desvio padrao em x0. As analises de regressao foram
realizadas com auxilio do software estatistico Sigmaplot 13.0.

Para os dados referentes aos niveis dos compostos nos tecidos
foliares foi realizada a andlise de varidncia dos dados pelo teste F e as médias foram
comparadas pelo teste t a 5% de probabilidade. Foi calculado o erro padrao das médias de
quatro repeticoes e plotados nos graficos como barras horizontais. O mesmo procedimento
foi realizado para os dados referentes ao numero de brotagdes laterais e para o estudo de
produgdo de sementes, no entanto, o erro padrdo de cada média foi calculado com base em
cinco repetigdes. Os erros padrao foram calculados no software Microsoft Excel e os gréaficos
foram construidos no software Sigmaplot 13.0. Foi realizada analise de correlagdo
confrontando o nimero médio de inflorescéncias nas plantas tratadas com as doses de 45 a

350 g e.a. ha'! de glyphosate e testemunhas nio tratadas.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Estudo Preliminar

Os coeficientes de determinagdo (r?) demonstraram um bom ajuste
dos dados ao modelo proposto por Streibig et al. (1988) (Tabela 8). Esta populagio (P4) ndo
apresentou 100% de controle na maior dose testada (5760 g e.a. ha!), podendo ser
considerado resistente, considerando que a dose recomendada para controle desta espécie,
que é de 720 g e.a. ha'!. Os dados de porcentagem de massa fresca da parte aérea das plantas
de C. sumatrensis (P4) tratadas em relagdo a testemunha (Figura 9), assim como a
porcentagem de controle (Figura 10), foram submetidos a anélise de regressdo ndo linear e

os parametros @, b e C estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Estimativas dos parametros a, b e C e o coeficiente de determinagao (r?) do modelo
log-logistico para as plantas de C. sumatrensis (P 4) em relagao a porcentagem

de massa fresca e controle aos 28 DAT.

Variavel b (GRso0 ou
a C r2
Cso)
Massa fresca (%) 98,6629 1339,0457 1,1104 0,9659
Controle (%) 118,5227 3551,2810 -1,3904 0,9985

Equacdo do modelo: y=a/(1+((x/b)"c))
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Figura 9. Curva de dose-resposta para a varidvel massa fresca da parte aérea (g) de C.

sumatrensis (P4) tratadas com glyphosate aos 28 DAT.
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Figura 10. Curva de dose-resposta para a variavel controle (%) de C. sumatrensis. (P4) aos
28 DAT.

Aos 28 DAT também foi realizada a medida da altura das plantas,

apresentada na Figura 11. Houve um aumento na altura das plantas tratadas com glyphosate
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nas doses de 45, 90 e 180 g ha™!. A dose de 90 g ha™! foi a que ocasionou maior altura das
plantas, com cerca de 22% de acréscimo em relag@o a testemunha. A partir da dose de 360
g ha! ocorreu uma redugdo gradativa na altura das plantas. Diversos trabalhos evidenciaram
o estimulo de crescimento de plantas submetidas a baixas doses do herbicida glyphosate
(SCHANBENBERGER et al., 1999; WAGNER et al., 2003; DUKE et al., 2006; GODOY,
2007; CARBONARI et al., 2007a; CARBONARI et al., 2007b ¢ VELINI et al., 2008). O
bloqueio parcial da EPSPS, através da aplicacao de baixas doses de glyphosate, implicou em
estimulos ao crescimento de varias espécies vegetais, incluindo eucalipto, pinus, milho e
soja (ndo transgénica e suscetivel ao glyphosate). O estimulo de crescimento de uma planta
por baixas doses de um composto toxico ¢ denominado “hormesis” (VELINI et al., 2010).
Embora os estimulos de crescimento das plantas relatados nos
trabalhos tenham ocorrido em doses muito baixas do glyphosate, de 1,8 a 36 g e.a. ha'!, o
estimulo na altura das plantas observado para esta populagdo de C. sumatrensis foi para a
aplica¢do da dose de 90 g e.a. ha'! (Figura 11). Este efeito na altura das plantas em doses
mais altas de glyphosate do que aquelas ja relatadas para aumento de crescimento, pode ser
devido ao possivel mecanismo de resisténcia desse bidtipo, que pode ter uma reduzida
translocagdo do glyphosate pelo sequestro do mesmo no vacuolo, como ja foi relatado para
espécies do género Conyza (GE et al., 2010). Como o mecanismo de resisténcia ndo esta
relacionado ao sitio de acdo, o mesmo continua ativo, mas recebe menores quantidades do
herbicida, o que pode explicar o fato de doses maiores do que as usualmente encontradas em

literatura terem causado este efeito “hormético”.
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Figura 11. Altura (cm) das plantas de C. sumatrensis. (P4) aos 28 DAT. Equagdo: y =
6,60+38,71*exp(-0,5%((x-135,93)/199,97)"2). R* = 0,9635.
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Figura 12. Numero de capitulos de C. sumatrensis. (P4) aos 28 DAT. CV = 195,06%;
Ftratamento = 1,641™; DMS = 42,92. ™ nio significativo.
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Figura 13. Detalhe do efeito do glyphosate no aumento do crescimento e antecipagdo do

florescimento em C sumatresnsis (P4) aos 28 DAT.

Nas Figuras 14 e 15 estdo apresentados os niveis dos acidos
chiquimico e desidrochiquimico nas plantas de C. sumatrensis (P4) aos 28 DAT. Houve
pequeno acimulo desses dois compostos nos tecidos das folhas das plantas com o aumento
das doses de glyphosate. Para a maior dose testada foi observado acimulo de 1,5 e 2,0 vezes
dos acidos chiquimico e desidrochiquimico, respectivamente, com relacdo a testemunha.
Geiger et al. (1986) observaram que o aciimulo de 4cido chiquimico em folhas adultas de
Beta vulgaris L. iniciou rapidamente, atingindo uma concentra¢do 80 vezes maior do que a
testemunha, 24 horas apds a aplicagao.

Com o bloqueio da enzima EPSPS pelo herbicida glyphosate,
varios trabalhos demonstraram o aumento da concentracdo de acido chiquimico em plantas
de milho ndo resistentes ao glyphosate (REDDY et al., 2010), plantulas de Brassica napus
(PETERSEN et al., 2007), folhas de ervilha (ORCARAY, 2010), folhas de B. decumbens e
cana-de-agiicar (MATALLO et al., 2009) plantas de soja ndo resistentes ao glyphosate
(HERNANDEZ et al., 1999), folhas jovens e maduras de Lupinus albus (MARIA et al.,
20006). Os elevados niveis de acido chiquimico sdo utilizados como um indicador precoce e
altamente sensivel dos efeitos do glyphosate nos tecidos das plantas (HARRING et al.,
1998). No entanto, PLINE et al. (2002) e SINGH e SHANER (1998) mostraram que plantas
transgénicas resistentes ao glyphosate ndo acumulam grandes quantidades de &cido
chiquimico apo6s a aplicagao do herbicida, desta forma ndo seria um indicador do efeito do

herbicida nestas plantas.
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Figura 14. Concentracio de 4cido chiquimico (pg g') na massa fresca de folhas de C.
sumatrensis (P4) aos 28 DAT. CV = 40,51%,; Ftratamento = 2,961**; DMS =
781,03. ™ significativo a 1%.

O acido desidrochiquimico ¢ um composto intermediario da rota do
acido chiquimico, produzido a partir do acido desidroquinico pela enzima desidroquinato
desidratase no terceiro passo da via e em seguida ¢ convertido a 4cido chiquimico, em uma
reagdo catalisada pela chiquimato-desidrogenase (também conhecida como chiquimato
NADP+ oxidoredutase) (HERRMANN e WEAVER, 1999). Nos passos descritos, terceiro e
quarto da rota, as enzimas que catalisam as reagdes sdo bifuncionais, e desempenham
importante papel na regulagdo de metabolitos nos pontos de ramificacdo da rota para garantir
a producdo suficiente do composto desejado, e sdo encontradas no ponto de ramificagdo para
a sintese de acido quinico (DING et al., 2007). Os compostos desidroquinato e
desidrochiquimato podem ser direcionados para o metabolismo do acido quinico
(BENTLEY, 1990). Gomes (2011) observou acumulo dos acidos chiquimico, quinico e
desidrochiquimico em plantas de milho submetidas a dose de 720 g e.a. ha! de glyphosate

em relagdo a testemunha.
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Figura 15. Concentracio de 4cido desidrochiquimico (ug g!) na massa seca de folhas de
Conyza sumatrensis (P4) aos 28 DAT. CV = 27,55%; Ftratamento = 5,952%%*;
DMS = 8,71. ** significativo a 1%.

Na Figura 15 estdo apresentados os niveis dos aminoacidos
aromaticos, fenilalanina, tirosina e triptofano, no tecido foliar de C. sumatrensis (P4)
submetida a aplicagdo de glyphosate. Os aminoacidos fenilalanina e tirosina apresentaram
comportamento semelhante, com aumento dos niveis até a dose de 1440 g ha™! de glyphosate,
de 2,8 € 2,9 vezes os niveis encontrados na testemunha, respectivamente. A partir desta dose
houve uma queda nos niveis desses aminodcidos, embora mesmo na maior dose de
glyphosate testada (5760 g ha™!) as plantas ainda apresentaram maiores niveis do que a
testemunha.

Petersen et al. (2007) verificaram um aumento pronunciado da
concentragdo de fenilalanina em plantas de B. napus em resposta as concentragdes de 1 e 10
uM de glyphosate, mas a concentracdo tende a decrescer, até a exposi¢do a 50 uM de
glyphosate, estando pouco abaixo da concentra¢do encontrada na testemunha. Embora o
glyphosate seja responsavel pelo bloqueio da biossintese dos aminodcidos aromaticos, os
resultados observados pelos autores ndo revelaram um claro decréscimo no contetido de
fenilalanina, tirosina e triptofano, quando suas concentracdes em plantas expostas ao

glyphosate sdo comparadas com as concentragdes das plantas testemunhas.
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Figura 16. Concentragio de fenilalanina, tirosina e triptofano (ug g') na massa fresca de
folhas de Conyza sumatrensis (P4) 28 DAT. Fenilalanina: CV = 31,60%;
Ftratamento = 8,826**; DMS = 64,18. Tirosina: CV = 36,71%; Ftratamento =
3,595*%*; DMS = 12,84. Triptofano: CV = 44,02%; Ftratamento = 2,303**;
DMS = 126,24. ™ significativo a 1%. * significativo a 5%.

Este aumento no teor de aminoacidos observado por alguns autores

(PETERSEN et al., 2007; ORCARAY et al., 2010; GRAVENA et al., 2009; WANG et al.,



54

2001, GOMES, 2011) pode estar relacionado com a degradacao das proteinas das plantas e
a consequente liberagdo dos aminoacidos que compdoem a mesma. GRAVENA et al. (2009)
verificaram um efeito transitorio do glyphosate nos teores de aminoacidos totais, com uma
redugdo aos 2 DAT em folhas jovens e maduras de limao cravo submetidas a diferentes doses
de glyphosate, e a partir de 4 DAT um aumento dos niveis dos aminoacidos,
independentemente da dose de glyphosate testada.

Os niveis de triptofano nos tecidos das folhas de C. sumatrensis (P4)
apresentaram comportamento diferente do observado para os outros dois aminoacidos
(fenilalanina e tirosina), pois ndo ocorreu aumento dos niveis nas plantas tratadas, com queda
principalmente a partir da dose de 1440 g hal. A aplicagdo de 5760 g ha! de glyphosate
ocasionou uma redugdo de cerca 75% nos niveis de triptofano em relagdao a testemunha
(Figura 16).

O acido salicilico ¢ um composto fenodlico formado na rota do acido
chiquimico e tem como um dos precursores o aminoacido fenilalanina. Os niveis de 4cido
salicilico encontrados seguiram o mesmo comportamento dos niveis de fenilalanina no
tecido das plantas, com aumento observado na dose de 1440 g ha™! de glyphosate e posterior
queda, embora mesmo assim, na maior dose (5760 g ha'!) ainda foi maior do que a
testemunha (Figura 17). Este composto fendlico induz o florescimento em plantas aquaticas
Lemna gibba, Spirodela polyrrhiza e Wolffia microscopica quando essas plantas de dia longo
crescem sob dias curtos com condigdes ndo indutivas de fotoperiodo. Este efeito ¢ ndo
especifico e pode estimular o florescimento nessas e outras espécies (BUCHANNAN et al.,
2000). Embora o acido salicilico possa ter correlagdo com o florescimento das plantas, o
aumento deste ndo correspondeu a dose em que foi observado o estimulo na produgdo de
flores (Figura 17).

A partir dos resultados obtidos nestes experimentos, foram
realizados novos estudos, adicionando-se uma dose mais alta de glyphosate (11520 g e.a. ha
1), pois a maior dose testada ndo foi suficiente para proporcionar 100% de controle das
plantas de C. sumatrensis (P4). Os proximos estudos foram realizados entdo com a mesma
populacdo 4 ja utilizada, além de mais duas populacdes (P1 e P3) de C. sumatrensis e uma

populagio de C. bonariensis (P2).
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Figura 17. Concentragio de 4cido salicilico (ug g') na massa seca de folhas de Conyza
sumatrensis (P4) aos 28 DAT. CV = 191,57%; Ftratamento = 3,930**; DMS

=3,16. " significativo a 1%.

6.2. Estudo 1: Curvas de Dose-Resposta

Os dados de porcentagem de massa seca da parte aérea (folhas +
caule) e sistema radicular em relacdo a testemunha nao tratada e também de porcentagem de
controle ajustaram-se ao modelo log-logistico proposto por Streibig et al. (1988), com
coeficientes de determinagdo (r?) igual ou acima de 0,91 para todas as varidveis e bidtipos.
Os coeficientes de determinagdo e os parametros a, b e ¢ do modelo estdo apresentados na
Tabela 9.

A populagdo de C. bonariensis (P2) apresentou drastica redugao de
massa seca tanto da parte aérea como do sistema radicular ja na primeira dose de glyphosate
testada (45 g e.a.ha™!), evidenciando uma grande suscetibilidade da mesma ao herbicida, com
GRso de cerca de 35 e 37 g ha!, respectivamente (Figuras 18 e 19). As populacdes de C.
sumatrensis apresentaram comportamento semelhante entre si com relagdo a massa seca da
parte aérea e sistema radicular, com GRso para as duas variaveis muito superiores do que

aquelas encontradas para a populagdo 2 (C. bonariensis).
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Tabela 9. Estimativas dos parametros a, b e € e o coeficiente de determinagao (1?) do modelo

log-logistico para as plantas de C. sumatrensis (P1, P3 e P4) e C. bonariensis

(P2) em relagdo a porcentagem de massa seca da parte aérea (PA) e do sistema

radicular (SR) e controle aos 28 DAT.

Conyza sumatrensis (P1)

Variavel a b (GRs0 ou Cso) c r?

Massa seca PA (%) 88,9581 660,8327 1,2506 0,9621

Massa seca SR (%) 96,1514 163,7413 0,7923 0,9190

Controle (%) 97,8827 519,8751 -1,3882 0,9928
Conyza bonariensis (P2)

e P b(GRsooquo) ............... s e
Massa seca PA (%) 100,0712 34,8875 1,0879 0,9952
Massa seca SR (%) 99,7596 36,9229 1,3016 0,9875
Controle (%) 103,0460 88,4696 -0,9217 0,9907

Conyza sumatrensis (P3)

e s b(GRSOOUCSD) ............... s g
Massa seca PA (%) 99,4385 287,9415 0,7955 0,9860
Massa seca SR (%) 99,3022 129,8508 0,8540 0,9844
Controle (%) 109,3935 872,9806 -1,0351 0,9733

Conyza sumatrensis (P4)

e s b(GRSOOUCSD) ............... s g
Massa seca PA (%) 99,7933 293,4113 1,0034 0,9944
Massa seca SR (%) 96,6628 342,4659 1,1657 0,9899
Controle (%) 110,7501 951,4454 -0,9523 0,9847

Equacdo do modelo: y=a/(1+((x/b)"c))
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Figura 18. Curva de dose-resposta para a varidvel massa seca da parte aérea (g) de C.

sumatrensis (P1, P3 e P4) e de C. bonariensis (P2) tratadas com glyphosate aos
28 DAT.
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Figura 19. Curva de dose-resposta para a variavel massa seca do sistema radicular (g) de C.

sumatrensis (P1, P3 e P4) e de C. bonariensis (P2) tratadas com glyphosate
aos 28 DAT.
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A porcentagem de controle das populagoes de C. sumatrensis foi
similar entre elas, e a dose recomendada de glyphosate para esta espécie ndo foi suficiente
para controlar as plantas das populagdes 1, 3 e 4, sendo que a dose satisfatoria para
proporcionar um controle maior do que do que 80% das plantas foi cerca de 2880 g ha™!, ou
seja, quatro vezes maior do que a recomendada. Sendo assim, a populagdo de C. bonariensis
(P2) pode ser considerada suscetivel e as populagdes de C. sumatrensis (P1, P3 ¢ P4),
resistentes ao glyphosate (Figura 20).

As diferentes espécies de Conyza spp. possuem sensibilidade
diferencial ao glyphosate, o que foi demonstrada por Gonzalez-Torralva et al. (2010) que
estudou as trés espécies com maior ocorréncia no mundo em condigdes de casa de vegetagao
e concluiu que C. bonariensis ¢ C. canadensis foram 5,4 e 12 vezes mais tolerantes,
respectivamente, ao glyphosate do que a C. sumatrensis, contudo as trés espécies exibiram
uma alta sensibilidade ao glyphosate no estagio de roseta. As plantas de C. sumatrensis
apresentaram um Cso de 2,9, seguido por C. bonariensis com Cso de 15,7 e C. canadensis de
34,9 g e.a. ha'!. A populagio de C. bonariensis (P2) utilizada apresentou um Cso de 88,4 g
e.a. ha!, maior do que o apresentado por Gonzalez-Torralva et al. (2010) para a mesma
espécie.

A populagdo de C. sumatrensis (P4) utilizada nos experimentos do
estudo preliminar apresentou GRso . Cso de 1339 e 3552 g ha' de glyphosate,
respectivamente. No entanto, a primeira geracao de plantas desta populacdo (P4) foi utilizada
neste estudo e apresentou um nivel de resisténcia bem mais baixo do que as plantas mae,
com GRso e Cso de 293 e 951 g ha'! de glyphosate. Esta reducio no nivel de resisténcia das
plantas pode estar relacionada com a reducao da temperatura ambiente na execugdo deste
experimento, que foi instalado no més de junho, enquanto que o preliminar foi instalado no
més de dezembro, com temperaturas mais altas, o que pode reduzir o sequestro de glyphosate
para o vactiolo, como observado por Ge et al. (2011) em C. canadensis.

O pronto transporte do glyphosate através do tonoplasto em C.
canadensis resistente ao glyphosate sugere fortemente que seja feito por uma bomba de
membrana presente no tonoplasto (GE et al., 2010). Os transportadores ABC sdo comuns no
genoma da planta e requerem ATP para funcionarem e transportar uma variedade de
pequenas moléculas através da membrana (REA, 2007; VERRIER et al., 2009). Ge et al.
(2011) observaram sob condi¢des de temperatura mais alta, que 85% do total de glyphosate

detectado foi sequestrado no vactiolo em C. canadensis resistente comparada com 15% na
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suscetivel. Os autores afirmam que embora ambos os bidtipos possuem a capacidade de
transportar o glyphosate através da membrana do tonoplasto, o processo ¢ mais eficiente em
plantas resistentes. J& o ambiente mais frio suprimiu fortemente a eficiéncia normal do
sequestro do glyphosate no vacuolo da C. canadensis resistente, no entanto, parece nao

restringir severamente a entrada dentro das células da planta (GE et al., 2011).

100 4

80

60

40

Controle (%)

20 1

100 1000 10000

glyphosate (g e.a. ha™)
Figura 20. Curva de dose-resposta para a variavel controle (%) de C. sumatrensis (P1, P3 e
P4) e de C. bonariensis (P2) tratadas com glyphosate aos 28 DAT.

6.3. Estudo 2: Determinacio dos compostos relacionados a rota do acido chiquimico

e acido abscisico (ABA)

A andlise de variancia dos dados e a diferenga minima significativa
entre as médias de cada um dos compostos analisados para cada populagdo de Conyza spp.
testadas estdo apresentados na Tabela 10. Nas Figuras 21 e 22 estdo apresentados os niveis
de glyphosate ¢ AMPA no interior dos tecidos das folhas, ou seja, somente o que foi
absorvido, pois as folhas foram lavadas antes da execucdo das andlises para que todo

contetudo desses dois compostos fosse retirado da superficie foliar.
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Tabela 10. Analise de variancia e valores de diferenga minima significativa (DMS) para os

compostos estudados para as quatro populagdes de Conyza spp..

Populagdes de Conyza spp.

Compostos 0 sssssssssmnsssssscssississsmsesissississisi s
P1 P2 P3 P4
CV(%) 80,59 46,35 47,63 38,37
glyphosate F 21,943**  46,809** 56,200%* 85,955%*
DMS 20,19 16,75 25,43 19,14
CV(%) 288,45 96,95 97,99 58,83
AMPA F 3,114%* 15,160%* 14,520%**  41,598**
DMS 1,26 0,85 1,37 0,70
CV(%) 75 50,65 58,15 66,95
Acido chiquimico F 3,793** 9,853 8,179** 19,962**
DMS 173,99 1671,38 831,80 957,07
. CV(%) 115,58 86,02 104,94 134,84
Acido
desidrochiquimico F 2,355%%* 6,754** 8211** 7,826%**
DMS 17,12 246,17 107,19 92,28
CV(%) 40,11 37,03 28,23 44,80
Fenilalanina F 3,696** 3,004** 10,882%** 13,390**
DMS 116,24 201,04 284,25 130,15
CV(%) 55,48 41,36 39,81 73,47
Tirosina F 5,321%* 9,988** 9,579%** 12,404%**
DMS 24,80 52,16 26,21 38,10
CV(%) 41,09 77,11 40,45 85,81
Triptofano F 0,861™ 3,138* 8,358** 4,155%*
DMS 46,70 1533,65 121,88 51,53
CV(%) 146,46 99,64 74,11 123,60
Acido salicilico F 0,711™ 1,878 3,043%** 1,633™
DMS 5,85 1,36 0,74 0,26
CV(%) 33,40 75,66 89,20 26,12
Acido idolacético F 16,220** 4,360%* 4,614%* 3,913**
DMS 67,72 327,87 127,93 12,91
CV(%) 41,39 67,41 75,35 34,30
Acido abscisico F 0,954 4,120%* 6,612%* 5,239%*

DMS 148,10 351,58 466,31 87,47
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Para a populagéo 2 (C. bonariensis) foram apresentados os dados até
a concentra¢do de 1440 g ha'! de glyphosate aplicado e para as demais populagdes (C.
sumatrensis) até a dose de 2880 g ha™! de glyphosate, pois a partir destas as plantas nio
apresentaram tecido verde suficiente para a execugao das analises.

Os teores de glyphosate nas plantas aumentaram de acordo com o
aumento da dose do produto aplicado. No entanto, observa-se maiores concentracdes do
herbicida na populagao 2 que € suscetivel, um nivel intermediario para as populagdes 3 e 4,
enquanto que a populacdo 1 foi a que apresentou as menores concentragdes de glyphosate
aos 14 DAT. Os maiores teores de glyphosate na populagdo 2 (C. bonariensis), sobretudo
nas menores doses do herbicida, podem justificar a maior suscetibilidade das plantas desta
populagdo ao glyphosate. (Figura 21). Nao foram encontradas diferencas significativas na
absorcao foliar do [14C]-glyphosate entre as trés espécies de Conyza spp. no estudo de
Gonzalez-Torralva et al. (2010), entretanto, a penetragdo foi maior em C. sumatrensis do

que em C. bonariensis e C. canadensis sensiveis ao glyphosate.
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Figura 21. Concentragio de glyphosate (ug g') na massa seca (liofilizada) de folhas de C.
sumatrensis (P1, P3 e P4) e de C. bonariensis (P2) tratadas com glyphosate aos
14 DAT.

A concentra¢do de AMPA nas folhas, o principal metaboélito do

glyphosate, segue 0 mesmo comportamento, evidenciando a presenca deste composto no
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interior do tecido das plantas apds a aplicagdo do herbicida (Figura 22). A detec¢do do
AMPA em folhas, caules e sementes de varias culturas, incluindo a soja resistente ao
glyphosate, ap6s a aplicacado do mesmo, sugere que a glyphosate oxidoredutase (GOX) ou
um tipo de enzima similar, catalise esta reacao (REDDY et al., 2008; REDDY et al., 2004;
DUKE et al., 2003; ARREGUI et al., 2003). Reddy et al. (2004) detectaram 8 pg de AMPA
por grama de tecido de soja resistente ao glyphosate, sete dias apos a aplicagdo do mesmo
em uma dose de 6,72 kg ha''. E possivel também que os niveis d¢ AMPA encontrados nas
folhas das populacdes de Conyza spp., ocorram pela absor¢do do metabolito presente na
superficie das folhas, decorrente da degradacdo microbiana do glyphosate, hipdtese

levantada por Reddy et al. (2008).
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Figura 22. Concentragio de AMPA (ug g'') na massa seca (liofilizada) de folhas de C.
sumatrensis (P1, P3 e P4) e de C. bonariensis (P2) tratadas com glyphosate aos

14 DAT.

Pesquisadores relataram a ocorréncia de duas espécies de plantas
daninhas resistentes ao glyphosate pelo aumento do metabolismo do herbicida nestas
plantas, sendo elas: Digitaria insularis (CARVALHO et al., 2011) e C. canadensis
(GONZALEZ-TORRALVA et al., 2012), mas este ndo parece ser o mecanismo de
resisténcia das populagdes resistentes utilizadas neste estudo, pois as mesmas nao

apresentam aumento do metabolismo do glyphosate a AMPA, uma vez que mantém os niveis
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de AMPA nas mesmas propor¢des que os niveis de glyphosate encontrados nas plantas
resistentes e também na suscetivel. Gonzalez-Torralva et al. (2012) sugeriram que o bidtipo
resistente de C. canadensis testado possui um metabolismo mais forte e rapido do que o
biotipo suscetivel, transformando glyphosate em seus metabolitos AMPA, glioxilato e
sarcosina, e entdo reduzindo a quantidade de glyphosate intracelular que alcanca a enzima
alvo (EPSPS).Também merece destaque o fato dos teores de AMPA terem sido muito
inferiores aos teores de glyphosate, indicando que em todas as populagdes avaliadas
(resistentes ou suscetivel) a metabolizagdao do glyphosate foi pouco intensa.

Os niveis dos acidos chiquimico e desidrochiquimico nas plantas
apresentaram comportamento semelhante ao observado pela absorcdo de glyphosate
(Figuras 23 e 24). A populagao 2 (C. bonariensis) que ¢ suscetivel, apresentou acimulo de
4cido chiquimico mesmo nas menores doses, sendo que na dose de 1440 g ha'! de glyphosate,
as plantas apresentaram um acumulo de 25 vezes em relagdo a testemunha. Na populagdo 1
(C. sumatrensis) praticamente nao ocorreu acimulo do acido chiquimico nas folhas tratadas
com glyphosate, somente um aumento bem menor do que a populacao sensivel, de apenas 4
vezes em relagio A testemunha na dose de 2880 g ha™! de glyphosate. Esse resultado
evidencia a caracteristica de resisténcia desta populagdo com o acumulo muito discreto de
acido chiquimico apenas em dose muito alta de glyphosate.

Reddy et al. (2008) encontraram niveis de acido chiquimico em
onze espécies de plantas ndo tratadas com glyphosate que variaram de 2 a 904 pg ¢! de
tecido. Nas mesmas plantas tratadas com o glyphosate foram observados altos niveis de
chiquimato, com excecao da soja resistente ao glyphosate e do milho resistente e suscetivel
ao herbicida. Os valores variaram de 53 pg g em soja resistente ao glyphosate a 16530 pg
gl em tecidos de caupi. Nandula et al. (2007) testando o efeito do glyphosate no acimulo
de acido chiquimico em folhas de trés variedades de soja resistentes ao herbicida,
verificaram que nao houveram diferengas significativas nos niveis de chiquimato entre as
variedades, com valores que variaram de 113 a 151 pg g™! de tecido.

As populagdes 3 e 4 (C. sumatrensis) apresentaram comportamento
intermediario, com acumulo significativo de acido chiquimico somente a partir da dose de
720 e 360 g ha'! de glyphosate, respectivamente. Mueller et al. (2003) verificaram acimulo
significante de 4cido chiquimico maiores do que os niveis iniciais apds o tratamento com

glyphosate tanto em C. canadensis resistente como na suscetivel ao herbicida, € ndo houve
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diferenga significativa nos niveis de acido chiquimico entre as populagdes resistentes e
suscetiveis aos 2 e 4 DAT.

Mudangas nos niveis de dacido chiquimico nas plantas sao
especificamente o resultado da inibicao da EPSPS (AMRHEIN et al., 1980), e tem sido
utilizado como biomarcador da sensibilidade da EPSPS em plantas ao glyphosate (MULLER
et al., 2003). Comparativamente, uma espécie com um baixo acumulo de 4cido chiquimico
requer um alto nivel de glyphosate para ser letal. As concentragdes de adcido chiquimico nos
tecidos foliares aumentaram em todas as espécies de Conyza spp. testadas por Gonzalez-
Torralva et al. (2010) apds a exposi¢ao ao glyphosate, com quantidades similares entre C.
sumatrensis e C. bonariensis sensiveis ao herbicida, enquanto a C. canadensis, que
apresentou um Cso maior do que das outras das espécies, o acumulo de 4cido chiquimico foi

menor.
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Figura 23. Concentragdo de acido chiquimico (ug g!') na massa seca (liofilizada) de folhas
de C. sumatrensis (P1, P3 ¢ P4) e de C. bonariensis (P2) tratadas com

glyphosate aos 14 DAT.

O acumulo de 4acido desidrochiquimico na populagado suscetivel (P2)
foi maior do que o 4cido chiquimico, sendo 80 vezes maior nas plantas que foram submetidas
a concentragdo de 1440 g ha™! de glyphosate do que a testemunha. Para a populagio 1 (C

sumatrensis) novamente foi observado um discreto aumento somente na maior dose, e as
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populagdes 3 e 4 apresentaram acimulo deste composto somente a partir da dose de 720 g

ha! (Figura 24).
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Figura 24. Concentragio de acido desidrochiquimico (ug g™') na massa seca (liofilizada) de
folhas de C. sumatrensis (P1, P3 e P4) e de C. bonariensis (Bio P2) tratadas
com glyphosate aos 14 DAT.

Os niveis dos trés aminoacidos aromaticos para as quatro populagdes
de Conyza spp. estudadas, estdo apresentados na Figura 25. O comportamento dos
aminoacidos fenilalanina e tirosina com relagdo as doses de glyphosate foram semelhantes
nas populagdes, embora os niveis de fenilalanina sejam maiores do que os niveis de tirosina
nas folhas. A populagdo 2 (C. bonariensis) apresentou oscilagdes nas concentragdes dos dois
aminoacidos em relagcdo ao aumento das doses de glyphosate, com aumentos dos niveis nas
doses de 90 e 360 g ha'!. Mesmo na dose de 1440 g ha'! de glyphosate, esta popula¢io nio
apresentou reducdo significativa nos niveis destes dois aminoacidos. Houve aumento nos
niveis de triptofano nos tecidos desta populagdo tratada com glyphosate, principalmente na
dose de 1440 g ha'!, cerca de 13 vezes maior do que a testemunha.

As populagdes de C. sumatrensis apresentaram comportamento
similar quanto aos teores de fenilalanina e tirosina, com aumento dos niveis destes
aminoacidos em funcdo das doses crescentes de glyphosate. A populacdo 4 foi a que

apresentou maiores aumentos nos niveis de fenilalanina e tirosina, sendo cerca de 7 e 23
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vezes maiores do que a testemunha, respectivamente. Nesta mesma populagdo, o aumento
dos niveis de triptofano também ocorreram, sendo cerca de 4 vezes maior do que a
testemunha. A aplicacdo de glyphosate ndo causou nenhum efeito nos niveis de triptofano
na populagdo 1 e na populacio 3 houve actimulo até a dose de 1440 g ha™!, seguido de uma
queda na dose de 2880 g ha™!, embora sendo ainda maiores do que os niveis encontrados na
testemunha.

A populagio 4 (C. sumatrensis) apresentou o0 mesmo
comportamento observado no experimento preliminar, com aumento dos niveis de
fenilalanina e tirosina com o aumento das doses de glyphosate. No entanto, os niveis de
triptofano aumentaram nas plantas tratadas com relagao a testemunha, o que ndo ocorreu no
experimento preliminar. Esses aumentos nos niveis dos aminoacidos podem estar
relacionados com a degradacdo de proteinas nas plantas expostas ao glyphosate, assim como
ja mencionado no experimento preliminar.

Os trés aminoacidos aromaticos sdo formados a partir do corismato,
que corresponde ao primeiro ponto de ramificacdo da rota do acido chiquimico, que ¢
convertido em arogenato pela enzima corismato mutase, € em antranilato, rea¢do catalisada
pela enzima antranilato sintase (BUCHANNAN et al., 2000). A tirosina e a fenilalanina sdo
formadas a partir de um mesmo precursor, que ¢ o arogenato, ja o triptofano ¢ formado a
partir do antranilato. O comportamento similar dos niveis de fenilalanina e tirosina podem
estar relacionados com a formacao desses aminodcidos a partir de um mesmo precursor.

Os niveis de fenilalanina correlacionaram-se fortemente com os
niveis de tirosina, € medianamente com os niveis de triptofano em trabalho realizado por
Gomes (2011) em plantas de milho submetidas a aplicacao de glyphosate e fosfito. Segundo
Petersen et al. (2007), ha uma tendéncia semelhante no desenvolvimento de fenilalanina e
tirosina em plantulas de B. napus, onde o aumento da concentracdo na menor exposi¢ao ao
glyphosate (1 e 10 uM) € seguido por uma diminuicdo na concentracdo em exposigoes a

altas concentragdes do herbicida (20 a 50 uM).
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Figura 25. Concentracdo de fenilalanina, tirosina e triptofano (ug g’') na massa seca
(liofilizada) de folhas de C. sumatrensis (P1, P3 ¢ P4) e de C. bonariensis (P2)
tratadas com glyphosate aos 14 DAT.
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Os trés aminoacidos aromaticos sdo precursores de uma grande
variedade de metabolitos secundarios de plantas (DEWICK, 1998). Os intermediarios da
rota do acido chiquimico também servem como ponto de partida para a biossintese de
produtos secundarios. Dessa forma, esta via ¢ de eminente importancia para a sintese de
muitos compostos de interesse comercial (HERRMANN e WEAVER, 1999), os quais
também dao origem a diversos compostos envolvidos na regulagdo do crescimento ou na
defesa de plantas, destacando-se os taninos condensados, antocianinas, vitamina E, acido
indolacético (IAA), acido salicilico, flavonas, isoflavonas, fenilpropandides e cumarinas,
fundamentais para o crescimento e desenvolvimento vegetal (VELINI et al., 2012a).

Os niveis de acido salicilico na populagdo de C. bonariensis (P2)
suscetivel sofreram redu¢do com o aumento das doses de glyphosate que as plantas foram
expostas, embora tenha ocorrido um pequeno aumento na dose de 1440 g ha™!, mas mesmo
assim, menor do que a testemunha ndo tratada. As populag¢des 1 e¢ 3 de C. sumatrensis
apresentaram aumento das concentragdes deste composto a partir da aplicagdo da dose de
360 g ha'! de glyphosate, com maior actimulo ocorrendo na dose de 1440 g ha! com cerca
de 1,5 vezes de aumento para a popula¢io 1 e na dose de 2880 g ha! com 4,5 vezes de
aumento em relagao a testemunha (Figura 26). A populagdo 4 (C. sumatrensis) apresentou
aumento dos niveis de acido salicilico somente na dose de 2880 g ha'! sendo 1,2 vezes maior
do que a testemunha. No experimento preliminar essa mesma populagdo apresentou acimulo
muito maior deste composto principalmente na dose de 1440 g ha™!.

Sendo a fenilalanina o precursor da biossintese do 4cido salicilico, o
aumento nos niveis deste pode estar associado ao aumento dos niveis do aminoacido no
tecido (Figura 25). O aumento dos niveis do acido salicilico nas plantas resistentes ao
glyphosate pode tornar essas plantas mais resistentes ao ataque de patdgenos, facilitando
ainda mais a sua adaptabilidade ecoldgica, sobrevivéncia e reproducdo em detrimento das

plantas suscetiveis presentes nessa populagao.
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Figura 26. Concentragio de 4cido salicilico (ug g'') na massa seca (liofilizada) de folhas de

C. sumatrensis (P1, P3 e P4) e de C. bonariensis (P2) tratadas com glyphosate
aos 14 DAT.

Os niveis de 4cido indolacético (IAA) aumentaram nos tecidos de
todas as populagdes com o aumento das doses de glyphosate aplicadas, com excecdo da
populagdo 4 (C. sumatrensis). A populagdo 2 (C. bonariensis) foi a que apresentou maior
acimulo deste composto na dose de 720 g ha™!, sendo quase 14 vezes maior do que a
testemunha. Os maiores niveis de IAA nas populagdes 1 ¢ 3 (C. sumatrensis) foram
observados nas plantas submetidas a dose de 2880 g ha™! de glyphosate, sendo 3,5 e 7,0 vezes
maiores que da testemunha, respectivamente (Figura 26). O [AA tem como precursor para
sua biossintese o aminodacido triptofano, portanto, o aumento dos niveis deste hormonio nas

plantas esta possivelmente relacionado com o aumento dos niveis do aminoacido (Figura

25).
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Figura 27. Concentracio de 4cido indolacético (IAA) (ug kg!) na massa seca (liofilizada)
de folhas de C. sumatrensis (P1, 3 ¢ 4) e de C. bonariensis (P2) tratadas com

glyphosate aos 14 DAT.

Ocorreu acimulo de 4cido abscisico (ABA) em todas as populacdes
testadas submetidas a aplicagdo de glyphosate em relagdo a testemunha sem aplicacao. O
maior aumento foi observado para a populacdo 3 (C. sumatrensis) quando exposta a dose de
1440 g ha! de glyphosate, apresentando 8,4 vezes mais ABA do que a testemunha. A
populaggo 2 (C. bonariensis) acumulou 8 vezes mais ABA do que a testemunha na dose de
720 g ha'. O aumento da concentracio de ABA nas folhas das populagdes 1 e 4 ocorreram
na maior dose de glyphosate (2880 g ha!) apresentando 1,2 vezes mais ABA do que a
testemunha (Figura 28).

Em trabalho realizado com a irrigagdo de Pennisetum purpureum L.
com agua contendo glyphosate (100 mg L), os autores encontraram nas plantas tratadas 1,7
vezes mais IAA na porcao basal de folhas jovens do que na testemunha e duas vezes mais
ABA (RAJASEKARA et al., 1987). Os autores ndo encontraram reduc¢ao dos niveis de I[AA
nas plantas tratadas assim como esperado, € nao ficou claro como as plantas tratadas com
glyphosate apresentaram maiores niveis de IAA e ABA quando comparadas com a
testemunha. Lee e Dumas (1985) compararam o efeito de 2 mM de glyphosate em diferentes
espécies e concluiram que plantas com altos niveis naturais de metabolismo de IAA foram

provavelmente menos dependentes do IAA e entdo menos suscetiveis ao glyphosate.
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Figura 28. Concentragio de 4cido abscisico (ABA) (ug kg!) na massa seca (liofilizada) de
folhas de C. sumatrensis (P1, P3 e P4) e de C. bonariensis (P2) tratadas com

glyphosate aos 14 DAT.

6.4 Estudo 3: Avaliacio do crescimento e producio de sementes

6.4.1. Efeitos do glyphosate no crescimento das plantas

Nas Figuras 29 e 30 estdo apresentados os dados de altura e
brotagdes laterais da populaggo 1 da espécie C. sumatrensis. Foram realizadas trés avaliagoes
aos 42, 70 e 123 DAT, de acordo com o inicio da fase reprodutiva da planta, com o
aparecimento dos primeiros capitulos.

Houve um aumento na altura das plantas que foi observado
primeiramente aos 42 DAT e de forma mais pronunciada na avaliacdo aos 70 DAT, nas
plantas que foram expostas as doses de 45 ¢ 90 g ha'! de glyphosate. A partir da dose de 180
g ha'! as plantas sofreram reducio de porte em relagdo a testemunha sem aplicagio. Aos 123
DAT esse efeito de aumento da altura das plantas ndo foi mais evidenciado, ou seja, as
plantas que ndo foram submetidas a aplicacdo de glyphosate atingiram a mesma altura
daquelas que foram expostas a dose de 45 g ha’!, com posterior reducio das plantas

submetidas as doses subsequentes (Figura 29). Observou-se mais uma vez o efeito de
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hormesis conforme estudo preliminar, no entanto, o efeito foi transitorio e desapareceu na

ultima avaliacdo ja no final do ciclo das plantas.
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Figura 29. Altura (cm) das plantas de C. sumatrensis. (P1) tratadas com glyphosate aos 42,
70 e 123 DAT. Equagdo (42 DAT): y = 4,65+51,01*exp(-0,5*((x-93,67)/-
143,28)"2). R? = 0,9711. Equagdo (70 DAT): y = 3,39+83,07*exp(-0,5*((x-
63,60)/-174,27)"2). R?> = 0,9386. Equacio (123 DAT) y =
117,15/(1+(x/256)"-". R? = 0,9671.

O numero de brotagdes laterais das plantas de C. sumatrensis (P1)
estd apresentado na Figura 30. As plantas submetidas a dose de 90 até a dose de 720 g ha'!
de glyphosate apresentaram aumento gradativo no nimero de brotacdes laterais, com
posterior queda a partir da dose de 1440 g ha'. Este efeito de aumento de produgio de
brotacdes laterais estd relacionado com o efeito do glyphosate, que quebra a dominédncia
apical da planta (com morte ou ndo da gema apical), favorecendo a produgdo dessas
brotagdes. Com o aumento das brotagdes laterais nas plantas que receberam doses altas de
glyphosate, esperava-se que os niveis de IAA, que ¢ o hormodnio responsavel pela
dominancia apical, fossem reduzidos, no entanto, os niveis desse hormonio aumentaram com
o aumento das doses de glyphosate, provavelmente devido ao aumento do seu precursor, o
aminoacido triptofano (Figura 25). Lee (1984) observou aumento das brotagdes laterais e

redu¢do dos niveis de IAA em plantas de soja e feijdo submetidas a aplicagao de glyphosate.
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Figura 30. Numero de brotagdes laterais das plantas de C. sumatrensis. (P1) tratadas com
glyphosate aos 123 DAT. CV = 78,44%; Ftratamento = 8,486**; DMS = 1,66.

*%k . . .
significativo a 1%.

A aplicagdo de uma dose subletal de glyphosate em plantulas de soja
e feijdo promoveram o crescimento de brotagdes laterais mas sem ocasionar a morte da gema
apical em trabalho realizado por Lee (1984). A inibi¢do do crescimento pelo glyphosate sem
morte do tecido foi observada em cultura de tecidos de tabaco, soja e Lotus corculatus L.,
com crescimento novamente sadio dos calos tratados com o herbicida apds serem
transferidos para um meio sem o glyphosate (LEE, 1980), evidenciando que a promocao do
crescimento das brotagdes laterais pelo glyphosate em soja e em feijao ndo foi devido a morte
da gema apical (LEE, 1984).

Os dados de altura e nimero de brotagdes laterais de C. bonariensis
(P2) estao apresentados nas Figuras 31 e 32. A dose maxima avaliada para esta populacio
foi de 360 g ha™! (metade da dose recomendada para controle da espécie), pois a partir desta
as plantas nao sobreviveram. Para esta populacao nao foi observado aumento de crescimento
em altura nas plantas submetidas as doses crescentes de glyphosate em nenhum dos periodos
avaliados (65, 91 e 119 DAT), sendo que a dose de 45 g ha! de glyphosate ja foi suficiente

para reduzir 27% a altura das plantas em relacao a testemunha aos 119 DAT (Figura 31).
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Figura 31. Altura (cm) das plantas de C. bonariensis (P2) tratadas com glyphosate aos 65,
91 e 119 DAT. 65 DAT: CV = 65,56%; Ftratamento = 2,952*; DMS = 22,28.
91 DAT: CV = 46,28%; Ftratamento = 6,156**; DMS = 19,24. 119 DAT: CV
= 26,59%; Ftratamento = 4,568**; DMS = 25,35. ** significativo a 1%. *

significativo a 5%.
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Figura 32. Numero de brotagdes laterais das plantas de C. bonariensis (P2) tratadas com
glyphosate aos 119 DAT. CV = 54,81%; Ftratamento = 1,110™; DMS = 2,97.

S ndo significativo.
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As doses de 90 e 180 g ha'! de glyphosate reduziram o nimero de
brotagdes laterais das plantas de C. bonariensis (P2), enquanto que as plantas submetidas a
dose de 360 g ha'! tiveram suas brotacdes laterais levemente estimuladas pelo herbicida,
devido provavelmente a quebra da dominancia apical (Figura 32).

A populagao 3 (C. sumatrensis) resistente ao glyphosate apresentou
também incremento na altura das plantas com a exposi¢do ao glyphosate (Figura 33). A dose
de 90 g ha™! foi a que ocasionou o maior aumento de altura em relagio a testemunha nos dois
periodos avaliados, aos 113 e 127 DAT. A dose que causou o efeito nesta populagdo foi o
dobro da dose que causou o efeito transitorio de aumento de altura na populacdo 1 da mesma
espécie, também resistente ao glyphosate. As doses de 360 e 720 g ha™! ocasionaram reducio
da altura das plantas com relagdo a testemunha, e as plantas submetidas as doses maiores do

que estas nao sobreviveram para serem avaliadas.
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Figura 33. Altura (cm) das plantas de C. sumatrensis. (P3) tratadas com glyphosate aos 113
e 127 DAT. Equagdo (113 DAT): y = 42,58+45,24*exp(-0,5*((x-136,17)/-
148,73)"2). R? = 0,8794. Equacdo (127 DAT): y = 45,57+45,51*exp(-0,5*((x-
132,42)/-130,46)*2). R? = 0,9267.

Nao foram observadas diferengas significativas no nimero de
brotagdes laterais das plantas que receberam aplicacdes de glyphosate com relagdo a

testemunha (Figura 34). A dose de 360 g ha! de glyphosate foi a responsavel por causar o
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maior efeito de aumento de brotagdes laterais nas plantas, embora ndo tenha sido

significativamente diferente dos outros tratamentos.
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Figura 34. Numero de brotagdes laterais das plantas de C. sumatrensis. (P3) tratadas com
glyphosate aos 127 DAT. CV = 107,70%; Ftratamento = 0,828"; DMS = 1,92.

" ndo significativo.

Assim como observado no experimento preliminar com a populagao
4 (C. sumatrensis), houve também um pequeno aumento da altura das plantas desta mesma
populagio da geracdo seguinte principalmente nas doses de 90 e 180 g ha™! de glyphosate,
a0s 98 DAT (Figura 35). As doses de 360 a 2880 g ha'! causaram redugio gradativa da altura
das plantas, e a partir desta as plantas morreram e ndo puderam ser mais avaliadas.

O numero de brotacdes laterais da populagdo 4 aumentaram em
propor¢ao linear com o aumento das doses de glyphosate (Figura 36). Na dose de 2880 g ha”
I as plantas apresentavam cerca de sete vezes mais brotagdes laterais do que a testemunha,
devido a quebra da dominancia apical e consequente favorecimento do aparecimento das
mesmas. A promogao do crescimento das gemas laterais seguida da aplicagdo do glyphosate
ja foi relatada em Elytrigia repens (Caseley, 1972), Cynodon dactylon (Fernandez, 1976),
sorgo e trigo (Baur et al., 1977) e soja e feijao (Lee, 1984).
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Figura 35. Altura (cm) das plantas de C. sumatrensis. (P4) tratadas com glyphosate aos 113
e 127 DAT. Equagdo (85 DAT): y = 91,69/(1+(x/1633,38)*3!). R? = 0,9630.
Equacdo (98 DAT): y = 50,23+72,38*exp(-0,5*((x-50,23)/-791,51)*2). R? =

0,9642.
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Figura 36. Numero de brotac¢Ges laterais das plantas de C. sumatrensis. (P4) tratadas com
glyphosate aos 127 DAT. CV = 74,06%; Ftratamento = 1,362"; DMS = 3,94.

S ndo significativo.
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lyphosate no florescimento e producio de sementes

O efeito do glyphosate na produgdo de sementes de C. sumatrensis

(P1) estao apresentados nas Figuras 37 e 38. Foram realizadas trés avaliagdes, assim como

para os parametro

periodos. Aos 42

s de crescimento, altura e nimero de brotacdes laterais, nos mesmos

DAT somente as plantas submetidas a dose de 180 e 360 g ha'! de

glyphosate apresentaram a formagdo capitulos (Figura 38). Este dado evidencia a

antecipacao do pe

riodo reprodutivo da C. sumatrensis (P1) quando submetida as doses

subletais de glyphosate, assim como observado no experimento preliminar para a populagio

4 da mesma espéci

c.
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Figura 37. Numero de capitulos abertos (ja produziram sementes) por planta de C.
sumatrensis. (P1) tratadas com glyphosate aos 70 e 123 DAT. 70 DAT: CV =
287,44%; Ftratamento = 1,532"; DMS = 77,94. 123 DAT: CV = 84,69%;
Ftratamento = 2,293*; DMS = 202,54. * significativo a 5%. " ndo significativo.

Na avaliagdo aos 70 DAT, os capitulos dessas plantas e ainda

daquelas submetidas a dose de 90 g ha™! j4 estavam abertos, ou seja, produzindo sementes.

Neste mesmo periodo foi observado um pico no numero total de capitulos, que

correspondem aos

que ja produziram ou estdo produzindo sementes (capitulos abertos)
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somados aos que ainda nao produziram sementes, nas plantas submetidas a dose de 180 g
ha'!, sendo quase duas vezes maior do que a testemunha (Figura 37).

Aos 123 DAT as plantas submetidas a aplicacdo do intervalo de
doses de glyphosate que compreende 45 a 720 g ha'! produziram a mesma quantidade ou
foram superiores na producdo de sementes em relagdo a testemunha, principalmente nas
doses mais baixas. Somente a partir da dose de 1440 g ha'! é que o glyphosate reduziu a
producao de sementes desta populagao resistente (Figura 37). O mesmo comportamento foi
observado quando se leva em consideragdo a produgao total de capitulos por planta (Figura
38).

O comportamento observado no experimento preliminar para a
mesma espécie (P4), foi observado para esta populagdao (P1) com relagdo a antecipagao e
aumento do florescimento ap0s a aplicacdo de glyphosate, e consequentemente a antecipagdo

e aumento da producdo e dispersdo das sementes.
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Figura 38. Numero total de capitulos (nimero de capitulos + ntimero de capitulos abertos)
por planta de C. sumatrensis. (P1) tratadas com glyphosate aos 42, 70 ¢ 123
DAT. 42 DAT: CV =372,04%; Ftratamento = 1,264"; DMS =31,15. 70 DAT:
CV = 141,95%; Ftratamento = 1,596"; DMS = 112,64. 123 DAT: CV =
76,16%; Ftratamento = 2,778%; DMS = 194,93. * significativo a 5%. " ndo

significativo.
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Londo et al. (2014) testaram os efeitos de subdoses de glyphosate e
glufosinate no florescimento e reproducdo em Brassica spp. e verificaram efeitos somente
nas plantas tratadas com glyphosate, resultando em maior nimero de flores em ambos
cultivares sensiveis (Brassica napus) nas duas doses testadas (0,05 ¢ 0,10), possivelmente
indicando um efeito estimulante de baixos niveis de glyphosate na produ¢ao de flores em B.
napus. O aumento do niimero de flores ndo foi observado para as outras variedades testadas
neste estudo: B. napus cv. RR, B. rapa OR, B. rapa CA, B. juncea e B. nigra (LONDO et
al., 2014).

Ao contrario do observado para a populagdo 1 (C. sumatrensis)
resistente ao glyphosate, a populagdo de C. bonariensis (P2) suscetivel ao herbicida, ndo
apresentou antecipa¢do e nem aumento da producao de capitulos (Figuras 39 e 40). Aos 65
DAT as plantas que ndo foram submetidas a aplicacdo de glyphosate apresentaram maior
niimero de capitulos do que as submetidas as doses de 45 e 90 g ha’!, e ainda ndo

apresentavam capitulos abertos, ou seja, com producao de sementes (Figura 39).
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Figura 39. Numero de capitulos abertos (ja produziram sementes) por planta de C.
bonariensis (P2) tratadas com glyphosate aos 91 e 119 DAT. 91 DAT: CV =
106,48%; Ftratamento = 5,032**; DMS = 26,97. 119 DAT: CV = 60,47%;
Ftratamento = 4,552**; DMS = 83,37. ** significativo a 1%.
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O namero de capitulos abertos aos 91 DAT foram maiores também
na testemunha do que nas plantas expostas ao glyphosate, embora essa diferenca ndo tenha
sido significativa para as doses de 45 ¢ 90 g ha'!. A produgdo de sementes foi evidentemente
maior aos 119 DAT, com as plantas sem aplica¢do de glyphosate apresentando cerca de 40%
mais capitulos abertos do que a dose mais baixa de glyphosate (45 g ha™!) (Figura 39).

Essa mesma dose ndo causou um efeito tdo pronunciado no nimero
total de capitulos também aos 119 DAT, evidenciando um atraso na producao dos capitulos
nas plantas submetidas a aplicagio do glyphosate (45 g ha™!), mas niio necessariamente uma
reducio significativa de producio de capitulos e sementes (Figura 40). A partir de 90 g ha™!,
o efeito do herbicida na redugdo do numero total de capitulos foi mais pronunciado, com 40,

65 e 70% de reducio para as doses de 90, 180 e 360 g ha™!, respectivamente (Figura 40).
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Figura 40. Numero total de capitulos (nimero de capitulos + niimero de capitulos abertos)
por planta de C bonariensis (P2) tratadas com glyphosate aos 65, 91 e 119
DAT. 65 DAT: CV = 114,91%; Ftratamento = 6,701**; DMS = 21,40. 91
DAT: CV = 86,67%; Ftratamento = 3,320*; DMS = 53,09. 119 DAT: CV =
68,60%; Ftratamento = 2,944*; DMS = 112,59. ** significativo a 1%. *

significativo a 5%.

Kruger et al. (2010) estudaram a producao de sementes de quatro

populagdes de C. canadensis apos a exposic¢ao ao 2,4-D em pds emergéncia, sendo que as
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plantas que ndo receberam aplicagdo nao apresentaram diferencas na producao de sementes
na auséncia da exposicdo ao 2,4-D, e todas as plantas que foram expostas ao herbicida
sofreram redugdes drasticas na produgdo de sementes, com mais de 95% de reducao no
tratamento com 280 g ha'! do herbicida.

Aos 113 DAT as plantas da populagdo 3 (C. sumatrensis) sem
aplicag¢do de glyphosate apresentaram maior numero de capitulos abertos com producao de
sementes do que as tratadas com o herbicida, embora essa diferenca nao tenha sido
significativa (Figura 41). J4 o nimero total de capitulos neste mesmo periodo de avaliagao
foi maior nas plantas submetidas as doses de 90 e 180 g ha™! de glyphosate (Figura 42).

Esse comportamento alterou-se aos 127 DAT, com maior quantidade
de capitulos abertos nas plantas que receberam a dose de 90 g ha™! de glyphosate quando
comparado com a testemunha (Figura 41), assim como maior nimero total de capitulos por
planta (Figura 42), que foi cerca de 2,2 vezes maior do que a testemunha. Embora a
antecipacao na produgdo de capitulos abertos nao tenha ocorrido nesta populagido, o aumento
da producdo de capitulos e consequentemente sementes foi similar ao ocorrido no

experimento preliminar (P4) ¢ na populagdo 1 desta mesma espécie (C. sumatrensis).
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Figura 41. Numero de capitulos abertos (ja produziram sementes) por planta de C.
sumatrensis. (P3) tratadas com glyphosate aos 113 ¢ 127 DAT. 113 DAT: CV
= 257,32%; Ftratamento = 0,346"; DMS = 38,73. 127 DAT: CV = 132,88%;
Ftratamento = 0,910"; DMS = 75,10. ™ nao significativo.
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Figura 42. Numero total de capitulos (nimero de capitulos + nimero de capitulos abertos)
por planta de C. sumatrensis. (P3) tratadas com glyphosate aos 113 ¢ 127 DAT.
113 DAT: CV =122,22%; Ftratamento = 0.829"; DMS = 81,57. 127 DAT: CV
=111,16%; Ftratamento = 1,612"; DMS = 141,75. ™ ndo significativo.

A condugao do experimento com a populagdo 4 (C. sumatrensis) no
periodo do inverno limitou o desenvolvimento acelerado do mesmo, observado no
experimento preliminar com as plantas que deram origem as sementes utilizadas. No estudo
preliminar aos 28 DAT as plantas ja estavam na fase de florescimento, o que nao foi
observado para este experimento. Até 98 DAT nao foi observado o aumento da produgdo de
capitulos abertos nas plantas tratadas com glyphosate, comportamento observado para as
demais populagdes resistentes de C. sumatrensis até o momento (Figura 43). O niimero total
de capitulos aumentou sensivelmente aos 98 DAT para as doses de 180 e 1140 g ha™! de
glyphosate quando comparado com a testemunha (Figura 44).

A exposicdo de Bassica spp. a doses subletais de glyphosate
ocasionou um atraso no florescimento das plantas, sendo significativamente maiores do que
a testemunha nao tratada (LONDO et al., 2014). Estes resultados demonstraram o potencial
de doses sub letais de glyphosate em alterar o tempo para o florescimento em populacdes de
plantas suscetiveis ao herbicida e essas mudancas na fenologia em plantas daninhas
poderiam contribuir para mudangas nos padroes de fluxo de gene entre plantas resistentes e

sensiveis (LONDO et al., 2014).
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Figura 43. Numero de capitulos abertos (ja produziram sementes) por planta de C.
sumatrensis. (P4) tratadas com glyphosate aos 98 DAT CV = 319,95%;
Ftratamento = 0,880™; DMS = 42,66. ™ nao significativo.
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Figura 44. Numero total de capitulos (nimero de capitulos + nimero de capitulos abertos)
por planta de C. sumatrensis. (P4) tratadas com glyphosate aos 98 DAT. CV =
133,35%; Ftratamento = 0,540"; DMS = 85,74. ™ nao significativo.
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Uma das hipoteses para que o efeito nao tenha ocorrido novamente
neste experimento ¢ a possivel reduc¢do do nivel de resisténcia dessa populacdo 4 em baixas
temperaturas, pela reducao do aprisionamento do herbicida no vactiolo € maior intoxicagao.
Sendo assim, maiores doses do glyphosate podem ter alcangcado o sitio de agdo, ndo
permitindo que esta planta expressasse novamente o estimulo na producdo de capitulos e
sementes.

Na Figura 45 estdo apresentados os dados do ntimero médio de
capitulos nos tratamentos com aplicacdo de glyphosate nas doses entre 45 e 360 g e.a. ha’!
em relacdo ao nimero médio de capitulos na testemunha nas doses equivalentes. Para doses
de até 360 g ha! de glyphosate, praticamente todos os dados de niimero total de capitulos
para as populagdes resistentes (em vermelho) encontram-se acima da linha de equivaléncia,
enquanto que a populagcdo suscetivel (em verde) estd abaixo desta linha, ou seja, as
populagdes resistentes (P1, P3 e P4 - C. sumatrensis) apresentaram mais capitulos em média
nas plantas tratadas com doses de glyphosate entre 45 a 360 g ha™! do que na testemunha e a
populagdo suscetivel (P2 — C. bonariensis) apresentou maior numero de capitulos nas
testemunhas em relacdo aos tratamentos nesta mesma faixa de dose. Estes dados deixam
ainda mais evidente o efeito do glyphosate no aumento do florescimento de populagdes
resistentes de Conyza sumatrensis.

As populagdes 1, 3 e 4 de C. sumatrensis podem ter como
mecanismo de resisténcia o sequestro de glyphosate no vacuolo, que ¢ o mecanismo de
resisténcia a glyphosate mais comum em espécies de Conyza spp., € consequente reducao de
eficacia do produto. Com isso, doses bem menores do que as aplicadas conseguem atingir o
sitio de acdo e bloquear a rota do acido chiquimico. Portanto, os efeitos horméticos que sao
observados para diversas espécies apds a aplicacdo de glyphosate em baixas doses foi
também observado com relagdo a altura e nimero de capitulos para a espécie C. sumatrensis
resistente ao herbicida mesmo em doses bem mais altas, pelo fato dos reduzidos niveis de
glyphosate que provavelmente atingem a enzima alvo (EPSPS). Esse resultado também ¢
evidenciado de maneira indireta pelos menores niveis de acimulo dos 4cidos chiquimico e
desidrochiquimico nas populagdes resistentes (C. sumatrensis) em detrimento da populagéo

2 suscetivel (C. bonariensis).
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Figura 45. Numero médio de capitulos nos tratamentos com a aplicacdo de glyphosate nas
doses de 45 a 360 g e.a. ha! e na testemunha sem aplicagdo nas quatro

populagdes testadas. L. E. = linha de equivaléncia.

Varios  trabalhos relatam  diferencas no  crescimento,
desenvolvimento, fenologia e produg¢do de sementes e competitividade entre bidtipos
suscetiveis e resistentes de Conyza spp. (SHRESTHA et al., 2010; SHRESTHA et al., 2014;
DAVIS et al., 2009; ALCORTA et al., 2011; TRAVLOS e CHACHALIS, 2013). Shrestha
et al. (2010) observaram um acelerado desenvolvimento fenoldégico de C. canadensis
resistente comparada com a suscetivel, embora os dois bidtipos tenham formado roseta no
mesmo periodo, o bidtipo resistente pendoou, formou os botdes florais, floresceu e produziu
sementes antes do bidtipo suscetivel. A formacdo da primeira semente foi observada
aproximadamente 3 a 4 semanas antes no bidtipo resistente do que no suscetivel
(SHRESTHA et al., 2010). Fendmeno similar foi reportado por Westhoven et al. (2008) em
Chenopodium album L. onde os biotipos resistentes iniciaram os primordios florais de 4 a 6
semanas antes do biodtipo suscetivel.

Os efeitos do glyphosate no florescimento das plantas foi somente
relatado em um tnico recente trabalho com espécies de Brassica spp. (LONDO et al., 2014).
Os resultados de antecipacdo do florescimento e aumento do nimero de capitulos e

consequentemente sementes em espécies de Conyza spp., e outras plantas daninhas
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importantes apds a exposi¢do ao glyphosate ndo foram ainda relatados. No entanto, ¢ de
extrema importancia o conhecimento deste mecanismo para o correto manejo desta espécie
altamente problematica para a agricultura mundial. E possivel que este efeito também ocorra
em outras plantas daninhas resistentes ao glyphosate, e também em plantas suscetiveis que
recebem subdoses do produto, e novos estudos devem ser realizados com o objetivo de testar
e validar esta hipotese. E importante que os mecanismos bioquimicos, fisiologicos e
moleculares sejam estudados na tentativa de elucidar este fendmeno.

A abordagem tradicional nos trabalhos de resisténcia ja publicados ¢
considerar que o aumento da resisténcia esta associado a elevagdo da dose necessaria para
controlar os individuos de uma determinada populacdo ou a elevagdo da probabilidade de
sobrevivéncia dos individuos desta populacao em uma determinada dose. A comprovagao
da antecipagao da fase reprodutiva ¢ do aumento na produgao e abertura de inflorescéncias
também podera contribuir para o melhor entendimento da rapida dispersdo das populacdes
de Conyza spp. resistentes ao glyphosate.

Ou seja, a antecipagdo do florescimento e aumento da producdo de
sementes em plantas resistentes ao glyphosate que ndo sejam controladas eficientemente
com doses adequadas ou que sejam expostas a deriva do produto poderdo ter uma maior
habilidade competitiva do que as plantas suscetiveis em uma populagdo, consequentemente,
a mudanga de composicao da flora suscetivel pela resistente ocorrerd em uma escala de
tempo muito menor, com dominio das plantas resistentes em um curto espago de tempo.

Neste caso, além de atuar como um agente de selecdo das plantas
resistentes, por nao controla-las, o glyphosate ainda pode favorecer a produgao de sementes
e disseminacdo das mesmas, além de induzir ao aumento dos teores de acido salicilico,
composto relacionado com a tolerancia das plantas aos patogenos, conforme os resultados
observados. Mais do que nunca passa a ser fundamental a identificagdo da ocorréncia das
populagdes resistentes precocemente para que as aplicagdes de glyphosate sobre estas
plantas ndo tenham um impacto alto no predominio desta populacao, inclusive antecipando

a formac¢do de um banco de sementes antes que outras medidas de manejo sejam adotadas.
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7 CONCLUSOES

- As trés populagdes de Conyza sumatrensis testadas (P1, P3 e P4) apresentaram resisténcia
ao herbicida glyphosate e a populagdo 2 de Conyza bonariensis mostrou-se suscetivel ao
herbicida;

- Os teores de glyphosate e AMPA nas plantas foram inversamente proporcionais ao nivel
de resisténcia das diferentes populagdes;

- Os teores de dos acidos chiquimico e desidrochiquimico nas plantas foram inversamente
proporcionais ao nivel de resisténcia das diferentes populacdes;

- Os teores de fenilalanina e tirosina apresentaram comportamento semelhante em todas as
populagdes, com aumento da concentracdo destes aminodcidos nas folhas expostas as
maiores doses de glyphosate nas populagdes resistentes;

- Os teores de triptofano foram pouco alterados pela presenca do glyphosate nas populagdes
resistentes, enquanto que aumentos ocorreram principalmente na populagdo suscetivel;

- As populagdes resistentes (1 e 3) apresentaram aumentos nos niveis de acido salicilico,
enquanto houve queda dos niveis desse composto na populagdo suscetivel,

- Os niveis de acido indolacético e acido abscisico aumentaram nas plantas submetidas as
maiores doses de glyphosate;

- As populagdes resistentes apresentaram aumento na altura das plantas nas doses de 45, 90
e 180 g ha'! de glyphosate e maior desenvolvimento de brotagdes laterais nas doses mais
elevadas;

- A antecipagdo do florescimento e aumento do numero total de capitulos e de capitulos

abertos ocorreu na populagdo 1 nas plantas que receberam a aplica¢do de glyphosate nas
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doses de 180 e 360 g ha!; na populagdo 3 nas doses de 90 e 180 g ha™! e na populacio 4
(experimento preliminar) nas doses de 90, 180 ¢ 360 g ha™';
- Nao ocorreu antecipacdo de florescimento e aumento na producdo de sementes para a

populacdo 2 (suscetivel) e populacao 4 (segundo experimento);
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