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RESUMO

As infestacfes com Digitaria insularis em areas de culturas anuais e 0s casos de
resisténcia ao herbicida glyphosate aumentaram nos ultimos anos, e estes fatos
contribuiram para tornar a espécie uma das mais importantes plantas daninhas do
Brasil. Diante disso, foram desenvolvidos experimentos que tiveram como objetivo
confirmar a resisténcia de bidtipos de D. insularis perenizados e propagados
vegetativamente resistentes ao glyphosate, bem como, compreender o perfil
metabdlico do herbicida nestas plantas, verificar se existe alteracdo no controle
relativo em funcdo dos métodos de propagacdo empregados e determinar o fator de
resisténcia nas progénies obtidas por sementes autofecundadas. Foram realizados
trés experimentos em casa de vegetacdo no delineamento inteiramente casualizado,
sendo os dois primeiros com oito biétipos de capim-amargoso considerados como
suscetiveis e trés com suspeita de resisténcia ao herbicida glyphosate. No primeiro
experimento foi avaliado o controle das plantas aos 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a
aplicacédo (DAA) do glyphosate. No segundo experimento, avaliou-se o controle nas
mesmas épocas do primeiro e 72 horas apos a aplicacdo do herbicida foi
guantificado o acumulo de acido chiquimico e acido quinico, deposicéo, absorcéo e
translocacdo de glyphosate, concentracdo de AMPA, dos aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina e triptofano) e acido salicilico. No terceiro experimento foram
conduzidas curvas de dose-resposta com glyphosate nas doses de 0; 90; 180; 360;
720; 1440; 2880 e 5760 g e.a. ha’, na progénie de quatro biétipos, e foram
avaliados o controle e a massa seca aos 21 DAA para obtencdo do fator de
resisténcia. O método de propagacao vegetativa se mostrou consistente e nao
alterou a resposta dos bidtipos nos testes de fitointoxicacdo por glyphosate.
Confirmou-se a resisténcia dos trés bibtipos pelo controle visual e acumulo de acido
chiquimico e quinico. A metabolizagdo em AMPA né&o € considerada mecanismo de
resisténcia da espécie ao glyphosate. Os bidtipos resistentes apresentaram maior
concentracdo de acido salicilico. As progénies obtidas por autofecundacdo
apresentaram fator de resisténcia para ECso de 14,37 e 7,04 e para GRsg 12,79 e
3,77.



Palavras-chave: acido chiquimico, acido aminometilfosfénico, capim-amargoso,

resisténcia a herbicidas.



ABSTRACT

Digitaria insularis ocurrence infestations in annual crop and cases of glyphosate
herbicide resistance have increased in recent years, and the facts contributed to
make the species one of the most important weeds in Brazil. Therefore, experiments
were carried out to confirm the resistance of perennial and vegetatively propagated
D. insularis biotypes resistant to glyphosate, as well as to understand the metabolic
profile of the herbicide in these plants, to verify if there is alteration in the relative
control according to the methods and determine the resistance factor in the
progenies obtained by self-fertilized seeds. Three experiments were carried out
under greenhouse conditions in a completely randomized design, the first two with
eight sourgrass biotypes considered as susceptible and three with suspected
resistance to glyphosate herbicide. In the first experiment, the control of the plants at
7, 14, 21 and 28 days after glyphosate application (DAA) was evaluated. In the
second experiment, the control was evaluated in the same periods of the first and 72
hours after the application of the herbicide was quantified the accumulation of
shiquimic acid and quinic acid, deposition, absorption and translocation of
glyphosate, concentration of AMPA, aromatic amino acids (phenylalanine, tyrosine
and tryptophan) and salicylic acid. In the third experiment, dose-response curves
were conducted with glyphosate at doses of 0; 90; 180; 360; 720; 1440; 2880 and
5760 g e.a. ha™, in the progeny of four biotypes, and control and dry mass were
evaluated at 21 DAA to obtain the resistance factor. The vegetative propagation
method was consistent and did not alter the response of the biotypes in the
glyphosate control tests. The resistance of the three biotypes was confirmed by the
visual control and accumulation of shikimic and quinic acid. Metabolization in AMPA
is not considered a resistance mechanism of the species to glyphosate. Resistant
biotypes showed higher concentration of salicylic acid. The progenies obtained by
self-fertilization presented a resistance factor for ECsg of 14,37 and 7,04 and for GRsg
12,79 and 3,77.

Keywords: Shiquimic acid, aminomethylphosphonic acid, sourgrass, resistance to
herbicides.
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1 INTRODUCAO

Plantas daninhas sao todas aquelas plantas que ocorrem onde nao sao
desejadas (BLATCHLEY, 1912). Ainda, uma planta pode ser considerada daninha
qgquando prejudica a atividade humana (SILVA e SILVA, 2007). Conforme a
agricultura se desenvolvia, 0 homem passava a criar condicdes ideais de
crescimento e desenvolvimento as culturas implantadas, por consequéncia, o
preparo de solo empregado controlava as plantas daninhas ali presentes
(CARVALHO, 2013). Porém, com o passar dos anos, algumas destas plantas
sobreviviam e se multiplicavam pela disseminacédo de propagulos, e foi a partir dai
gue o ser humano passou a entender o conceito de planta daninha.

A resisténcia destas plantas a herbicidas surgiu ap6s a adocao destes produtos
como principal ferramenta de controle que passou a selecionar rapidamente estas
plantas. A partir dai surge o conceito de resisténcia, que é definida pela Sociedade
Americana de Ciéncia das Plantas Daninhas, como a habilidade hereditaria de uma
planta sobreviver e se reproduzir, apds a exposicdo a uma dose de herbicida
normalmente letal para o biétipo selvagem da espécie (HEAP, 2016).

Dentre os herbicidas registrados e utilizados no Brasil, o principal é o glyphosate,
ele atua inibindo a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS) e
blogueia a rota do &acido chiquimico, responsavel pela producdo dos aminoacidos
aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, que, além de serem utilizados na
producdo de proteinas nas plantas, atuam como precursores de um grande nimero
de metabdlitos secundarios como pigmentos, flavonoides, auxinas, fitoalexinas,
lignina e taninos (VELINI et al., 2009). Para este herbicida existem relatos de 37
casos de plantas daninhas resistentes em todo o mundo, e no Brasil, sdo 8 casos
registrados (HEAP, 2017). Dentre estas plantas, esta o capim-amargoso (Digitaria
insularis (L.) Mez ex Ekman), que além de ser resistente a este herbicida, também
apresenta algumas populacdes resistentes a fenoxaprop-P-ethyl, e haloxyfop-P-
methyl (HEAP, 2017).

O capim-amargoso atualmente é considerado uma das principais plantas
daninhas do pais. Dentre 0s motivos estdo a sua alta capacidade competitiva com a
cultura da soja, que pode reduzir a produtividade da cultura em torno de 44%
(GAZZIERO et al., 2012) e a distribuicdo da espécie, que atualmente, esta dispersa

em praticamente todas as regibes produtoras do pais (LOPEZ-OVEJERO et al.
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2017). Além disso, os resultados de pesquisa obtidos para compreender o0s
mecanismos de resisténcia da espécie ao herbicida glyphosate ainda sao
controversos. Alguns destes mecanismos propostos sao a absorcéo e translocacéo
reduzidas, rapida metabolizacdo deste herbicida e alteracdes de aminoacidos na
sequencia enzimatica da enzima alvo (CARVALHO et al. 2012).

Faltam também informacdes com capim-amargoso perenizado, que € uma
situacdo muito comum na agricultura, pois os resultados encontrados para 0s
mecanismos de resisténcia e dinamica do glyphosate para a espécie contemplam
plantas jovens obtidas através de sementes. Diante destes fatos, tornou-se
necessario o desenvolvimento desta pesquisa, que teve como objetivo confirmar a
resisténcia de biotipos de D. insularis perenizados e propagados vegetativamente
resistentes ao glyphosate, bem como, compreender o perfil metabdlico do herbicida
nestas plantas, verificar se existe alteragdo no controle relativo em funcédo dos
métodos de propagacdo empregados e determinar o fator de resisténcia nas

progénies obtidas por sementes autofecundadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Capim-amargoso: Distribuicdo, morfologia e biologia

O Brasil é o pais que tem a maior diversificacdo de plantas do género Digitaria
spp. com a constatacdo de 26 espécies nativas e 12 exoticas (DE MARIA et al.,
2006). Dentre elas, destaca-se o capim-amargoso (Digitaria insularis (L.) Mez ex
Ekman), uma graminea da familia Poaceae, ordem Poales, classe Monocotiledone,
perene e que realiza fotossintese pelo ciclo C4 (KISSMANN; GROTH, 1997).

D. insularis € nativa das Américas, onde € facilmente encontrada em éareas de
pastagens, cafezais, pomares, rodovias, cidades e em areas com cultivos anuais
(MACHADO et al., 2008). Atualmente, essa espécie se tornou uma das principais
plantas daninhas do Brasil e estd amplamente disseminada (BRANDAO et al., 1995;
CARVALHO; PITELLI, 1992; BRIGHENTI et al., 2003; PEREIRA; VELINI, 2003;
OLIVEIRA; FREITAS, 2008; KUVA et al., 2008). E uma planta agressiva, sua
matocompeticdo pode interferir fortemente na producdo de espécies de interesse
econdmico, como é o caso da soja, onde infestacbes com 4 a 8 plantas m2 reduzem
a produtividade da cultura em torno 44% (GAZZIERO et al., 2012).

Trata-se de uma planta com porte herbaceo e ereto, mede entre 0,5 e 1,50 m de
altura e se reproduz tanto por sementes quanto por rizomas, a partir dos gquais,
formam densas touceiras (LORENZI, 2000). Os colmos sao cilindricos e
canaliculados, apresentam entrends longos pouco ou nada ramificados com até
1 cm de espessura na base (KISSMANN; GROTH, 1997).

O sistema radicular desta planta é fasciculado, apresenta curtos rizomas
ramificados, fibrosos e com presenca de amido (MACHADO et al., 2008).

A lamina foliar é lanceolada, ligeiramente aspera, anfiestomética, com até 40
centimetros de comprimento por 1 cm de largura, apresenta esparsos pélos e
margens finamente serrilhadas (MACHADO et al., 2008). Ainda para os autores, 0
capim-amargoso proveniente de rizomas, em comparagcdo aos oriundos de
sementes, apresenta folhas com maior indice estomatico e lamina foliar mais
espessa em ambas as faces da epiderme. A maior espessura deste tecido é
caracteristica de plantas adaptadas a condi¢cdes de sombreamento (CASTRO et al.,
1987; TAIZ; ZEIGER, 2004). Por este motivo, espera-se que 0 capim-amargoso

perenizado seja mais tolerante a supressao de luz realizada pela cultura.
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A inflorescéncia é do tipo panicula ramificada, terminal e em formato de espiga,
possui até 30 cm de comprimento, € alocada sobre longas hastes e cada panicula é
constituida de 20 a 50 espigas (KISSMANN; GROTH, 1997; MOREIRA;
BRAGANCA, 2010). As espigas possuem coloracdo branco-prateada, e séo
constituidas por numerosas espiguetas pareadas e rodeada por pélos sedosos, o
que facilita a sua distincdo de outras espécies (KISSMANN; GROTH, 1997,
MOREIRA; BRAGANCA, 2010).

As sementes sdo do tipo cariopse e recobertas por inumeros pélos dos quais
facilitam sua disseminacgéo a grandes distancias, principalmente pelo vento, e, ainda,
possuem alto percentual germinativo (KISSMANN; GROTH, 1997). Em uma mesma
touceira ocorrem varios fluxos de florescimento, sendo que, cada fluxo pode
produzir, em média, entre 6,5 a 50 mil sementes por planta (FRAGA et al., 2016).

Quanto a germinacdo do capim-amargoso, por suas sementes serem muito
pequenas, sua emergéncia depende da profundidade em que estd no solo, da
umidade, luz e da temperatura (PYON et al.,, 1977; GOMES; CHRISTOFFOLETI,
2008). De acordo com Pyon et al. (1977), a uma profundidade de até 3 cm no solo
tem-se em torno de 80% de germinacdo, e quando estdo dispostas a 4 cm é
reduzida para 10%. J& para Reinert (2013), que estudou a viabilidade de sementes
desta espécie, verificou que elas s6 se tornam inviadveis quando estédo dispostas a
pelo menos 5 cm de profundidade no solo por mais de 180 dias.

A luz e a temperatura também sao fatores importantes a serem considerados, no
entanto, existem algumas divergéncias nos resultados encontrados. Quando a
temperatura € constante, entre 20 a 30° C, a germinacao depende da presenca de
luz, e quando alternadas, entre 15 e 35° C, independem da luz e apresentam indices
germinativos préximos de 90% apos 10 dias (MONDO et al., 2010). Além disso, de
acordo com Pyon (1975), quando estas sementes sdo expostas a luz, por um
periodo de 8 a 12 horas, germinam mais rapidamente com indices proximos a 70%
em 5 dias. J4 para Mayer e Poljakoff Mayber (1989); Vazquez-Yanes e Orozco-
Segovia (1993), independente dos bi6tipos serem suscetiveis ou resistentes ao
glyphosate, a luz ndo influencia na germinacdo de D. insularis, e que a temperatura
otima esta entre 25 e 30° C. Entretanto, recentemente, Mendonca et al. (2014)
verificaram que as sementes do capim-amargoso dependem da luz para
germinarem, sendo a temperatura de 35° C combinado com a luz a condi¢do mais

favoravel, e que 45° C neste periodo € letal.
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A gquantidade de cobertura vegetal presente no solo também exerce influéncia
na emergéncia do capim-amargoso. Segundo Reinert (2013), ao estudar os
aspectos da biologia desta espécie, verificou maior indice de emergéncia nos locais
onde n&do havia cobertura de palha, e, nos locais com cobertura a partir de 4 t ha, a
emergéncia foi afetada independente dos materiais serem suscetiveis ou resistentes
ao herbicida glyphosate.

Quanto ao crescimento da espécie, também nado existe um consenso entre 0s
pesquisadores sobre o0s resultados experimentais relatados, isso evidencia a
influéncia que a temperatura e o fotoperiodo exercem sobre a biologia desta planta.
Em geral, o capim-amargoso possui crescimento inicial lento, em média dos 35 a 45
dias apos sua emergéncia (DAE), principalmente em locais sombreados ou que
estejam com temperaturas mais baixas, permitindo que a espécie seja suprimida
pelo desenvolvimento mais rapido de outras espécies daninhas ou até mesmo da
cultura instalada (MACHADO et al., 2006). De acordo com os autores, a partir dos 35
a 45 DAE, a planta forma rizomas, densas touceiras e tem crescimento intenso até
os 105 dias, a partir dai o crescimento é reduzido em fungcdo da senescéncia.

Quando o capim-amargoso germina na primavera, com fotoperiodo crescente,
floresce com 80 a 100 DAE e apresenta maior acumulo de matéria seca
(CARVALHO; NICOLAI, 2016). Quando germina no final do verdo, em condi¢éo de
fotoperiodo decrescente, floresce entre 63 e 70 DAE e apresentam menor acumulo
de massa seca (MACHADO et al., 2006). No entanto, a espécie floresce o ano todo

e de modo mais intenso no inicio da primavera.
2.2 Glyphosate: Modo de acéo

O glyphosate (N-Fosfonometil-glicina) é um herbicida que possui acdo em pos-
emergéncia, pertence ao grupo quimico das glicinas substituidas, apresenta amplo
espectro de controle e acdo sisttmica (GALI, 2009), sendo translocado
preferencialmente via floema com posterior acimulo nos tecidos meristematicos e
orgaos subterraneos (MONQUERO et al., 2004). Nao apresenta acao residual no
solo, sendo rapidamente adsorvido nos coldides e degradado por microorganismos,
principalmente a AMPA (&cido aminometilfosfénico) e CO, (GIMSING et al., 2004). E

0 Unico herbicida que bloqueia a EPSPS (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato-sintase),
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e isso compromete uma série de processos fundamentais para as plantas crescerem
e se desenvolverem (VELINI et al., 2009).

Quando o glyphosate é aplicado em plantas sensiveis a ele, os danos
geralmente se desenvolvem de forma lenta e a morte acontece apos varios dias e
até mesmo semanas. A estabilidade in vivo do glyphosate nas plantas é muito
importante na contribuicdo de seus efeitos fitotoxicos irreversiveis (VELINI et al.,
2009). Os sintomas mais comuns que se observa apés a pulverizacdo em plantas
suscetiveis sdo a paralisacao do crescimento, murchamento, regidées meristematicas
e folhas novas amareladas, folhas avermelhadas, encarquilhamento,
branqueamento e posteriormente necrose e morte da planta.

O glyphosate é um herbicida pés-emergente que, quando aplicado, é lentamente
absorvido pela cuticula das folhas devido a sua alta solubilidade (log de kow
aproxima-se a - 4), isso exige um periodo de aproximadamente 6 horas sem chuva,
dependendo da formulacdo utilizada, para correta absor¢cdo e controle satisfatério
das plantas suscetiveis (KRUSE et al., 2000). A diferenca de concentracdo do
produto aplicado, entre o local que ele foi depositado na planta e o que foi
encontrado em seu interior, pode influenciar sua taxa de absorcdo. E por este motivo
gue a elevacao da concentracdo de glyphosate na superficie da folha aumenta a sua
absorcdo (BUHLER; BURNSIDE, 1983; LIU et al., 1996; FRANZ et al., 1997).
Segundo estes autores, este € o motivo do glyphosate, quando aplicado com baixo
volume de calda, ter sua eficacia aumentada.

A principal dificuldade para a absor¢éo pelas folhas é o aparecimento de tecido
suberificado nas regides velhas e a deposicdo de cutina, que forma a cuticula das
folhas, responsaveis por impedir a livre movimentacdo de gases e solucdes
(RODRIGUES, 2009). Segundo Chachalis et al. (2001), diferencas na
hidrofobicidade da cuticula pode refletir na absorcdo do glyphosate, sendo que,
guando a cuticula possui maior grau hidrofébico a eficiéncia do glyphosate é
reduzida.

Quanto a movimentagcdo na planta sabe-se que para um herbicida ser
translocado até a enzima alvo é necessario que o mesmo seja absorvido pela
membrana plasmatica, ou seja, o glyphosate precisa entrar no simplasto. A
penetracdo de glyphosate nas células € mediada por proteinas transportadoras de
fosfato, que sdo encontradas na membrana plasmatica (MERVOSH; BALKE, 1991).

O fato de o glyphosate ter seu transporte facilitado por proteinas € muito importante,
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pois, a expressao do gene associado a sintese desta proteina pode alterar a eficacia
com que este herbicida é absorvido e transportado nas plantas (VELINI et al., 2009).
Plantas ou gendtipos com maior expressdo do gene associado a essa proteina,
provavelmente, terdo uma maior absorcao e translocacéo do glyphosate tornando-as
mais suscetiveis (VELINI et al., 2009).

A translocagéao do glyphosate ocorre preferencialmente via floema, no entanto,
também pode ocorrer movimento apoplastico em menor intensidade, além disso,
este composto aparentemente tem dificuldade de penetrar no floema, contudo, uma
vez ali localizado é altamente mével (GOUGLER; GEIGER, 1984; FRANZ et al.,
1997). Varias teorias podem explicar esta dificuldade de penetracdo do glyphosate
no floema, tais como: a inibicdo da fixacdo de CO,, a interrupcdo da sintese de
amido, a limitacao do uso de amido armazenado, danos a integridade dos elementos
crivados e limitacdo do fluxo de importacdo e descarregamento de sacarose
(GEIGER; BESTMAN, 1990).

O transporte deste herbicida no floema percorre pelo mesmo caminho dos
acucares que sdo produzidos na fotossintese, ou seja, movem-se das folhas em
direcdo aos frutos e/ou sistema radicular (RODRIGUES, 2009). De posse destas
informacdes, é possivel afirmar que a translocacdo do glyphosate nas plantas sofre
influéncia da quantidade de acucar que € transportada para cada uma de suas
partes durante o seu ciclo de vida (MONQUERO et al.,, 2004). Portanto, a
translocacdo de glyphosate é facilitada por condi¢cdes que favorecam a fotossintese
da planta (DELLA-CIOPPA et al., 1986).

O sitio de acdo deste herbicida € a enzima 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato
sintase (EPSPs E.C. 2.5.1.19) presente na rota da sintese de fenilalanina, tirosina e
triptofano (KRUSE et al., 2000). Ela é codificada no nucleo das células, atua nos
cloroplastos e a biossintese destes aminoacidos ocorre primariamente nos
plastideos (VAUGHN; DUKE, 1991; READE; COBB, 2002). Quando a EPSPS é
inibida, a entrada de carbono na rota do acido chiquimico é influenciada pelo
aumento da atividade de 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintase
(DAHPS), uma enzima responsavel por catalisar a transformacdo de eritrose-4-
fosfato junto com fosfoenolpiruvato e formar corismato, que por sua vez, € precursor
dos aminoacidos aromaticos (DEVINE et al., 1993). A atividade da DAHPS é
aumentada devido as concentragdes reduzidas de arogenato (composto que inibe a

alteracdo da DAHP e que esta localizado depois da EPSP na rota), provocando
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niveis elevados de acido chiquimico, pois a rota € interrompida quando a EPSPS é
inibida (VELINI et al. 2009).

A quantidade de &cido chiquimico que se acumula, devido a desregulacdo da
rota, provoca uma forte drenagem de carbono no ciclo de Calvin por conta do desvio
de eritrose-4-fosfato que seria utilizado para regenerar a ribulose bifosfato (GEIGER
et al.,, 1986; GEIGER et al., 1987; SERVIATES et al., 1987; SHIEH et al., 1991).
Esse € um importante efeito da inibicAo causada pelo glyphosate, que reduz
drasticamente a producédo fotossintética. O acumulo de acido chiquimico também
blogueia a sintese dos amino&cidos aromaticos (VIDAL, 1997). Além disso, a rota do
acido chiquimico é responsavel por formar os compostos secundarios, que
representam até cerca de 35% de toda biomassa de um vegetal (BOUDET et al.,
1985).

Portanto, o acumulo de acido chiguimico desregula o metabolismo do carbono
nas plantas levando a um aumento de sua concentracgdo intracelular, isso reduz a
atividade fotossintética e limita a translocacdo do herbicida. Além disso, impede a
formacédo de corismato, precursor dos aminoacidos aromaticos, fundamentais para a
continuidade da sintese proteica nas plantas, a partir dos quais, sdo produzidos
varios metabdlitos secundarios como acido indol acético (AlA), fendis, flavonoides,
fitoalexinas e lignina (COLE, 1985; LYDON; DUKE, 1988; HAHLBROCK; SCHEEL,
1989; WHETTEN; SEDEROFF, 1995; GRUYS; SIKORSKI, 1999).

O AIA é uma auxina responsavel por promover o crescimento das plantas, ele
deriva do aminoacido triptofano, e, portanto, sua biossintese € inibida pela acdo do
glyphosate (YAMADA; CASTRO, 2007). Sua sintese também depende do indol-3-
glicerol fosfato, que por sua vez, necessita do corismato para ser formado. Portanto,
o glyphosate bloqueia totalmente a sintese de AIA (YAMADA; CASTRO, 2007).

Os acidos fendlicos sdo compostos secundarios sintetizados pelas plantas e que
atuam na defesa contra insetos e patogenos (fitoalexinas), ddo suporte mecanico
(lignina/celulose), servem como atrativos para polinizadores (antocianinas),
protegem o0s vegetais da radiagcdo ultravioleta e ainda podem reduzir o
desenvolvimento de plantas proximas (TAlIZ; ZEIGER, 2004). Segundo estes
autores, a rota do acido chiquimico tem participacdo na biossintese da maioria dos
fendis vegetais. O’'Brien e Prendeville (1979), ao medirem o teor de eletrélitos
lixiviados, observaram que a concentracdo de 10" mM de glyphosate promoveu

aumento da permeabilidade da membrana celular de Lemna minor entre 12 e 24
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horas, e com 102 mM entre 48 e 96 horas. De acordo com Duke et al. (2006),
subdoses de glyphosate aumenta a suscetibilidade de soja a doengas como
Phytophthora megasperma e Pseudomonas syringae, e Colletotrichum
lindemuthianum e Pythium spp. em feijoeiro. Para estes autores, essa predisposi¢ao
esta relacionada a lignificacdo e a producédo de fitoalexinas nas plantas, pois ambas
passam pela rota do chiquimato.

2.3 Plantas daninhas resistentes a herbicidas

Existem varias definices de resisténcia, cada qual com a sua complementacéo,
uma delas é descrita pela Sociedade Americana de Ciéncia das Plantas Daninhas
como a capacidade que um bi6tipo tem de sobreviver e conseguir se reproduzir
depois de ter sido exposto a uma dose de herbicida, que normalmente seria fatal
para a sua espécie, caracteristica esta que € hereditaria (HEAP, 2016). O primeiro
relato de resisténcia a herbicidas foi na década de 1950, nos Estados Unidos, com
Convolvulus arvensis, uma planta de folha larga, trepadeira e perene, resistente ao
herbicida 2,4-D (CHRISTOFFOLETI et al., 2016). Atualmente tem-se registro de 993
casos de plantas daninhas resistentes a herbicidas em 66 paises (HEAP, 2017). No
Brasil sdo 45 casos, o primeiro foi para Bidens pilosa em 1993 resistente a
herbicidas inibidores da ALS, e o dUltimo relato para Conyza sumatrensis com
resisténcia aos herbicidas inibidores da Protox (HEAP, 2017).

J& a tolerancia destas plantas a herbicidas € definida como a capacidade que
uma espécie tem de sobreviver e conseguir se reproduzir, mesmo que sofra injurias,
depois de ter sido exposta a uma dose de herbicida, que normalmente seria fatal
para outras espécies (CHRISTOFFOLETI et al., 2016). Em outras palavras é uma
caracteristica que ja existe antes mesmo da planta receber aplicacdo do produto,
como exemplo as espécies Ipomoea spp. e Commelina spp. que sao tolerantes ao
glyphosate e nunca foram bem controladas pelo herbicida.

A suscetibilidade pode ser definida como o grau de injuria ou morte da planta
observados apds a aplicacdo de um herbicida, sendo esta uma caracteristica
inerente de cada espécie, nesta situacdo, a planta morre por ndo suportar a acéo do
herbicida (CHRISTOFFOLETI et al., 1994).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas pode ser classificada como

simples, cruzada ou mudltipla. Simples, quando biétipos de plantas daninhas sao
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resistentes a um anico herbicida dentro de um mesmo mecanismo de acdo. Para
este caso tem-se como exemplo a planta daninha Chloris elata que apresenta
resisténcia somente ao herbicida glyphosate (HEAP, 2017).

A resisténcia cruzada acontece quando as plantas daninhas sao resistentes a
dois ou mais herbicidas, de diferentes grupos quimicos, porém que pertenga a um
mesmo mecanismo de acdo. Como exemplo de planta daninha, tem-se Lolium
multiflorum que é resistente a herbicidas inibidores da ACCase (HEAP, 2017), neste
caso, 0 azevém € resistente a dois grupos quimicos deste mecanismo
(ariloxifenoxipropianatos e ciclohexanodionas). Ainda, pode haver varia¢cdes no nivel
de resisténcia dentro de um mesmo grupo quimico (CHRISTOFFOLETI et al. 2016;
AGOSTINETTO; VARGAS, 2009). Foram encontrados niveis de resisténcia cruzada
em Euphorbia heterophylla aos herbicidas pertencentes ao grupo quimico das
imidazolinonas e sulfoniluréias, ambos inibidores da ALS (XAVIER, 2014).

J& a resisténcia multipla é quando as plantas daninhas possuem resisténcia a
mais de um herbicida que pertencem a diferentes mecanismos de acdo. Um
exemplo & o Amaranthus palmeri, no Brasil ele é resistente aos herbicidas inibidores
da ALS e ao glyphosate (HEAP, 2017). Este tipo de resisténcia € mais problemético,
pois a planta passa a ter diferentes mecanismos de resisténcia que irdo conferir
resisténcia a diferentes mecanismos de acao de herbicidas, e isso limita 0 nimero
de ingredientes ativos eficazes para seu controle.

Bidtipos resistentes sempre estdo presentes na area, porém em uma baixa
frequéncia (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008). De acordo com estes
autores, quando um herbicida é pulverizado, ele atua como agente de pressao de
selecdo, a planta daninha suscetivel morre e a resistente sobrevive e se multiplica
sem a presenca da suscetivel. Se uma planta resistente consegue completar seu
ciclo, produzird centenas ou milhares de sementes e, nas proximas safras, ocorrera
multiplicacdo destas plantas. Geralmente quando o problema é detectado, ele ja &
expressivo, pois sO se percebe a resisténcia quando cerca de 30% das plantas
apresentam esta caracteristica (MAXWELL; MORTIMER, 1994).

A evolucéo da resisténcia € afetada por diversos fatores que sao classificados
como genéticos, bioecologicos ou agrondmicos, e sdo eles que determinardo o
tempo necessario para os biétipos resistentes tornarem-se predominantes na area
(MATIELLO et al., 1999; CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008).



27

Biotipos adaptados a determinado ambiente normalmente competem mais com
os demais e séo capazes de aumentar sua populacdo ao decorrer dos anos, e por
consequéncia, eliminam os menos adaptados (SAARI et al., 1994). Para os autores,
os individuos resistentes possivelmente apresentam menor adaptacdo ecoldgica
nesses locais e mesmo assim podem se tornarem predominantes, caso as plantas
suscetiveis sejam eliminadas.

A variabilidade genética entre plantas daninhas de mesma espécie permite que
elas consigam evoluir e se adaptar a novos locais. O capim-amargoso € uma planta
gue apresenta alta variabilidade, Martins (2013) constatou em seu trabalho, com uso
de primers aleatérios, que o DNA de plantas de capim-amargoso resistentes e
suscetiveis ao glyphosate apresentaram variacdo de 56,6%. E provavel que isso
esteja relacionado com a sua taxa de fecundacéo cruzada, embora seja uma planta
predominantemente autbgama, ou seja, 0 seu genoma variado pode ser responsavel
pela rdpida evolugdo da resisténcia.

A frequéncia inicial de um gene que promove a resisténcia € um fator muito
importante que afeta a evolucdo da resisténcia (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-
OVEJERO, 2008). Quanto maior for esta frequéncia, menor € o periodo de tempo
para que os individuos resistentes aumentem sua propor¢cdo com aplicacbes
sucessivas de um mesmo herbicida (VIDAL; FLECK, 1997). Para alguns herbicidas
essa frequéncia inicial € conhecida, por exemplo, para as triazinas essa frequéncia
esta entre 107° e 10% plantas (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008). Ja
para os Inibidores da ACCase essa frequéncia inicial é mais alta, 10° plantas
(CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008). Quanto maior a frequéncia inicial,
maior e mais rapida é a chance de que plantas resistentes aumentem na populacao
com a aplicacdo sucessiva de um mesmo herbicida. Inibidores da ACCase por
exemplo, demoram de 6 a 8 anos para selecionar populagcdes resistentes, enquanto
glyphosate em torno de 20 anos (PRESTON, 2003).

Outro fator muito importante é a dominancia do gene que tem envolvimento com
a resisténcia. Na maior parte dos mecanismos de acdo essa caracteristica é
determinada por genes dominantes ou semi-dominantes que estédo localizados no
DNA nuclear de células (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008). Segundo
estes autores quando a heranca é originada do nudcleo das células, os genes que
promovem a resisténcia possivelmente serdo transmitidos através dos grédos de

polen para outra planta suscetivel da mesma espécie e, através da recombinacéo
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sexual, a progénie podera ser resistente a determinado mecanismo de acgdo de
herbicida. J&, se a heranca da resisténcia for citoplasmatica ou maternal, localizada
em organelas como cloroplasto ou mitocondria, a transmissdo sé ocorrera naguela
geracdo (MATIELLO et al., 1999).

O tipo de fecundacédo é outro fator que influencia na dispersdo da resisténcia.
Plantas resistentes e autdgamas tem velocidade de dispersédo reduzida, quando
comparadas as de fecundacdo cruzada; o motivo € a dificuldade do fluxo génico
entre plantas vizinhas (VIDAL; FLECK, 1997). Nas plantas albgamas as chances de
ocorrerem multiplos mecanismos de resisténcia € muito maior devido a
recombinacao genética.

O Numero de alelos envolvidos na resisténcia é outro fator que influencia na
disseminacdo desta caracteristica, quando depende de um Unico gene, a
possibilidade de ocorrer € maior e de forma mais rdpida do que se depender de
Varios genes, pois, para haver este tipo de resisténcia, € preciso que ocorram
recombinacdes genéticas entre as plantas por varias geracfes até que se obtenha o
namero correto de alelos que confiram resisténcia ao individuo (VIDAL; FLECK,
1997). A resisténcia de origem poligénica € mais demorada, porém favorece a
ocorréncia de multiplos mecanismos de resisténcia devido a recombinagéo de genes
(VIDAL; FLECK, 1997). No Brasil, a resisténcia da espécie Euphorbia heterophylla
aos herbicidas inibidores da ALS é codificada por um gene dominante de origem
nuclear (VARGAS et al., 2001). Ja para o0 capim-amargoso a heranca genética ainda
nao é conhecida.

Dentre os fatores bioecoldgicos que aceleram a evolucdo da resisténcia estao:
espécies com fenologia curta, grande producdo e dispersdo de sementes com
dorméncia reduzida, muitos ciclos reprodutivos em um mesmo ano e alta
variabilidade nos genes (CHRISTOFFOLETI et al., 1994; VARGAS, 2003). Quanto
mais alongado o periodo de dorméncia, mais tempo necessitara para eliminar o
banco de sementes no solo dos individuos suscetiveis (CHRISTOFFOLETI et al.,
1994). A quantidade destas plantas é muito importante, pois, individuos resistentes
sempre estardo presentes, e quanto mais, maiores sdo as chances de que plantas
resistentes estejam presentes (KISSMANN, 2003).

O capim-amargoso, por exemplo, teve seu primeiro foco de resisténcia ao
herbicida glyphosate detectado em 2005 no Paraguay e no Brasil em 2008 (Heap,

2017). Em 2015 ja é possivel encontrar D. insularis resistente ao glyphosate em
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praticamente todas as regiées produtoras de graos do Pais (LOPEZ-OVEJERO et al.
2017). Essa grande dispersao se deve, principalmente, as caracteristicas da planta
como sementes altamente viaveis, leves e pilosas. Além disso, muitos produtores da
regido sul do pais possuem propriedades agricolas no cerrado brasileiro e o transito
de implementos para estas regides também facilitaram a disperséo da espécie.

Quanto aos fatores agronémicos estdo as caracteristicas dos herbicidas e as
praticas adotadas no manejo. Fazer uso de herbicidas residuais, utilizar um mesmo
principio ativo repetitivamente, adotar herbicidas altamente eficientes no controle dos
bidtipos suscetiveis e aplicacbes em doses elevadas, sdo medidas que
proporcionam um aumento muito grande na pressdo de selecdo e favorecem o
desenvolvimento da resisténcia (CHRISTOFFOLETI et al., 1994; VIDAL; FLECK,
1997; VARGAS, 2003).

Ao fazer uso de um herbicida com residual prolongado, a germinacdo dos
bidtipos suscetiveis sera controlada pelo produto aumentando a pressao de selecéo
de bidtipos resistentes, pois as sucessivas germinacdes de varias geracfes das
plantas poderdo ficar expostas ao produto aplicado, aumentando a propor¢ao de
plantas resistentes. O caso se agrava se ocorrerem varios fluxos de germinacéo no
mesmo ano, como € 0 caso do capim-amargoso. Além disso, o ideal seria que o
efeito residual do herbicida utilizado permanecesse atuante apenas durante o
periodo critico de competicdo entre a cultura e as espécies daninhas, para que os
préoximos fluxos fossem controlados somente com o sombreamento promovido pela
cultura (CHRISTOFFOLETI et al., 1994).

Utilizar herbicidas pés-emergentes, que nao apresentem acao residual, também
favorece o0 aumento da pressao de selecdo caso as aplicagcdes sejam realizadas
repetidamente sempre que notada a presenca das plantas daninhas
(CHRISTOFFOLETI et al., 1994). Utilizar sempre um mesmo herbicida no manejo de
uma espécie por varios anos agricolas seguidos favorece a selecao de biotipos
resistentes. Ao alternar o mecanismo de acdo, o bidtipo resistente ao herbicida
utilizado anteriormente € eliminado, quebrando seu ciclo.

Se o herbicida é altamente eficiente e controla 100% das plantas suscetiveis,
por exemplo, também favorece a pressdo de selecdo. Ao controlar todas as plantas
suscetiveis, s6 sobram as resistentes para produzirem sementes, desta forma o
banco de sementes dos bidtipos suscetiveis tende a diminuir e a dos resistentes
aumentar (CHRISTOFFOLETI et al. 1994).
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Doses acima da recomenda podem aumentar a velocidade de eliminacdo dos
bidtipos suscetiveis, favorecendo o processo de selecdo de bidtipos resistentes
(CHRISTOFFOLETI et al. 1994).

O plantio direto e cultivo minimo também podem favorecer o aparecimento de
algumas plantas daninhas. O desenvolvimento destas plantas pode ser facilitado
devido a presenca de sementes produzidas juntamente com a cultura anterior, e que
ficaram preservadas na superficie do solo (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO,
2008), favorecendo o desenvolvimento de plantas resistentes, pois a quantidade de
sementes presentes no banco do solo, que seria utilizada para germinagao e
emergéncia destas plantas € menor (MADSEN; JENSEN, 1998). Além disso, a maior
emergéncia de plantas daninhas implica no uso de maiores quantidades de
herbicidas. Ja no sistema de plantio convencional a quantidade de herbicidas
utilizados € menor, devido ao revolvimento do solo e ao controle mecénico
promovido pelos implementos utilizados, que, consequentemente, diminuem a
pressao de selecdo (BOERBOOM, 1999).

Quanto ao surgimento de plantas daninhas resistentes, pode-se dizer que os
motivos sdo os diferentes mecanismos que conferem essa caracteristica as plantas
e uma delas esta relacionado a alteracdo no local de acdo do herbicida (POWLES;
PRESTON, 2006). Esse tipo de resisténcia pode ocorrer devido a substituicdes de
aminoacido/s na enzima alvo, impedindo que o herbicida se acople adequadamente
ao local de acdo (POWLES; YU, 2010). O primeiro caso relatado para esse tipo de
mecanismo foi em biétipos de Eleusine indica, na Malasia, devido a substituicdo do
aminoacido prolina por uma serina na Pro-106 (Pro-106-Ser) (LEE; NGIM, 2000).
Estas substituicbes na Pro-106 conferem um nivel pequeno de resisténcia ao
glyphosate por se tratar de uma regido conservada da enzima, ou seja, de dificil
alteracdo (POWLES; YU, 2010). Ja substituicdes na Gly-96 ou Thr-97 conferem alto
nivel de resisténcia (ESCHENBURG et al., 2002; FUNKE et al., 2009).

A resisténcia pode também estar relacionada com a super expressao enzimatica
(POWLES e YU, 2010), este tipo promove alta resisténcia ao herbicida glyphosate e
foi constatado em plantas de Amaranthus palmeri (GAINES et al., 2010). Neste caso
ha um aumento no nimero de cépias da enzima EPSPS, consequentemente, as
plantas que apresentam esse mecanismo conseguem sobreviver a acédo do
herbicida. Ainda, Gaines et al. (2012) demonstraram que pode haver hibridagao

interespecifica entre espécies do género Amaranthus spp. Este € um ponto muito
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importante no que diz respeito ao manejo destas plantas daninhas, haja vista que, o
gene responsavel pela resisténcia pode ser transmitido para outras espécies do
género Amaranthus spp., restringindo as opc¢des de controle.

A absorcao reduzida de herbicidas também pode ter relacdo com a resisténcia
de plantas daninhas, nestes casos, menor quantidade do herbicida penetra na planta
e, consequentemente, menos produto atingird a enzima alvo. Bi6tipos de azevém
resistentes apresentam reducdo na penetracdo da folha apds aplicacdo do
glyphosate em torno de 39% quando comparados aos suscetiveis (MICHITTE et al.,
2007). Para esta mesma espécie, Nandula et al. (2008) evidenciaram diferenca de
até 43% na reducao da penetracdo de glyphosate pelos bi6tipos resistentes.

A translocacdo reduzida de herbicida em determinadas plantas também é
considerado como um mecanismo de resisténcia, o resultado final € o mesmo da
absorcao limitada, ou seja, reduz a quantidade do produto que chega a enzima alvo,
permitindo que a planta sobreviva a aplicagdo do herbicida. Este mecanismo de
resisténcia tem sido confirmado em vérias espécies de Lolium, Conyza e Sorghum
halepense (WAKELIN; LORRAINE COLWILL; PRESTON, 2004; POWLES;
PRESTON, 2006; YU et al., 2009; SHANER, 2009; GE et al., 2011; BOSTAMAM et
al., 2012; VILA-AIUB et al., 2013; ADU-YEBOAH et al., 2014; CARDINALI et al.,
2015). Experimentos com uso de ressonancia nuclear magnética para constatar a
presenca de glyphosate, em células in vivo e compartimentos celulares,
identificaram que essa dificuldade na translocacéo esta relacionado ao sequestro do
glyphosate e posterior acimulo em tecidos inativos como o vacuolo (GE et al.,
2013). Neste mesmo experimento foi verificado acumulo de 10 vezes mais
glyphosate nos vacuolos de biotipos resistentes de Conyza canadensis em relacao
ao suscetivel.

Outro tipo de mecanismo de resisténcia é a diferenca que as plantas daninhas
resistentes possuem para metabolizar os herbicidas. No solo e nas plantas, o acido
aminometilfosfonico (AMPA) é o principal composto gerado pela metabolizacdo do
glyphosate (REDDY et al., 2004). Para algumas espécies tolerantes ao glyphosate,
como Agropyron repens e Equisetum arvense, por exemplo, este metabdlito pode
ser detectado (COUPLAND, 1985; DYER, 1994). Na planta a metabolizacdo do
glyphosate em AMPA pode ocorrer pela enzima GOX (glyphosate oxiredutase) onde
o produto da reacdo pode ser toxico para aquelas que possuem EPSPs insensivel a

este herbicida (NANDULA et al., 2007). Quando a planta resistente apresenta este
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mecanismo de acdo, o glyphosate passa a ser metabolizado pela planta a

compostos ndo téxicos e, consequentemente, esta planta sobrevive.

2.3.1 Capim-amargoso: resisténcia ao glyphosate

O primeiro caso mundial de resisténcia do capim-amargoso ao glyphosate foi
comprovado em 2005 no Paraguai em lavouras de milho, soja e algodao (HEAP,
2017). Em 2008 foi relatado o primeiro caso no Brasil, no Parana em lavouras de
Milho e Soja (HEAP, 2017). Mais recentemente, em 2016, relatou-se resisténcia da
espécie a alguns herbicidas inibidores da ACCase (fenoxaprop e haloxyfop) no
estado do Mato Grosso em lavouras de soja (HEAP, 2017).

A alta variabilidade genética das plantas daninhas pode ser responsavel pelas
diferencas comportamentais entre populacdes da mesma espécie aos mais diversos
ambientes. Esta € uma importante caracteristica, pois expressa a capacidade de
resposta que a planta tem frente a selecao natural e as pressdes que sao exercidas
pelas técnicas adotadas no manejo (LI et al., 2007). Apesar de ser uma planta
autbgama, 0 capim-amargoso resistente e suscetivel ao herbicida glyphosate
apresentam diferencas em seu DNA em torno de 56,6%, caracterizando alta
variacdo na sequéncia enzimatica desta espécie (MARTINS, 2013), que pode ser
explicada pelo fato do capim-amargoso apresentar também uma taxa de fecundacao
cruzada (FRAGA et al.,, 2016). Essa variabilidade genética pode implicar em
diferencas morfoldgicas, fisiolégicas e genéticas, podendo alterar significativamente
sua capacidade de resistir a acdo dos herbicidas. De acordo com Christoffoleti;
Lopez-Ovejero (2008), uma populacdo em que os seres presentes tenham variacao
genética para resposta a uma determinada medida de controle, com o tempo, terdo
alteracdo nos individuos presentes nela e isso é uma forma de sobreviverem ao
controle empregado, e por consequéncia, a sensibilidade destas plantas a esta
medida adotada seré diminuida.

A transmissdo de genes que conferem resisténcia, a um determinado herbicida,
de populacgOes resistentes para suscetiveis é dada pela chegada das sementes na
area e também através da dispersao de polen, neste caso, se houver polinizacao
cruzada entre a(s) espécie(s) envolvida(s) (MELO, 2015). Portanto, plantas daninhas
que possuem polinizagdo cruzada terdo maior dispersdo da resisténcia na

populacdo devido a maior recombinacdo genética (JASIENIUK et al., 1996). A
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heranca da resisténcia de D. insularis ao herbicida glyphosate ainda é
desconhecida, mas a hipotese de Melo (2015) ao estudar a heranca genética da
resisténcia de D. insularis, é que a resisténcia a este herbicida pode ser poligénica
pois ndo houve alteracdo na resposta ao glyphosate apds o cruzamento dos biétipos
suscetivel e resistente na progénie F1.

Quanto aos mecanismos que conferem resisténcia do capim-amargoso ao
glyphosate, até o momento, provavelmente devido a sua alta taxa de polimorfismo,
nao ha um consenso da comunidade cientifica. Carvalho et al. (2012), observaram
que o biétipo suscetivel absorveu cerca de 12% a mais de *C-glyphosate que o
biétipo resistente as 48 horas apos a aplicacdo. Ainda segundo estes autores, com
96 horas ap0s a aplicacdo em biotipo resistente, 70% do glyphosate ficou retido na
folha tratada e 17,78% foi translocado até as raizes, ja para o suscetivel 42,94%
ficou retido na folha e 32,23% translocou para as raizes. Melo (2015) obteve valores
semelhantes na absorcéo e translocacdo e concluiu em seus estudos que estes néo
sd0 mecanismos de resisténcia.

Outro mecanismo de resisténcia proposto sdo alteracbes na sequéncia
enzimatica da EPSPs em bidtipos resistentes. Galeano et al. (2016), encontraram
alteracdes de aminoacidos nas posicdes 15 e 143 da EPSPs, com substituicdes dos
aminoécidos prolina por treonina e tirosina por cisteina, respectivamente. Ja
Carvalho et al. (2012) encontraram alteracbes dos mesmos aminoacidos nas
posicdes 182 e 310 do cédon. No entanto, Galeano et al. (2016) sugeriram que uma
das alteracbes encontradas sdo facultativas, e portanto, podem ou nao estar
presente em bi6tipos de capim-amargoso resistente, porém o aminoacido cisteina
parece ser fundamental para a resisténcia da espécie ao glyphosate.

O metabolismo de glyphosate por plantas de capim-amargoso em AMPA,
glioxilato e sarcosina também s&do propostos como mecanismos de resisténcia a
este herbicida. Segundo Carvalho et al. (2012), o biotipo resistente metaboliza
rapidamente o herbicida nestes compostos, sendo uma importante caracteristica de
resisténcia. No entanto, Galeano et al. (2016) mencionam que € mais provavel que a
resisténcia esteja relacionada a niveis aumentados da enzima EPSPs nas plantas

resistentes.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos trés experimentos em casa de vegetacdo no Nucleo de
Pesquisas Avancadas em Matologia (NUPAM), pertencente ao Departamento de
Producdo e Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (FCA) —
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) — Campus de
Botucatu, SP. Para os experimentos foram coletados, entre janeiro e fevereiro de

2016, 11 bidtipos de capim-amargoso (Digitaria insularis) em areas rurais (Tabela 1).

Tabela 1 — Localidade da coleta dos biétipos de Digitaria insularis utilizadas nos
experimentos, Botucatu — SP, 2017

Bidtipos Latitude Longitude Altitude Municipio
S1 22° 49' 50" 480 25' 34" 781 Botucatu, SP
R1 22°48' 27" 48° 25' 46" 733 Botucatu, SP
S2 22°51'5" 480 25' 29" 766 Botucatu, SP
S3 22°59' 38" 490 38' 6" 479 Ipaussu, SP
S4 22°59' 42" 490 38' 9" 487 Ipaussu, SP
S5 22°55'12" 49°19' 21" 599 Oleo, SP
S6 22°55'14" 490 19' 23" 600 Oleo, SP
S7 22°55'19" 49°19' 26" 597 Oleo, SP
R2 22°50' 33" 480 25' 29" 813 Botucatu, SP
R3 22°50' 27" 480 25' 26" 869 Botucatu, SP
S8 22°59' 46" 490 38' 12" 491 Sta Cruz do Rio Pardo, SP

3.1 Teste 1: Fitointoxicacdo por glyphosate em biotipos de capim-

amargoso propagados vegetativamente

Apols a coleta das touceiras, as mesmas foram lavadas em agua corrente para
remocdo de impurezas, desfragmentadas manualmente e seus propagulos

transplantados em dois tipos de vasos. No primeiro tipo, 0S vasos apresentavam
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capacidade para 25L e foram utilizados para preservagdo das matrizes, sendo
preenchidos com solo de textura argilosa, devidamente adubados e corrigidos, com
as seguintes caracteristicas fisico/quimicas: 552, 199 e 245 g dm™ de argila, silte e
areia, respectivamente; pH (CaCl,) = 4,9; Matéria organica = 22,5 g dm™; P (resina)
= 15,5 mg dm™ AP* = 1,8 mmolc dm3; H+Al = 47,5 mmolc dm™>; K" = 1,4
mmolc dm 3 Ca** = 22,5 mmolc dm™; Mg®" = 10,5 mmolc dm™; SB = 35 mmolc d 3;
CTC (T) = 82,5 mmolc dm™>; S = 55 mg dm™ e V% = 40,5.

O segundo tipo de vaso, com capacidade para 2 L, utilizado para composicao
das parcelas do experimento, foram preenchidos com substrato Carolina Il com as
seguintes caracteristicas fisico/quimicas: turfa de sphagnum, vermiculita expandida,
casca de arroz torrefado, calcario dolomitico, gesso agricola e tracos de NPK;
condutividade elétrica (CE) = 0,7 mS cm™ + 0,3; pH 5,5; densidade 155 kg m;
capacidade de retencdo de agua 55%. O transplantio foi realizado no dia 11 de
fevereiro de 2016 com 1 propagulo por vaso (1 rizoma desfragmentado + sistema
radicular + perfilhos podados acima do primeiro internédio). Aos 30 dias apos o
transplantio foi realizada uma poda de nivelamento, e, quando as plantas
apresentavam entre 40 e 60 cm de altura foi realizada a aplicagao de glyphosate.

Para a aplicagéo foi utilizado um pulverizador estacionario (Figura 1), instalado
no NUPAM. Ele possui estrutura em metal para suporte da barra de pulverizacdo de
2 metros de comprimento. A barra percorre por 6 metros com auxilio de um motor
elétrico e possui um modulador de frequéncia que controla a velocidade de trabalho.
Foram utilizadas na barra quatro pontas XR 11002 VS, com espacamento de 0,5
metros e altura de 0,5 metros em relacao as plantas. A presséo de trabalho adotada
foi de 196,13 kPa e velocidade de 3,6 km h™*, que gerou um consumo de calda de
200 L hat. O produto comercial utilizado foi o Roundup Original® da fabricante
Monsanto, na formulacdo de sal de isopropilamina com concentragéo de 360 g e.a.
L, na dosagem de 1.440 g e.a. ha™. No momento da aplicacdo a temperatura e

umidade relativa média estavam em 32°C e 51%, respectivamente.
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Figura 1 — Pulverizador estacionario com as unidades experimentais no momento da aplicagédo.
Botucatu — SP, 2017

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, composto
de 11 tratamentos (bibtipos) e quatro repeticbes. Realizaram-se avaliacdes visuais
de controle das plantas aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a aplicacdo (DAA), segundo
escala percentual de controle, em que “0” corresponde a nenhum controle e “100”
significa a morte das plantas, conforme Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas
Daninhas (1995).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste de F, e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.2 Teste 2: Fitointoxicacdo por glyphosate em bidtipos de capim-

amargoso propagados vegetativamente e acdo do herbicida nas plantas

Os bidtipos utilizados foram os mesmos do experimento anterior, sendo seus
propagulos obtidos através das matrizes preservadas. O transplantio deste estudo
ocorreu no dia 05 de outubro de 2016 e a aplicagcdo no dia 05 de novembro do
mesmo ano, sendo que o transplantio ocorreu da mesma forma descrita no primeiro
experimento. No entanto, para a aplicacéo nao foi realizada poda de nivelamento de
modo que ndo houvesse interferéncia na absorcdo do herbicida devido ao dano
mecanico que seria provocado. As plantas apresentavam os mesmos tamanhos

(entre 40 e 60 cm de altura) e foram divididas em duas sec¢des, sendo: trés perfilhos
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protegidos e demais nao protegidos (Figura 2). No momento da aplicacdo a
temperatura e umidade relativa média estavam em 31°C e 62%, respectivamente.

Figura 2 — Procedimentos para protecdo dos perfilhos de Digitaria insularis no momento da
aplicacdo de glyphosate e coleta das amostras utilizadas na quantificacdo dos
compostos. Botucatu — SP, 2017

Apés a aplicacdo, as plantas permaneceram em ambiente aberto com a
protecdo plastica até secagem das gotas pulverizadas. Em seguida, essa protecao
foi substituida por folhas de papel 80 g m?, de modo que os perfilhos que foram
protegidos no momento da aplicagdo ndo murchassem e ndo tivessem contato fisico
com o restante dos perfilhos, nas plantas que receberam a aplicagéo de glyphosate,
onde permaneceram assim por 72 horas em casa de vegetacdo. Foi fixado este
periodo para quantificacdo dos compostos para garantir que a quantidade de
glyphosate absorvida fosse suficiente, pois, de acordo com Carvalho et al. (2012), a
absorcdo de glyphosate em capim-amargoso é mais intensa a partir das 72 horas
apos a aplicacao e se estabiliza neste periodo.

Apés este periodo, em todas as plantas foram utilizados sacos de papel
devidamente identificados, para coleta de todas as folhas: em trés perfilhos ao acaso
e que receberam herbicida na aplicacdo, nos trés perfilhos protegidos no momento
da aplicacao, e, por fim, em trés perfilhos ao acaso em cada bi6tipo que nao recebeu
a aplicacdo do herbicida (testemunhas). Com a parte aérea restante nas plantas
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vivas, foram realizadas avaliag6es visuais de controle aos 7, 14, 21 e 28 dias apos a
aplicacao (DAA), segundo escala a percentual de controle, em que “0” corresponde
a nenhum controle e “100” significa a morte das plantas, conforme Sociedade
Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (1995).

As folhas provenientes dos perfilhos aplicados foram acondicionadas em sacos
plasticos e lavadas por trés vezes com 100 mL de agua destilada, para total
remocao dos residuos que permaneceram sobre a cuticula das folhas do capim-
amargoso. O saco plastico foi agitado por um periodo de 30 segundos e a agua
proveniente da triplice lavagem foi misturada e acondicionada em tubos “falcon” de
50 mL, filtrado em filtro Millex HV (Millipore) 0,45 um com membrana durapore
13 mm, e acondicionados em vial ambar 9 mm (Flow Supply) com 2 mL de
capacidade, para posterior quantificacdo do glyphosate que permaneceu depositado
nas folhas, por cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massas
(LC-MS/MS).

Para quantificacdo da absorcédo de glyphosate e extracdo dos compostos acido
chiguimico, acido quinico, acido aminometilfosfénico (AMPA), acido salicilico e os
aminoé&cidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano nas folhas dos perfilhos
aplicados, seguiu-se a metodologia proposta por Gomes (2011). Para isso, as folhas
apos serem lavadas foram colocadas em sacos de papel para secagem em estufa
de circulacdo forcada de ar a 40°C durante 5 dias até o material vegetal estar
totalmente seco. Em seguida, as amostras foram maceradas em almofariz contendo
nitrogénio liquido, pesados 0,1 g do material e acondicionados em tubos falcon com
capacidade para 15 mL. Apés isso, foi adicionado no tubo 10 mL de agua acidificada
a pH 2,5 com uma pipeta automatica (Gilson). Os tubos foram levemente agitados e
entdo submetidos a banho de ultra-som (Elma — Elmasonic P 180 H) a 37 Khz
durante 30 minutos, a uma temperatura de 55°C.

Apés a realizacdo da extracdo, todas as amostras foram submetidas a
centrifugacéo a 2755 g, durante 10 minutos a 20°C (Rotina 38R). O sobrenadante foi
coletado e filtrado em filtro Millex HV (Millipore) 0,45 um, com membrana durapore
13 mm, e acondicionados em vial ambar 9 mm (Flow Supply), com 2 mL de
capacidade, para posterior quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia

e espectrometria de massas (LC-MS/MS) (Figura 3).
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Nas folhas provenientes dos perfilhos protegidos e nas testemunhas, nédo foi
realizada a triplice lavagem das folhas e procedeu-se a mesma metodologia descrita

anteriormente.

Figura 3 — Procedimentos para extracdo dos compostos a partir de amostras secas e maceradas.
Botucatu — SP, 2017

A quantificacédo foi realizada por LC-MS/MS (Figura 4), que consiste em um
cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC) da marca Shimadzu, modelo
Proeminence UFLC. Ele possui duas bombas LC-20AD, auto injetor SIL-20AC,
degazeificador DGU-20A5, sistema controlador CBM-20A (torna a operacéo
automatizada) e forno CTO-20AC (controla a temperatura da coluna). Fica acoplado
ao HPLC um espectrébmetro de massas TRIPLE QUAD 4500 (AB SCIEX), hibrido
triplo quadrupolo, onde: Q1 e Q3 sdo usados como filtros de massa e Q2 é uma
célula de colisdo em que as moléculas intactas e fragmentos de Q1 sédo quebrados

em fragmentos de massas de menor tamanho.
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Figura 4 — Cromatografo Liquido (Proeminence UFLC) acoplado ao espectrdmetro de massas
TRIPLE QUAD 4500 (AB SCIEX). Botucatu - SP, 2017

O modo utilizado para as andlises foi o proposto por Aradjo (2008), que consiste
no triplo quadrupolo, onde Q3 é usado para detectar apenas a massa de um
fragmento conhecido (filho) da molécula intacta (pai) que tem massa conhecida e foi
filtrada por Q1. Segundo o autor, este modo quantitativo € o padrdo que se utiliza
para metabdlitos alvo, e tem como vantagens a alta sensibilidade e reprodutibilidade,
bem como, ruido de baixo nivel, e ainda, consegue medir simultaneamente até 100
compostos.

De acordo com Gomes et al. (2015), para otimizar as condi¢cdes do
espectrometro de massas foram realizadas injecfes diretas com solucdo analitica
padrdo de 1 mg L™ de cada composto individualmente. A partir das infusdes, foi
escolhido o modo de ionizacdo da fonte (IES — lonizacdo por eletrospray), que
produz ions do analito na fase liquida antes de entrarem no espectrometro de
massas. O modo de ionizacdo negativo foi utilizado para os seguintes compostos:
glyphosate, AMPA, &cido chiguimico, é&cido quinico e acido salicilico. Para
fenilalanina, tirosina e triptofano utilizou-se o modo de ionizag&o positivo.

As condi¢gBes cromatograficas utilizadas para quantificar os compostos no modo
de ionizacdo positivo e negativo foram: Coluna analitica Gemini 5 p C18 110 A
(150 mm x 4,6 mm), com duas fase mével sendo elas a Fase A (FA) = 5 mM acetato
de ambénio em agua e a Fase B (FB) = 5 mM acetato de amdnio em metanol. O
gradiente utilizado foi 0 — 1 minuto = 10% FB e 90% FA; 1 — 4 minutos = 95% FB e
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5% FA; 4 — 8 minutos = 95% FB e 5% FA; 8 — 10 minutos = 10% FB e 90% FA; 10 —
12 minutos = 10 FB e 90%. O fluxo foi 0,600 ml min™.

A deteccdo e separacdo dos compostos foram realizadas em corrida, com a
ionizacdo dos compostos em modo positivo e negativo com tempo total de 12
minutos simultaneamente. Cada composto possui um tempo de retengao na coluna
cromatografica, sendo eles: glyphosate (2,89 minutos); AMPA (2,89 minutos); acido
chiquimico (2,95 minutos); acido quinico (3,25 minutos); acido salicilico (5,33
minutos); fenilalanina (5,98 minutos); tirosina (4,71 minutos); e triptofano (6,17
minutos). O ion utilizado para quantificacdo dos compostos foi sempre o primeiro
fragmento gerado a partir de cada molécula, os dados se encontram na Tabela 2.

Tabela 2 — Massa molecular dos compostos e fragmentos gerados por HPLC MS/MS. Botucatu — SP,

2017
Composto Massa molecular Fragmentos
Glyphosate 169,08 163,1 - 150,0 — 78,9
AMPA 111,04 62,9 -78,9-89,8
Acido chiquimico 174,15 93,0-111,0-73,0
Acido quinico 192,17 84,9-93,9-59,1
Acido salicilico 136,97 93,0 -91,5-64,9
Fenilalanina 165,19 120,1-103,1-77,1
Tirosina 181,19 91,1 -136,1 -123,1
Triptofano 204,23 188,2 — 146,1 - 118,1

J4 as curvas analiticas para os compostos foram construidas em faixas de

concentracdo como descreve a Tabela 3.

Tabela 3 — Curvas analiticas dos compostos gerados por HPLC MS/MS. Botucatu — SP, 2017

Composto Equacdo dareta r2 Intervalo linear

Glyphosate y=2,79e+003x + 1,6e+004 0,9931 2,34 — 600
AMPA y= 295x + 367 0,9966 2,34 - 600

Acido chiquimico y= 226x + 1,15e+004 0,9907 18,93 — 4800

Acido quinico y=477x + 1,04e+005 0,9917 75,00 — 4800
Acido salicilico y=7,26e+004x + 1,1e+005 0,9933 0,58 — 150
Fenilalanina y=2,82e+004x + 2,7e+005 0,9931 2,34 - 600
Tirosina y=1,27e+004x + 1,28e+004 0,9962 2,34 - 600

Triptofano y=3,45e+004x + 6,19e+004 0,9957 2,34 - 300
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Para determinagcdo da absorcdo de glyphosate, realizou-se a soma da
concentragéo total do herbicida encontrada internamente em todas as folhas dos
perfilhos que receberam a aplicacdo e em todas as folhas nos perfilhos protegidos
no momento da aplicacdo. Na determinacdo da concentracdo dos demais
compostos analisados adotou-se o0 mesmo procedimento. A quantidade de
glyphosate que translocou nas plantas, foi determinada utilizando somente a
concentracdo do herbicida encontrada internamente nas folhas provenientes dos
perfilhos protegidos no momento da aplicacao.

Os resultados da andlise visual de sintomas e as concentragfes dos compostos
avaliados (ug g* de massa seca - MS) foram submetidos & analise de variancia pelo
teste F, e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A
correlacdo entre o acumulo de &cido chiquimico, acido quinico e a porcentagem de
controle obtida aos 28 DAA também foram submetidas ao teste de F, sendo
significativo, procedeu-se a andlise de regressao utilizando o modelo de Gompertz

com o software estatistico Origin 8. Em que:

y=ax* exp—exp(—k X—XxC )

a = amplitude da curva; xc = centro da curva; k = 1 constante; y = porcentagem de

controle; x = concentracdo de 4cido chiquimico ou acido quinico

3.3 Curvas de dose-reposta em bidtipos de capim-amargoso

Na conducao deste experimento, foram selecionados quatro bi6tipos de capim-
amargoso oriundos das matrizes preservadas em casa de vegetacdo, sendo dois
resistentes (R2 e R3) e dois suscetiveis (S2 e S3) para autofecundacédo e producao
de sementes. Para isso, quando as plantas se encontravam em fase de pré-
florescimento (antes da emissédo das paniculas), os perfilhos foram protegidos com
sacos de papel de modo que impedisse a troca de material genético entre as plantas
vizinhas, e, posteriormente, as sementes foram coletadas.

A semeadura ocorreu no dia 05 de janeiro de 2017 em vasos com capacidade

para 350 ml, devidamente preenchidos com substrato comercial Carolina I, a
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aproximadamente 1 cm de profundidade. Apdés a emergéncia, procedeu-se o
desbaste mantendo apenas quatro plantas por unidade experimental.

A aplicacdo dos tratamentos ocorreu no dia 06 de fevereiro de 2017 quando as
plantas apresentavam entre 40 e 60 cm de altura com 4 a 6 perfilhos (Figura 5). Foi
utiizado o mesmo pulverizador j& descrito para os experimentos anteriores (Figura
1). O produto comercial utilizado foi o Roundup Original® da fabricante Monsanto, na
formulacdo de sal de isopropilamina e concentracéo de 360 g e.a. L™, nas dosagens
de 0; 90; 180; 360; 720; 1440; 2880 e 5760 g e.a. ha™. No momento da aplicacdo a
umidade relativa média e a temperatura estavam em aproximadamente 27°C e 70%,

respectivamente.

Figura 5 — Estadio de desenvolvimento dos biétipos de Digitaria insularis no momento da aplicacédo
do herbicida. Botucatu - SP, 2017

O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado, composto por oito
tratamentos (doses) e quatro repeticdes para cada biotipo utilizado. As plantas foram
submetidas a avaliagbes visuais de controle das plantas aos 21 dias apos a
aplicacdo (DAA), segundo escala percentual, em que “0” corresponde a nenhum
controle e “100” significa a morte das plantas, conforme Sociedade Brasileira da
Ciéncia das Plantas Daninhas (1995). Também aos 21 DAA foi avaliada a massa
seca, para isso a parte aérea foi cortada e seca em estufa de circulagédo forcada de
ar a uma temperatura de 60°C por 72 horas até que a massa mantivesse constante,
posteriormente, procedeu-se a pesagem em balanca de precisdo 0,0001 g.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste de F, sendo

significativo, construiram-se as curvas de dose-resposta. Para isso os dados foram
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ajustados ao modelo de regressdo ndo-linear log-logistico proposto por Seefeldt et
al. (1995):
b
y=at 1+ 2 d
Cc
em que: y = percentual de controle ou massa seca; x = dose do herbicida; a = limite
inferior da curva; b = diferenca entre o ponto maximo e minimo da curva; ¢ = dose

gue proporciona 50% de resposta da variavel e d = declividade da curva.

Os valores da dose que controla 50% da populacédo (ECso) ou que promovem
reducdo de 50% na massa seca (GRsg) foram utilizados para obter o fator de
resisténcia (FR = R/S), que expressa o numero de vezes em que a dose necessaria
para Cso ou GRsg da populacédo resistente é superior a dose para ECsy ou GRsp da
populacdo suscetivel (HALL et al., 1998). A resisténcia é confirmada quando FR >
1,0 (SAARI et al., 1994).

As doses do herbicida utilizado para alcancar os niveis ECso € GRsp nos biotipos
resistentes e suscetiveis de D. insularis foram calculadas com auxilio do software
estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes de fitointoxicacdo por glyphosate em biétipos de capim-

amargoso propagados vegetativamente e acdo do herbicida nas plantas

Como os bidtipos em estudo foram multiplicados por propagacao vegetativa, ou
seja, se encontravam em estadio perenizado, houve a necessidade da realizacao de
dois testes para melhor compreensdo do comportamento das plantas apdés a
aplicacdo do glyphosate ao longo do tempo. A cada multiplicacédo é possivel ocorrer
pequenas variagbes no tamanho das plantas devido ao método empregado, e isso
pode refletir em diferencas na deposicao do herbicida e, posteriormente, apresentar
diferencas nos resultados de controle obtidos. Além disso, 0 método de propagacao
empregado impede o aumento no numero de repeticbes em cada bidtipo devido a
propria limitacdo fisica da planta. Ainda, foi necessario estender as avaliagbes de
controle até os 28 dias apdés a aplicacdo (DAA), de modo que fosse possivel
observar possiveis rebrotas na parte aérea das plantas em estudo. No entanto, essa
rebrota ndo foi observada nos biétipos avaliados em ambos os testes realizados.

Na Tabela 4 encontra-se a andlise de variancia para os testes de fitointoxicacao
por herbicida glyphosate realizado nos biétipos estudados.

Tabela 4 — Resumo da andlise de variancia para os testes de fitointoxicagdo de Digitaria insularis
aos 7, 14, 21 e 28 DAA de glyphosate. Botucatu — SP, 2017

7 DAA 14 DAA 21 DAA 28 DAA
ANOVA
Teste 1
F 77,72% 117,10%* 840,37** 994,46**
CV (%) 10,99 9,77 3,60 3,15
DMS 14,57 16,87 6,68 5,96
ER 2,98 3,45 1,36 1,22
Teste 2
F 19,12* 395,94** 161,15** 66,34**
CV (%) 11,26 4,83 6,39 8,90
DMS 21,28 8,63 12,43 17,81
ER 4,35 1,76 2,54 3,64

DAA — Dias ap0s a aplicacdo. **Significativo a 1% de probabilidade. DMS — Diferenga minima
significativa. ER - erro padrdo. CV — Coeficiente de variago.
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Aos 7 DAA foi possivel observar que os biétipos R1, R2 e R3 apresentaram
controle inferior aos demais em ambos os testes executados (Figuras 6 e 7). No
primeiro teste aos 14 DAA o bidtipo possivelmente resistente R1 apresentou controle
intermediario pouco acima de 30%, enquanto R2 e R3 né&o ultrapassaram 5%
(Figura 6). J& o bidtipo suscetivel S6 ja apresentava uma taxa de controle efetiva e a
partir dos 21 DAA o controle ultrapassou os 90% (Figura 6). No segundo teste de
fitointoxicacdo, aos 14 e 21 DAA o bidtipo R1 atingiu indices inferiores que ficaram
entre 18 e 30% de controle, R2 entre 25 e 35% e R3 obteve entre 15 e 20% de
controle (Figura 7). Enquanto que no mesmo periodo, 0s suscetiveis S1, S2, S3, S4,
S5, S6, S7 E S8 apresentaram controle acima de 80% (Figura 7).

120 1~

100 -
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80 - —— S8
S sS4
f) €0 — S7
= T S3
S 40 - S5
o S6
— R1
20 - — R2
I\ — R3
\
0 -
7 14 21 28
Dias ap6s a aplicagao (DAA)
Figura 6 — Fitointoxicagdo por glyphosate no teste 1 em onze biétipos de Digitaria insularis

propagados vegetativamente aos 7, 14, 21 e 28 dias apds a aplicagdo (DAA). As
barras de erros correspondem a média do erro padréo (n=4). Botucatu — SP, 2017
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Figura 7 — Fitointoxicagdo por glyphosate no teste 2 em onze biétipos de Digitaria insularis
propagados vegetativamente aos 7, 14, 21 e 28 dias apds a aplicacdo (DAA). As
barras de erros correspondem a média do erro padrdo (n=4). Botucatu — SP, 2017

O controle inferior a 80% ao final dos dois testes para os bidtipos R1, R2 e R3 ja
era um indicativo de que estas plantas seriam resistentes ao herbicida glyphosate,
pois segundo a Organizacao das Nac¢fGes Unidas para Agricultura e Alimentacdo, um
herbicida precisa apresentar eficacia acima de 80% em sua dose de registro para
que seja recomendado para o controle de determinada espécie (FAO, 2006). Além
disso, os ensaios foram conduzidos em ambiente controlado e, portanto, a dose
aplicada tende a ser mais eficaz nas plantas daninhas em comparacdo a uma
aplicacdo em condicdes de campo. Isso ocorre devido a muitas variaveis que podem
estar envolvidas tais como, clima, praticas de manejo, estresses e condi¢cdo do
equipamento pulverizador.

Todavia, para a confirmacdo da resisténcia destes bidtipos ao glyphosate, no
segundo teste de fitointoxicacdo foram quantificados os niveis de &cido chiquimico e
quinico 72 horas apd6s a aplicacdo do herbicida (HAA) em todas as plantas
avaliadas. Os resultados da analise de variancia para o acumulo de acido chiquimico

e quinico estao descritos na Tabela 5.
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Tabela 5 — Resumo da analise de variancia para o acumulo de acido chiquimico e quinico 72 horas
apos a aplicacao de glyphosate em biétipos de Digitaria insularis. Botucatu — SP, 2017

ANOVA Acido chiquimico Acido quinico
F 6,31** 5,02**
CV(%) 28,44 20,49
DMS 558,56 971,96
ER 114,39 199,05

**Significativo a 1% de probabilidade. DMS — Diferenca minima significativa. ER - erro padrdo. CV —
Coeficiente de variacéo.

A Figura 8 mostra claramente a diferenca na concentracdo do acido chiquimico
72 HAA nos bibtipos avaliados. Observa-se que as testemunhas apresentaram
niveis reduzidos do composto em relacdo as plantas que receberam a aplicacéo,
principalmente nos bidtipos S7, S8, S6, S2, S1, S3, S4 e S5, considerados
suscetiveis, com valores aproximados entre 850 & 1150 ug g de massa seca as 72
HAA. Ja os bidtipos R3, R1 e R2, que apresentaram taxas de controle inferiores a
40%, apresentaram menor concentracdo de acido chiguimico, com valores entre 300
e 480 pg g’ de massa seca as 72 HAA (Figura 8), caracterizando estas plantas
como menos sensiveis ao herbicida glyphosate.

O glyphosate atua inibindo a enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato-sintase
(EPSPS) que catalisa a condensacdo do acido chiquimico e do fosfato piruvato,
essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas (ZABLOTOWICZ,
REDDY, 2004). Ao aplicar este herbicida em uma planta suscetivel, ocorre um
acumulo de chiquimato devido a desregulacédo de sua rota, sendo um indicativo de
que a EPSPS esté sendo inibida (POWLES; PRESTON, 2006). J& quando se realiza
a aplicacao de glyphosate em uma planta resistente, a néo total inibicdo da EPSPS
impede o acumulo de &cido chiguimico, e consequentemente, permite a

sobrevivéncia da planta.
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Figura 8 — Acumulo de acido chiquimico em bidtipos de Digitaria insularis 72 horas apés a aplicacao
de glyphosate (HAA) e nas testemunhas nao tratadas. As barras de erros correspondem
a média do erro padrao (n=4) e letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%. Botucatu — SP, 2017

Esses resultados no acumulo de acido chiquimico podem, portanto, inferir que o
composto pode ser utilizado como marcador de plantas resistentes, assim como ja
descreveram Harring et al. (1998); Singh e Shaner (1998); Feng et al. (2004); Maria
et al. (2006); Buehring et al. (2007); Nandula et al. (2007); Petersen et al. (2007);
Reddy et al. (2004); Matallo et al. (2009); Gonzalez-Torralva et al. (2010); Reddy et
al. (2010); Orcaray et al. (2010); Carvalho et al. (2012).

Ja para acido quinico, também analisado 72 HAA, nota-se que o0 composto
apresentou maior acimulo em comparacao ao acido chigquimico, sendo que, apdés a
exposicao ao herbicida, nos biétipos resistentes o acumulo de acido quinico variou
entre 1.200 e 1.300 pg g™ de massa seca e nos suscetiveis a concentracéo ficou
entre 1.900 e 2.400 ug g™ de massa seca (Figura 9).

O acido quinico esta presente nas células das plantas e possui estrutura bem
parecida com a do acido chiquimico, sedo precursor dos hidroxibenzéicos, como
protocatecuico e galico (ORCARAY et al., 2010 e 2012), e que pode ser sintetizada
na planta de duas formas: a partir do 3-desidroquinato (DHQ), catalisada pela
enzima DHQ desidrogenase, e a partir do acido chiguimico (BENTLEY; HASLAM
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1990; LEUSCHNER et al., 1995). Ao aplicar glyphosate em um vegetal, também
ocorre um acumulo de acido quinico, devido ao acumulo de compostos acima da
EPSPS na rota (ORCARAY et al., 2010 e 2012, CARBONARI et al. 2014). Fato este
também observado neste experimento e que corroboram com os obtidos por Gomes
(2011) e Gomes et al. (2015) que constaram acumulo de acido quinico em plantas

de milho apéds a aplicacao de glyphosate.
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Figura 9 — Acumulo de &cido quinico em bidtipos de Digitaria insularis 72 horas apés a aplicacdo de
glyphosate (HAA) e nas testemunhas ndo tratadas. As barras de erros correspondem a
média do erro padrdo (n=4) e letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
Botucatu — SP, 2017

Para elucidar os resultados obtidos com a concentracdo de acido chiquimico e
guinico e a porcentagem de controle observada nos biétipos avaliados, os dados
foram confrontados e estdo apresentados nas Figuras 10 e 11. E possivel verificar
gue a porcentagem de controle apresentou uma elevada correlagdo com o acumulo
de acido chiquimico e quinico, sendo o r2 0,96 e 0,93, respectivamente,
evidenciando que o acumulo destes compostos podem ser utilizados como

marcadores de plantas resistentes ao glyphosate.
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Figura 10 — Correlagdo entre a porcentagem de controle aos 28 dias apds a aplicacdo (DAA) obtida
no segundo teste de fitointoxicacdo e o acumulo de acido chiquimico 72 horas apés a
aplicacdo do glyphosate. Botucatu — SP, 2017
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Figura 11 — Correlacéo entre a porcentagem de controle aos 28 dias apés a aplicacdo (DAA) obtida

no segundo teste de fitointoxicacdo e o acimulo de &cido quinico 72 horas apds a
aplicacdo do glyphosate. Botucatu — SP, 2017
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Assim como observado neste experimento, diversos autores relataram a
presenca de biotipos de D. insularis resistente ao glyphosate em diversas regides do
pais (ADEGAS et al., 2010; CORREIA et al., 2010; CARVALHO et al., 2012; MELO
et al., 2012; REINERT et al., 2013; BARROSO et al., 2015; MARTINS et al., 2016).

Quanto a deposicdo, absorcao e translocacdo de glyphosate 72 HAA, os dados

da analise de variancia se encontram na Tabela 6.

Tabela 6 — Resumo da andlise de variancia para os valores de deposigdo, absorcéo e translocagao
de glyphosate 72 horas apés a sua aplicacdo. Botucatu — SP, 2017

ANOVA Deposigao Absorgéo Translocagéo
F 2,06™ 1,65™ 0,63™
CV(%) 25,56 55,93 179,82
DMS 148,92 21,93 1,00

ER 30,49 4,49 0,20

" N&o significativo. DMS — Diferenca minima significativa. ER — erro padrdo. CV — Coeficiente de
variacao.

Houve a necessidade de se estudar a deposicdo de glyphosate nas parcelas,
pois como as plantas foram obtidas através da propagacdo vegetativa, ndo foi
possivel padronizar adequadamente um estadio vegetativo para o momento da
aplicacdo, desta forma, poderia haver discrepancia na deposicédo do glyphosate em
funcdo das diferencas de tamanho na parte aérea destas plantas, embora
visualmente tenham sido pouco evidenciadas. A Figura 12 comprova que ndo houve
diferenca significativa entre a deposicdo de glyphosate nas plantas avaliadas, ou
seja, a quantidade do herbicida presente nas folhas foi semelhante para todos os
biétipos e, portanto, as eventuais diferencas na formacdo de crescimento destas

plantas ndo apresentaram variacdes na deposicao.
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Figura 12 — Deposi¢éo de glyphosate quantificado com 72 horas ap0s a aplicacdo (HAA) nas folhas
dos perfilhos aplicados em onze biétipos de Digitaria insularis. As barras de erros
correspondem a média do erro padréo (n=4). Botucatu — SP, 2017

Verificou-se também que nao houve diferenca estatistica ao se quantificar a
absorcdo de glyphosate 72 HAA em todos os biétipos avaliados (Figura 13). No
entanto, notou-se que em média apenas 8% do glyphosate aplicado foi absorvido
pelas plantas, independentemente dos biétipos serem resistentes ou sensiveis. 1sso
evidencia que este herbicida, mesmo em baixas concentracdes na planta (em média
16 pg g™ MS) é eficaz no controle de capim-amargoso suscetivel, mesmo em plantas
adultas.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Carvalho et al. (2012),
que verificaram 72 HAA de glyphosate que nao houve diferenca na absor¢cdo do
herbicida, entre plantas de capim-amargoso resistentes e suscetiveis, e que menos
da metade do produto aplicado foi absorvido pelas folhas com 96 horas apos a
aplicacdo. Melo (2015) ao avaliar plantas de capim-amargoso também néo

evidenciou diferencas de absorcéo entre os bidtipos suscetiveis e resistentes.
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Figura 13 — Absorc¢édo de glyphosate quantificado com 72 horas ap6és a aplicacdo (HAA) nas folhas
dos perfilhos aplicados em onze bio6tipos de Digitaria insularis. As barras de erros
correspondem a média do erro padrao (n=4). Botucatu — SP, 2017

ApOs a absorcdo do herbicida, ele precisa translocar através de tecidos
vasculares até os sitios de acao onde ira exercer sua atividade fitotoxica (SATICHIVI
et al., 2000). A translocacao do glyphosate foi reduzida entre os bi6tipos analisados,
em torno de 1% do herbicida absorvido pelas folhas dos perfilhos que receberam a
aplicacao foi translocado para as folhas ndo tratadas, além disso, ndo houve
diferenca significativa entre as plantas resistentes e suscetiveis (Figura 14). Ainda, o
coeficiente de variacdo observado para a translocacdo foi elevado, pois varias
parcelas ndo apresentaram concentracdes detectaveis de glyphosate no interior das
folhas provenientes dos perfilhos protegidos no momento da aplicacao.

Estes dados corroboram com os obtidos por Melo et al. (2012) e Melo (2015),
que ndo verificaram diferencas na translocacédo de *C-glyphosate entre biétipos
resistentes e suscetiveis. No entanto, de acordo com Carvalho et al. (2012), nas
plantas resistentes maior parte do herbicida ficou retida nas folhas tratadas e menor
guantidade translocou para outras partes da planta. Os autores sugerem que a
translocacdo € considerada um dos mecanismos de resisténcia de D. insularis a

glyphosate.
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Figura 14 — Translocagdo de glyphosate quantificado com 72 horas ap0s a aplicacdo (HAA) nas
folhas dos perfilhos ndo aplicados em onze bidtipos de Digitaria insularis. As barras de
erros correspondem a média do erro padrao (n=4). Botucatu — SP, 2017

Uma possivel explicacdo para os dados de baixa translocacdo do glyphosate
observados nos biétipos de capim-amargoso deste experimento, é que 0s rizomas
formados tém grande quantidade de amido que serve de barreira e impede a
translocacdo do herbicida, e ainda, atua como fonte de reserva permitindo que as
plantas tratadas rebrotem rapidamente (MACHADO et al., 2008). Todavia, conforme
observado na Figura 14, ndo houve diferenca de translocacdo entre os biotipos
resistentes e suscetiveis, isso sugere que a translocacdo pode nd&o ser um
mecanismo de resisténcia de D. insularis ao glyphosate e que mais estudos devem
ser realizados.

O fato de o capim-amargoso possuir baixa translocacao, independentemente de
ser resistente ou suscetivel, € um indicativo de que o glyphosate pode ser mais
eficiente quando atua nas folhas, ou seja, a translocagcdo para outras partes da
planta como perfilhos e sistema radicular pode exercer pouca influéncia em seu
controle. Isso explicaria os altos indices de controle observados nos biotipos
suscetiveis (Figuras 6 e 7), mesmo com baixa absorcdo (Figura 13) e pouquissima
translocacdo do produto nas plantas (Figura 14). O bidtipo suscetivel S4, por

exemplo, foi o que apresentou maior absorcdo de glyphosate nas folhas
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provenientes dos perfilhos que receberam aplicagdo, no entanto, foi o bidtipo que
apresentou menor concentracdo de glyphosate translocado para as folhas dos
perfilhos protegidos.

Outro mecanismo de resisténcia de D. insularis ao glyphosate proposto é a
maior velocidade que estas plantas possuem em metabolizar este herbicida em
AMPA, glioxilato e sarcosina. (CARVALHO et al. 2012). A Tabela 7 contempla os
dados da andlise de variancia para o composto AMPA, principal metabdlito do

glyphosate, obtidos neste experimento.

Tabela 7 — Resumo da analise de variancia para acido aminometilfosfénico (AMPA) analisado 72
horas apds a aplicacdo de glyphosate. Botucatu — SP, 2017

ANOVA AMPA
F 1,17™
CV(%) 158,61
DMS 0,15
ER 0,03

ne néoNSignificativo. DMS - Diferenca minima significativa. ER — erro padrédo. CV — coeficiente de
variagdo.

N&o houve diferenca significativa para metabolizagdo do glyphosate em AMPA
72 HAA, entre os bibtipos resistentes e suscetiveis. Além disso, menos de 1% do
glyphosate encontrado dentro da planta foi transformado em AMPA (Tabela 8),
evidenciando que a metabolizagdo deste herbicida também n&o é considerada um
mecanismo de resisténcia do capim-amargoso ao glyphosate. Ainda, no biétipo S6
nao foi detectado a presenca de AMPA, nos demais, a concentracdo variou entre
0,005 a 0,09 pg g* MS (Figura 15). Em véarias amostras ndo foi detectado a
presenca de AMPA e isso explica o motivo do alto valor encontrado para o
coeficiente de variagao (Tabela 7).
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Tabela 8 — Porcentagem relativa de glyphosate e acido aminometilfosfénico (AMPA) 72 horas apés a
aplicacdo de glyphosate (HAA) em biétipos de Digitaria insularis. Botucatu — SP, 2017

Bidtipos Glyphosate AMPA
S1 99,66 0,44
S2 99,94 0,06
S3 99,89 0,11
S4 99,85 0,15
S5 99,96 0,04
S6 100,00 0,00
S7 99,53 0,47
S8 99,93 0,07
R1 99,01 0,99
R2 99,50 0,50
R3 99,84 0,16
*Média dos suscetiveis 99,84 0,16
**Média dos resistentes 99,45 0,55
F 1,50™ 1,50™
CV(%) 0,48 187,60
DMS 1,18 1,18
ER 0,24 0,24

™ nao significativo. DMS — Diferenga minima significativa. ER — erro padrdo. CV (%) coeficiente de
variagdo. *Biotipos S1 a S8; **Bidtipos R1 a R3.
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Figura 15 — Concentracao total de acido aminometilfosfonico (AMPA) 72 horas ap6és a aplicagao de

glyphosate (HAA) nos biétipos de Digitaria insularis. As barras de erros correspondem
a média do erro padrdo (n=4). Botucatu — SP, 2017
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Esses resultados ndo corroboram parcialmente com os obtidos por Carvalho et
al. (2012), que verificaram que com 168 HAA, 80% do glyphosate foi encontrado no
bidtipo suscetivel, enquanto que no resistente menos de 10%, ou seja, rapida
metabolizacdo do herbicida em plantas jovens e resistentes. Ainda de acordo com
os autores, com 96 HAA, AMPA e sarcosina ndao foram detectados no biotipo
suscetivel, enquanto que nos resistentes foram encontrados entre 37 e 64% de
AMPA e 15 a 32% de glioxilato. Carvalho et al. (2013) e Costa et al. (2014) também
relataram mais rapida degradacéo de glyphosate pelas plantas jovens e resistentes.
Vale ressaltar que neste experimento as plantas de D. insularis utilizadas estavam
adultas e perenizadas e isso pode explicar, em parte, a diferenca na metabolizacao
em AMPA em comparacéao aos relatos citados.

Quando uma planta metaboliza rapidamente um herbicida, menor concentracao
de seu ingrediente ativo, que € responsavel por causar fitotoxidade, estara presente
nos tecidos vegetais, consequentemente, a probabilidade de que esta planta morra é
menor devido a baixa quantidade de herbicida inibindo a enzima alvo.

Com relacdo aos aminoacidos aromaticos, na Tabela 9 estdo descritos os dados
da analise de variancia obtidos para fenilalanina, tirosina, triptofano e fenilalanina +

tirosina + triptofano.

Tabela 9 — Resumo da andlise de varidncia para concentracdo dos aminodcidos arométicos em
Digitaria insularis analisados 72 horas apds a aplicacdo de glyphosate (HAA).
Botucatu — SP, 2017

ANOVA Fenilalanina Tirosina Triptofano F+T+T
F 5,16** 7,98%* 4,57 6,23**
CV(%) 27,22 31,57 15,68 23,32
DMS 459,97 320,50 152,50 857,67
ER 94,20 65,63 31,23 175,64

F + T + T — Fenilalanina + Tirosina + Triptofano. * Significativo a 1 % pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. DMS — diferenca minima significativa; ER — erro padrédo; CV — coeficiente de variacao.

Esperava-se que apos a aplicacdo de glyphosate ocorresse um decréscimo de
fenilalanina, tirosina e triptofano, principalmente nos bidtipos suscetiveis, pois, essa
reducdo € o primeiro passo provocado pelo herbicida na rota do acido chiquimico
(COLE, 1985). Porém, essa reducdo nao ocorre para todas as espécies de plantas
(PETERSEN et al., 2007; MOLDES et al., 2008; GRAVENA et al., 2009). Fato este

também observado neste experimento, ao invés de reduzir os aminoacidos houve
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um aumento na concentracdo de fenilalanina, tirosina e triptofano apds a aplicacéo

do herbicida em todas as plantas avaliadas (Figuras 16, 17 e 18).
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Figura 16 — Concentragdo de fenilalanina 72 horas apos a aplicacdo de glyphosate (Fen 72 HAA)
nos biétipos de Digitaria insularis tratados e ndo tratados com o produto (testemunhas).
As barras de erros correspondem a média do erro padrdo (n=4) e letras iguais na
mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Botucatu — SP, 2017
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Figura 17 — Concentracao de tirosina 72 horas apds a aplicacdo de glyphosate (Tir 72 HAA) nos
biétipos de Digitaria insularis tratados e néo tratados com o produto (testemunhas). As
barras de erros correspondem a média do erro padréo (n=4) e letras iguais nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%. Botucatu — SP, 2017
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Figura 18 — Concentracao de triptofano 72 horas apés a aplicacdo de glyphosate (Trip 72 HAA) nos
bi6tipos de Digitaria insularis tratados e nédo tratados com o produto (testemunhas). As
barras de erros correspondem a média do erro padrdo (n=4) e letras iguais ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%. Botucatu — SP, 2017

E possivel observar também aumento significativo de fenilalanina e tirosina nos
biétipos resistentes em comparacdo aos suscetiveis (Figuras 16,17). Ja para o
aminoacido triptofano, houve resposta significativa entre os bidtipos avaliados,
porém, ndo foi apenas para as plantas resistentes, como é o caso do S2 que
apresentou concentracfes semelhantes as observadas nas plantas resistentes R1 e
R2 (Figura 18). J& R3, outro bibtipo resistente, os teores de triptofano foram
inferiores as demais plantas resistentes e semelhantes as demais suscetiveis,
exceto para S6, S8 e S5, que apresentaram menores concentracfes do aminoacido
(Figura 18).

Resultados semelhantes foram encontrados por Petersen et al. (2007), que
constaram aumento significativo na concentracdo de fenilalanina, quando a planta
em estudo foi exposta a concentracdes de 1 a 10 uM de glyphosate, no entanto
ocorreu um decréscimo quando a planta foi submetida a concentracdes superiores a
50 uM do mesmo herbicida. Os autores observaram resultados semelhantes para
tirosina, e para o triptofano foi observado um aumento.

Contudo, Wang et al. (2001) investigaram o efeito do glyphosate no teor de
aminoacidos aromaticos em plantulas de Cyperus rotundus e observaram que as

concentragcdes de tirosina e fenilalanina, trés dias ap0s a exposi¢do, nao diferiram
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significativamente da testemunha, e a concentracdo de triptofano foi
significativamente maior em plantulas tratadas com glyphosate em comparagédo com
a testemunha.

De modo geral, houve significativo aumento na concentracdo total dos
aminoacidos aromaticos fenilalanina + tirosina + triptofano nos biotipos resistentes
(R2, R3 e R1) em comparagdo aos suscetiveis, sendo que, 0s resistentes
apresentaram em média 2.065,66 pg g MS da soma dos trés aminoAcidos,

enquanto os suscetiveis apresentaram em média 1.296,42 pg g* MS (Figura 19).
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Figura 19 — Concentragdo de fenilalanina + tirosina + triptofano 72 horas apés a aplicagdo de
glyphosate (Fen + Tir + Trip 72 HAA) nos biétipos de Digitaria insularis tratados e néo
tratados com o produto (testemunhas). As barras de erros correspondem a média do
erro padrdo (n=4) e letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
Botucatu — SP, 2017

Uma possivel explicacdo para esse aumento dos aminoacidos aromaticos apos
o contato das plantas com o herbicida seria, alteracdes nas regulacdes metabdlicas
na biossintese destes aminoacidos e hidrélise de proteinas. O glyphosate provoca
uma desaceleracdo na producdo de proteinas e, consequentemente, a procura de
aminoacidos para a sintese proteica diminui e isso promove um aumento dos
aminoacidos livres (ZOBIOLE et al. 2010). A menor concentracdo total dos
aminoacidos aromaticos observada pode ter reduzido a producdo de proteinas, e

consequentemente, impediu o crescimento e desenvolvimento das plantas, até que
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as mesmas estivessem mortas com o passar dos dias, como observado nos biétipos
suscetiveis alvo deste estudo.

No entanto, o inverso pode ter ocorrido nos biotipos resistentes. Estas plantas
podem ter acionado genes de resisténcia que potencialmente responderam
aumentando a producdo dos aminoacidos aromaticos, como forma de promover
maior sintese proteica e/ou permitir a continuidade da producdo de diversos
metabdlitos secundarios e, assim, garantir a sua sobrevivéncia como fuga a acéao do
glyphosate.

Em complemento, Velini et al. (2009) afirmam que nem sempre € possivel
concluir que produtos distantes do sitio de acdo do glyphosate (EPSPS) terdo sua
sintese blogueada ou intensamente reduzida pela aplicacdo do herbicida, em funcéo
da presenca de sistemas de controle da rota que podem compensar, a0 menos em
parte, a menor sintese de alguns dos compostos intermediarios. Portanto, quanto
menor 0 numero de reacdes que separam um determinado composto de interesse
até o sitio de acéo, maior a probabilidade de que as concentracdes do mesmo sejam
reduzidas como resultado da aplicacdo do herbicida.

Complementando a importdncia dos aminoécidos aromaticos nas plantas,
Rippert et al. (2004) verificaram que a rota do acido chiquimico esté ligada de forma
indireta com um outro mecanismo de acdo de herbicida, o metabdlito ativo de
isoxaflutole, que converte hidroxifenilpiruvato (produzido a partir do aminoacido
tirosina) a homogentisato, um composto utilizado na producdo de antioxidantes
como a vitamina E. A atividade da enzima EPSPS esta diretamente relacionada a
acumulacao de tirosina e vitamina E, que gera efeitos na tolerancia ao estresse
oxidativo e aumenta a resisténcia ao metabdlito ativo de isoxaflutole (RIPPERT el al.
2004). Deste modo, os bibtipos de capim-amargoso resistentes ao glyphosate
podem, potencialmente, se tornarem também resistentes aos herbicidas derivados
de isoxaflutole.

Com relacdo ao acido salicilico, na Tabela 10 se encontram os dados da analise
de variancia para o composto analisado 72 HAA, em bibtipos de capim-amargoso

resistentes e suscetiveis.
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Tabela 10 — Resumo da andlise de variancia para o composto acido salicilico analisado 72 horas
apos a aplicacdo de glyphosate. Botucatu — SP, 2017

ANOVA Acido Salicilico
F 12,66**
CV(%) 24,48
DMS 7,37

ER 1,50

**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste de Tukey. DMS - diferenga minima significativa; ER -
erro padréo; CV — coeficiente de variagao.

Os biotipos resistentes, R2, R3 e R1, foram os que obtiveram maior
concentracdo de &cido salicilico com a concentragéo variando entre 15 e 22 g g™
MS (Figura 20). Além disso, ao observar as testemunhas, independente das plantas
serem resistentes ou sensiveis ao herbicida, nota-se que estas plantas obtiveram
valores inferiores de &cido salicilico, com concentracées variando de 1,49 a 10 pg g™
MS.

E possivel observar ainda na Figura 20, que houve separacdo dos biotipos em
trés classes de concentracdo do composto, sendo R2; R3 e R1 como ja descrito, 0s
gue obtiveram maiores concentracdes, S3; S4; S7; S6 e S2 as plantas que
apresentaram teores intermediarios e S5; S8 e S1 os bidtipos que apresentaram

guantidades inferiores de acido salicilico.
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Figura 20 — Concentracao total de acido salicilico 72 horas apds a aplicacdo de glyphosate (HAA)
nos bidtipos de Digitaria insularis tratados e ndo tratados com o produto

(Testemunhas). As barras de erros correspondem a média do erro padrdo (n=4) e
letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Botucatu — SP, 2017

O é&cido salicilico é o principal composto sinalizador que estd envolvido no
acionamento de genes de resisténcia a patdégenos, sua sintese em plantas esta
ligada a fenilalanina (WARD et al., 1991; RYALS et al., 1996; POPOVA et al., 1997;
BUCHANAN et al., 2000; GAILLE et al., 2002). Apés a deteccao do estresse ou do
agente causal, varias rotas metabdlicas podem ser ativadas ou inibidas nas plantas
e isso modifica toda a sintese e acumulacdo dos compostos como fendlicos e
terpénicos (VELINI et al., 2009). Ainda, o pré tratamento com 500 pmol L™ de &cido
salicilico em plantulas de cevada apresentaram efeitos positivos contra os danos
oxidativos promovidos pelo herbicida paraquat (ANANIEVA et al., 2002).

O Aacido salicilico pode ser benéfico para as plantas no ponto de vista de
protegé-las contra patbgenos, mas pode também ser prejudicial, pois pode limitar o
crescimento destas por um processo autotdoxico ou com gasto excessivo de energia,
caso os genes de resisténcia acionados ndo sejam os corretos (VELINI et al., 2009).

Estas constatagcbfes sugerem estudar se 0 capim-amargoso resistente ao
herbicida glyphosate pode ser mais tolerante ao ataque de patbégenos. Essa

7

informacdo é importante, pois 0 capim-amargoso resistente esta presente em
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praticamente todas as &reas produtoras de gréos do pais e segundo Goncalves et
al. (2015) esta planta daninha é hospedeira da bactéria Pantoea ananatis, atribuida
pelos autores como agente causal da mancha branca do milho, uma doenca
generalizada no territério brasileiro e muito relevante para a cultura. Em
complemento Ruuhola e Julkinen-Titto (2003) observaram que a producao de acido
salicilico e compostos fendlicos foram importantes para a resisténcia de Salix
petandra a patdgenos, porém, limitaram o crescimento das plantas estudadas.

Esse maior acumulo de acido salicilico pode estar relacionado com custo
adaptativo e ser um dos motivos que explicam os resultados de menor
desenvolvimento inicial de capim-amargoso resistente ao glyphosate obtidos por
Martins et al. (2016). No entanto, segundo os autores, a partir dos 30 dias apos a
emergéncia os bidtipos resistentes crescem mais rapidamente que os suscetiveis,
chegando ao florescimento por volta dos 72 dias apdés a emergéncia. O custo de
adaptacdo pode ser positivo ou negativo para a espécie, dependendo do alelo de
resisténcia relacionado (DELYE et al., 2013). Um exemplo sdo os bi6tipos de Lolium
rigidum suscetiveis ao glyphosate, 0s quais apresentam maior capacidade
competitiva que os biotipos resistentes (FERREIRA et al., 2008). Ja o azevém que
tem a resisténcia causada pelo aumento do metabolismo mediado por P450,
apresenta menores taxas de crescimento relativo e assimilagéo liquida, bem como,

menor capacidade de competicéo.

4.2 Curvas de dose-resposta em bi6tipos de capim-amargoso

Observa-se que nos bi6tipos S3 e S4 a dose de 180 g e.a. ha™ de glyphosate foi
suficiente para obter controle de 98 e 60%, respectivamente, enquanto que nos
bidtipos R2 e R3, esta mesma dose proporcionou apenas 5 e 6% de controle,
respectivamente (Figura 21).

A dose comercial de glyphosate recomendada para controle de capim-amargoso
varia de 540 a 1440 g e.a. ha', sendo a dose maior para plantas adultas e
perenizadas, e a menor para plantas jovens. No caso deste experimento, as plantas
foram obtidas por sementes e ndo estavam perenizadas e apresentavam 40 a 60 cm
de comprimento com 4 a 6 perfilhos, ndo sendo consideradas plantas jovens e nem

adultas, portanto, adotou-se 720 g e.a. ha® como a dose comercial. Para essa
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concentragdo os bibtipos S3 e S4 apresentaram 100% de controle, enquanto que o
R2 e R3 apresentaram 12 e 58% de controle, respectivamente, e sé atingiram 100%

com 5760 g e.a. ha™* (Figura 21). A Figura 22 ilustra os resultados encontrados.
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Figura 21 — Porcentagem de controle para os bidtipos S3, S4, R2 e R3 submetidos a diferentes
doses de herbicida glyphosate aos 21 dias apés a aplicacdo (DAA). O gréfico se
encontra em escala logaritma. Botucatu — SP, 2017

Figura 22 — Fotos da porcentagem de controle para os bibtipos S3, S4, R2 e R3 submetidos as
doses respectivas de 0, 90, 180, 360, 720, 1440, 2880 e 5760 g e.a ha™ de glyphosate
aos 21 dias ap0s a aplicacdo (DAA). Botucatu — SP, 2017
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Quanto a reducdo de massa seca 0s bidtipos S3 e S4, na dose comercial
recomendada obtiveram em torno de 80% de reduc¢éo, enquanto que os bibtipos R2

e R3 apenas 27 e 54%, respectivamente (Figura 23).
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Figura 23 — Massa seca (%) para os biétipos S3, S4, R2 e R3 submetidos a diferentes doses de
herbicida glyphosate aos 21 dias apds a aplicacdo (DAA). O grafico se encontra em
escala logaritma. Botucatu — SP, 2017

De acordo com o coeficiente de determinacao (r?), os resultados de porcentagem
de controle e reducdo no teor de massa seca evidenciaram ajustes elevados e,
portanto, adequados ao modelo proposto por Seefeldt et al. (1995) (Tabelas 8 e 9).
Ao determinar os valores de ECsg e/ou GRsg tem-se o fator de resisténcia (FR=R/S)
gue corresponde ao numero de vezes em que a dose necessaria para controlar ou
reduzir a massa seca em 50% na populacgéo resistente é superior a dose necessaria
para se obter os mesmos resultados na populacao suscetivel (CHRISTOFFOLETI e
LOPEZ-OVEJERO, 2008). Tem-se a confirmacdo da resisténcia quando o fator R/S
for superior a 1,0 (SAARI et al., 1994).

Neste experimento os valores de ECsy encontrados para os bibtipos foram 150;
91; 1308 e 644 g e.a. ha™ para S3, S4, R2 e R3, respectivamente (Tabela 11). Ja
para os valores de GRsy 0s resultados encontrados foram semelhantes, sendo 108;
93; 1190 e 351 g e.a. ha™ para a mesma sequencia descrita dos bi6tipos (Tabela

12). Com posse destes dados foi calculado o fator de resisténcia, sendo que para a
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porcentagem de controle esse numero foi de 14,37 e 7,07 vezes para o0s biotipos R2
e R3, respectivamente, e para a reducado de massa seca foi de 12,79 e 3,77 vezes
para os bibtipos R2 e R3, respectivamente, confirmando a resisténcia nas progénies
destes bidtipos (Tabelas 11 e 12).

Tabela 11 — Estimativas dos parametros da curva a, b ¢ e d, coeficiente de determinacéo (r?) do
modelo log-logistico e coeficiente de variacdo (CV%) para os biétipos jovens de
Digitaria insularis em relacéo a porcentagem de controle aos 21 DAA. Botucatu — SP,

Variavel Bizc?t}gos CV(%) a B ¢ (ECsp) d r2 FR*
S3 18,38 1,20 99,73 150+ 12,64 ER -2,82 0,95 1,64

Controle S4 26,42 6,29 98,99 91 +11,87 ER -8,91 0,95 -
(%) R2 32,81 3,89 97,04 1308 +11,05ER -3,91 0,96 14,37
R3 25,60 1,95 98,58 644 +11,22ER -2,45 0,98 7,07

DAA (Dias ap6s a aplicacéo); ECy, (valores expressos em g e.a. ha™" de glyphosate);
ER = erro padrédo da média. Equacao do modelo: y:(a+b/((1+(x/c)d));
* Fator de Resisténcia = EC5o R/ EC5¢ S

Tabela 12 — Estimativas dos parametros da curva a, b ¢ e d, coeficiente de determinacgédo (r? do
modelo log-logistico e coeficiente de variagdo (CV%) para os bibtipos jovens de
Digitaria insularis em relagéo a porcentagem de massa seca aos 21 DAA. Botucatu —

SP, 2017
Variavel Biétipos CV(%) a b ¢ (GRsp) d r2 FR*
S3 28,66 11,17 89,40 108 £ 9,87 ER 1,24 0,93 1,16
Massa S4 57,41 4,85 95,40 93+17,59 ER 0,84 0,95 -
S((j/(:)a R2 15,99 101,17 -97,10 1190 + 10,87 ER -1,05 0,94 12,79

R3 24,39 27,44 76,24 351 +15,68 ER 1,93 0,97 3,77

DAA (Dias ap6s a aplicacé@o); GRsq (valores expressos em g e.a. ha™' de glyphosate);
ER = erro padrédo da média. Equacao do modelo: y=(a+b/((1+(x/c)d));
* Fator de Resisténcia = GRsgR/ GR5g S

Antes do relato oficial de resisténcia do capim-amargoso ao herbicida glyphosate
no Brasil em 2008 (HEAP, 2017), Lacerda e Victoria Filho (2004) verificaram que a
dose necessaria para reduzir em 50% a massa seca desta espécie foi de apenas
93,6 g e.a. ha™, corroborando com os dados obtidos neste experimento para os
biétipos suscetiveis (Tabela 12).

Ja em 2010, quando a resisténcia estava se disseminando pelo pais, Adegas et
al. (2010) verificaram que foram necesséarios 1.249,2 g e.a. ha™ de glyphosate para
se obter os mesmos valores de GRso e para Correia et al. (2010), 1.724,4 g e.a. ha™,

estando de acordo com os valores obtidos neste experimento (Tabela 12).
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Posteriormente, diversos casos de resisténcia de D. insularis ao glyphosate tem
sido e continuam sendo relatados em todo pais como descrevem Reinert et al.
(2013) que evidenciaram a necessidade de 1.732,26 g e.a. ha™ para se obter GRsyo,
Melo et al. (2015) que constataram que doses entre 456,33 e 1.030,89 g e.a. ha™
foram necessarias para reduzir em 50% a quantidade de massa seca, Licorini et al.
(2015), que verificaram a necessidade de doses de glyphosate acima de 1.437,68
g.e.a. ha’ para obter os mesmos GRsy, Barroso et al. (2015) que constataram
valores de 394,24 g e.a. ha* de glyphosate para GRs, e recentemente, Martins et al.
(2016) evidenciaram que o GRsp s foi alcangcado com doses acima de 300 g e.a.
ha™ de glyphosate, também comprovando a resisténcia do capim-amargoso ao
glyphosate.

O grau de resisténcia evidenciado nos biétipo R3 é considerado baixo, pois
segundo o Comité de acao a resisténcia de plantas daninhas a herbicidas, para ser
considerado alto precisa ser maior ou igual a dez (Heap, 2016), fato este observado
no bidtipo R2. Todavia, estdo de acordo com Adegas et al. (2010) que evidenciaram
FR = 6,46 para a populacdo de capim-amargoso resistente a glyphosate e Barroso
et al. (2015) que constaram o FR = 2,36, ambos também para D. insularis e
glyphosate.

Quando uma populagdo apresenta fator de resisténcia elevado, ndo restam
dividas de que ela seja resistente (CARVALHO; CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-
OVEJERO, 2009). Porém, o caso precisa ser analisado com critério, pois, o que
pode ser considerado alto fator de resisténcia para um herbicida pode ser
considerado baixo para outro. No caso dos herbicidas inibidores da ALS, ACCase e
inibidores do fotossistema Il por exemplo, os fatores de resisténcia relatados séo
altissimos, frequentemente maiores que 100 (GRESSEL, 2000). Ja para o
glyphosate, o fator de resisténcia geralmente é abaixo de 10. Sendo assim, a
progénie dos bidtipos R2 e R3 podem ser consideradas resistentes ao glyphosate.

Normalmente, quando o fator de resisténcia € acima de dez, 0s mecanismos que
conferem resisténcia da planta ao herbicida podem ser mdltiplos, principalmente se
a espécie for de polinizacdo cruzada (SAMMONS; GAINES, 2014). Carvalho et al.
(2012) verificaram que a absorgédo inicial mais lenta, bem como a menor
translocacdo, a metabolizacdo do glyphosate em AMPA, glioxilato e sarcosina, e
duas alteragbes de aminoacidos na posi¢do 182 e 310 da EPSPS (alteracdo de

prolina por treonina e tirosina por cisteina, respectivamente) foram os responsaveis
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pela resisténcia do capim-amargoso ao glyphosate. Todavia, parcialmente, n&o
corroboram com o0s resultados encontrados no segundo experimento desta
dissertacdo, pois ndo foram evidenciadas diferencas na absorcao, translocacdo e
metabolismo em AMPA, como ja mencionadas (Figuras 13; 14 e 15).

Em complemento aos relatos de mutagOes obtidas por Carvalho et al. (2012),
foram evidenciados que pelo menos dois alelos encontrados sao facultativos de
resisténcia e que nem todas as plantas resistentes apresentam treonina, porém,
cisteina pareceu ser essencial para conferir resisténcia em D. insularis (GALEANO
et al.,, 2016). Estes ultimos autores concluiram ainda que houve maior atividade
enziméatica e expressdo génica, porém, sem ligacdo com as alteracdes de
aminoacidos encontradas.

Diante dos fatos, ao se analisar o coeficiente de variacdo obtido com as plantas
propagadas vegetativamente nos testes de fitointoxicacéo por glyphosate (Tabela 4),
€ possivel observar que os valores foram inferiores aos encontrados neste
experimento (Tabelas 11 e 12), evidenciando a importancia de se trabalhar com a
propagacéao vegetativa. O capim-amargoso produz milhares de sementes por ciclo e,
com isso, tem-se grande variagcao nos experimentos executados com plantas obtidas
por sementes. Isso explica, em parte, as diferencas nos relatos encontrados em
literatura e ao ndo consenso da comunidade cientifica sobre quais sdo os reais

mecanismos de resisténcia do capim-amargoso ao herbicida glyphosate.
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5 CONCLUSOES

O método de reproducdo, vegetativo ou por sementes, ndo alterou o
comportamento relativo dos genétipos nos testes de controle com glyphosate.

O glyphosate elevou os teores de acido quinico e &cido chiquimico em
genaotipos suscetiveis de Digitaria insularis.

Os teores de acido quinico e chiquimico apdés a aplicacdo de glyphosate
podem indicar a suscetibilidade ou resisténcia de gendtipos de Digitaria insularis a
glyphosate.

Os gendtipos resistentes apresentaram concentracdes mais elevadas de
acido salicilico ap6s aplicacao de glyphosate.

A metabolizacédo de glyphosate em AMPA nao é considerada um mecanismo
de resisténcia de D. insularis ao glyphosate.

Os gendtipos resistentes ao glyphosate apresentaram fator de resisténcia de
14,37 e 7,04 para EC5p € 12,79 e 3,77 para GRsy.
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