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1. RESUMO

No Brasil, o azevém (Lolium multiflorum) foi identificado como
resistente ao glyphosate se tornando um grande problema em determinadas lavouras. Dessa
forma, entender o comportamento a nivel bioquimico e fisioldgico desta planta daninha séo
ferramentas que auxiliam num manejo eficiente. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi
comparar o perfil bioguimico e fisiologico de populacfes de azevém suscetiveis e resistentes
ao herbicida glyphosate aplicagdo do mesmo. Foram realizados quatro estudos em casa-de-
vegetacdo com delineamento experimental inteiramente casualizados com quatro repetigdes
sendo semeadas trés populacbes de azevém (Lolium multiflorum) consideradas como
suscetivel (S), com suspeita de resisténcia (R1) e resistente (R2) ao herbicida glyphosate. No
primeiro estudo foi obtido o controle aos 21 dias apds a aplicacdo (DAA) e quantificada a
massa seca aos 28 DAA das trés populacdes. Os tratamentos foram constituidos da aplicacdo
do herbicida glyphosate composto pelas doses: 0, 135, 270, 540, 1080, 2160, 4320, 8640 g
e.a. ha™. O segundo estudo teve como objetivo determinar a atividade da enzima fenilalanina
amonia liase (PAL) nas diferentes populacdes as 12, 24, 48 e 72 horas apds a aplicacdo
(HAA). Os tratamentos foram compostos de duas doses (720 g e.a. ha™ e 1080 g e.a. ha™)
mais uma testemunha sem aplicacdo. No terceiro estudo foram realizadas avaliacGes da
fotossintese nas trés populacBes ao 1, 3, 7 e 28 DAA. As variaveis analisadas foram: taxa de
assimilacdo liquida de CO,, condutancia estomatica, concentracdo interna de CO,,
transpiracdo, eficiéncia do uso da &agua e eficiéncia instantdnea de carboxilagdo. Os
tratamentos foram compostos de duas doses (720 g e.a. ha™ e 1080 g e.a. ha™) mais uma
testemunha sem aplicacdo. O quarto estudo teve o objetivo de quantificar compostos alterados
da rota do &cido chiquimico. Para isso, foram utilizados os mesmos tratamentos do primeiro
estudo e realizadas coletas das folhas aos 5, 11 e 28 DAA. Os compostos analisados foram:
glyphosate, AMPA (acido aminometilfosfonico), 4acido chiquimico, 4&cido quinico,
shiquimato-3-fosfato, os aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, acido
feralico, acido coumarico e acido cafeico. Na populacdo considerada resistente, a atividade da
enzima fenilalanina aménia liase manteve-se alta apos a aplicacdo do glyphosate. Todas as
variaveis fisioldgicas foram afetadas apds a aplicacdo do glyphosate nas trés populagdes,
porém, R2 foi capaz de se recuperar apresentando valores semelhantes a testemunha. Os
niveis de &cido chiquimico e quinico apresentaram padrdes semelhantes onde houve aumento

para as populacfes suscetiveis com o aumento da dose do herbicida enquanto que para a



resistente os valores se mantiveram semelhantes. Ocorreu aumento dos niveis de shiquimato-
3-fosfato para a populacdo R2 se mantendo constante para as suscetiveis. Houve reducdo dos

aminoacidos aromaticos com a aplicacdo do glyphosate para as populacdes suscetiveis.

Palavras-chave: Resisténcia a herbicidas, acido chiquimico, aminoacidos aromaticos,

fotossintese, fenilalanina amonia liase, acidos fendlicos, metabolismo secundario.
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2. SUMMARY

In Brazil, ryegrass (Lolium multiflorum) was identified as resistant to
glyphosate becoming a major problem in certain crops. Thus, understanding the behavior of
the biochemical and physiological level of this weed are tools that help in efficient
management. Thus, the aim of this study was to compare the biochemical and physiological
profile of ryegrass populations susceptible and resistant to glyphosate after spray it. Four
studies were carried out in greenhouse with experimental design completely randomized with
four replications being seeded three populations of ryegrass (Lolium multiflorum) considered
as susceptible (S), suspected of having resistance (R1) and resistant (R2) to the herbicide
glyphosate. In the first study was measured the control at 21 days after application (DAA) and
at 28 DAA, the dry mass the three populations. The treatments consisted of application of the
glyphosate composed of doses: 0, 135, 270, 540, 1080, 2160, 4320, 8640 g a.i. ha™. The
second study aimed to determine the phenylalanine ammonia lyase (PAL) activity in different
populations at 12, 24, 48 and 72 hours after application (HAA). The treatments consisted of
two doses (720 g a.i. ha! and 1080 g a.i. ha™) plus a control without application. In the third
study were carried out photosynthesis assessments at three populations at 1, 3, 7 and 28 DAA.
The variables analyzed were: CO; net assimilation rate, stomatal conductance, CO; internal
concentration, transpiration, water use efficiency and instantaneous carboxylation efficiency.
The treatments consisted of two doses (720 g a.i. ha™ and 1080 g a.i. ha™) plus a control
without application. The fourth study aimed to quantify altered compounds of the shikimic
acid pathway. For this, the same treatments of the first experiment were used and made
collections of leaves at 5, 11, 28 DAA. The compounds analyzed were: glyphosate, AMPA
(aminomethylphosphonic acid), shikimic acid, quinic acid, shikimate 3-phosphate, the



aromatic amino acids phenylalanine, tyrosine and tryptophan, ferulic acid, coumaric acid and
caffeic acid. The phenylalanine ammonia lyase enzyme was not influenced by glyphosate in
resitant population. All physiological variables were affected after the application of
glyphosate at the three populations, but R2 was able to recover with values similar to the
control. The shikimic and quinic acid levels showed similar patterns where, there was an
increase for susceptible populations with increasing doses of the herbicide while in resistant,
the values remained similar. There was increase in levels of shikimate-3-phosphate to the R2
population, remaining constant for susceptible. There was a reduction of the aromatic amino

acids with the application of glyphosate for the susceptible populations.

Key-words: Herbicide resistance, shikimic acid, aromatic amino acids, photosynthesis,

phenylalanine ammonia lyase, phenolic acids, secondary metabolism.



3. INTRODUCAO

Pode-se dizer que existe uma relagdo direta entre o aumento da
produtividade das culturas e 0 aumento no uso de herbicidas, porém mesmo com o controle
quimico, a infestacdo das plantas daninhas ndo tem diminuido. Na atualidade, os agricultores
depositam confianca excessiva no controle quimico das plantas daninhas o que se deve,
principalmente, ao fato de que o controle quimico tem sido muito eficiente e possui custo
atrativo, estando prontamente disponivel e profissionalmente desenvolvido. Porém o uso
excessivo e indiscriminado dos mesmos ao longo dos anos propiciou a selecdo de plantas
daninhas resistentes.

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas pode ser definida como a
capacidade adquirida de uma planta em sobreviver a dose de registro do herbicida que sob
condi¢cdes normais, controlam os demais individuos da populacdo (CHRISTOFFOLETI;
LOPES-OVEJERO, 2008). J4 uma planta suscetivel sofre alteracBes em seu crescimento e
desenvolvimento levando-a a morte ap0s a exposicdo do produto, ou seja, ha variacdes no
perfil metabolico dessas plantas quando as mesmas sdo tratadas com herbicidas como o
glyphosate.

O glyphosate tem como mecanismo de agdo a inibicdo da enzima
EPSPs, bloqueando a via do &cido chiquimico que produz aminoacidos aromaticos dos quais
ndo sdo somente utilizados para a producdo de proteinas em plantas, mas também como
precursores de um grande numero de metabolitos secundarios (pigmentos, flavonoides,
auxinas, fitoalexinas, lignina e taninos) (VELINI et al., 2009a). Além disso, rotas

intermediarias podem servir como substrato para outras vias metabdlicas, incluindo a



biossintese de acido quinico e produtos derivados, como o acido clorogénico (HERMAN;
WEAVER, 1999). Sendo assim, as plantas submetidas ao glyphosate podem ter a sintese
desses compostos também alterada.

Herbicidas como o glyphosate pode afetar indiretamente a fotossintese
através da inibicdo da biossintese de carotenoides, clorofila, acidos graxos (OLESEN;
CEDERGREEN, 2010; GOMES et al., 2014). Como um inibidor competitivo, o glyphosate
blogueia a via do &cido chiquimico inibindo a biossintese de metabdlitos secundarios nas
plantas, incluindo compostos relacionados com a fotossintese como as quinonas (DEWICK,
1998).

Dentre as espécies em que foi registrada a resisténcia ao herbicida
glyphosate, tem-se o azevéem (Lolium multiflorum), uma planta daninha utilizada como
forrageira e também no fornecimento de palha para o sistema de plantio direto, mas que se
constitui um grande problema para culturas como o trigo e pomares especialmente nos locais
de clima temperado como o Rio Grande do Sul e Santa Catarina. O aumento da presenca desta
espécie nas lavouras comerciais associado a baixa perspectiva de lancamento de novas
moléculas herbicidas especificamente para o controle do azevém representa um grande
impacto econdémico e técnico na agricultura brasileira (DIONISIO et al., 2013).

Diversos trabalhos tém sido feitos com o intuito de entender o
metabolismo das plantas apos a aplicacdo de herbicidas. O conhecimento a nivel bioquimico e
fisioldgico das plantas daninhas, neste caso o0 azevém, é importante para um manejo eficiente,
pois pode ajudar na compreensdo dos mecanismos de resisténcia ao glyphosate, assim como
compreender a intensidade dos efeitos nos bi6tipos suscetiveis e resistentes. Ha poucas
explanagdes sobre os efeitos metabolicos e fisioldgicos de plantas sensiveis e resistentes apos
a inibicdo da EPSPs pela aplicacdo do herbicida glyphosate, sendo que a morte das plantas
ndo estd apenas relacionada com o bloqueio da rota de biossintese dos aminoacidos
aromaticos, mas também a falha na producdo de um grande nimero de compostos
secundarios, ao desregulamento no fluxo de carbono na planta e a reducdo da sintese de
proteinas.

Com isso, o objetivo geral do trabalho, foi comparar o perfil bioquimico
e fisiologico de populacdes de azevém suscetiveis e resistentes ao herbicida glyphosate apos a
aplicacdo do mesmo. Como objetivos especificos: quantificar compostos alterados nas plantas

suscetiveis e resistentes; avaliar os niveis de intoxicacédo, alteraces na fotossintese e acumulo



de matéria seca e investigar a influéncia do herbicida glyphosate sobre a enzima fenilalanina
amonia liase (PAL) em plantas resistentes.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Azevém: morfologia, biologia e distribuicao

O género Lolium pertence a familia Poaceae sendo composto por oito
espécies: L. temulentum L., L. persicum Boiss e Hohen, L. remotum Schrank, L. loliaceum
Bory e Chaubard (autégamas), L. canariense Steud (reproducéo intermediaria), L. perenne L.,
L. rigidum Gaundin e L. multiflorum Lam. (al6gamas). Estas espécies podem ser pequenas
com 10 cm de altura, mas também grandes podendo chegar a 150 cm. S&o nativas da Europa,
Asia e norte da Africa sendo introduzidas nos mais diversos paises em todo o mundo,
inclusive no Brasil. Uma forma simples de verificar se uma planta pertence a este género é a
presenca de duas glumas (POLOK, 2007).

Dentre essas espécies, L. multiflorum destaca-se por ser uma espécie
importante como forrageira e também para fornecimento de palha para o sistema de plantio
direto sendo cultivada em diversas regides de clima temperado (LUBBERSTEDT,;
SCHEJBEL; BACH, 2003). Pertence a subfamilia Pooideae e tribo Poeae (WHEELER,;
JACOBS; WHALLEY, 2002). Tem sua origem no mediterraneo e provavelmente chegou ao
Brasil em 1985 trazida por imigrantes italianos. Ao passar dos anos, esta espécie sofreu
efeitos da selecdo natural formando uma populacdo bem adaptada as condicdes ecoldgicas do
sul do Brasil, onde no estado do Rio Grande do Sul é umas das gramineas hibernais mais
cultivadas devido a boa capacidade de rebrote, perenizacdo por ressemeadura natural,
resisténcia ao pisoteio, pastoreio e excesso de umidade, além da facilidade de implantacéo
(GONCALVES, 1979; FREITAS; OLIVEIRA; CARVALHO, 2003; CARVALHO, 2004;
CASSOL et al., 2011).



E uma planta de ciclo anual ou bianual, morfologicamente muito
variavel podendo atingir até 1,20 m de altura. Ereta, densamente perfilhada, glabra, de
inverno e herbacea. Suas folhas séo finas e laminadas e sua inflorescéncia é em forma de
espiga do tipo distica com 15 a 20 cm de comprimento possuindo espiguetas onde as flores
estdo inseridas. Cada flor possui duas glumas, uma palea e um lema que envolve a cariopse.
Apresenta facil dispersdo propagando-se apenas por sementes, possui fecundacdo cruzada,
sistema radicular altamente ramificado e denso com muitas raizes adventicias e fibrosas
(POLOK, 2007; LORENZI, 2008; AGOSTINETTO; VARGAS, 2009).

O azevém € pouco exigente quanto ao tipo de solo, persistindo em uma
ampla gama de textura. Além disso, é tolerante a solos &cidos e alcalinos (pH 5,0 a 7,8) se
desenvolvendo melhor na faixa de pH entre 5,5 e 7,5. Possui metabolismo do tipo C3 e a
temperatura 6tima para o seu desenvolvimento esta entre 20 a 25°C sendo adaptado a climas
frios e umidos (CARAMBULA, 1998; HANNAWAY et al., 1999).

4.2 Azevém como planta daninha

Planta daninha se enquadra como “toda e qualquer planta que ocorre
onde ndo ¢ desejada” (OLIVEIRA JR; CONSTANTIN; INOUE, 2011). Porém Blanco (1972)
define como “toda e qualquer planta que germine espontaneamente em areas de interesse
humano e que, de alguma forma, interfira prejudicialmente nas atividades agropecuarias do
homem”. Segundo Oerke (2006), o potencial de perda de produtividade devido a presenga das
plantas daninhas é mais elevado do que outras pragas e doencas. Em média, 30 a 40% das
perdas em produtividade deve-se a interferéncia das infestantes (LORENZI, 2008).

Embora o azevém possa ser utilizado com uma espécie forrageira e
também para fornecimento de palha para o sistema de plantio direto, ele também pode se
constituir em uma planta daninha em culturas como o milho ou o trigo principalmente
(ROMAN et al., 2004), além de pomares especialmente no Rio Grande do Sul (VARGAS et
al., 2005). Dessa forma, 0 mesmo atua competindo com as culturas pelos recursos do meio
prejudicando assim suas produtividades. No caso do trigo, o grau de competicdo com 0
azevém € intenso devido ambas as espécies serem morfologicamente e fisiologicamente
semelhantes e segundo Silva e Durigan (2006), quanto mais proximos forem essas

caracteristicas, maior a competicdo pelos recursos do meio. Ainda, estudos demonstraram que
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uma planta de azevém por metro quadrado, pode diminuir a produtividade da cultura do trigo
em 7,5 kg ha™ (KISSMAN, 2007).

O florescimento e a frutificacdo das plantas de azevem ocorre no final
da primavera e segundo Piana et al. (1986), apds a maturacdo fisioldgica ocorre a abscisao das
sementes que, quando ndo colhidas, caem no solo permanecendo dormentes até o final do
verdo quando iniciam a germinagdo. Esta caracteristica de ressemeadura natural € util para os
pecuaristas, porém pode ser ruim para os agricultores, pois ocasiona dificuldades no controle
desta espécie devido a mesma estar em diferentes estadios de desenvolvimento. Além disso,
sdo fontes de permanéncia em infestacdes futuras quando da utilizagdo destas na préatica de
rotacdo de cultura com cereais de inverno como cevada, centeio, trigo e triticale (ROMAN et
al., 2004).

O azevém é uma infestante da regido sul do Brasil onde a época de
maior incidéncia ocorre entre as estagdes de outono-inverno ndo se constituindo em grande
problema nas culturas de verdo. A dessecacdo ou 0 controle dessa espécie no sistema de
semeadura direta ou em pomares é feito de um modo geral com herbicidas ndo seletivos em
diferentes estadios de desenvolvimento e o herbicida glyphosate € o mais usado para este fim
sendo ele utilizado ha longo tempo e repetidamente (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-
OVEJERO, 2003).

4.3 Glyphosate: importancia, caracteristicas quimicas e modo de ac¢éo

O glyphosate é o herbicida mais utilizado em todo o mundo e o seu
mercado tem crescido continuamente gracas ao controle eficaz que exerce sobre as plantas
daninhas, aliado as caracteristicas positivas quanto a aspectos toxicoldgicos, ecotoxicol6gicos,
facilidade de manuseio, custo relativamente baixo, aumento de produtividade, dentre outros
(GALLI, 2009; VELINI et al., 2009b). E um herbicida sistémico, aplicado em pos-
emergéncia das plantas daninhas apresentando um amplo espectro de a¢do podendo controlar
76 das 78 infestantes mais agressivas (FRANZ, 1985; QUINN, 1993) e sendo registrado para
mais de vinte culturas (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

Este herbicida é sintetizado a partir de um hidrogénio aminico do
aminodcido glicina por um radical éster fosfonico, o N-(fosfonometil) glicina. E muito pouco
soltvel em solventes organicos comuns e bastante solivel em agua. Além disso, possui um

coeficiente de adsorcdo elevado no solo e um coeficiente de particdo octanol/agua muito
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baixo sugerindo que o glyphosate tem baixa mobilidade com pouca tendéncia para lixiviagdo
no solo (LINDERS et al., 1994; AMARANTE JR. et al., 2002). Apesar de ser bastante soltvel
em agua (contribui em termos toxicologicos sendo rapidamente excretados pela urina e de
dificil acumulacdo em organismos vivos), hd poucos riscos de contaminacdo de aguas
subterraneas devido a forte adsorcéo e rapida dissociagdo nos solos (AMARANTE JR. et al.,
2002; GIMSING; BORGGAARD; BANG, 2004; VELINI et al., 2012).

A degradacédo do glyphosate no solo pode ocorrer através de duas rotas
(Figura 1). A primeira consiste na transformacdo do glyphosate em sarcosina pela acdo da
bactéria Agrobacterium radiobacter ou da Enterobacter aerogenes (enzima C-P liase). A
sarcosina entra no metabolismo destes microorganismos e em outros, degradando-se (DICK;
QUINN, 1995; FRANZ; MAO; SIKORSKI, 1997). Esta rota é pouco citada na literatura. A
segunda rota consiste na transformacdo do glyphosate em &cido aminometilfosfonico
(AMPA) sendo este mais persistente no solo do que o glyphosate, pois sua degradacdo é mais
lenta (COX, 1998).

0 0
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Figura 1. Rotas de decomposi¢do microbioldgica do glyphosate. Fonte: Amarante Jr. et al.,
2002.
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O glyphosate apresenta pouca volatilidade devido a sua baixa presséo
de vapor (7.5x10® mmHg) tendo como ponto de fusdo 189,9°C. Devido ao grupamento &cido
fosfonico com uma ligacdo C-P bastante estavel, este herbicida € muito resistente a hidrélise
quimica e também a fotodegradacdo em pH 5, 7 e 9. Sua meia-vida gira em torno de 35 dias
apresentando bastante estavel na presenca de luz, inclusive a temperaturas superiores a 60°C
(FRANZ; MAO; SIKORSKI, 1997).

Segundo Silva et al. (2005), a absorcdo de herbicidas envolve uma
répida penetragdo inicial sobre a cuticula e em seguida ocorre absor¢do simpléstica no qual
esse processo depende de diversos fatores tais como: idade da planta, condigdes ambientais,
entre outros. Logo que o herbicida € absorvido, deve ser translocado e atingir o sitio de acao
para que 0 mesmo atue prejudicando assim, o desenvolvimento da planta, ou seja, a
translocacdo € um processo vital para a eficacia do produto (WANAMARTA; PENNER,
1989; SATICHIVI et al., 2000). O glyphosate é lentamente absorvido pela cuticula onde ha a
necessidade de um periodo de aproximadamente 6 horas sem chuva dependendo da
formulagdo utilizada para haver um controle satisfatorio nas plantas suscetiveis
(RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

A penetracdo do glyphosate € mediada por proteinas de transporte de
fosfato presente na membrana (MERVOSH; BALKE, 1991). Proteinas transportadoras de
fosfato facilitaram a absor¢do de glyphosate nas membranas de Vicia faba (DENIS;
DELROT, 1993). Este herbicida se movimenta no floema seguindo a rota dos produtos
fotossintéticos partindo das folhas fotossinteticamente ativas para as partes em crescimento
(dreno), para a manutencdo do metabolismo ou na formacdo de produtos de reserva como 0s
tubérculos (HETHERINGTON et al., 1999).

O mecanismo de acdo do glyphosate é bastante singular porque ele é o
unico herbicida capaz de inibir especificamente a enzima 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato
sintase (EPSPs), que catalisa a reacdo de ligacdo do chiquimato-3-fosfato (S3P) com o
fosfoenolpiruvato (PEP), para formar 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato (JAWORSKI, 1972;
ZABLOTOWICZ; REDDY, 2004). O glyphosate blogqueia entdo a via do &cido chiquimico,
que é a principal rota de producdo dos aminodcidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e
triptofano), afetando também o fluxo de carbono na planta, sendo que sob condi¢Ges normais,
20% do carbono fixado pelas plantas sdo direcionados para esta rota (HASLAM, 1993). Com
a inibicdo da enzima EPSPs pelo glyphosate, é observado um grande acimulo de acido
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chiquimico nas plantas, representando um forte dreno de carbono, desta forma, reduzindo a
fotossintese (GOMES, 2011).

A via do acido chiquimico esta presente em bactérias, fungos, plantas e
parasitas do filo Apycomplexa e sintetiza metabdlicos importantes para a vida desses
organismos (ARCURI et al., 2004). Consiste de sete enzimas que catalisam a conversao
sequencial de eritrose-4-fosfato (E4P) e fosfoenolpiruvato (PEP) em corismato, um precursor
dos aminoacidos aromaticos (CAMPBELL et al., 2004). Todos os intermediarios da via
também podem ser considerados compostos com pontos de ramificacdes que podem servir
como substratos para outras vias metabolicas, além disso, a organizacdo molecular e estrutural
das enzimas desta rota varia consideravelmente entre os grupos de microrganismos
(BENTLEY; HASLAM, 1990). A importancia destas enzimas no metabolismo de organismos
mais simples e a sua auséncia em mamiferos faz esta via um alvo potencial para o
desenvolvimento de herbicidas, neste caso o glyphosate (HERMAN; WEAVER, 1999).

A rota de formacgdo do corismato (via do &cido chiquimico) esta
representada na Figura 2. Inicialmente, ocorre uma condensacdo de dois metabolitos
fosforilados: fosfoenolpiruvato (PEP) e eritrose-4-fosfato (E4P). Através da enzima 3-deoxi-
d-arabino-heptulosonato 7-fosfato sintase (DAHPs), ocorre a formagdo do composto 3-deoxi-
d-arabino-heptulosonato 7-fosfato. A atividade de varias enzimas da via do chiquimato pode
mudar durante o crescimento e desenvolvimento normal das plantas. Os niveis de DAHPs
variaram durante o ciclo de desenvolvimento de células de cenoura aumentando durante a
formacdo de brotos bem como na germinacdo e formacdo de plantulas (WEAVER,;
HERRMANN, 1997).

No segundo passo, ocorre a a¢do da enzima 3-desidroquinato sintase
(DHQs) formando o composto 3-desidroquinato (DHQ), resultando desta reacéo, a eliminagédo
do fosfato. Logo apo6s, a desidroquinase desidratase catalisa a reacdo formando o metabolito
3-desidrochiquimato (DHS) e em seguida, a enzima chiquimato desidrogenase age formando
0 chiquimato. No quinto passo, a chiquimato quinase catalisa a fosforilacdo do chiquimato
produzindo chiquimato-3-fosfato (S3P). Na proxima etapa, uma segunda PEP entra na rota, é
condensada com o S3P produzindo o composto 5-enolpiruvilchimato 3-fosfato (EPSP) e
fosfato inorganico. Esta reagéo reversivel e catalisada pela enzima EPSP sintase no qual o
glyphosate atua impedindo sua acdo. Na ultima reacédo, ocorre a formagdo do corismato pela
acao da enzima corismato sintase onde a mesma elimina o fosfato da EPSP (ANDERSON,;
JOHNSON, 1990; DEWICK, 1998; HERMAN; WEAVER, 1999).
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Figura 2. Rota do &cido chiquimico. Fonte: Maeda e Dudareva, 2012.

A enzima que o glyphosate bloqueia € codificada no nucleo
desempenhando sua fungéo no cloroplasto (WEAVER; HERRMANN, 1997; STAUFFER et
al.,, 2001), onde catalisa a ligacdo da reacdo dos compostos chiquimato-3-fosfato e o
fosfoenolpiruvato produzindo o enolpiruvilchiquimato-3-fosfato e fosfato inorgénico
(PETERSON et al., 1996). A mesma reage inicialmente com o S3P e depois com o PEP. O
glyphosate atua exatamente nesse ponto impedindo a acdo da EPSPs prejudicando a formacao
do corismato, além disso, a afinidade deste herbicida pelo complexo EPSPs-S3P, é setenta e
cinco vezes maior que a do PEP e sua velocidade de dissociacdo do sitio de acdo é duas mil
vezes menor que a do PEP, ou seja, este herbicida é mais eficiente em se ligar e continuar
preso na reacdo (REAM et al., 1992). Outro fato que deve ser levado em consideracdo é que
as enzimas EPSPs podem diferir quanto a afinidade com o glyphosate de acordo com a
espécie envolvida. Fedtke e Duke (2004) encontraram valores diferentes em Pisium sativum e
em microorganismaos.

O corismato, produto final da via do &cido chiquimico, é convertido por
cinco enzimas em prefenato, antranilato, aminodeoxicorismato, isocorismato e p-
hidroxibenzoato. Estes metabolitos compreendem os primeiros intermediarios na biossintese
de fenilalanina, tirosina, triptofano, folato, menaquinona, ubiquinona (Figura 3)
(DOSSELAERE; VANDERLEYDEN, 2001).
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Figura 3. Corismato em destaque como precursor do (1) prefenato, (2) antranilato, (3)
aminodeoxicorismato, (4) p-hidroxibenzoato, (5) isocorismato. As enzimas
envolvidas sdo: (1) corismato mutase, (2) antranilato sintase, (3)
aminodeoxicorismato sintase, (4), corismato piruvato liase, (5) isocorismato
sintase. Fonte: Dosselaere e Vanderleyden, 2001.

De cada um dos aminoécidos aromaticos, sdo obtidos diversas
familias de compostos envolvidos na regulacdo do crescimento ou na defesa da planta (Figura
4) tais como 0s taninos, antocianinas, acido indol acético (AlA), lignina, entre outros que sdo
importantes para o desenvolvimento das mesmas, sendo assim, com a aplicagdo do
glyphosate, a formacdo desses produtos pode ser prejudicada (AMRHEIN et al., 1980;
ANDERSON; JOHNSON, 1990; HERMAN, 1995, VELINI et al., 2009a).
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Figura 4. Aminoacidos aromaticos e alguns compostos fendlicos. Fonte: Velini et al., 2012,

Os taninos sdo compostos fendlicos que podem afetar o crescimento de
insetos, animais herbivoros e microrganismos através da precipitacdo de enzimas e proteinas e
sdo classificados em hidrolisaveis e condensados (BRYCE et al., 1993; SALMINEN et al.,
2001). Os taninos hidrolisaveis sdo formados a partir do chiquimato, ja os condensados sao
formados pela polimerizacgdo de unidade de flavonoides (OSSIPOV et al., 2003; MONTEIRO
et al., 2005; GARCIA; CARRIL, 2009). Com o bloqueio da EPSPs causada pelo herbicida

glyphosate, ocorre um acumulo de acido chiquimico, um precursor dos taninos hidrolisaveis e
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reduz a disponibilidade de fenilalanina, precursor dos taninos condensados. Nesse sentido,
ndo h& como tirar conclusdes gerais sobre o efeito do glyphosate sobre os taninos, 0s mesmos
devem ser analisados separadamente (VELINI, et al., 2009a).

A rota do &cido chiquimico é responsavel pela maioria dos compostos
fendlicos nas plantas e a maioria desses compostos derivam do aminodcido aromaético
fenilalanina. As antocianinas sdo flavonoides pigmentados responséveis pela maioria das
cores das flores e frutos. Por isso sd@o importantes na polinizacdo e na dispersdo de sementes
(GARCIA; CARRIL, 2009).

O AIA é um importante regulador de crescimento e tem como um dos
seus precursores o aminodacido triptofano. Dentre suas varias fungdes, tem-se a elongagéo
celular, crescimento de caules e coledptilos, dominancia apical, formacéo de raizes laterais e
adventicias e producao de xilema (TAIZ; ZEIGER, 2006). A interferéncia de glyphosate na
sintese de AIA se d& quando se realiza a aplicacdo do glyphosate como maturador em cana-
de-agUcar, com quebra da dominéancia apical (morte ou ndo da gema apical) e brotacdo das
gemas laterais (VELINI et al., 2009a).

A lignina € um polimero altamente ramificado de fenilpropanoides.
Depois da celulose, é a substancia organica mais abundante nas plantas. Encontra-se
covalentemente unida a celulose e a outros polissacarideos da parece celular. E insolGvel em
agua e na maioria dos solventes organicos sendo muito dificil de remover sem degradar.
Desempenha um papel estrutural fundamental, pois sua natureza quimica é a base da dureza
mecanica e rigidez que se manifesta nos troncos das arvores e caules lignificados. Ocorre na
parede celular de varios tecidos de suporte e de transporte, traqueides e nos vasos do xilema.
Deposita-se principalmente na parede secundaria, fortalece os caules e tecidos vasculares
permitindo o crescimento vertical e a conducdo de agua e minerais através do xilema
(CABANE et al., 2004; GARCIA; CARRIL, 2009).

Foram citados alguns exemplos de compostos que fazem parte da via do
acido chiquimico no qual o herbicida glyphosate atua com o intuito de evidenciar a
importancia da mesma. Segundo Velini et al. (2009a), os eventos pos inibicdo da EPSPs nédo
estdo claramente estabelecidos e a morte das plantas pode ndo estar relacionados apenas com
0 bloqueio dos aminoacidos aromaticos, pois a suplementagdo com esses aminoacidos nao é
suficiente para reverter o processo. A morte das plantas pode estar relacionada a falha na
producdo de vérios compostos que derivam da rota; reducdo da sintese proteica e a

desregulacéo do fluxo de carbono.
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4.4 Efeitos do glyphosate na fotossintese

A fotossintese € o principal processo bioquimico que ocorre em
organismos autotroficos e € conhecida por ser afetada por diversos fatores bidticos e
abioticos. Dentre os fatores bidticos pode-se citar os herbicidas. Alguns herbicidas afetam
diretamente a fotossintese interrompendo o transporte de elétrons como o paraquat, um
inibidor do fotossistema I. Outros herbicidas como o glyphosate, afetam indiretamente através
da inibicdo da biossintese de carotenoides, clorofila, acidos graxos, etc. (OLESEN;
CEDERGREEN, 2010; GOMES et al., 2014). Como um inibidor competitivo, o glyphosate
bloqueia a via do &cido chiquimico inibindo a biossintese de metabdlitos secundarios nas
plantas, incluindo compostos relacionados com a fotossintese como as quinonas (DEWICK,
1998). No entanto, ndo esta claro como o glyphosate leva as plantas a morte e hipoteses tais
como o esgotamento dos estoques de proteinas e drenagem de carbono a partir de outras vias
podem ser colocadas em questdio (DUKE; POWLES, 2008). Varios trabalhos tém
demonstrado reducdo na taxa fotossintética apds a aplicagdo do herbicida glyphosate
(MATEOS-NARANJO et al., 2009; YANNICCARU, et al., 2012; ZOBIOLE et al., 2012).

A clorofila e os carotenoides sdo os principais pigmentos relacionados a
eficiéncia fotossintética sendo responsaveis em absorver luz, fornecendo energia. O primeiro
passo da fotossintese ocorre entre as membranas dos tilacOides através da excitacdo da luz
pelos pigmentos fotossintéticos. A partir dai, inicia o transporte de elétrons (TAIZ; ZEIGER,
2006). Alguns estudos tém demonstrado uma reducdo no teor de clorofila nas plantas apos a
aplicacdo do glyphosate (ZOBIOLE et al., 2011; HUANG et al., 2012; KASPARY et al.,
2014). De acordo com Cakmak et al. (2009), o herbicida glyphosate pode impedir a
biossintese de clorofila através da diminuicdo das concentragdes de magneésio, que é
constituinte da mesma nas folhas reduzindo assim o teor de clorofila e a taxa fotossintética
(ZOBIOLE et al., 2012).

Reddy, Rimando e Duke, (2004) reportaram que os efeitos negativos do
herbicida glyphosate na biossintese de clorofila depende da taxa de degradacdo do glyphosate
em AMPA, sendo ele, o responsavel pelos efeitos negativos na biossintese de clorofila,
porém, é um mecanismo pouco conhecido. No caso de plantas sem o contato com AMPA e
desprovida da glyphosate oxido-redutase (GOX) (enzima responsavel pela degradacdo do
glyphosate em AMPA), o teor de clorofila pode ser reduzido pela agdo do glyphosate pela

privacdo da assimilacdo de N que ir& levar uma reducdo da producdo de glutamato afetando a
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biossintese de clorofila e ALA (acido aminolevulinico) (ZOBIOLE et al., 2011; SERRA et al.,
2013).

O glyphosate e o AMPA podem também afetar a fotossintese
modificando o metabolismo do carbono nas plantas, assim, apds a aplicacdo dos mesmos, a
capacidade de assimilacdo de CO, é reduzida levando a um aumento da concentracdo
intracelular de CO; reduzindo também a condutancia estomatica (MATEOS-NARANJO et
al., 2009; DING et al., 2011). Adicionalmente, a atividade da enzima Ribulose 1,5-bifosfato
carboxilase oxigenase (Rubisco) além dos niveis de Ribulose 1,5 bifosfato (RuBP) e do acido
3-fosfoglicerato (PGA) podem ser reduzidos apds a exposicdo ao glyphosate (SERVAITES;
TUCCI; GEIGER, 1987). De acordo com De Maria et al. (2006), houve reducdo de
aproximadamente 26% da atividade da rubisco em folhas de Lupinus albus sete dias apos a
aplicacdo de 10mM de glyphosate.

O glyphosate também pode prejudicar o metabolismo do carbono
interferindo na translocacdo e metabolismo dos agucares. Orcaray et al. (2012), encontraram
acumulo de carboidratos em folhas e raizes de Pisum sativum tratadas com o herbicida
glyphosate. Como o crescimento foi interrompido, o acimulo de carboidratos nas raizes foi
atribuido a falta de utilizacdo dos acgucares disponiveis o que também causou acimulo de
carboidratos sollveis nas folhas. Embora poucos estudos tem sido feitos sobre o efeito do
AMPA no metabolismo do carbono, mostrou-se uma redugdo no teor de aglcares sollveis em
plantas tratadas com este metabdlito (SERRA et al., 2013).

Muitos estudos tém demonstrado uma relacdo do glyphosate com a
nutricdo de N afetando a fixacdo ou assimilacdo do mesmo (ZABLOTOWICZ; REDDY,
2007; BELLALOULLI et al., 2008; ZOBIOLE et al., 2012). Os efeitos do glyphosate no
metabolismo do nitrogénio tém sido estudados principalmente em soja, no qual a fixacéo
simbidtica de N representa de 40 a 70% da necessidade total de N pela planta
(ZABLOTOWICZ; REDDY, 2007). Este herbicida pode afetar através dos efeitos diretos nos
rizobios simbiontes ou indiretamente afetando a fisiologia da planta hospedeira (ZOBIOLE et
al., 2010a).

Além das plantas, os microrganismos também possuem a enzima EPSPs
sendo assim, suscetiveis ao glyphosate (FISCHER et al., 1986). A inibicdo dessa enzima
desregula a rota o que resulta em um fluxo descontrolado de carbono e subsequentemente a
acumulacdo macica de chiquimato e dos acidos hidroxibenzoéicos como o protocatecuico ou
galico nas fontes como folhas e nddulos de leguminosas (SINGH; SHANER, 1998). O
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acumulo do &cido protocatecuico em nodulos de plantas afetadas pelo herbicida glyphosate
sugere uma possivel translocacdo do herbicida para os nodulos. Esta hipdtese foi reforcada
pela reducdo da atividade da enzima nitrogenase mostrada em Bradyrhizobium japonicum
(HERNANDEZ; GARCIA-PLAZAOLA; BECERRIL, 1999).

Os efeitos de AMPA na nodulagéo, fixacdo e assimilacdo de nitrogénio
ainda precisa ser mais estudado. Ding et al. (2011), ndo observaram qualquer efeito sobre os
parametros de nodulacdo como numero de nodulos e peso seco ou na fixacdo de N. Isto
sugere que mesmo o AMPA sendo translocado para os nddulos, ndo causa toxidez aos

simbiontes envolvidos na fixagao.

4.5 Fenilalanina amonia liase (PAL)

A Fenilalanina aménia liase (PAL) é uma das enzimas mais estudadas
em relacdo ao metabolismo secundario em plantas e um dos motivos, € que em um
determinado tecido, os niveis desta enzima podem variar significativamente em intervalos
relativamente curtos de tempo em resposta a uma grande variedade de estimulos (CAMM;
TOWERS, 1973).

realizada por Koukol e Conn em 1961, demonstrando que a mesma catalisa uma reagdo que

A primeira observagdo registrada do isolamento e reagdes da PAL foi

converte a L-fenilalanina em acido trans-cindmico mais amonia:
L-fenilalanina = &cido trans-cindmico + NHj

Este processo € o primeiro passo da via do fenilpropandide (Figura 5).
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Figura 5. Via biossintética fenilpropandide. Fonte: Du et al., 2009.
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Os fenilpropandides possuem como caracteristicas um grupo fenol
sendo produzido pelo metabolismo secundario dos vegetais desempenhando vérias funcdes
(TAIZ; ZAIGER, 2004). Dentre estas funcdes pode-se citar: suporte mecéanico (lignina)
(WHETTEN; SEDEROFF, 1992), protecdo contra estresses bioticos e abidticos
(antioxidantes) (DIXON; PAIVA, 1995), pigmentos como as antocianinas (HOLTON;
CORNISH, 1995), taninos (JONES, 1984), etc. Tem sido proposto que a PAL é uma enzima
chave na regulacdo da via biossintética que conduz a estes produtos finais (MACDONALD;
D’CUNHA, 2007). Estes compostos podem ser produzidos através de duas rotas
biogenéticas: a via do mevalonato, onde se inicia através da acetil-coenzima A e malonil-
coenzima ou pela via do acido chiquimico (TAIZ; ZAIGER, 2004) no qual o glyphosate atua.

A PAL pode ser encontrada em plantas assim como em fungos e
leveduras e sua atividade € sensivelmente modificada em resposta a estimulos tais como
ferimentos, ataque de patdgenos, irradiacdo ultravioleta, baixa temperatura, baixos niveis de
nitrogénio, fosfato, ferro, aplicacdo de herbicidas, etc (HAHLBROCK; GRISEBACH, 1979;
DUKE; HOAGLAND; ELMORE, 1980; DIXON; PAIVA, 1995).

Vaérios estudos tém demonstrado que o glyphosate afeta negativamente
0 metabolismo secundario (HOAGLAND, 1980; LYDON; DUKE, 1989; ZOBIOLE et al.,
2010b) no qual a PAL tem funcédo essencial. Como demonstrado na Figura 4, o glyphosate
inibe a enzima EPSPs prejudicando assim a formacdo dos compostos que Virdo
posteriormente na rota. Dentre estes compostos, estdo os aminoacidos aromaticos no qual a
fenilalanina serve de substrato para a PAL. De acordo com as informacgdes disponiveis, ndo
esta totalmente definido como a regulacdo da via do &cido chiquimico ocorre e nem se 0s
sistemas sdo similares para todas as espécies de plantas.

Com a aplicacdo de glyphosate, ocorre a reducdo dos aminoacidos
aromaticos onde a fenilalanina serve de substrato para a PAL, consequentemente deveria
diminuir as concentracdes desta enzima. Porém, Duke et al. (1980) observaram que a
aplicacdo de glyphosate reduziu as concentragdes de tirosina e fenilalanina, mas elevou as
concentracdes desta enzima. No mesmo experimento, a aplicacdo de inibidores da PAL
provocou reducdo dos niveis de trans-cinamato, porém aumentou os niveis de fenilalanina e
tirosina. Mobin et al. (2015), testando a atividade da PAL ap0s a aplicacdo de glyphosate,
também concluiram o aumento da enzima. De acordo com estes autores, a inducdo da
atividade desta enzima em resposta a aplicacdo do glyphosate, pode ser vista como uma

tentativa para aumentar o fluxo de carbono nesta rota. Além disso, 0 excesso de amdnia
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observado em plantas tratadas com glyphosate pode ser devido ao aumento da atividade desta
enzima (HOWLES et al., 1996).

Esses resultados indicam que esta enzima é regulada ndo sO pela
fenilalanina, mas também pelo produto da reacdo (&cido transcindmico). De acordo com
Velini et al. (2009b), isto pode sugerir que nem sempre os produtos distantes do sitio de acéo,
neste caso a enzima EPSPs, terdo a sua producdo bloqueada ou reduzida pelo glyphosate
devido a presenca de sistemas de controle, que podem em parte, compensar a reducdo da
sintese de determinados compostos intermediarios. Quanto menor o numero de reacdes e
enzimas, no caso dos herbicidas, que separam um composto até o sitio de acdo, maior a
possibilidade que os niveis deste produto sejam reduzidos devido a agdo do produto.

Poucos autores atualmente tem demonstrado o efeito do glyphosate
nesta enzima tdo importante na producdo de compostos fenolicos e até o0 momento nenhum

deles comparou estes efeitos em plantas daninhas resistentes ao mesmo.

4.6 Resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas

A utilizacdo de herbicidas para o controle de plantas daninhas é um
método comum na agricultura possibilitando a obtencdo de elevadas produtividades por
reduzir a interferéncia das infestantes nas culturas de interesse econdmico. Atualmente, 0s
agricultores depositam muita confiangca no controle quimico das plantas daninhas, e essa
confianga deve-se, principalmente, ao fato de que este método tem sido muito eficiente
possuindo custo atrativo, estando prontamente disponivel e profissionalmente desenvolvido
(AGOSTINETTO; VARGAS, 2009). Porém, o uso indiscriminado desses herbicidas
propiciou a selecdo de muitos casos de resisténcia a tais compostos por diversas espécies
daninhas (BURNSIDE, 1992).

O fenbmeno da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é conhecido
ha varios anos e nos ultimos tem gerado muitos interesses, pois houve introducdo no mercado
de novos grupos quimicos altamente eficientes, controlando as infestantes em baixas doses e
especificos quanto ao sitio de acdo. Os principais efeitos deste fato sdo: restricdo ou
inviabilizacdo da utilizacdo desses produtos, perdas de areas de plantio, perdas de
rendimentos e qualidade dos produtos agricolas, reaplicagdo de herbicidas, aumento de doses,
e com isso aumento nos custos e também um maior impacto ambiental (CHRISTOFFOLETI,
2008).
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O primeiro relato de resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas
ocorreu em 1957, quando foram identificados bi6tipos de Commelina difusa infestante na
cultura da cana-de-agUcar no Havai resistente ao herbicida 2,4-D (HEAP, 2015). A partir dai,
0s casos registrados vém aumentando a cada ano. Atualmente existem 462 casos registrados
em todo o mundo composto por 248 espécies onde 144 sdo dicotileddneas e 104
monocotileddneas. Estes casos tém sido reportados em 86 culturas e em 66 paises tendo a
cultura do trigo a maior quantidade de casos registrados (HEAP, 2015). Estima-se que, no
mundo, haja mais de cinco milhdes de hectares de culturas com invasoras apresentando
alguma resisténcia (KISSMANN, 1996).

Segundo Maxwell e Mortimer (1994), o aparecimento das plantas
daninhas resistentes a herbicidas ¢ um exemplo de evolugdo como consequéncia das
mudancas no ambiente provocada pelo homem e geralmente pode ser identificada quando
pelo menos 30% das plantas que se encontram, sdo resistentes. A teoria mais aceita para
explicar o desenvolvimento da resisténcia € a da sele¢do natural no qual diz que, em toda
populacdo de planta daninha ha& bidtipos resistentes preexistentes e devido a pressdo de
selecdo imposta pelo herbicida, os bidtipos suscetiveis morrem permanecendo aqueles
resistentes que se reproduzem aumentando assim sua populagdo (CHRISTOFFOLETI;
LOPEZ-OVEJERO, 2004). O tempo para o surgimento de plantas resistentes varia de um
local para o outro, do herbicida utilizado e também da frequéncia de uso do mesmo
(MAXWELL; MORTIMER, 1994).

Uma planta é sensivel a um herbicida quando o seu crescimento e
desenvolvimento séo alterados como resultado da sua incapacidade em suportar a agdo do
produto levando a mesma a morte. Ja a resisténcia é a capacidade que um bidtipo tem dentro
de uma determinada populacdo em sobreviver a dose de registro do herbicida, onde em
condic¢des normais controlaria os demais integrantes de uma populacdo (CHRISTOFFOLETI,
2008; AGOSTINETTO; VARGAS, 2009). Sendo assim, ha varia¢des no perfil bioquimico e
fisiologico das plantas quando as mesmas sdo tratadas com herbicidas, neste caso o
glyphosate.

De acordo com Powles e Yu (2010), os fatores que afetam a evolucdo
da resisténcia podem ser divididos em genéticos (frequéncia do gene resistente, nimero de
genes resistentes e dominancia do gene resistente); biologicos (tipo de fecundacéo,
capacidade de producdo de sementes, longevidade do banco de sementes no solo e a

capacidade de movimentacdo da semente ou do polen); herbicida (estrutura quimica, sitio de
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acdo e atividade residual) e operacional (dose do herbicida, habilidade do operador, fatores do
agroecossistemas). Porém, os trés fatores principais que influenciam a resisténcia sdo: pressao
de selecdo causada pelo herbicida, frequéncia inicial do gene resistente e a densidade da
planta daninha (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008). Dentre os fatores, os
genéticos e os bioecoldgicos sdo de dificil manipulacdo pelo homem, porém de grande
importancia na avalicdo do potencial de risco de resisténcia. Ja os fatores agronémicos sdo
aqueles os quais podem ser manipulados pelo homem na implementacdo de estratégias de
manejo da resisténcia (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008).

Dentro do conceito de resisténcia existem dois tipos: cruzada e
maltipla. A resisténcia cruzada se da quando um bidtipo € resistente a dois ou mais herbicidas
pertencentes a um mecanismo de acdo enguanto que a resisténcia maltipla ocorre quando o
individuo é resistente a dois ou mais mecanismos de acdo distintos. No caso da resisténcia
cruzada, dentro de um mecanismo de acdo, um bi6tipo ndo necessariamente é resistente a
todos os grupos quimicos pertencentes a este mecanismo podendo haver variagdo. Ainda,
pode haver variacbes no nivel de resisténcia dentro de um mesmo grupo quimico
(CHRISTOFFOLETI, 2008; AGOSTINETTO; VARGAS, 2009). Foram encontrados niveis
de resisténcia cruzada diferentes em Euphorbia heterophylla aos diferentes herbicidas
pertencentes ao grupo quimico das imidazolinonas e sulfoniluréias, os quais fazem parte dos
herbicidas inibidores da ALS (XAVIER, 2014). Em relacdo a resisténcia multipla existem
muitos trabalhos relatando a ocorréncia deste fato sendo que 0 mesmo tem aumentado a cada
ano (HEAP, 2015). Neste caso, as alternativas de manejo sdo mais limitadas.

O surgimento de plantas daninhas resistentes é devido aos diferentes
mecanismos que conferem a resisténcia, sendo estes, relacionados a alteragdo ou néo do local
de acdo no qual o herbicida atua (POWLES; PRESTON, 2006). O mecanismo de resisténcia
causado pela alteracdo do local de acdo pode ocorrer pela troca de um ou mais aminoacidos
na enzima alvo o que impede, o acoplamento adequado do herbicida, ou ainda, pode estar
relacionado com a super expressdo da enzima alvo (POWLES; YU, 2010). Varios trabalhos
tém relatado este tipo de mecanismo (VILA-AIUB; NEVE; POWLES, 2005; TARDIF;
RACJAN; COSTEA, 2006; HOCHBERG; SIBONY; RUBIN, 2009; THIEL; KLUTH;
VARRELMANN, 2010). Quando o mecanismo nao esta relacionado a alteracdo do local de
acao, ha uma dificuldade do herbicida em chegar em quantidades letais no ponto de inibicao
impedindo sua acdo completa. Neste caso, pode estar relacionados mecanismos como a

diminuicdo da absor¢do ou translocagdo, aumento da taxa de metabolismo ou sequestro do
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herbicida (FENG et al., 2004; PEREZ-JONES et al., 2007; DINELLI et al., 2008; POWLES;
YU, 2010).

As espécies Lolium rigidum, Echinochloa crus-galli var. crus-galli e
Poaannua sdo as que apresentam o maior nimero de casos de resisténcia aos diferentes
herbicidas e seus sitios de agdo com respectivamente 11, 10 e 9 casos registrados. Dentre 0s
sitios de acdo, os inibidores da ALS, inibidores do PSII (triazinas) e inibidores da ACCase sdo
aqueles que apresentam o maior nimero de espécies de plantas daninhas resistentes com 151,
73 e 47 casos respectivamente. Os Estados Unidos da América é o pais que mais apresenta
casos de plantas daninhas resistentes a herbicidas totalizando 154 (HEAP, 2015). O primeiro
caso de resisténcia de planta daninha a herbicida no Brasil foi registrado em 1993 no qual a
espécie Bidens pilosa mostrou-se resistente aos herbicidas inibidores da ALS e o primeiro
caso de resisténcia multipla ocorreu em 2004 com a planta Euphorbia heterophylla resistente
aos inibidores da ALS e PPO. A partir dai, os casos registrados vém aumentando sendo o
mais recente ocorrido em 2015 com a espécie Amaranthus palmeri resistente ao herbicida
glyphosate. Atualmente ha no Brasil 35 bi6tipos com alguma resisténcia a herbicidas, dentre
estes, oito apresentam resisténcia maltipla a dois ou mais mecanismos de acédo distintos.

Os principais custos da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas
estéo relacionados ao uso de herbicidas com mecanismos de acdo diferentes e as perdas de
produtividade nas culturas de interesse econdémico. A utilizagdo de herbicidas alternativos
ocorre de acordo com o produtor variando assim seu preco, pois na maioria dos casos, existe
mais de uma opc¢ao de produto para 0 manejo das infestantes resistentes. De um modo geral, o
custo de controle em casos de resisténcia simples, pode variar entre US$ 1,56 a US$ 59,76 e
no caso de resisténcia maltipla US$ 7,81 a US$ 56,25 (VARGAS et al., 2013). Citando como
exemplo o estado do Rio Grande do Sul com uma area de aproximadamente 4 milhdes de
hectares cultivados com soja e que 50% apresenta problemas com buva e azevém, o0s
prejuizos devido a resisténcia com a necessidade de utilizar herbicidas alternativos, estéo
entre US$ 3,1 milhdes e US$ 119,53 milhdes por ano, sem contar o impacto ambiental
causado pela maior utilizacdo de herbicidas (VARGAS et al., 2013).

Devido a ndo existir ou existir poucos herbicidas com mecanismos de
acao diferentes para 0 uso no controle de bidtipos resistentes, o evento da resisténcia assume
grande importancia a nivel mundial. A ocorréncia de resisténcia multipla agrava ainda mais o

problema, pois sdo dois ou mais mecanismos que precisam ser substituidos. Dessa forma, o
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controle de plantas resistentes fica seriamente comprometido, restringindo esta pratica e
outros métodos menos eficientes (SILVA et al., 2007).

4.7 Resisténcia de plantas daninhas ao glyphosate

A biotecnologia moderna vem se mostrando primordial para assegurar a
competitividade dos paises exportadores de alimentos em todo o mundo. O répido
desenvolvimento de culturas geneticamente modificadas permitiu aos agricultores reduzir
seus custos elevando também os indices de produtividades. Antes da introducdo dessa
tecnologia o herbicida glyphosate era aplicado uma vez ao ano aproximadamente na época de
pré-semeadura. A partir de 1996 com a introducdo de culturas tolerantes ao glyphosate, o
mesmo, passou a ser utilizado mais vezes como no caso da cultura da soja sendo aplicado de
duas a trés vezes por ciclo (VARGAS et al., 2007a). Isto leva a uma maior pressao de selecao
exercida pelo herbicida sobre as plantas daninhas favorecendo assim a ocorréncia da
resisténcia. Este fato aliado a adocdo de sistemas conservacionistas do solo além da
possiblidade de usar este herbicida em qualquer estadio fenoldgico das culturas contribui para
um elevado risco de aparecimento de espécies resistentes a este produto (CHRISTOFFOLETI
et al., 2009).

Os casos de plantas daninhas resistentes ao herbicida glyphosate podem
ser considerados recentes, pois até 1995 ndo existia registros no mundo sobre este fato
(HEAP, 2015). A partir de 1996 com o primeiro caso registrado por Jim Pratley e Christopher
Preston com Lolium rigidum resistente nas culturas de canola e cereais na Australia, a
quantidade de espécies nao controladas pelo mesmo vem aumentando. Atualmente no mundo,
existem 32 espécies resistentes ao herbicida glyphosate onde os EUA lideram com 15 casos
registrados (HEAP, 2015). No Brasil, o primeiro registro ocorreu em 2003 com Lolium
multiflorum resistente ao glyphosate em pomares e culturas anuais no estado do Rio Grande
do Sul (ROMAN et al., 2004), ap0s isso, mais seis espécies foram registradas onde a ultima
foi o Amaranthus palmeri registrado em 2015 (HEAP, 2015).

Dentre os mecanismos basicos de resisténcia ao herbicida glyphosate
até 0 momento tem-se a alteracdo do local de acdo. Este caso é tipicamente representado pela
substituicdo de um aminoéacido afetando a interacdo do herbicida com a enzima alvo. O
primeiro caso reportado desse tipo de mecanismo ocorreu em bidtipos de Eleusine indica na

Malésia devido a substituicdo do aminoacido prolina por uma serina na Pro-106 (Pro-106-Ser)
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em uma regido altamente conservada do gene EPSPs (LEE; NGIM, 2000). Baerson et al.
(2002), verificaram que a aplicacdo do glyphosate ndo induziu as plantas resistentes a
produzirem mais EPSPs pressupondo que o mecanismo de resisténcia relacionado fosse a
menor sensibilidade da enzima nessas populacdes. Posteriormente foram relatados
substituicdo pelos aminoécidos alanina e treonina na Pro-106 em bidtipos de L. rigidum e E.
indica (NG et al., 2003; YU; CAIRNS; POWLES, 2007).

Estas substituicbes na Pro-106 conferem um modesto nivel de
resisténcia ao herbicida glyphosate (POWLES; YU, 2010). Porém, substituicGes na Gly-96 ou
Thr-97, conferem alto nivel de resisténcia reduzindo significativamente a afinidade da PEP
(ESCHENBURG et al., 2002; FRUNK et al., 2009).

A influéncia das mutacbes génicas que conferem a resisténcia ao
glyphosate na adaptabilidade ecoldgica das plantas ndo esta totalmente esclarecida. Existem
diversos estudos que evidenciam algumas diferencas (ISMAIL et al., 2002; PEDERSEN et
al., 2007; PRESTON et al., 2009) porém, nada evidente que comprove uma diminuicdo da
adaptabilidade ecoldgica dos biotipos resistentes.

Outro tipo de mecanismo que tem sido recentemente documentado esta
relacionado a amplificacdo do gene. Este evento proporciona alta resisténcia ao herbicida
glyphosate e foi constatado em plantas de Amaranthus palmeri (GAINES et al., 2010). Neste
caso h4 um aumento no numero de coOpias da enzima EPSPs. Gaines et al. (2012),
demonstraram que pode haver hibridacdo interespecifica entre espécies do género
Amaranthus. Isto pode ter um grande impacto no manejo de plantas daninhas devido a
facilidade de dispersédo do gene que codifica este tipo de resisténcia, podendo ser transferido
para varias espécies deste género dificultando assim o controle das mesmas.

Plantas com maior amplificacdo do gene EPSPs (53 vezes) mostraram
elevados niveis de resisténcia ao glyphosate enquanto aquelas que apresentaram menor
amplificacdo do gene EPSPs (21 vezes), dotaram de um nivel mais baixo de resisténcia ao
glyphosate (VILA-AIUB et al., 2014).. Neste mesmo experimento, sem aplicacdo do
herbicida glyphosate, mas em condi¢fes competitivas, plantas exibindo até 76 vezes o gene
EPSPs amplificado, apresentaram altura e alocacdo da biomassa para os 6rgdos vegetativos e
reprodutivos semelhantes em comparacdo as plantas de A. palmeri sensiveis ao glyphosate
sem amplificacdo do gene (VILA-AIUB et al., 2014). Este fato denota uma semelhanga na

adaptabilidade ecoldgica entre os bidtipos resistentes e suscetiveis de A. palmeri. Esta é uma
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informacdo muito valiosa no planejamento do manejo integrado de plantas daninhas
resistentes.

A translocacdo diferenciada do herbicida em determinadas plantas
também pode ser considerado um mecanismo de resisténcia. Em algumas espécies resistentes,
0 glyphosate possui translocacao restrita ndo permitindo assim, que o0 mesmo alcance o local
de sua acdo. Desde o primeiro caso registrado de resisténcia ao herbicida glyphosate em
plantas de Lolium, a translocacédo restrita por toda a planta e raiz tem sido confirmada em
varias especies de Lolium, Conyza, Sorghum halepense, etc. (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). Em experimento realizado na Australia com
populacdo de Lolium rigidum, a planta resistente mostrou padréo de translocacéo diferente da
suscetivel. Neste caso, o glyphosate translocou-se mais para as raizes na populacéo suscetivel
enquanto que na resistente houve pouca translocacdo (LORRAINE-COLWILL et al., 2002).
Este tipo de mecanismo é mais comum em plantas do que a mutacdo na Pro-106 citada
anteriormente (POWLES; YU, 2010).

Experimentos usando ressonancia nuclear magnética com o objetivo de
observar o glyphosate em células in vivo e compartimentos celulares identificaram pelo
menos dois tipos de mecanismos que resultaram em translocacéo restrita (GE et al., 2014). O
primeiro esta relacionado ao sequestro do glyphosate acumulando-se no vacutolo, além disso,
o glyphosate ndo sai do vactolo para o citoplasma pressupondo que o transporte através da
membrana seja unidirecional em todas as espécies estudadas até o0 momento (GE et al., 2013).
Neste mesmo experimento foi observado um acimulo de 10 vezes mais glyphosate nos
vacuolos de biotipos resistentes de Conyza canadensis em relacdo ao biotipo suscetivel.

Foi demonstrado que bidtipos de C. canadensis resistentes apds a
aplicacdo do glyphosate e em baixas temperaturas (8°C) tiveram o sequestro de glyphosate no
vacuolo inibido tornando-se suscetiveis ao mesmo (GE et al., 2011). Isto proporcionou uma
evidéncia inequivoca de que a resisténcia seria unicamente devido ao processo de sequestro
mostrando que as propriedades fisiolégicas do mecanismo de resisténcia podem inverter a
resisténcia ao herbicida. Estudo realizado na Italia com L. multiflorum resistente em clima frio
e com aplicacéo de glyphosate, demonstrou que a maior parte da populacdo resistente no qual
possuia também uma mutacdo na Pro-106, ndo se tornou sensivel em baixa temperatura

(COLLAVO; SATTIN, 2012). Isto pressupde que multiplos mecanismos de resisténcia
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podem contribuir para a magnitude global da resisténcia e nem todos 0s mecanismos séo
sensiveis a temperatura (SAMMONS; GAINES, 2014).

Algumas espécies que apresentam translocacdo diferenciada como
mecanismo de resisténcia ao glyphosate possuem diferencas na adaptabilidade ecologica.
Bidtipos de azevém sensiveis ao glyphosate acumularam maior quantidade de matéria seca,
maior quantidade de perfilhos por planta, maior nimero de inflorescéncias produzindo assim
maior quantidade de sementes. Outra questdo interessante avaliada no mesmo experimento é
que o biotipo suscetivel floresceu 19 dias antes do resistente completando o ciclo em média
25 dias antes (FERREIRA et al., 2009). Outros trabalhos também evidenciaram diferengas no
crescimento e desenvolvimento entre bidtipos resistentes e suscetiveis de Lolium (PRESTON;
WAKELIN, 2008; PRESTON et al., 2009). Porém outros estudos ndo evidenciaram
diferencas ou apenas pequenas diferencas na adaptabilidade entre os biotipos resistentes e
suscetiveis (PEDERSEN et al., 2007; DAVIS et al., 2009; SHRESTHA et al., 2010).

De acordo com Michitte et al. (2007), ha outros genes que podem
contribuir para uma menor penetracdo do herbicida na folha. Em bio6tipos de azevém
resistentes houve uma reducéo na penetracdo da folha apds aplicacdo do glyphosate em torno
de 39% em relacdo aos bidtipos suscetiveis (MICHITTE et al.,, 2007. Em experimento
realizado por Nandula et al. (2008), foi encontrado diferenca de até 43% na redugdo da
penetracao pelos biotipos resistentes.

Outro tipo de mecanismo envolvido estd na diferenca de metabolismo.
No solo e nas plantas, o principal metabdlito do glyphosate é o acido aminometilfosfonico
(AMPA) (REDDY et al., 2004). Em algumas plantas naturalmente tolerantes ao glyphosate
como Agropyron repens e Equisetum arvense este metabolito 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).
O é&cido aminometilfosfonico é considerado tdxico, mas menos ativo que o glyphosate
(REDDY; RIMANDO; DUKE, 2004). O mesmo foi encontrado em diversas culturas como
trigo, canola, ervilha, cevada, linho e soja tolerante ao glyphosate apds a aplicacdo do mesmo
(CESSNA et al., 1994; 2000; 2002; DUKE et al., 2003). Arregui et al. (2003), detectaram
niveis de AMPA em folhas e sementes de soja tolerante ao glyphosate apos a aplicagdo do

mesmo indicando a metaboliza¢cdo em seu produto.
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Plantas resistentes ao glyphosate da espécie Ambrosia trifida tem
mostrado uma resposta diferente em relagdo aos mecanismos anteriormente citados. Folhas
maduras desta espécie, 12 horas ap0s receber tratamento com o herbicida glyphosate,
apresentaram rapida necrose e morte das células (ROBERTSON, 2010). Neste caso a
translocacéo é bastante reduzida provavelmente devido a rapida necrose e a incapacidade do
glyphosate ser transportado a partir das folhas maduras. Ainda ndo se conhece geneticamente
e molecularmente o que exatamente causa este fendmeno e pesquisas futuras serdo
importantes para elucidar tal fato.

Deve-se ressaltar que apesar dos mecanismos terem sido didaticamente
separados e esclarecidos, uma espécie pode possuir mais de um, e dentro desse contexto o

manejo se torna mais complexo pela dificuldade de alternativas no controle.

4.8 Azevém (Lolium multiflorum) resistente ao glyphosate.

O controle de azevém para formacdo de palha no plantio direto e em
pomares é comumente realizado com glyphosate. O nimero de aplica¢cdes em uma safra varia
de acordo com a cultura podendo ocorrer mais de cinco durante o ciclo produtivo no caso da
fruticultura (FERREIRA et al., 2009). Para culturas anuais existe maior nimero de herbicidas
com mecanismos de acdo diferentes onde em geral os graminicidas pertencentes aos grupos
ariloxifenoxipropionatos e ciclohexanodionas controlam com eficiéncia o azevém, porém,
mesmo utilizando estes herbicidas para a dessecacdo, pode haver a necessidade de aplicar
glyphosate para o controle das dicotiledéneas.

A primeira constatacdo de azevém (Lolium multiflorum) resistente ao
herbicida glyphosate ocorreu em 2002 sendo identificado em pomares no Chile que recebiam
em média trés aplicacbes por ciclo durante os Ultimos 10 anos (PERES; KOGAN, 2003).
Apds isso, 0s casos vém aumentando ao longo dos anos. Em relacdo ao Brasil, o primeiro
caso foi relatado por Roman et al. (2004), que identificaram bidtipos de azevém resistente ao
glyphosate em lavouras de culturas anuais e em pomares.

O controle de azevém resistente ao glyphosate tem sido realizado com o
uso de graminicidas dependendo da cultura instalada sendo possivel observar diferencas na
evolucdo dos sintomas e no periodo de controle tanto para os bidtipos suscetiveis quanto para
0s resistentes entre os diversos herbicidas utilizados sugerindo que 0 mecanismo que confere

a resisténcia ao glyphosate possa estar interferindo na atividade destes graminicidas
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(VARGAS et al., 2005). Isto pode implicar em uma maior ou menor eficiéncia no controle de
acordo com o herbicida testado (HARKER; DEKKER, 1988). Powles et al. (1998), avaliaram
biotipos de Lolium rigidum resistente ao glyphosate e demonstraram que 0 mesmo apresentou
resisténcia cruzada ao herbicida diclofop (inibidor da ACCase) mostrando-se sensivel ao
fluazifop e ao setoxydim (inibidores da ACCase).

Dentre 0os mecanismos de resisténcia identificados para Lolium
multiflorum podem-se citar a translocacdo diferenciada (FERREIRA et al., 2006a;
FERREIRA et al., 2008; GONZALES-TORRALVA et al., 2012a), mutagbes genéticas
(PEREZ-JONES et al.,, 2007; JASIENUIK et al.,, 2008; NANDULA et al.,, 2008) e
recentemente identificado, a amplificagdo do gene da EPSPs (SALAS et al., 2012; SALAS et
al., 2015).

Um fator que deve ser levado em consideracdo € que 0 azevém nao so
adquiriu resisténcia ao glyphosate, mas também a outros herbicidas. Foram identificados
azevéem com resisténcia multipla ao glyphosate e aos inibidores da ACCase e ALS
(MARIANI et al., 2014). Este fato restringe o controle desta espécie pelo nimero reduzido de
herbicidas com mecanismos de acdo distintos que podem ser menos eficientes e possuirem um
custo maior e ainda por cima serem mais fitotdxicos para as culturas. Os bio6tipos de azevém
resistentes ao herbicida glyphosate estdo presentes em mais de 80% das lavouras de soja do
estado do Rio Grande do Sul e os que possuem resisténcia multipla estdo em mais de 30%. O
aumento da presenca desta espécie nas lavouras comerciais associado a baixa perspectiva de
lancamento de novas moléculas herbicidas especificamente para o controle do azevém
representa um grande impacto econdmico e técnico na agricultura brasileira (DIONISIO et al.,
2013).
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5. MATERIAL E METODOS

Foram realizados quatro estudos no Nucleo de Pesquisas Avancadas em
Matologia (NUPAM), pertencente ao Departamento de Produgéo e Melhoramento Vegetal da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas (FCA) — Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (UNESP) — Campus de Botucatu - SP. Foram semeados 3 populagdes de
azevém (Lolium multiflorum) sendo consideradas como suscetivel (S), com suspeita de

resisténcia (R1) e resistente (R2) ao herbicida glyphosate.

5.1 Curvas de dose-resposta das diferentes populagdes de azevem

Esse estudo teve como objetivo quantificar a massa seca e analisar a
fitointoxicacdo das trés populacdes S, R1 e R2. A populacdo suscetivel foi adquirida da
empresa Agrocosmos situada na cidade de Engenheiro Coelho - SP, a populacdo com suspeita
de resisténcia foi colhida no campo experimental da empresa Arysta LifeScience situada na
cidade de Pereiras-SP e a populacéo resistente foi obtida da Embrapa Trigo situada na cidade
de Passo Fundo - RS. Para tal, foram semeados as trés populacdes citadas anteriormente em
vasos com capacidade de 0,5 L em substrato Carolina (Turfa de Sphagno, vermiculita
expandida, residuo organico casca de arroz torrefada, calcario dolomitico, gesso agricola e
fertilizante NPK) com pH 5,5. A semeadura foi realizada no dia 10 de setembro de 2014 e
duas semanas apos foi feito desbaste das mesmas deixando duas plantas por vaso. O herbicida
foi aplicado no dia 17 de outubro de 2014 aos 37 dias ap0s a semeadura quando as plantas se

encontravam com aproximadamente seis perfilhos (Figura 6).
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Figura 6. Estadio das plantas de azevém no momento da aplica¢do dos tratamentos Botucatu -
SP, 2014.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado
(DIC) com oito tratamentos e quatro repeti¢cdes. O produto comercial utilizado foi o Roundup
Original (360g e.a. L™). Os tratamentos testados estdo apresentados na Tabela 1. Foram
realizadas avalia¢bes visuais de controle das plantas aos 21 dias apos a aplicacdo (DAA),
segundo escala percentual de notas, onde “0” corresponde a nenhum controle e “100”
significa a morte das plantas, conforme Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas
(1995). Aos 28 DAA foi coletada a parte aérea das plantas e colocadas em sacos de papel e
levadas para estufa de circulacdo forcada de ar a 60°C por trés dias até que o material

atingisse peso constante para entdo a massa seca ser pesada em balanca de preciséo (0,0001g).

Tabela 1: Doses de glyphosate utilizados no experimento. Botucatu - SP, 2014.

4
Tratamentos Dose(sg iéaglgg)_?)cisate Doses d((e 0/go;%/phosate
1 0 0
2 135 12,5
3 270 25
4 540 50
5 1080° 100
6 2160 200
7 4320 400
8 8640 800

! gramas de equivalente &cido por hectare

% dados em porcentagem da dose recomendada
® dose recomendada (3 litros por hectare)
*Roundup Ready (360 g e.a. L™)
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Para a pulverizagdo dos tratamentos descritos na Tabela 1 foi utilizado
um pulverizador estacionario (Figura 7), instalado no NUPAM, constituido por estrutura
metalica que suporta a barra de pulverizacdo, com 1,5 metros de largura, que se desloca por
uma érea Util de 6,0 m? no sentido do seu comprimento. A barra é tracionada por um conjunto
de motor elétrico e modulador de frequéncia, tornando possivel o controle da velocidade de
trabalho da barra. A barra foi equipada com quatro pontas XR 11002 VS, espacadas em 0,5 m
entre si, e dispostas a 0,5 m de altura em relacdo as plantas. A presséo de trabalho utilizada
pelo equipamento foi de 2,0 kgf cm™, com velocidade de 3,6 km h™ e consumo de calda de
200 L ha™. No momento da aplicacdo a temperatura estava em 34,1°C com umidade relativa
de 36.

Figura 7. Pulverizador estacionario com as unidades experimentais. Botucatu - SP, 2014,

5.2 Efeitos do glyphosate na enzima fenilalanina aménia liase nas diferentes
populacdes

O objetivo dessa etapa do trabalho foi determinar a atividade da enzima

fenilalanina amoénia liase (PAL) nas diferentes populacdes ap6s a aplicacdo do glyphosate.

Neste estudo, foram instalados dois experimentos em épocas diferentes contendo populacdes

diferentes, porém da mesma espécie. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente

casualisado (DIC) com dois tratamentos (720 g e.a. ha™ e 1080 g e.a. ha™) e quatro repeticdes
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mais uma testemunha sem aplicacdo de cada populacdo. O produto comercial utilizado foi o
Roundup Original (360 g e.a. L™).

No primeiro experimento utilizou-se sementes de populacdes
suscetiveis (S) e com suspeita de resisténcia ao herbicida glyphosate (R1). A semeadura foi
realizada no dia 05 de margo de 2014 em vasos com capacidade de 1 litro contendo 0 mesmo
substrato descrito anteriormente. A aplicacdo do herbicida foi realizada no dia 17 de abril de
2014 com temperatura de 27,5°C e umidade relativa de 62%. O segundo experimento utilizou
sementes de populacdes suscetiveis (S) e com resisténcia ao herbicida glyphosate (R2). A
semeadura foi realizada no dia 9 de setembro de 2014 e a aplicacéo do herbicida foi feita no
dia 15 de outubro de 2014 com temperatura de 26,8°C e umidade relativa de 56%. Para ambos
0s experimentos, duas semanas ap0os a semeadura, foi realizado desbaste das plantas deixando
apenas quatro plantas por vaso. Apds a aplicacdo dos tratamentos foram feitas coletas de todas
as folhas de cada unidade experimental as 12, 24, 48 e 72 horas apds a aplicacdo (HAA).

Em cada coleta, as folhas foram lavadas com agua destilada, apds esse
processo foi retirado o excesso de agua secando com papel toalha tomando o cuidado para néo
romper as células ou danificar as folhas. Posteriormente, as folhas foram colocadas em sacos
plasticos, enroladas em papel aluminio, congeladas no nitrogénio liquido e armazenadas em

freezer -80°C para posterior analise da PAL (Figura 8).
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Figura 8. Procedimento de preparo de amostra para PAL. Botucatu - SP, 2014.

Para a determinagdo da atividade da enzima PAL, foi utilizado o
método adaptado por Peixoto et al. (1999). Este trabalho foi realizado no Laboratério de
Andlises Bioquimicas Vegetais do Departamento de Quimica e Bioquimica do Instituto de
Biociéncias, UNESP de Botucatu - SP. As amostras foram maceradas com nitrogénio liquido
no escuro e foram pesados 100 mg de cada unidade experimental. Posteriormente foram
adicionados 10 mL de tampdo borato de sodio 0,1 M, pH 8,8 contendo 1,2 mL de B-
mercaptoetanol para cada 1000 mL de tampéo borato e centrifugados a 18.836 g durante 25
minutos a 4°C. O processo de extracao foi feito em triplicata, ou seja, para cada repeti¢do

foram repetidos mais 3 vezes por amostra, totalizando 12 repeti¢bes por tratamento, sendo



37

assim, para cada amostra foram retirados 4 mL sendo colocado 1 mL por tubo de ensaio além
do branco da amostra. Foi acrescentado 1 mL de tampdo borato 0,2 M, pH 8,8 e colocados em
banho-maria a 36°C por cinco minutos e acrescentado 1 mL de fenilalanina na concentracéo
de 1,652 gramas para cada 100 mL de agua destilada. Ao final de 60 minutos, 100 pL. de HCL
6N foram adicionados em cada tubo de ensaio com o objetivo de paralisar a reacéo e logo
apos, feita a leitura de absorbéancia em espectrofotémetro no comprimento de onda de 290 nm
(Figura 9).

Figura 9. Procedimento de extracdo e quantificacdo da PAL. Botucatu - SP, 2014.

5.3 Efeitos do glyphosate na fotossintese das diferentes populagdes
O objetivo desse estudo foi caracterizar alguns aspectos fisioldgicos de
populacBes de azevém (Lolium multiflorum) suscetiveis e resistentes ao herbicida glyphosate
ap6s a aplicacdo do mesmo. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualisado (DIC) com dois tratamentos (720 g e.a. ha™ e 1080 g e.a. ha™) e quatro repeticdes



38

mais uma testemunha sem aplicacéo de cada populacdo. O produto comercial utilizado foi o
Roundup Original (360 g e.a. L™).

Foram instalados dois experimentos em épocas diferentes contendo
populacbes diferentes, porém da mesma espécie. No primeiro experimento foi utilizado
sementes da populagdo que se mostrou suscetivel e populacdo resistente ao herbicida
glyphosate. A semeadura foi realizada no dia 9 de setembro de 2014 em vasos com
capacidade de 1 litro contendo 0 mesmo substrato descrito anteriormente. Duas semanas apds
a semeadura, foi realizado desbaste das plantas deixando apenas quatro plantas por vaso. A
aplicacéo do herbicida foi realizada no dia 15 de outubro de 2014 com temperatura a 26,8°C e
umidade relativa de 56%. Apo0s a aplicacdo foram realizadas avaliagbes ao 1, 3, 7, e 28 DAA.
O segundo experimento foi instalado no dia 4 de dezembro de 2014 onde foram semeadas
sementes de azevém suscetiveis (S) e com suspeita de resisténcia (R1). Duas semanas apos a
semeadura, foi realizado desbaste das plantas deixando apenas quatro plantas por vaso. A
aplicagédo do herbicida foi realizada no dia 9 de janeiro de 2015 com temperatura a 26,5°C e
umidade relativa de 74,1%. As avaliacdes foram realizadas ao 1, 7 e 28 DAA. Aos 3 DAA
ndo foi realizada avaliacdo devido ao tempo estar totalmente nublado impossibilitando este
tipo de avaliacéo.

Para as determinacfes fisiologicas foi utilizado um medidor portétil
IRGA, modelo LI-6400 xt (LI-COR) (Figura 10). As variaveis analisadas foram: taxa de
assimilacdo liquida de CO, (fotossintese), condutancia estomatica, concentracdo interna de
CO; e transpiracdo. Com essas variaveis pdde-se calcular a eficiéncia do uso da adgua (taxa de
assimilacdo liquida de COy/transpiracdo), eficiéncia instantanea de carboxilagdo (rubisco)
calculada pela taxa de assimilacdo liquida de CO,/concentracao interna de CO..

o ' A ’
Figura 10. IRGA modelo L1-6400. Botucatu - SP, 2014.
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5.4 Avaliacdo dos teores de glyphosate, AMPA e compostos da rota do acido
chiquimico nas diferentes populactes

O objetivo desse estudo foi quantificar compostos alterados em
populacbes de azevém (Lolium multiflorum) suscetiveis e resistentes ao herbicida glyphosate
apos a aplicacdo do mesmo. Os compostos analisados foram: glyphosate, AMPA (acido
aminometilfosfénico), &cido chiquimico, acido quinico, shiquimato-3-fosfato, os aminoacidos
aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, &cido ferulico, acido coumarico e &cido cafeico.
Nessa etapa foram instalados dois experimentos em épocas diferentes contendo populagdes
diferentes, porém da mesma espécie. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualisado (DIC) com oito tratamentos e quatro repeticbes. O produto utilizado foi o
Roundup Original (360 g e.a. L™). Os tratamentos testados estdo apresentados na Tabela 1.

No primeiro experimento utilizou sementes das plantas suscetiveis (S) e
com suspeita de resisténcia ao herbicida glyphosate (R1). A semeadura foi realizada no dia 28
de novembro de 2013 em vasos com capacidade de 1 litro contendo 0 mesmo substrato citado
anteriormente. Duas semanas ap0s a semeadura, foi realizado desbaste das plantas deixando
apenas quatro plantas por vaso. O herbicida foi aplicado no dia 9 de janeiro de 2014, quando
as plantas estavam no inicio do florescimento. No momento da aplicacéo a temperatura estava
em 26,4°C com umidade relativa de 69%. No segundo ensaio foi utilizado sementes da
populacdo suscetivel (S) e com resisténcia ao herbicida glyphosate (R2). A semeadura foi
realizada no dia 8 de setembro de 2014 e o herbicida foi aplicado no dia 29 de outubro de
2014, quando as plantas estavam no inicio do florescimento. No momento da aplicacdo a
temperatura estava em 24,8°C com umidade relativa de 52%.

Apb6s a aplicacdo, foram realizadas coletas de todas as folhas
consideradas vivas (folhas verdes) de cada unidade experimental (vaso) aos 5, 11 e 28 dias
apos a aplicacdo (Figura 11). As mesmas foram colocadas em sacos plasticos sendo lavadas
com 100 mL de agua destilada por trés vezes totalizando 300 mL com o intuito de remover o
glyphosate que permaneceu sobre a folha para analisar apenas o que foi absorvido e
metabolizado pela planta. Apds a lavagem as folhas foram acondicionadas em sacos de papel
e colocadas em estufa de circulagcdo forcada de ar, a 40°C, para que ndo ocorresse a
degradacdo dos compostos, por um periodo de 72 horas até que o material estivesse

totalmente seco.
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Figura 11. Procedimentos da coleta das folhas. Botucatu - SP, 2014.

Apds a secagem, as folhas foram maceradas com nitrogénio liquido e
colocadas em sacos de papel. A metodologia utilizada para extracdo dos compostos foi
proposta por Gomes et al. (2015). Apds as amostras passarem pelos processos de secagem e
maceracéo, foi pesado 100 mg de cada amostra e colocadas em tubo “falcon” com capacidade
de 15 mL e adicionado10 mL de agua acidificada a pH 2,5. Os tubos foram agitados para que
as amostras fossem misturadas com a dgua. Apos esse processo, os tubos foram submetidos a
banho ultrassom durante 30 minutos a 45°C. Na sequéncia foram centrifugados a 10.595 g
durante 5 minutos a uma temperatura de 20°C e o sobrenadante coletado e filtrado em filtro
Millex HV (Millipore) 0,45 um, com membrana durapore de 13 mm e acondicionados em vial

ambar 9 mm (Flow Supply) com capacidade de 2 mL (Figura 12).
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Figura 12. Procedimentos para extracdo dos compostos. Botucatu - SP, 2014.

Para a quantificacdo dos compostos foi utilizado um sistema LC-
MS/MS (Figura 13), composto por um Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC),
Shimadzu, modelo Proeminence UFLC, que combina analise ultra-rdpida e excelente
performance de separacdo, com alta confiabilidade de resultados. Os métodos de anélise para

todos os compostos foi realizado de acordo com Gomes et al. (2015).
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Figura 13. Cromatdgrafo Liquido (Prominence UFLC) acoplado ao espectrometro de
massas (3200 Q TRAP) — LC-MS/MS.

5.5 Analise dos dados.

5.5.1 Curvas de dose-resposta das diferentes populacdes de azevém
Os dados de massa seca e controle foram submetidos a anélise de
variancia e aplicacdo do teste F a 5% de probabilidade. Sendo os efeitos significativos, 0s
dados foram ajustados ao modelo de regressdo ndo linear do tipo log-logistico proposto por
Streibig et al. (1988):

y = a
1+ G)]
Onde: y = porcentagem de controle ou massa; x = dose do herbicida (g
e.a. ha'); a, b e ¢ sdo parametros da equacdo, sendo que a = assintota entre 0 ponto maximo e
minimo da variavel, b = dose que proporciona 50% da assintota (corresponde ao Cso ou GRsp)
e ¢ = declividade da curva. Baseado na equacdo logistica, as curvas foram elaboradas com

auxilio do software estatistico Sigmaplot 12.0.
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5.5.2 Efeitos do glyphosate na enzima fenilalanina aménia liase nas diferentes
populactes

Os dados obtidos foram avaliados estatisticamente pela andlise de

variancia. A magnitude do efeito dos tratamentos frente ao erro experimental foi testada

através do teste F. Os valores de F foram considerados significativos ao nivel de significancia

de 5% (p<0,05). Quando alcancada a significancia estatistica, as médias de cada nivel dos

fatores foram comparadas entre si atraves do teste t (LSD), ao nivel de significancia de 5%.

5.5.3 Efeitos do glyphosate na fotossintese das diferentes populac6es
Para os resultados das variaveis fisiologicas foi estabelecido o intervalo
de confianca pelo teste t a 10% de probabilidade. Para determinar o intervalo de confianca, foi
utilizada a seguinte equacéo:

IC = (t x desvpad) / raiz nr, onde:
IC = intervalo de confianca;
t = valor de t tabelado, ao nivel de 10% de probabilidade;
desvpad = desvio padrao;

raiz nr = raiz quadrada do numero de repeticdes.

5.5.4 Avaliacdo dos teores de glyphosate, AMPA e compostos da rota do &cido
chiquimico nas diferentes populacdes
Para os dados referentes aos niveis dos compostos nos tecidos foliares
foi realizada a analise de variancia dos dados pelo teste F e as médias foram comparadas pelo
teste t a 5% de probabilidade. Foi calculado o erro padrdo das médias de quatro repeticdes e
plotados nos graficos como barras verticais.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Curvas de dose-resposta das diferentes populactes de azevém

Os dados de porcentagem de controle bem como de massa seca da parte
aérea podem ser visualizados nas Figuras 14 e 15, respectivamente. De acordo com o0
coeficiente de determinacdo (r?), os resultados mostraram ajustes préximos de 1 pelo modelo
proposto por Streibig et al. (1988). Observa-se que 25% da dose recomendada (270 g e.a. ha™)
foi suficiente para obter um controle acima de 80% na populagdo S demonstrando assim, uma
grande suscetibilidade da mesma em relacdo ao herbicida glyphosate. J& para a populacdo R1,
metade da dose recomendada (540 g e.a. ha™) foi capaz de proporcionar um controle acima de
80%. Apesar de estatisticamente as populacdes S e R1 serem diferentes, os valores tanto de
controle como de massa seca na dose recomendada (1080 g e.a. ha™') foram semelhantes, ou
seja, 0 glyphosate controlou ambas as populacOes eficientemente podendo as duas serem
consideradas suscetiveis ao mesmo.

Ao se obter o valor de Csg ou GRsg, tem-se o fator de resisténcia
(F=R/S) no qual corresponde a quantidade de vezes em que a dose necessaria para controlar
50% da populacdo resistente € superior a que controla 50% da populacdo suscetivel
(CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008). De acordo com Saari et al. (1994), a
resisténcia pode ser confirmada quando o fator R/S for significativamente maior que 1,0.
Porém, a confirmacdo de um nivel baixo de resisténcia € mais complexa. Quando ocorre um
caso deste tipo, é necessario fornecer um numero maior de evidéncias. Este experimento foi

realizado em casa-de-vegetacdo e apesar de ter sido utilizado uma quantidade de doses
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considerada ideal para obter resultados confidveis, hd a necessidade de fazer mais
experimentos principalmente no que se refere & conducdo em campo. Resultados semelhantes,
com herbicidas inibidores da ALS, foram encontrados por Lopez-Ovejero et al. (2005), que
apesar do biotipo testado possuir um fator de resisténcia de 16,15, o mesmo foi
satisfatoriamente controlado na dose recomendada.

Quando uma populagdo demonstra um elevado fator de resisténcia, ou
seja, doses dez vezes superiores a recomendada, ndo existem davidas de que a mesma é
resistente (CARVALHO; CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2009). Porém, este caso
deve ser analisado de acordo com o herbicida em questéo, pois 0 que pode ser considerado um
nivel elevado de resisténcia para um, pode ser considerado baixo para outro. Os herbicidas
inibidores da ALS, ACCase e inibidores do fotossistema Il, resultam de niveis extremamente
elevados de resisténcia, frequentemente maiores que 100 (GRESSEL, 2000), ou seja, sdo
considerados altos em relacdo ao herbicida glyphosate que possui fator de resisténcia
geralmente baixo apesar de YU et al. (2015), terem encontrado fator R/S de 182 em Eleusine
indica. Sendo assim, a populacdo R2 pode ser considerada resistente ao herbicida glyphosate,
pois apresentou um elevado nivel de resisténcia (Tabela 2).

Os resultados aqui mostrados corroboram com diversos autores
(ROMAN et al., 2004; VARGAS et al., 2005; FERREIRA et al., 2006b; SALAS et al., 2012).
As diferencas dos resultados entre os autores podem estar relacionadas com as condicGes
ambientais, diferentes formulacGes de glyphosate, condicdes de aplicacdo assim como o
crescimento das populagbes. O alto grau de resisténcia evidenciado na populacdo R2 pode
indicar que o mecanismo de resisténcia envolvido pode ser resultante da agcéo de dois ou mais
mecanismos. Varios trabalhos tém reportado que a alteragdo na Prol06 juntamente com
translocacdo diferenciada ou outro mecanismo desconhecido, proporciona alto grau de
resisténcia que um mecanismo sozinho (KANDUM et al., 2011; BOSTAMAN et al., 2012;
NANDULA et al., 2013). Em outros casos, a duplicacdo de gene ou alteracdo no sitio de acdo
foram detectados, mas ndo parece explicar totalmente os niveis mais elevados de resisténcia
(COLLAVO; SATTIN, 2012; BELL et al., 2013). A ocorréncia de multiplos mecanismos de
acdo é comum, especialmente em espécies de polinizagdo cruzada como a azevém,
produzindo maior nivel de resisténcia em resposta a presséo de selecdo imposta pela aplicacao
constante do herbicida (SAMMONS; GAINES, 2014).

O manejo desta planta daninha deve ser fundamentado em herbicidas

com mecanismos de acdo distintos, pois aumentar a dose de glyphosate ndo é
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economicamente viavel baseando-se na curva de dose-resposta, pois a aplicacdo de duas vezes
a dose recomendada, nédo foi suficiente para controlar esta populagao eficientemente.

A varidvel massa seca esta em concordancia com o que foi discutido
anteriormente. As populacdes S e R1 tiveram seus valores semelhantes na dose recomendada
sendo aproximadamente zero (Figura 15). J& a populacdo R2 diferiu das mesmas provando
assim, seu grau de resisténcia (Tabela 3). Além disso, o dobro da dose ndo foi suficiente para
reduzir a massa seca desta populacdo a zero. Apesar das populacbes S e R1 serem
consideradas suscetiveis, com 0 aumento da pressdo de selecdo ocasionado pelo uso constante
do herbicida glyphosate, a probabilidade de ocorréncia da resisténcia € maior na populacio
R1 de acordo com os dados mostrados.
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Figura 14. Intoxicacdo das plantas de azevém suscetivel (S) e resistente (R1 e R2) apds a
aplicacdo de diferentes doses do herbicida glyphosate aos 21 DAA. O grafico se
encontra em escala logaritma. Botucatu — SP.
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Tabela 2. Estimativas dos parametros a, b, ¢ e o coeficiente de determinacédo (r2) do modelo

log-logistico para as populacfes de Lolium multiflorum em relagdo & porcentagem
de controle aos 21 DAA. Botucatu — SP.

Variavel  Populacdo a b (Cso) c r2 FR

R1 101,11 18,13 -2,04 0,99 1,99

Controle (%) R2 97,25 158,76 -3,74 0,99 17,39
S 100,01 9,13 -1,83 0,99

Equacdo do modelo: y=a/(1+((x/b)"c))
“Fator de Resisténcia=CsoR/Cs,S
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Figura 15. Massa seca da parte aérea das plantas de azevém suscetivel (S) e resistente (R1 e
R2) ap6s a aplicacdo de diferentes doses do herbicida glyphosate aos 28 DAA. O
grafico se encontra em escala logaritma. Botucatu — SP.
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Tabela 3. Estimativas dos pardmetros a, b, ¢ e o coeficiente de determinacéo (r2) do modelo
log-logistico para as populagdes de Lolium multiflorum em relacéo a porcentagem
de massa seca aos 28 DAA. Botucatu — SP.

*

Variavel Populacéo a b (GRso) c r2 FR
R1 6,29 18,34 2,23 0,99 1,76
Mas(ij‘ )Seca R2 6,05 150,42 2,84 0,96 14,46
’ S 6,55 1040 2388 0,99

Equagéo do modelo: y=a/(1+((x/b)"c))
Fator de Resisténcia=GRsoR/GR5,S

6.2 Efeitos do glyphosate na enzima fenilalanina amoénia liase nas diferentes

populacdes

No primeiro experimento, a atividade da enzima fenilalanina amonia
liase (PAL) apresentou interagéo significativa as 12, 24 e 72 HAA néo sendo observado efeito
significativo as 48 HAA (Tabela 4). Doze horas ap6s a aplicacdo houve reducdo da atividade
da PAL com o aumento da dose para a populacdo S, porém o mesmo nao foi identificado para
a populacdo R1, pois na dose mais elevada (1080 g e.a. ha'), apresentou atividade
significativamente maior. Ao comparar as populacdes dentro de cada dose, nas doses zero e
720 g e.a. ha’ a populagdo S apresentou valores superiores em relacdo & populagdo R1,
porém, na maior dose, houve efeito contrario. Vinte e quatro horas apo6s a aplicacdo houve
aumento da atividade da enzima fenilalanina aménia liase na dose de 720 g e.a. ha™ em
relacdo a testemunha para a populacdo R1 seguida de uma reducdo na maior dose sendo que
para S, ndo foi observado o mesmo efeito. Apesar de ambas as populagbes serem
consideradas suscetiveis de acordo com a curva de dose-resposta, nas duas maiores doses
testadas, a atividade da enzima PAL foi mais elevada para R1 em relacdo a S. Ja as 72 HAA
ndo houve alteracdo significativa com o aumento da dose para R1 enquanto que para S a
aplicagdo de 720 g e.a. ha™ proporcionou aumento da atividade da enzima PAL em relaco a

testemunha seguido de uma redugéo na maior dose.
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Tabela 4. Atividade da enzima fenilalanina amonia liase (PAL) em plantas de azevém
suscetivel (S) e com suspeita de resistente (R1) coletadas as 12, 24 e 72 horas

apos a aplicacdo do herbicida glyphosate. Botucatu - SP.

PAL (Absorbancia min™ g™

Populacao
Doses (g e.a. ha) S R1
12 horas
0 0,0648 Aa 0,0254 Bb
720 0,0528 Ba 0,0256 Bb
1080 0,0031 Chb 0,0365 Aa
= 155,4
CV% 12,72
DMS 0,006
Doses (g e.a. ha) 24 horas
S R1
0 0,0321 Aa 0,0309 Ba
720 0,0367 Ab 0,0478 Aa
1080 0,0064 Bb 0,0345 Ba
F 29,00
CV% 12,27
DMS 0,005
Doses (g e.a. ha) 72 horas
S R1
0 0,0343 Ba 0,0389 Aa
720 0,0583 Aa 0,0358 Ab
1080 0,0308 Ba 0,0308 Aa
F 6,45
CV% 21,18
DMS 0,012

*Meédias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo
teste t a 5% de probabilidade.

A atividade da enzima fenilalanina amdnia liase apresentou interacdo
significativa as 12, 48 e 72 HAA e efeito simples de dose e populacdo as 24 HAA no segundo
experimento (Tabela 5). As doze horas apds a aplicacdo ndo houve alteracio significativa com
0 aumento da dose para a populacdo S enquanto que para R2 a aplicacdo de 720 g e.a. ha™
proporcionou aumento da atividade da enzima PAL em relacdo a testemunha seguido de uma
reducdo na maior dose testada, porém semelhante a testemunha. Ao comparar as populagdes
dentro de cada dose, R2 demonstrou atividade mais elevada da enzima PAL em relacdo a

suscetivel. As vinte e quatro horas ap6s a aplicacdo houve efeito simples de dose e populagio



50

sendo que a suscetivel apresentou menor atividade da enzima fenilalanina aménia liase em
relacdo a resistente e as doses de zero e 720 g e.a. ha™ foram estatisticamente semelhantes e
superiores a maior dose testada. 48 HAA foi observado aumento da atividade da PAL para
ambas as populagdes principalmente na dose de 1080 g e.a. ha™ e novamente como as 12
HAA, & 720 g e.a. ha™ a resistente apresentou valor superior em relacio & suscetivel. J& as 72
horas ap0s a aplicacdo, R2 reduziu a atividade da PAL nas duas maiores doses enquanto que
para a populacdo suscetivel, apenas na dose de 1080 g e.a. ha™ este efeito foi observado. Ao
comparar as populacdes em cada dose, nota-se que S demonstrou valor superior a 720 g e.a.
ha™.
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Tabela 5. Atividade da enzima fenilalanina amonia liase (PAL) em plantas de azevém
suscetivel (S) e Resistente (R1) coletadas as 12, 24, 48 e 72 horas apos a
aplicacdo do herbicida glyphosate. Botucatu - SP.

PAL (Absorbancia min™ g™

Populacéo
Doses (g e.a. ha™) S R2
12 horas
0 0,0749 Aa 0,0727 Ba
720 0,0723 Ab 0,0809 Aa
1080 0,0790 Aa 0,0734 Ba
F 4,71
CV% 6,41
DMS 0,007
Populagéo 24 horas
S 0,0676 B
R2 0,0751 A
F 4,74
CV% 11,76
DMS 0,007
Doses (g e.a. ha™) 24 horas
0 0,0696 AB
720 0,0778 A
1080 0,0666 B
= 3,85
CV% 11,76
DMS 0,008
1 48 horas
Doses (ge.a. ha™) S R>
0 0,0596 Ba 0,0650 Ba
720 0,0641 Bb 0,0854 Aa
1080 0,0813 Aa 0,0849 Aa
F 8,5
CV% 6,46
DMS 0,007
1 72 horas
Doses (g e.a. ha™) S R
0 0,0802 Aa 0,0834 Aa
720 0,0807 Aa 0,0612 Bb
1080 0,0626 Ba 0,0578 Ba
F 11,31
CV% 6,83
DMS 0,007

*Meédias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e mindscula na linha nédo diferem estatisticamente pelo

teste t a 5% de probabilidade.

Apesar dos sintomas nas plantas tratadas com o herbicida glyphosate

aparecerem alguns dias apos a aplicagdo, o mesmo néo é valido quando se trata de enzimas.

Como pode ser observado nas Tabelas 4 e 5, doze horas ap6s a aplicacdo, o herbicida
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promoveu mudangas na atividade da enzima PAL. Apesar de ter sido utilizada a mesma
populacdo considerada suscetivel (S) para ambos os experimentos, as plantas néo
apresentaram o0 mesmo comportamento apds a aplicacdo do herbicida glyphosate, pois no
primeiro experimento houve reducéo da atividade da enzima fenilalanina amoénia liase com o
aumento da dose, enquanto que no segundo, ndo foi observado diferencas entre as doses
aplicadas. Este fato pode ser considerado aceitavel, pois, apesar de ser a mesma populacéo, o
herbicida foi aplicado em épocas diferentes, ou seja, as plantas ndo estavam exatamente no
mesmo estadio fenoldgico. Além disso, como dito anteriormente, num determinado tecido, 0s
niveis da enzima PAL podem variar significativamente em intervalos relativamente curtos de
tempo em resposta a uma grande variedade de estimulos (CAMM; TOWERS, 1973).

Hoagland (1980), estudando a atividade desta enzima ap0s a aplicacao
de glyphosate em soja, demonstrou aumento da atividade entre 12 e 72 horas, porém, foi
utilizado apenas uma dose do herbicida e a soja ndo era tolerante ao glyphosate. Este
comportamento foi observado em outros trabalhos (DUKE; HOAGLAND, 1978; DUKE;
HOAGLAND; ELMORE, 1979; HOAGLAND; DUKE, 1982). O mesmo ndo ocorreu neste
experimento, pois ao longo do tempo, houve variacdo entre os valores de acordo com a dose
aplicada, época avaliada e populacdo envolvida.

Em outro experimento, Hoagland, Duke e Elmore (1978), observaram
reducdo na atividade da enzima PAL 48 horas ap6s a aplicacdo de glyphosate sendo esta
acompanhada pela reducdo das proteinas sollveis bem como os aminoacidos aromaticos
fenilalanina e tirosina em plantulas de milho. Porém quando se aplicou glyphosate em
Hemidesmus indicus, com o aumento da atividade da PAL, houve um amento no teor de
proteina (KUNDU; JAWALI; MITRA, 2012).

Em raizes de soja suscetiveis ao glyphosate, a atividade da PAL foi
significativamente diferente da testemunha com um aumento de aproximadamente 26%,
porém o mesmo ndo foi observado para a soja tolerante, neste caso, ndo houve diferenca
significativa entre a testemunha e o tratamento (MARSHIOSI et al., 2009). Ainda neste
experimento, em associacdo com o aumento da atividade da PAL, ocorreu um acumulo de
acido chiquimico devido a inibicdo da EPSPs, resultando numa provavel reducdo dos
aminoacidos aromaticos. De acordo com 0s autores, este aumento pode ser interpretado como
um efeito provavelmente relacionado com um distdrbio metabolico estressante causado pelo

herbicida ou pela deple¢do nos niveis dos produtos finais.
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O aumento da atividade da enzima fenilalanina amonia liase tem sido
observado como um resultado do tratamento com glyphosate em soja (HOAGLAND; DUKE,
1983; HOAGLAND, 1990), porém com plantas consideradas suscetiveis ao herbicida. Tem
sido sugerido que este aumento é uma consequéncia secundaria da reducdo da sintese de
certos compostos fendlicos que regulam esta enzima (HOLLANDER; AMRHEIN, 1980).
Estes resultados ndo se repetem para todas as espécies como reportado por outros autores
(HOAGLAND; DUKE; ELMORE, 1978; ISHIKURA; TAKESHIMA, 1984) nos quais
observaram inibicdo da PAL apds exposicdo a este herbicida, resultados estes diferentes aos
aqui encontrado, pois tanto a populacéo resistente como a suscetivel, apresentaram variacdes
de acordo com a época avaliada e dose aplicada.

O excesso de amonia observado em plantas tratadas com o herbicida
glyphosate pode ser devido ao aumento da atividade da enzima PAL que catalisa a reacdo que
converte fenilalanina em &cido trans-cinamico, liberando aménia (HOWLES et al., 1996). Em
experimentos com tabaco transgénico foi comprovado que a reducdo da quantidade de
aminoacidos aromaticos (efeito direto da acdo do glyphosate) resultou num aumento do fluxo
através da via metabolica do chiquimato, o que levou um aumento na atividade da PAL bem
como uma duplicagdo dos niveis de acido clorogénico, um composto polifendlico (GUILLET
et al., 2000). A interrupcdo do crescimento da planta pode ser causada ndo s6 pela reducéo
dos aminoacidos aromaticos, mas também pela toxicidade dos compostos fenélicos derivados
da rota ou pela toxicidade direta ocasionada pelo excesso de aménia (MICHALOWICZ,
DUDA, 2007).

Em experimento realizado por Mobin et al. (2015), foi observado que
com a aplicacdo de glyphosate, a atividade da PAL foi maior em relacéo a aplicacdo apenas
do aminodcido triptofano e em menor escala a fenilalanina, ou seja, 0 aumento do substrato
desta enzima (fenilalanina) ndo serviu para aumentar a atividade da mesma; o herbicida teve
uma capacidade maior em estimular tal efeito, fato este observado para a populacdo R2. De
acordo com os autores, este resultado pode ser visto como uma tentativa para aumentar o
fluxo de carbono nesta via. Porém ainda hd a necessidade de maiores estudos para tal
confirmacéo.

A inducéo de estresses em organismos vegetais promovidos por fatores
biodticos e abidticos resultam em resposta de defesa. A producdo dos compostos de defesa é
desencadeada por enzimas no qual a PAL é a primeira e mais importante envolvida neste
processo (PASTIROVA; REPCK; ELIASOVA, 2004; YAO; TIAN, 2005). Com a aplicacéo
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de glyphosate a planta se encontra em estado de estresse, podendo este, estimular o aumento
da atividade desta enzima com o intuito de acionar os mecanismos de defesa da planta
protegendo assim a mesma. Este comportamento foi evidenciado principalmente para a
populacdo R2. Além do glyphosate, o ataque de virus em leguminosas promoveu uma rapida
elevacdo na atividade da PAL, estando esta atividade intimamente ligada ao estadio
fisiologico da planta (NUGROHO; VERBERNE; VERPOORTE, 2002).

Nota-se diferencas entre os valores encontrados por diversos autores no
comportamento da enzima PAL. Nem sempre ocorre um aumento linear da enzima apds a
aplicacdo do glyphosate. Isto pode ser explicado pelas diferentes espécies utilizadas, estadio
fisiol6gico, momento de aplicacdo e quantidade do herbicida utilizado. Outro fator que pode
ainda contribuir nessa indefinicdo € a planta ser resistente ao herbicida. Foi demonstrado neste
experimento que mesmo a populacdo sendo considerada resistente ao herbicida glyphosate,
pode ocorrer alteracdes significativas na atividade da enzima PAL podendo ser maior ou
menor em relacdo a testemunha de acordo com a dose aplicada e época avaliada. Porém, ndo
se pode afirmar se esse comportamento serd 0 mesmo para as outras espécies consideradas

resistentes. Ha a necessidade de maiores estudos.

6.3 Efeitos do glyphosate na fotossintese das diferentes populac6es

6.3.1 Suscetivel (S) x Resistente (R2)

No primeiro dia ap6s a aplicacdo do herbicida glyphosate, a taxa de
assimilacdo de CO, (A) (Figura 16) foi positiva para todos os tratamentos. Isto significa que
um dia ndo foi suficiente para que o glyphosate afetasse a fotossintese independentemente da
planta ser sensivel ou resistente ao mesmo. Este resultado é aceitavel, pois este herbicida
possui uma acdo lenta na planta apresentando sintomas dias apds a aplicacdo. Imediatamente
apos a sua absorcao, o glyphosate é translocado juntamente com os fotoassimilados a partir do
local de aplicacdo (folhas) para os drenos (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011), porém o tempo
necessario para que o mesmo comece a fazer efeitos significativos nas plantas depende de
diversos fatores como a retencdo na folha, penetracdo e translocacdo para o sitio de agéo
(KIRKWOOD; MACKAY, 1994).

Aos 3 DAA apenas as testemunhas (sem aplicacdo) permaneceram com
valores positivos, ou seja, além das plantas suscetiveis, as resistentes também apresentaram

valores negativos. Neste periodo, o glyphosate j& comegou a fazer efeito nas plantas. Este
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caso indica que especificamente neste momento, as duas populagdes estavam respirando mais
do que fazendo fotossintese reduzindo assim a capacidade em acumular massa. O glyphosate
pode afetar a fotossintese reduzindo a atividade da rubisco e a sintese do &cido 3-
fosfoglicérico diminuindo a sintese de clorofila e também aumentar a taxa de respiracdo
celular (FLEXAS et al., 2005; AHSAN et al., 2008). A respiragdo é um processo importante
para as plantas, pois € partir desta reacdo que se produz energia na forma de ATP utilizando
os carboidratos produzidos na fotossintese onde 0 mesmo pode ser utilizado na manutencéo e
no desenvolvimento da planta (TAIZ; ZEIGER, 2006). O balanco entre a fotossintese e a
respiracdo determina a quantidade de fotoassimilados necessarios para o crescimento normal
da planta (GOMIDE; GOMIDE, 1999). Por isso, se algo prejudicar este balanco, pode haver
consequéncias negativas podendo levar a sua morte. De acordo com Yanniccari et al. (2012),
a reducdo na assimilacdo de CO, é um bioindicador rapido e sensivel ao efeito do glyphosate
comparado com outros como a fluorescéncia da clorofila.

Apesar de aos 3 DAA a populagéo resistente estar respirando mais do
que fazendo a fotossintese, aos 7 DAA a mesma se recuperou apresentando valores positivos.
Fato este ndo observado para a populacdo considerada suscetivel. Neste caso, a mesma
continuou a apresentar valores negativos. Em plantas suscetiveis, o glyphosate pode inibir a
sintese de clorofila e carotenoides considerados unidade basica fotossintética (ADRIANO et
al., 2013; KASPARY et al., 2014), reduz a assimilacdo de CO, (DING et al., 2011) entre
outros. A consequéncia desses efeitos pode ser notada aos 28 DAA onde a populacdo
suscetivel foi completamente controlada pelo herbicida independentemente da dose aplicada
ndo sendo possivel fazer medicBGes. Ja a populacdo resistente permaneceu com valores
positivos semelhantes a testemunha resistente.

Resultados semelhantes foram encontrados por Santos et al. (2014), ao
avaliarem os efeitos do glyphosate na fotossintese em buva resistente e suscetivel a este
herbicida. Neste experimento, aos 3 DAA ambos 0s bi6tipos apresentaram reducdo na
assimilacdo de CO, em relacdo a testemunha, resultado este que se estendeu até os 10 DAA,
porém aos 14 DAA apenas 0 resistente se recuperou. Um fato interessante é que neste
trabalho tanto os biotipos suscetiveis como os resistentes, ndo apresentaram valores negativos
independentemente da época de avaliacdo, diferentemente dos resultados aqui verificados.

A reducéo da assimilacdo de CO; na populacdo R2 mesmo que seja em
pouco tempo, pode ser considerada vantajosa em termos préaticos, pois além de apresentar

uma reducdo na producédo de carboidratos, ao se encontrar em competicdo com uma cultura, a
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planta daninha pode ter seu crescimento reduzido. Dessa forma, a cultura podera ter um maior
desenvolvimento sombreando assim a infestante dificultando seu crescimento. Silva et al.
(2014), constatou que houve reducdo na fotossintese, condutancia estomatica e transpiracdo
em soja resistente ao glyphosate devido a interferéncia de buva resistente ao mesmo. Sendo
assim, qualquer manejo que possa dificultar o desenvolvimento da planta daninha, pode ser
benéfico para a cultura.
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Figura 16. Taxa de assimilagdo de CO, (umolCO, m? s™) em plantas de azevém suscetivel e
resistente apds a aplicacdo do herbicida glyphosate ao 1, 3, 7 e 28 DAA.
Testemunha suscetivel (TS), testemunha resistente (TR), populacdo suscetivel
submetida a 720 g e.a. ha™ (S2), populacdo suscetivel submetida a 1080 g e.a.
ha' (S3), populacdo resistente submetida a 720 g e.a. ha* (R2), populacio
resistente submetida a 1080 g e.a. ha' (R3). As barras verticais indicam o
intervalo de confianca. Botucatu — SP.

*nd: ndo detectavel.

Assim como na assimilagdo de CO,, a condutancia estomatica ndo sofreu
alteracdes significativas 1 DAA (Figura 17). Porém aos 3 DAA houve uma reducdo significativa
tanto para a populacéo suscetivel como a resistente se estendendo até 7 DAA. Yanniccari et al.
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(2012), notaram uma reducdo maior na condutancia estomética em bidtipos de L. rigidum
suscetiveis ao glyphosate em relacdo aos resistentes 7 dias apds a aplicacdo do mesmo. A
fotossintese e a respiracdo dependem do fluxo constante de CO, e O, entrando e saindo na
planta. Este fenbmeno acontece atraves de estruturas denominadas estdbmatos no qual a abertura
e fechamento séo essenciais para o balango deste fluxo (MESSINGER; BUCKLEY; MOTT,
2006). Quando a planta se encontra em situacao de estresse tende a fechar os estbmatos como um
mecanismo de defesa contra a perda de agua, aumentando assim a resisténcia, reduzindo a
condutancia estomatica (TAIZ; ZEIGER, 2006). Este fendmeno pode ser observado apos a
aplicacdo de herbicidas. Alguns trabalhos tém evidenciado este efeito ap6s a aplicacdo do
glyphosate (ZOBIOLE et al., 2010b; SILVA et al., 2014). Além disso, a condutancia estomética
parece ser um biomarcador sensivel para a resposta das plantas ao glyphosate (YANNICCARI et
al., 2012).

Zobiole et al. (2009), observaram que o fechamento estomatico € um
fator importante que contribui para a assimilagio de CO,, fato este observado neste
experimento. A reducdo da fotossintese foi acompanhada pela reducdo na condutancia
estomatica. O CO, é uma molécula essencial para que a fotossintese aconteca, pois juntamente
com a agua forma-se carboidratos que serdo utilizados pela planta durante sua vida (TAIZ;
ZEIGER, 2006); qualquer fator que contribua para o decréscimo do mesmo afeta diretamente
a fotossintese. A reducdo simultanea na condutancia estomética e na assimilagéo de CO, tem
sido observado por outros autores como Geiger et al. (1986), e Olesen e Cedergreen (2010).
Aos 28 DAA a populacdo resistente apresentou condutancia semelhante as testemunhas
demonstrando seu poder de recuperacao.

A inibicdo da fotossintese e a condutincia estoméatica podem ser
causadas pela acumulacdo dos produtos finais da fotossintese (YANNICCARI et al., 2012).
Orcaray et al. (2012), detectou acumulo de glicose em folhas e raizes de Pisium sativum com

uma resposta rapida ao tratamento do glyphosate antes do declinio da fotossintese.
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Figura 17. Condutancia estomatica (mmolH,O m? s) em plantas de azevém suscetivel e
resistente apOs a aplicacdo do herbicida glyphosate ao 1, 3, 7 e 28 DAA.
Testemunha suscetivel (TS), testemunha resistente (TR), populagdo suscetivel
submetida a 720 g e.a. ha™ (S2), populagéo suscetivel submetida a 1080 g e.a. ha™
(S3), populacio resistente submetida a 720 g e.a. ha™ (R2), populacdo resistente
submetida a 1080 g e.a. ha® (R3). As barras verticais indicam o intervalo de
confianca. Botucatu — SP.

*nd: ndo detectavel.

Observou-se 3 dias apdés a aplicacdo de glyphosate que houve um
aumento da concentracdo interna de CO; (Ci) nas duas populagdes onde na suscetivel a 1080
g e.a. ha™ apresentou o maior valor (Figura 18). Este resultado foi semelhante ao encontrado
aos 7 DAA. Os resultados aqui mostrados corroboram com 0s encontrados por Mateos-
Naranjo et al. (2009) e Ding et al. (2011), nos quais observaram reducdo da assimilacdo de
CO, acompanhado ao aumento da concentracao interna de CO, apés a aplicacdo do herbicida
glyphosate.

Em Abutilon theophrasti medikus, Fuchs et al. (2002), evidenciaram

que a reducdo da condutancia estomatica foi acompanhada da reducéo da Ci apos a aplicacao
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de glyphosate onde aos 5 DAA chegou a zero, resultados contrérios aos aqui observados. Em
plantas de feijdo sob estresse hidrico, Jadoski (2012), mostrou uma correlacdo negativa entre
condutancia estomatica e concentracdo interna de CO,, ou seja, 0 comportamento dessas
variaveis depende do tipo de estresse no qual a planta sofre e também a espécie envolvida. A
concentracdo interna de CO, na folha reflete a disponibilidade de substrato para a fotossintese
onde durante as trocas gasosas 0s estdmatos regulam essa concentragdo mantendo-a constante
(FARQUHAR; SHARKEY, 1982). Apos sofrer estresse, a planta pode modificar o seu padréo
constante reduzindo ou amentando a Ci. Novamente aos 28 DAA, a populacdo R2 apresentou

valores semelhantes a testemunha.
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Figura 18. Concentracdo interna de CO; na camara subestomatica (umol(CO,) mol™ar) em
plantas de azevém suscetivel e resistente apds a aplicacdo do herbicida glyphosate
ao 1, 3, 7 e 28 DAA. Testemunha suscetivel (TS), testemunha resistente (TR),
populacdo suscetivel submetida a 720 g e.a. ha’ (S2), populacdo suscetivel
submetida a 1080 g e.a. ha™ (S3), populacéo resistente submetida a 720 g e.a. ha™
(R2), populagdo resistente submetida a 1080 g e.a. ha™ (R3). As barras verticais
indicam o intervalo de confianca. Botucatu — SP.

*nd: néo detectavel.
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O glyphosate reduziu drasticamente a taxa de transpiracdo na populagéo
suscetivel aos 3 DAA em relacdo a testemunha (Figura 19). Porém o mesmo ndo foi observado
para a populacéo resistente. Este comportamento se manteve até os 7 DAA onde aos 28 DAA a
populacdo R2 apresentou valores semelhantes a testemunha. A transpiracdo € o processo de
perda de agua pelo vegetal na forma de vapor através dos poros estomaticos onde ao mesmo
tempo permitem a entrada de CO, (VAVASSEUR; RAGHAVENDRA, 2005). Dependendo do
tipo de estresse, a planta fecha os estdbmatos com o intuito de evitar a perda de dgua. Como foi
observado na Figura 17, ap6s a aplicacdo do glyphosate ocorreu reducdo da condutancia
estomatica, com isso, os estdmatos fecharam, dificultando a saida de &gua reduzindo assim a
transpiragéo.

Resultados encontrados por Zobiole et al. (2010b), também mostraram
uma reducdo na taxa de transpiracdo juntamente com a reducdo na condutancia estomatica em
soja resistente ao glyphosate ap6s a aplicacdo do mesmo. Santos et al. (2014) mostraram que a
buva resistente ao glyphosate apresentou reducdo na taxa de transpiracdo porém apresentou
maiores valores que a suscetivel em todos os periodos avaliados. A reducdo na taxa de
transpiracdo apoOs a aplicacdo de glyphosate também foi observada por outros autores
(SHANER, 1978; SHANER; LYON, 1980; VARGAS et al, 2014).
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Figura 19. Taxa de transpiracio (umol(H20) m? s) em plantas de azevém suscetivel e
resistente ap6s a aplicagdo do herbicida glyphosate ao 1, 3, 7 e 28 DAA.
Testemunha suscetivel (TS), testemunha resistente (TR), populacdo suscetivel
submetida a 720 g e.a. ha™ (S2), populacdo suscetivel submetida a 1080 g e.a. ha™
(S3), populacéo resistente submetida a 720 g e.a. ha™ (R2), populacdo resistente
submetida a 1080 g e.a. ha™ (R3). As barras verticais indicam o intervalo de
confianca. Botucatu — SP.

*nd: ndo detectavel.

A eficiéncia do uso da agua (EUA) teve um padrdo semelhante a
assimilacdo de CO; (A) ap0s a aplicacdo de glyphosate para as duas populacGes e em todas as
épocas avaliadas (Figura 20). A EUA é a quantidade de carbono fixado no processo
fotossintético pela quantidade de agua perdida no processo de transpiragdo, ou seja, matéria
seca produzida por grama de agua transpirada. Este fato explica o porqué desta variavel
apresentar valores negativos. Sob condi¢Ges normais, a planta abre seus estdmatos permitindo
a saida de agua na forma de vapor e a0 mesmo tempo ocorre a entrada de CO, no qual sera
utilizado para a formacdo de carboidratos. Porém foi mostrado anteriormente que apos a

aplicacdo do glyphosate houve uma reducdo na assimilagdo de CO, e transpiragdo para ambas
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as populagbes, mas a resistente demonstrou seu poder de recuperagcdo. Assim como 0
esperado, as plantas consideradas suscetiveis foram mortas sendo que aos 3 DAA ja
apresentaram valores negativos especialmente & 1080 g e.a. ha™. J& a populagdo resistente
apesar de exibirem valores negativos aos 3 DAA, aos 7 DAA se recuperaram.

Vargas et al. (2014), ndo encontraram diferencas na EUA trés dias apos
a aplicacdo de glyphosate entre os bidtipos de buva suscetiveis e resistentes ao mesmo. Porém
sete dias ap6s houve uma grande diferenca sendo que o biotipo resistente demonstrou maior
EUA mantendo valores significativamente iguais a testemunha até 14 dias apés a aplicacao.
Zobiole et al. (2010b), concluiram que soja resistente ao glyphosate reduziu a eficiéncia do
uso da &gua apds a aplicacao deste herbicida. Apesar de demonstrar reducdo da EUA, aos 28
DAA o azevém resistente apresentou valores semelhantes a testemunha. O uso eficiente da
agua esta diretamente relacionado ao tempo de abertura estomatica, pois enquanto a planta
absorve CO, a &gua é perdida por transpiragdo com intensidade varidvel seguindo uma
corrente de potenciais hidricos entre a folha e a atmosfera (PEREIRA-NETO, 2002). Ao
longo das avaliacOes, a populacgéo resistente assimilou CO, e transpirou mais que a populacdo
suscetivel apresentando assim uma maior EUA.

Os dados apresentados neste experimento foram negativos para esta
variavel apesar dos valores encontrados por outros autores terem sido positivos.

Provavelmente, este fato se deve ao grau de suscetibilidade e o tipo de espécie envolvida.
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Figura 20. Eficiéncia do uso da agua (umol CO, mmol H,O?) em plantas de azevém
suscetivel e resistente ap6s a aplicacdo do herbicida glyphosate ao 1, 3, 7 e 28
DAA. Testemunha suscetivel (TS), testemunha resistente (TR), populacdo
suscetivel submetida a 720 g e.a. ha™ (S2), populagéo suscetivel submetida a 1080
g e.a. ha™ (S3), populacéo resistente submetida a 720 g e.a. ha™ (R2), populacio
resistente submetida a 1080 g e.a. ha® (R3). As barras verticais indicam o
intervalo de confianca. Botucatu — SP.
*nd: ndo detectavel.

Assim como a EUA, a eficiéncia de carboxilacdo teve um padrdo
semelhante a assimilacdo de CO, (Figura 21). Esta varidvel representa indiretamente a
atividade da rubisco (ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxygenase). Esta enzima é
responsavel por incorporar o CO, absorvido pelos estomatos na ribulose-1,5-bifosfato (RuBP)
no ciclo de Calvin (TAIZ;, ZEIGER, 2006). Servaites et al. (1987), propuseram que 0
glyphosate induz a deplecéo de carbono ou fosfato ou ambos do ciclo de redugdo do carbono
reduzindo a regeneracdo da RuBP e consequentemente a fotossintese. Aos 3 DAA 0s
resultados mostraram que a regeneracdo da RuBP limitou a fotossintese induzida pelo
glyphosate nas duas populac6es. Sob condicdes limitantes de regeneragdo da RuBP, a enzima

rubisco usa a RuBP mais rapida do que é sintetizada, dessa forma, a assimilacdo de CO; ndo
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responde ao aumento da Ci (CAEMMERER; FARQUHAR, 1981). Este fato pode ser
observado neste experimento, pois, apds a aplicacdo do herbicida glyphosate, houve um
amento da concentracdo interna de CO, (Figura 18), porém a planta ndo aproveitou este
acontecimento sendo que A reduziu apos a aplicagdo do mesmo (Figura 16).

Aos 7 DAA a populagéo resistente voltou a ter valores positivos porém
bem menores que a testemunha especialmente a 1080 g e.a. ha™. Mesmo a populacéo sendo
resistente, o glyphosate reduziu a eficiéncia de carboxilacdo. Resultados encontrados por De
Maria et al. (2006) em folhas de Lupinus Albus, mostraram uma reducdo de 26% na atividade
da rubisco cinco dias apo6s a aplicacdo de glyphosate. Zobiole et al. (2010a), também
encontrou reducgdo da atividade da rubisco em soja resistente ao glyphosate apos a aplicacdo
do mesmo, com isso, houve reducdo da biomassa, pois a difusdo do CO; para o cloroplasto é
essencial para a fotossintese. Aos 28 DAA novamente a populacdo resistente mostrou
recuperacdo apresentando valores préximos a testemunha.

Uma das hipoOteses que tem avancado para explicar o efeito do
glyphosate no metabolismo do carbono esta relacionada ao fluxo de carbono para a via do
acido chiquimico devido a desregulacdo da mesma. O efeito causado pelo glyphosate nesta
via conduz a uma acumulacédo de &cido chiquimico se tornando um dreno de carbono (DUKE;
POWLES, 2008). O arogenato é subproduto do corismato e inibidor da DAHP sintase,
primeira enzima da via do chiquimato (SIEHL, 1997). Segundo este autor, a inibicdo da
sintese de DAHP sintase pelo arogenato é a chave na regulacdo da via do chiquimato. Com a
inibicdo da enzima EPSPs causada pelo glyphosate hd uma interferéncia na entrada do
carbono na via do chiquimato devido ao aumento da atividade da DAHP sintase (DEVINE;
BANDEEN; MCKERSIE, 1983). O aumento desta enzima se deve aos baixos niveis de
arogenato, pois a producao do seu precursor foi reduzida, assim a enzima continua atuando
provocando altos niveis de &cido chiquimico. A quantidade de acido chiquimico acumulado
pela desregulacdo da rota representa um forte dreno de carbono devido ao desvio da eritrose-
4-fosfato que seria empregado na regeneracdo da ribulose-1,5-bifosfato reduzindo
drasticamente a fotossintese (GEIGER et a., 1986; SERVAITES et al., 1987; SIEHL, 1997).
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Figura 21. Eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci) em plantas de azevém suscetivel e resistente
apos a aplicacdo do herbicida glyphosate ao 1, 3, 7 e 28 DAA. Testemunha
suscetivel (TS), testemunha resistente (TR), populacdo suscetivel submetida a
720 g e.a. ha' (S2), populacdo suscetivel submetida a 1080 g e.a. ha™ (S3),
populacdo resistente submetida a 720 g e.a. ha’ (R2), populacdo resistente
submetida a 1080 g e.a. ha™ (R3). As barras verticais indicam o intervalo de
confianca. Botucatu — SP.
*nd: ndo detectavel.

Como esperado, o herbicida glyphosate causou danos irreversiveis a
populacdo suscetivel onde aos 28 DAA em todas as variaveis analisadas a mesma ja se
encontrava morta impossibilitando assim sua anélise, porém foi mostrado que os efeitos deste
herbicida foram intensificados a partir do terceiro dia ap0s a aplicacdo. No caso da populacédo
resistente, aos 3 DAA nas variaveis analisadas, sofreu efeitos significativos em relagdo a
testemunha mostrando que mesmo apresentando um elevado grau de resisténcia, o herbicida é
capaz de afetar seu metabolismo. Porém, a partir dos 7 DAA a mesma evidenciou seu poder

de recuperacdo onde aos 28 DAA apresentou valores semelhantes a testemunha, ou seja,
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mesmo apos a aplicacdo do glyphosate, estas plantas foram capazes de retornar a um estado
fisiologico semelhante aquelas que ndo receberam o produto.

Os resultados aqui encontrados dependendo da variavel corroboraram
com alguns autores, porém diferiram de outros. Fatores como espécie envolvida, momento de
aplicacéo, grau de suscetibilidade das plantas, quantidade do herbicida aplicado entre outros,
podem explicar tal fato.

6.3.2 Suscetivel (S) x Resistente (R1)

Como foi observado no experimento de curva de dose-resposta, essas
duas populacdes foram consideradas suscetiveis ao herbicida glyphosate. Em todas as
variaveis fisiologicas analisadas, ambas apresentaram 0 mesmo comportamento comprovando
assim o seu grau de suscetibilidade sendo que aos 28 DAA todas as plantas estavam mortas
impossibilitando assim a sua analise (Figuras 22, 23, 24, 25, 26 e 27). Apesar das populagdes
S e R1 serem consideradas suscetiveis, com o aumento da presséo de selecao ocasionado pelo
uso constante do herbicida glyphosate, a probabilidade de ocorréncia da resisténcia é maior na

populacéo R1 de acordo com os dados mostrados no experimento de curva de dose-resposta.
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Figura 22. Taxa de assimilagdo de CO; (umolCO, m?2s™) em plantas de azevém suscetivel e
resistente apds a aplicacdo do herbicida glyphosate ao 1, 7 e 28 DAA.
Testemunha suscetivel (TS), testemunha resistente (TR), populacdo suscetivel
submetida a 720 g e.a. ha™ (S2), populacdo suscetivel submetida a 1080 g e.a.
hat (S3), populacdo resistente submetida a 720 g e.a. ha' (R2), populagdo
resistente submetida a 1080 g e.a. ha' (R3). As barras verticais indicam o
intervalo de confianga. Botucatu — SP.

*nd: néo detectavel.
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Figura 23. Condutancia estomatica (mmolH,O m? s) em plantas de azevém suscetivel e
resistente apds a aplicacdo do herbicida glyphosate ao 1, 7 e 28 DAA. Testemunha
suscetivel (TS), testemunha resistente (TR), populacdo suscetivel submetida a 720
g e.a. ha' (S2), populacéo suscetivel submetida a 1080 g e.a. ha™ (S3), populacéo
resistente submetida a 720 g e.a. ha™* (R2), populagdo resistente submetida a 1080
g e.a. ha' (R3). As barras verticais indicam o intervalo de confianca. Botucatu —
SP.
*nd: ndo detectavel.
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Figura 24. Concentracdo interna de CO, na camara subestomatica (umol(CO,) mol™ar) em
plantas de azevém suscetivel e resistente apds a aplicagdo do herbicida glyphosate
ao 1, 7 e 28 DAA. Testemunha suscetivel (TS), testemunha resistente (TR),
populacdo suscetivel submetida a 720 g e.a. ha’ (S2), populacdo suscetivel
submetida a 1080 g e.a. ha™ (S3), populacéo resistente submetida a 720 g e.a. ha™
(R2), populacio resistente submetida a 1080 g e.a. ha (R3). As barras verticais
indicam o intervalo de confianca. Botucatu — SP.

*nd: ndo detectavel.
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Figura 25. Taxa de transpiracdo (mmolH,O m? s) em plantas de azevém suscetivel e
resistente apds a aplicacdo do herbicida glyphosate ao 1, 7 e 28 DAA. Testemunha
suscetivel (TS), testemunha resistente (TR), populacdo suscetivel submetida a 720
g e.a. ha' (S2), populacéo suscetivel submetida a 1080 g e.a. ha™ (S3), populacéo
resistente submetida a 720 g e.a. ha™* (R2), populagdo resistente submetida a 1080
g e.a. ha' (R3). As barras verticais indicam o intervalo de confianca. Botucatu —
SP.
*nd: ndo detectavel.
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Figura 26. Eficiéncia do uso da agua (umol CO, mmol H,O™) em plantas de azevém
suscetivel e resistente apos a aplicacdo do herbicida glyphosate ao 1, 7 e 28 DAA.
Testemunha suscetivel (TS), testemunha resistente (TR), populacdo suscetivel
submetida a 720 g e.a. ha™ (S2), populacdo suscetivel submetida a 1080 g e.a. ha™
(S3), populacio resistente submetida a 720 g e.a. ha™ (R2), populacdo resistente
submetida a 1080 g e.a. ha™ (R3). As barras verticais indicam o intervalo de
confianca. Botucatu — SP.

*nd: ndo detectavel.
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Figura 27. Eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci) em plantas de azevém suscetivel e resistente
apos a aplicacdo do herbicida glyphosate ao 1, 7 e 28 DAA. Testemunha
suscetivel (TS), testemunha resistente (TR), populacdo suscetivel submetida a
720 g e.a. ha' (S2), populacdo suscetivel submetida a 1080 g e.a. ha™ (S3),
populacéo resistente submetida a 720 g e.a. ha’ (R2), populacdo resistente
submetida a 1080 g e.a. ha™ (R3). As barras verticais indicam o intervalo de
confianca. Botucatu — SP.
*nd: néo detectavel.
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6.4 Avaliacdo dos teores de glyphosate, AMPA e compostos da rota do acido

chiquimico nas diferentes populactes

Na Tabela 6 encontra-se a andlise de variancia dos dados e a diferenca

minima significativa entre as médias de cada um dos compostos analisados.

Tabela 6. Andlise de variancia e valores de diferenca minima significativa (DMS) para o
compostos analisados. Botucatu — SP.

5 11 28 5 11 28 5 11 28
DAA DAA DAA DAA DAA DAA DAA DAA DAA

Fenilalanina Tirosina Triptofano

CV (%) 18,72 10,08 15,91 14,95 14,24 14,72 14,57 12,44 16,17
F 9,84* 120,31*  74,18* 7,77* 36,63* 38,43* 4,00* 72,67*  43,85*
DMS 0,95 0,38 0,53 0,67 0,46 0,43 0,84 0,47 0,53

Glyphosate AMPA Ac. Chiquimico

CV (%) 34 133,38 55,53 50,18 203,30 134,44 10,33 21,78 16,37
F 3,12* 8,16* 37,49* 7,79* 9,12* 27.43* 8,34* 78,81*  168,7*
DMS 0,61 1,13 0,24 0,31 0,07 0,02 1,95 1,84 0,85

Ac. Quinico Ac. Ferdlico Ac. Cafeico

CV (%) 8,99 12,36 15,81 15,17 14,48 15,98 22,95 15,77 16,85
F 10,24* 209,73* 146,90 11,30 147,19* 187,95* 2,98* 30,57*  59,98*
DMS 1,65 1,05 0,89 0,52 0,46 0,41 0,28 0,10 0,11

Ac. Cumérico Shiquimato-3-fosfato Ac. Desidroshiquimico

CV (%) 20,27 43,26 63,31 28,36 40,42 27,35 41,91 13,93 16,26
F 2,86* 4,84* 2,50* 13,32* 12,14* 19,79* 3,43* 70,93*  68,96*

DMS 0,10 0,12 0,14 0,79 0,74 0,31 0,69 0,11 0,10
*Interacdo significativa.

Os niveis de glyphosate nas folhas apresentaram comportamento
semelhante nas trés populacdes até a dose recomendada (100%) aos 5 DAA (Figura 28).
Observou-se um aumento dos teores de glyphosate entre as populacdes onde a R2 apresentou
maiores valores em relacdo a S e R1 nas doses subsequentes a recomendada. A absorcdo de
glyphosate nas plantas tem sido reportada em diversas espécies no qual geralmente é rapida
variando de 40% a 80% do total de herbicida aplicado dependendo da espécie envolvida
(LORRAINE-COLWILL et al., 2002). Hetherington et al. (1999), observaram que o milho
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tolerante ao glyphosate absorveu 10% mais herbicida que o suscetivel na maior dose testada.
Porém ndo houve diferenca na absorcdo de glyphosate entre plantas de Beta vulgaris resistentes
e suscetiveis ao mesmo (GEIGER; SHIEH; FUCHS, 1999). Gomes (2014), testando varias
populacdes de Conyza spp., observou que a populacdo considerada suscetivel apresentou maiores
teores de glyphosate nas menores doses. Em Lolium rigidum Feng et al. (1999), ndo encontraram
diferengas na absorcédo entre os bidtipos resistentes e suscetiveis ao glyphosate.

Aos 11 DAA na dose recomendada, a populacédo S ja estava morta ndo
sendo possivel mensurar tal varidvel. Novamente, nesta dose ndo houve diferenca entre as
populacdes R1 e R2, sendo que nas doses subsequentes devido ao seu grau de resisténcia,
xapenas na R2 foi possivel medir os niveis de glyphosate. Observou-se que aos 28 DAA
somente para R2 foi possivel detecta-lo nas folhas. Sob condicdes de temperatura mais altas,
no bidtipo de buva resistente ao glyphosate, foi detectado 85% do total aplicado no vacuolo
enquanto que no suscetivel foi de 15%, ou seja, o resistente foi mais eficiente em transportar o
herbicida através da membrana do tonoplasto, porém em temperaturas mais frias, houve
reducdo na eficiéncia do transporte para a populacéo resistente (GE et al., 2011).

Ressalta-se que os valores de glyphosate mensurados aos 28 DAA
foram menores em relacdo as avaliacBes anteriores para a populacdo R2. Possivelmente, a
planta ja utilizou do seu mecanismo de resisténcia reduzindo assim a concentracdo de

glyphosate nas folhas.
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Figura 28. Niveis de glyphosate (ug g™) em plantas de azevém S, R1 e R2 aos 5, 11 e 28
DAA. Botucatu — SP.

Os niveis de AMPA tiveram comportamento semelhante aos de

glyphosate até a dose recomendada aos 5 DAA (Figura 29). O acido aminometilfosfénico é o
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principal metabdlito do herbicida glyphosate sendo detectado naturalmente em plantas
tolerantes a0 mesmo como Agropyron repens e Equisetum arvense (MONQUERO et al.,
2004). A reacdo que gera este produto, neste caso em folhas, pode ser catalisada pela enzima
glyphosate oxiredutase (GOX) podendo o mesmo ser toxico inclusive para plantas que
possuem EPSPs insensivel ao glyphosate (NANDULA et al., 2007).

Nas doses acima da recomendada a populacdo R2 apresentou 0s
menores valores sendo préximos a zero. Este fato ajuda a explicar a resisténcia desta
populacdo. O AMPA ¢é um produto téxico para a planta embora seja considerado menos ativo
que o glyphosate, quanto maior a sua quantidade, mais prejudicial é para a planta (REDDY et
al., 2004). A populagdo R2, mesmo sendo considerada resistente, ndo metabolizou o
glyphosate em AMPA, ou seja, neste caso 0 mesmo permaneceu como molécula intacta,
porém, ndo houve morte das plantas. Provavelmente, o mecanismo de resisténcia envolvido,
ndo esta relacionado a diferenca no metabolismo, pois mesmo apresentando maior quantidade
de glyphosate em relacdo as populacdes suscetiveis, a populacdo resistente ndo metabolizou
no seu produto.

Reddy et al. (2008) sete dias apos a aplicacdo do herbicida glyphosate
observaram diferencas nos niveis de AMPA em soja tolerante ao glyphosate em relacdo a
suscetivel onde esta apresentou os maiores valores. Porém, teve espécies no qual ndo foi
detectado este metabolito como o caso de Lolium multiflorum e também em milho tolerante e
suscetivel ao glyphosate. Gonzales-Torralva et al. (2012b), observaram diferencas no
metabolismo do glyphosate entre bidtipos de C. canadensis no qual detectaram AMPA 72
horas apds a aplicacdo nos bidtipos resistentes enquanto que nos suscetiveis ndo foi detectado,
ou seja, 0 resistente possuiu um metabolismo mais rapido reduzindo assim a quantidade de
glyphosate que alcancaria o sitio de acao.

Aos 11 e 28 DAA na dose recomendada, os niveis de AMPA
encontrados foi zero para as popula¢fes R1 e R2 sendo possivel detectar o composto apenas
nas doses subsequentes a 100% para a populacdo considerada resistente, porém em
guantidade muito inferior as visualizadas aos 5 DAA. Em algumas espécies o glyphosate é
metabolizado sendo em outras, encontrado como uma molécula intacta. A inabilidade em
detectar metabdlitos nas plantas ndo significa que ndo houve metabolismo. A perda do
glyphosate ndo significa degradagdo, pois este herbicida é conhecido por ser exsudado das
raizes e folhas tratadas na forma de molécula intacta (RODRIGUES et al., 1982,
MONQUERQO et al., 2004). As diferengas nos resultados descobertos por diversos autores
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variam por diversas razdes tais como espécie envolvida, época de avaliacdo, dose aplicada,

tipo de mecanismo de resisténcia envolvido, etc.

5 DAA
30 1
— e — s
25 —-=— RL
-——-—— R2

T 1
100 1000

Doses de glyphosate (%)

11 DAA
1,8 1
161 | — e g
— =% — R1
41 | ——&-— R2
1,2 A
"> 1,01 b 4
o /
~t 0,8 /
]
£ /
£ 061 //
0,4 //
0,2 /¥
///
00— ————§————4
. )
100 1000
Doses de glyphosate (%)
28 DAA
0,35
e s
0307 | __ g g1
-—-—— R2
0,25 4 /
/
. /
< 0,20 /
o /
o /
~t 0,15 /
g /
E /
< 010 /
/
0,05 pad
e
e
000 &—————o——&————&
T ,
10 100 1000
Doses de glyphosate (%)

Figura 29. Niveis de Ampa (ng g™) em plantas de azevém S, R1 e R2 aos 5, 11 e 28 DAA.
Botucatu — SP.



78

Os niveis de &cido chiquimico estéo representados na Figura 30. Aos 5
DAA nas populagdes consideradas suscetiveis, houve aumento deste composto de acordo com
0 aumento da dose. Ja para a populacéo resistente os valores permaneceram constantes. Esses
resultados foram semelhantes nas 3 épocas de avalicdo. Aos 11 e 28 DAA as plantas
suscetiveis ndo apresentaram o mesmo comportamento. Este resultado é esperado j& que
neste momento as plantas suscetiveis ja estavam com sintomas avangados do efeito do
herbicida onde a populacdo S ja havia morrido na dose recomendada. Talvez estas duas
épocas de avaliacdo ndo seja 0 momento ideal para medir tal variavel. Santos et al. (2014),
avaliando o efeito do glyphosate sobre o acumulo de &cido chiquimico em plantas de C.
sumatrensis observaram que até aos sete dias apds o tratamento foi observado acumulo deste
composto sendo que a partir deste momento houve reducdo dos valores até 14 DAA. O
acumulo de &cido chiquimico em tecidos ocorre pela inibicdo competitiva da EPSPs pelo
glyphosate (BRESNAHAN et al., 2003).

Diversas literaturas citam o aumento da concentracdo de &cido
chiguimico apéds a aplicacdo do herbicida glyphosate em plantas suscetiveis, porém o mesmo
ndo é observado para as resistentes. Zelaya et al. (2011), observou acumulo de &cido
chiquimico apo6s a aplicacdo de glyphosate em soja suscetivel ao mesmo. Conforme aumentou
a dose deste herbicida, houve um grande acumulo deste acido em Corydalis sempervirens
(AMRHEIN et al., 1983). Pline et al. (2002), observaram que as variedades suscetiveis de
algoddo acumularam &cido chiquimico apds a aplicacdo de glyphosate, porém nas variedades
resistentes 0 mesmo ndo foi verificado onde os niveis ndo se alteraram. Estes resultados
corroboram com os aqui encontrados reforcando a hip6tese de que as populagdes S e R1 sdo
suscetiveis e R2 resistente. Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores
(NANDULA at al., 2007; REDDY et al., 2008; CARVALHO; ALVES, 2012).

O acumulo de acido chiquimico em resposta ao glyphosate tem sido
utilizado como um biomarcador rapido e preciso na suscetibilidade das plantas ao mesmo
(MULLER et al., 2003; GONZALES-TORRALVA et al., 2010). Sendo assim, numa espécie
com reduzido acumulo deste acido, provavelmente havera a necessidade de uma grande
quantidade deste herbicida para ser letal (GOMES, 2014). Novamente este fato reforca a
hipdtese de R2 ser resistente, pois, oito vezes a dose recomendada de glyphosate ndo foi
suficiente para matar 100% desta populacéo.
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Os niveis de &cido quinico tiveram um padrdo semelhante aos do acido
chiquimico. Aos 5 DAA foi registrado um aumento nos valores deste composto com o
aumento das doses do herbicida para as populacbes S e R1 enquanto que para R2 foi
observado constancia nos valores demonstrando um leve aumento nas doses subsequentes a
recomendada (Figura 31). Aos 11 DAA novamente foi notado aumento dos niveis de acordo
com o acréscimo das doses para as populacfes consideradas suscetiveis sendo observado um
leve aumento nas maiores doses para a populacdo resistente onde aos 28 DAA este aumento
foi mais pronunciado.

Em experimento realizado por Gomes (2011), foi observado acimulo
de &cido quinico ap06s a aplicacdo de glyphosate em plantas de milho na maior dose testada.
Este aumento ocorreu até seis dias ap0os a aplicacdo sendo notado decréscimo a partir dos 10
dias. No mesmo experimento, 0 autor encontrou alta correlagdo com o acido chiquimico
sendo a concentracdo deste, quatro vezes superior a do acido quinico, resultados diferente dos
aqui encontrados, pois os valores das variaveis em questdo foram semelhantes.

O 4acido quinico possui estrutura semelhante ao acido chiquimico sendo
precursor dos hidroxibenzoicos. O acumulo de acido quinico apos a aplicacdo de glyphosate
pode ser devido ao acumulo de compostos acima da EPSPs na rota, como ocorre para 0s
acidos chiquimicos, protocatectico e galico (ORCARAY et al., 2010). Como dito
anteriormente, o acimulo de &cido chiquimico pode ser utilizado como biomarcador preciso e
rapido na suscetibilidade das plantas ao glyphosate, sendo assim, o &cido quinico também

pode ser considerado com a mesma funcéo.
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A concentragdo de shiquimato-3-fostato se manteve constante em todas
as doses aplicadas para as populacdes consideradas suscetiveis enquanto que para a resistente
foi observado aumento nas doses subsequentes a recomendada aos 5 DAA (Figura 32). O
mesmo comportamento ocorreu nas outras épocas de avaliagdo. Estes resultados s&o
interessantes devido ao fato de que para a populagdo suscetivel este composto deveria
aumentar com a aplicacdo de glyphosate, pois com a inibicdo da enzima EPSPs ocorre
acumulo dos compostos acima da rota como o acido chiquimico e shiguimato-3-fostato. Os
efeitos fitotdxicos causados por este herbicida é um resultado principalmente da acumulacéo
destes metabdlitos (JENSEN, 1985; LORRAINE-COLWILL et al., 2002; ZABLOTOWICZ;
REDDY, 2004).
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Na Figura 33, sdo encontrados os niveis de fenilalanina nas diferentes
populacdes. Nota-se que aos 5 DAA houve reducdo deste aminoacido conforme aumentou-se
as doses para S e R1. Porém, o mesmo ndo foi observado para a populacdo considerada
resistente onde os niveis permaneceram constantes. A enzima EPSPs catalisa a condensagéo
do &cido chiquimico com o piruvato para formar o corismato, na sintese dos aminoacidos
aromaticos no qual a fenilalanina faz parte (VARGAS et al., 2007b). O glyphosate atua
especificamente nesta enzima prejudicando a producdo deste composto que neste caso, foi
reduzido para as populagfes suscetiveis.

Resultados contrarios foram encontrados por Gomes (2014a), no qual
observou um aumento deste aminoacido em populacGes de Conyza spp. conforme se
aumentou a dose para as populacBes resistentes onde na suscetivel houve oscilacbes nos
resultados, porém, a mesma ndo apresentou reducdo significativa. Em Arabidopsis thaliana
foi observado um aumento de fenilalanina apds a aplicacdo do herbicida glyphosate
(TRENKAMP et al., 2009). Este comportamento foi verificado em Brassica napus L., porém,
nas menores doses deste herbicida, pois nas maiores ocorreu reducdo deste composto
(PETERSEN et al., 2007).

Aos 11 DAA houve um pequeno aumento nos niveis deste composto na
populacdo R2 até duas vezes a dose recomendada, porém, na maior dose testada os valores
foram semelhantes as menores doses. Observou reducdo do aminoacido com o aumento da
dose para as populacdes suscetiveis. Ja aos 28 DAA o comportamento da populacdo R2 foi
semelhante aos 5 DAA inclusive nos valores, ou seja, mesmo apds a aplicacdo de 8 vezes a

dose recomendada, o glyphosate ndo foi capaz de causar efeito neste aminoéacido.
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Em relacdo aos niveis de tirosina, semelhante a fenilalanina aos 5 DAA,
foi observado reducdo dos valores de acordo com o aumento das doses de glyphosate para as
populacbes suscetiveis (Figura 34). Entretanto, a populacdo R2 apresentou oscilagcdes nos
resultados conforme se aumentou a dose do herbicida. Este comportamento também foi
verificado aos 11 e 28 DAA. Um fato que deve ser levado em consideracdo é que mesmo
tendo sido observado variagfes de acordo com o aumento das doses, R2 apresentou 0s
maiores valores em todas as épocas avaliadas e em todas as doses aplicadas com relagdo a S e
R1. Mesmo nas maiores doses, a populacdo resistente apresentou maiores valores em relacéo
as menores doses nas plantas suscetiveis.

Gomes (2011) observou forte correlagdo entre os niveis de tirosina e
fenilalanina em milho ap6s a aplicacdo do herbicida glyphosate. Esta mesma autora, em
trabalho realizado em 2014, demonstrou que os niveis de ambos 0s aminoacidos tiveram um
padrdo semelhante apds a aplicacdo do glyphosate para as plantas suscetiveis e resistentes.
Estes resultados sdo contrarios aos aqui analisados, pois enquanto que os niveis de
fenilalanina se mantiveram constantes nas plantas resistentes, os de tirosina apresentou
variacdes. Petersen et al. (2007), encontrou reduc@es nos valores de tirosina nas maiores doses

do herbicida glyphosate em planta de B. napus.
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Na populacdo S houve redugdo dos niveis de triptofano de acordo com
0 aumento da dose de glyphosate aos 5 DAA (Figura 35). Comportamento semelhante foi
observado para a populacdo R1, porém na maior dose foi observado um aumento em relagéo a
S. Novamente em R2 foi notado uma variacdo nos valores de acordo com o aumento da dose,
no entanto, essa oscilacdo foi menor em relacdo a tirosina. Aos 11 DAA foi observada uma
grande variacdo nos valores para as trés populacdes. Porém, aos 28 DAA 0s niveis de
triptofano em R2 retornaram a um padrdo mais constante, semelhante aos 5 DAA e para R1
foi observado reducdo de acordo com 0 aumento da dose.

Peterson et al. (2007) analisando o efeito do herbicida glyphosate sobre
Brassica napus L. ndo observou grandes varia¢fes nos niveis de triptofano com o aumento da
dose o que de acordo com o autor deveria reduzir. A fenilalanina e a tirosina possuem o
mesmo precursor diferentemente do triptofano. Dentre os aminoacidos aromaticos, ele é o
menos sensivel ao efeito do glyphosate explicando em parte tal efeito (AMRHEIN et al.,
1980). Foi observado no presente experimento que para a populacdo suscetivel de um modo
geral houve reducdo deste aminoacido com o aumento da dose, efeito este, esperado apds a
aplicacdo do herbicida. Porém o mesmo néo foi verificado populacdo considerada resistente.
Efeitos contrarios foram observados por Gomes (2014), onde na populagdo suscetivel de
Conyza spp. houve grandes oscilagdes nos valores de triptofano com o aumento da dose de
glyphosate sendo que para duas populagdes consideradas resistentes os valores foram

constantes.
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De acordo com a literatura, hd um aumento geral dos aminoacidos apos
a aplicagéo do glyphosate (COOLEY; FOY, 1992; PETERSEN et al., 2007; MOLDES et al.,
2008; GRAVENA et al., 2009). Essa alteracdo pode ser devido as regulaces metabdlicas na
biossintese dos aminoacidos e hidrdlise de proteinas. De acordo com Jaworski (1972), o
glyphosate causa uma desaceleracdo na sintese de proteinas e como consequéncia, a procura
por aminoacidos para a sintese proteica diminui, aumentando assim, os aminoacidos livres.
Essa pode ser uma explicacdo em determinadas situacbes em que hd um aumento dos
aminoéacidos aromaticos apds exposicéo ao glyphosate.

Apesar da reducdo dos aminoacidos aromaticos ter sido reportada como
0 primeiro passo da inibicdo causado pelo glyphosate na via do acido chiquimico (COLE,
1985), foi demonstrado que esse comportamento ndo ocorre em todos 0s casos, ou seja, em
algumas espécies, tem aumentado ao invés de ser inibido, inclusive em plantas consideradas
suscetiveis ao herbicida. De acordo com os dados aqui analisados e de outros autores, ndo ha
como tirar conclusdes sobre o comportamento destes aminoacidos ap6s a aplicacdo do
herbicida glyphosate para as espécies de um modo geral. Cada uma deve ser analisada
separadamente especialmente quando a resisténcia esta envolvida.

Na figura 36 sdo observados os niveis de acido ferulico nas diferentes
populagdes. R2 demonstrou perfil constante nos valores de acordo com o aumento da dose em
todas as épocas de avaliagdo inclusive demonstrando nimeros semelhantes nos trés periodos
avaliados, ou seja, 0 herbicida ndo foi capaz de causar efeito significativo nesta variavel ao
longo do experimento. Ja para as populacfes consideradas suscetiveis, notou-se uma reducao
até a dose recomendada aos 5 DAA se mantendo constante nas doses subsequentes. Aos 11 e
28 DAA conforme se aumentou a dose do herbicida houve reducdo dos niveis deste acido.
Um fato a ser observado é que em todas as doses e épocas avaliadas, essas populacdes
demonstraram valores superiores a resistente.

O acido feralico tem como seu precursor 0 aminoacido fenilalanina
(DU et al., 2009). Como demonstrado na figura 3, a populagdo R2 apresentou padréo
constante ao longo das avaliagbes e doses do herbicida para este aminoacido. Isto pode
explicar em parte 0 comportamento semelhante do seu produto, neste caso, o acido ferdlico. A
mesma conclusdo pode ser estendida para S e R1, ou seja, ambas apresentaram padrao

semelhante ao seu precursor.
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Os niveis de acido coumarico mostraram oscilacdes de acordo com o
aumento das doses nas populacdes S e R2 aos 5 DAA, apesar de na suscetivel haver uma
tendéncia de aumento (Figura 37). Aos 11 e 28 DAA a populagdo resistente novamente
demonstrou variacdes em seus valores. Ja para a R1 em todas as épocas avaliadas houve
constancia nos resultados. Assim como o &cido ferdlico, o acido coumarico possui como

precursor a fenilalanina, porém ndo apresentou comportamento semelhante & mesma.
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Aos 5 DAA os niveis de &cido cafeico permaneceram constantes até a
dose recomendada para a populacdo considerada resistente ocorrendo uma leve reducdo nas
doses subsequentes (Figura 38). Em S observou um aumento nos valores até 2 vezes a dose
recomendada havendo queda nas doses posteriores. A populacdo R1 apresentou padréo
semelhante a S, porém a reducdo nos valores ocorreu a partir da dose recomendada
apresentando os menores resultados na maior dose testada. Aos 11 DAA R2 apresentou
comportamento diferente em relagéo aos 5 DAA havendo reducgéo dos valores com o0 aumento
das doses até duas vezes a dose recomendada. Aos 28 DAA a mesma populacdo demonstrou
comportamento semelhante a primeira avaliacdo.

O nivel de &cido cafeico reduziu 1 dia apds a aplicacdo de glyphosate
em células de Perilla, porém, se manteve constante até os cinco dias de avaliacdo sendo que
para a testemunha foi observado aumento deste composto nos mesmo periodos (ISHIKURA;
TAKESHIMA, 1984). Resultados semelhantes foram encontrado por Mobin et al. (2015),
onde com o0 aumento da dose do herbicida glyphosate, observou reducdo dos niveis de acido

cafeico em Echinacea purpurea (L.).
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Como pdde ser observado, o comportamento das varidveis analisadas
nem sempre seguiram aquilo que se esperava de acordo com pesquisas anteriormente feitas.
H& variacOes de acordo com a especie envolvida, época de avaliacdo, dose do herbicida
aplicado, etc. Apos a aplicacdo do glyphosate, os compostos que fazem parte da rota do qual o
mesmo atua ndo necessariamente vao sofrer seus efeitos. De acordo com Velini et al. (2009a),
isto pode sugerir que nem sempre os produtos distantes do sitio de acdo, neste caso a enzima
EPSPs, terdo a sua producdo bloqueada ou reduzida pelo glyphosate devido a presenca de
sistemas de controle, que podem em parte, compensar a reducédo da sintese de determinados
compostos intermediarios. Quanto menor o numero de reagdes e enzimas, no caso dos
herbicidas, que separam um composto até o sitio de acdo, maior a possibilidade que os niveis

deste produto sejam reduzidos devido a acao do produto.
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7. CONCLUSOES

Na populagéo considerada resistente, a atividade da enzima fenilalanina
amonia liase manteve-se alta apos a aplicacdo do glyphosate;

Todas as variaveis fisiologicas foram afetadas apos a aplicacdo do
glyphosate nas trés populacbes, porém, R2 foi capaz de se recuperar apresentando valores
semelhantes a testemunha;

Os niveis de acido chiquimico e quinico apresentaram padrdes
semelhantes onde houve aumento para as populacdes suscetiveis com o aumento da dose do
herbicida enquanto que para a resistente os valores se mantiveram semelhantes;

Ocorreu aumento dos niveis de shiquimato-3-fosfato para a populacdo
R2 se mantendo constante para as suscetiveis;

Houve reducdo dos aminoacidos aromaticos com a aplicacdo do

glyphosate para as populac@es suscetiveis.
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