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Resumo

ULGUIM, André da Rosa. Resposta de capim pé-de-galinha (Eleusine spp.) ao
herbicida glyphosate. 2012. 71f. Dissertacao (Mestrado) - Programa de Pos-
Graduacgéo em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O capim pé-de-galinha (Eleusine spp.) € uma planta anual, presente em cultivos
agricolas do Rio Grande do Sul (RS), onde tem-se observado falhas de controle em
resposta a aplicacdo de glyphosate, sugerindo a resisténcia da espécie a esse
herbicida. Diante disso, 0s objetivos da pesquisa foram identificar a ocorréncia da
resisténcia de capim pé-de-galinha ao glyphosate no RS, determinar a DLsg € GRs,
identificar o mecanismo de resisténcia, avaliar os fatores envolvidos nas falhas de
controle observadas, e propor alternativas para o controle quimico destes biotipos.
Para isso, sementes de plantas oriundas de falhas de controle do glyphosate,
suspeitas de resisténcia, foram coletadas em lavouras de oito municipios produtores
de soja no RS, e utilizadas nos experimentos. Os resultados demonstraram que
todas as plantas oriundas das sementes coletadas foram controladas pelo
glyphosate quando aplicado na dose de 2160 g e.a. ha™. O biétipo 12.3, oriundo de
Boa Vista do Incra, apresenta resisténcia de nivel baixo ao glyphosate, com fator de
resisténcia (FR) de 1,17, baseado na DLsp, € 0 mecanismo que confere a resisténcia
ndo € decorrente de metabolismo do glyphosate pelo complexo cyt-P450 ou
absorcao do herbicida. Os bi6tipos com suspeita de resisténcia apresentam controle
inferior quando o glyphosate é aplicado em estadios de crescimento avancados,
como um ou dois afilhos, podendo ser a causa das falhas de controle observadas
em lavouras. Os herbicidas inibidores da ACCase (clethodim e fluazifop-p-butyl) e o
amonium-glufosinate controlam eficientemente estes biotipos, nos estadios de
guatro folhas a um afilho, sendo alternativa para o controle quimico desta planta
daninha.

Palavras-chave: Controle quimico. Glycine max (L.) Merrill. Resisténcia de nivel baixo.



Abstract

ULGUIM, André da Rosa. Response of goosegrass (Eleusine spp.) to the
herbicide glyphosate. 2012. 71f. Master of Science - Programa de Pés-Graduacao
em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The goosegrass (Eleusine spp.) is an annual plant, found in agricultural crops in Rio
Grande do Sul (RS), where has been control failures in response to glyphosate
application, suggesting the resistance of the species to this herbicide. The objectives
of this research were to identify the occurrence of resistance of goosegrass to
glyphosate in RS, determine the LD50 and GRS5O0, identify the mechanism of
resistance, evaluate the factors involved in the observed control failures, and
propose alternatives to chemical control to these biotypes. Thus, plant seeds of
failures herbicide control, suspected of resistance, were collected in eight cyties
soybean producers in RS, and used in the experiments. The results showed that all
the plants from seeds collected has been controlled by glyphosate when applied at a
rate of 2160 g a.e. ha-1. The biotype 12.3, from Boa Vista do Incra, show a low level
resistance to glyphosate, with resistance factor (RF) of 1.17, according to LD50, and
the mechanism that confers resistance is not due to the metabolism of glyphosate by
cyt-P450 complex, or herbicide absorption. The suspected resistant biotypes have
lower control when glyphosate is sprayed in advanced stages of growth, as one or
two tillers, that may be the cause of control failures observed in crop area. The
ACCase inhibiting herbicides (clethodim and fluazifop-p-butyl) and amonium-
glufosinate efficiently control these biotypes, at four leaves to a one tiller stage, being
an alternative to chemical control of this weed.

Key words: Chemical control. Glycine max (L.) Merrill. Low level resistance.
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1 Introducéo

O Brasil € o segundo maior produtor e exportador mundial de soja, atras
apenas dos Estados Unidos (FAO, 2012), com producdao total superior a 68 milhdes
de toneladas de gréos e area colhida de aproximadamente 23 milhdes de hectares,
no ano de 2010 (IBGE, 2012). A regido Centro-Oeste possui a maior area plantada e
maior producdo nacional, seguido pela regido Sul (IBGE, 2012). Dentre os estados
brasileiros, o Rio Grande do Sul (RS) apresenta a terceira maior producéo,
representando aproximadamente 15% da producgédo de soja do pais (IBGE, 2012).

A produtividade da soja pode ser afetada por diversos fatores, tais como:
condicdes ambientais desfavoraveis; sistemas de cultivo; préaticas culturais; e,
manejo de pragas. Dentre as pragas, as plantas daninhas possuem destaque, visto
gue podem ser responsaveis por prejuizos de até 80% (GAZZIERO; VARGAS;
ROMAN, 2004). Os prejuizos da competicdo de plantas daninhas na cultura da soja
derivam, principalmente, da influéncia negativa na formacao dos trifélios, acimulo de
massa seca, numero de vagens, nimero de grdos por vagem e peso de graos
(PITTELKOW et al.,, 2009). Estas alteracdes sao dependentes da populacéo e
espécie de planta daninha que compete com a cultura (GAZZIERO; VARGAS;
ROMAN, 2004).

As plantas daninhas magnoliopsidas normalmente sdo mais competitivas
com a cultura da soja devido a proximidade fenotipica, porém, as espécies liliopsidas
destacam-se por ocorrer em elevadas populacdes. Dentre as espécies liliopsidas
gque competem com a soja, destacam-se papua (Brachiaria plantaginea), milh& (Digitaria
spp.) e capim-pé-de-galinha (Eleusine spp.). O capim pé-de-galinha € bastante
competitivo, principalmente quando presente no inicio do ciclo da cultura, podendo

causar danos irreversiveis na produtividade (BENEDETTI et al., 2009). Esta planta
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daninha foi considerada uma das cinco espécies de maior dificuldade de controle em
lavouras de soja do RS que utilizam o herbicida glyphosate para o manejo de
plantas daninhas (NOHATTO, 2010), evidenciando a sua importancia no sistema
produtivo da cultura.

O género Eleusine possui duas espécies com ocorréncia predominante no
RS, que s&o Eleusine indica € Eleusine tristachya. As plantas deste género possuem
como caracteristicas a baixa exigéncia em relacao ao tipo de solo, compreendendo
ampla faixa de pH e obtendo assim, vantagem competitiva sobre muitas espécies.
Sao espécies autégamas com ciclo fotossintético do tipo C4, reproducdo via
sementes, podendo produzir até 40 mil sementes por planta (KISSMANN, 2007).

Estas espécies diferem quanto ao ciclo e as estruturas morfolégicas, bem
como regido de ocorréncia e origem (BOLDRINI; LONGHI-WAGNER; BOECHAT,
2005). Eleusine tristachya normalmente é pouco competitiva e ndo € comumente
relatada como espécie daninha, encontrada facilmente em ambientes néo agricolas
(BOLDRINI; LONGHI-WAGNER; BOECHAT, 2005; GALVANI; FERNANDES;
FREITAS, 1994). Ja, a espécie Eleusine indica possSui como caracteristica a alta
capacidade competitiva, tornando-se planta daninha importante de diversas culturas
(ERASMO; PINHEIRO; COSTA, 2004; AGRASAR; STEIBEL; TROIANI, 2005;
KISSMANN, 2007).

As sementes de Eleusine indica apresentam germinacdo em ampla faixa de
condicbes ambientais. A germinagdo € facilitada em casos de alternancia de
temperaturas de 30/20°C ou 35/20°C durante doze horas de luz (ISMAIL et al.,
2002). J4, a emergéncia é influenciada pela umidade do solo e pela profundidade
onde estdo depositadas as sementes, em que as maiores proporcdes de plantulas
emergem de sementes dispostas na superficie do solo (CHAUHAN; JOHNSON,
2008; ISMAIL et al., 2002).

A existéncia de residuo vegetal sobre o solo pode ser medida de controle
eficiente, impedindo a emergéncia de sementes de Eleusine indica, de modo que taxas
de quatro a seis toneladas ha™® de cobertura do solo reduzem a emergéncia de
plantulas (CHAUHAN; JOHNSON, 2008). Assim, praticas de manejo como uso de
espécies para formar cobertura de solo (palhada) e a semeadura direta podem
auxiliar no manejo e controle desta espécie.

Todavia, a semeadura direta ou o controle quimico ndo estdo sendo

eficientes no controle de Eleusine spp. no RS, pois tem sido relatado problemas de
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plantas deste género em lavouras de soja transgénica Roundup Ready® (RR®),
devido a falhas de controle com o herbicida glyphosate. Dessa forma, surge hipotese
gue o uso repetido do herbicida glyphosate, induzindo alta presséo de selecao, pode
ter selecionado biétipos de Eleusine spp. resistentes.

A resisténcia é a capacidade adquirida de uma planta ou biétipo sobreviver e
reproduzir-se apos determinados tratamentos herbicidas que, sob condi¢des
normais, controlam os demais integrantes da populacdo (CHRISTOFFOLETI;
LOPEZ-OVEJERO, 2003; GAZZIERO et al., 2009). Atualmente, existem 372 bi6tipos
de plantas daninhas resistentes a herbicidas, pertencentes a 200 espécies (HEAP,
2012). A resisténcia de Eleusine indica foi registrada em seis paises, para sete
mecanismos de acao herbicida, dentre eles os inibidores da 5-enolpiruvilshikimato-3-
fosfato sintase (EPSPs), especificamente ao herbicida glyphosate (HEAP, 2012). Os
bidtipos desta planta daninha resistentes ao glyphosate foram encontrados na
Malasia, Coldmbia e Estados Unidos, todos envolvendo areas com grande tempo de
uso consecutivo do herbicida (HEAP, 2012).

Os casos de resisténcia de plantas daninhas ao glyphosate foram
registrados em 21 espécies, sendo na América do Sul, onze espécies relatadas
onde o Brasil € o pais com o0 maior numero de casos (HEAP, 2012). O glyphosate é
um herbicida ndo seletivo, sistémico que inibe a enzima da rota do acido chiquimico
EPSPs, que catalisa a reacdo de ligacdo dos compostos shikimato-3-fosfato e
fosfoenolpiruvato, produzindo enolpiruvilshikimato-3-fosfato e fosfato inorganico
(ROMAN et al., 2007; VELINI et al., 2009). A inibicdo da EPSPs cessa a sintese de
aminoacidos aromaticos (triptofano, fenilalanina e tirosina) bem como a producéo de
alcaldides, flavondides, lignina, compostos fendlicos, que podem representar até
35% da biomassa vegetal, entre outros (ROMAN et al., 2007; VELINI et al., 2009).
Este herbicida move-se no floema, seguindo a rota dos produtos da fotossintese,
das folhas fotossinteticamente ativas (fonte) para as partes em crescimento (dreno)
(FERREIRA et al., 2008). O numero de casos de resisténcia a este herbicida tem
aumentado, principalmente apos a introducdo dos cultivos transgénicos (BECKIE,
2011; GIVENS et al., 2011; HEAP, 2012; KAUNDUN et al., 2008; POWLES; YU,
2010; SHAW et al., 2011).

Dentre os fatores que influenciam a selecéo de bibtipos de plantas daninhas
resistentes a herbicidas, destacam-se a intensidade de uso do herbicida e a
auséncia de métodos de controle alternativos (LAMEGO; VIDAL, 2008; ROMAN et
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al., 2004; ZELAYA; OWEN; VANGESSEL, 2004). O uso de glyphosate ha mais de
trinta anos para o manejo de plantas daninhas e o elevado numero de aplicacdes
deste herbicida, mais de quatro vezes por ano em alguns casos, evidenciam este
cenario (NOHATTO, 2010; POWLES; YU, 2010; VARGAS et al., 2007; VARGAS et
al., 2009). A maioria dos produtores de soja no RS utiliza a cultura da soja RR® por
mais de cinco anos consecutivos ha mesma area, sendo que menos da metade faz
uso de rotacdo de culturas (NOHATTO, 2010). A auséncia deste e de outros
meétodos de manejo integrado, aliado ao uso exclusivo de glyphosate, tem
selecionado bi6tipos de plantas daninhas com resisténcia a este herbicida em
lavouras de soja do Brasil.

Para a confirmacdo da resisténcia ha a necessidade da realizacdo de
estudos apropriados que envolvem o calculo do fator de resisténcia (FR), a partir da
determinacdo da dose necesséria para o controle de 50% da populacéo (DLsp) e da
dose necesséria para reduzir em 50% a massa da parte aérea da populacdo (GRsp)
suspeita de resisténcia (GAZZIERO et al., 2009; HEAP, 2010). O FR refere-se ao
namero de vezes que a dose necessaria para o controle da populacédo resistente é
maior do que a dose que causa o0 mesmo efeito na populacdo suscetivel (HALL;
STROME; HORSMAN, 1998). A resisténcia € confirmada se houver diferenca
estatistica na DLsg e/lou GRsy do bidtipo supostamente resistente em relacdo ao
biotipo suscetivel (GAZZIERO et al., 2009).

No entanto, em alguns casos o FR pode ser considerado baixo ou ainda
serem observadas diferencas entre a DLsy e/ou GRsy dos biotipos resistente e
suscetivel em subdoses do herbicida. Nestes casos, o pesquisador discute a
necessidade de uma definicdo cientifica, ou resisténcia de nivel baixo, na qual a
dose de registro do herbicida proporciona o controle das populacdes resistente e
suscetivel (GAZZERIO et al., 2009; CHRISTOFOLLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008).
Defini-se como resisténcia de nivel baixo aquela em que ndo é considerada a dose
registrada constante na bula do herbicida, ou seja, havendo diferenca estatistica
entre os biotipos considerados resistente e suscetivel em subdoses do herbicida,
considera-se a planta daninha resistente, mesmo que na dose maxima registrada o
controle de ambos os bidtipos ndo apresente diferenca (GAZZIERO et al., 2009;
HEAP, 2010). Como exemplo, pode-se citar o caso de Euphorbia heterophylla com
resisténcia de nivel baixo ao glyphosate no RS (VIDAL et al., 2007; NOHATTO,
2010).
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As plantas daninhas que desenvolveram resisténcia ao glyphosate possuem
diferentes niveis de resisténcia. O FR é dependente principalmente do mecanismo
de resisténcia envolvido, em que no caso do glyphosate, quando ha alteracdo do
local de agdo tém-se niveis mais baixos de resisténcia comparados com 0s casos
em que ocorre alteracdo na absor¢cao e translocacéo do herbicida (BECKIE, 2011;
KAUNDUN et al., 2008; KAUNDUN et al., 2011; LORRAINE-COLWILL et al., 2003;
POWLES; YU, 2010; ZELAYA; OWEN; VANGESSEL, 2004). Até o presente
momento, ndo foi relatado nenhum caso de resisténcia ao herbicida glyphosate por
metabolizacdo do herbicida nas plantas resistentes (ROSO; VIDAL, 2010; POWLES;
YU, 2010; BECKIE, 2011). Entretanto, a tolerancia de Commelina benghalensis ao
glyphosate é devida a metabolizacdo do herbicida pelas plantas (MONQUERO et al.,
2004), sugerindo que podem ocorrer casos de resisténcia a este herbicida, devido a
este mecanismo.

Outro fator que pode alterar o FR é o0 estadio de desenvolvimento em que as
plantas recebem a aplicacdo do herbicida. O controle de Conyza canadensis resistente
ao glyphosate foi superior a 80% quando o herbicida foi aplicado em plantas com
10cm de estatura, enquanto que, quando as plantas receberam o herbicida com 15-
20cm, o controle n&o atingiu 50% (VANGESSEL et al.,, 2009). A aplicacao de
glyphosate em Ipomoea hederaceae € Convolvulus arvensis proporcionou controle 40%
maior quando as plantas receberam o herbicida com aproximadamente 15cm de
estatura, comparado com as plantas em que o herbicida foi aplicado com 40cm
(SHARMA; SINGH, 2007). Plantas em estaddios avancados de crescimento
normalmente sdo mais tolerantes e dificilmente controladas por herbicidas do que
plantas jovens (SILVA; FERREIRA, A.; FERREIRA, L., 2007), sendo, por isso,
importante que o0 manejo quimico seja realizado no momento correto, com as
plantas daninhas em estéadio de crescimento que apresentem maior sensibilidade.

O manejo de areas infestadas com plantas daninhas resistentes € realizado
por medidas que visem a reducdo da pressado de selecdo e praticas que tém por
finalidade impedir a dominéncia de biotipos resistentes (VARGAS et al., 2009). A
associacdo de herbicidas e utilizacdo de herbicidas com mecanismos de acao
diferentes sdo preconizadas para 0 manejo de plantas daninhas resistentes em
cultivos geneticamente modificados, resistentes ao glyphosate (JOHNSON,;
GIBSON, 2006; SHANER, 2000; VARGAS et al., 2009). Para o controle de Eleusine
indica existem 75 herbicidas registrados de 22 ingredientes ativos diferentes,
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incluindo o glyphosate (AGROFIT, 2012). Desta forma, outros herbicidas podem ser
utilizados para o controle das plantas de capim pé-de-galinha em lavouras de soja
no RS.

Sendo assim, o conhecimento dos locais de ocorréncia de casos de
resisténcia de Eleusine spp. ao glyphosate no RS pode auxiliar na determinacéo da
gravidade do problema e na proposicdo de alternativas para o controle. Para isso,
devem ser realizados estudos especificos que visem confirmar a ocorréncia de
bidtipos resistentes ao glyphosate, determinar o nivel de resisténcia destes biotipos,
e identificar os fatores envolvidos no desenvolvimento deste fenémeno. Assim,
busca-se evitar que ocorra a disseminacéo dos biotipos resistentes, de forma que o
uso de glyphosate nessas areas néo prejudique o manejo de plantas daninhas na
cultura da soja transgénica e que aumente o tempo de utilizacao do herbicida.

Este trabalho teve como hipéteses que existem bidtipos de capim pé-de-
galinha, os quais pertencem a espécie Eleusine indica, resistentes ao glyphosate no
RS e que estes sdo sensiveis a herbicidas de outros mecanismos de acdo. Os
objetivos foram identificar a ocorréncia da resisténcia de capim pé-de-galinha ao
glyphosate no RS, determinar a DLsy € GRsp, investigar o possivel mecanismo de
resisténcia, avaliar os fatores envolvidos nas falhas de controle observadas a

campo, e propor alternativas para o controle quimico destes biotipos.



2 CAPITULO | - Identificag&o e caracterizacdo de Eleusine Spp. com suspeita de
resisténcia ao herbicida glyphosate e avaliagdo do manejo de

lavouras de soja do Rio Grande do Sul

2.1 Introducéao

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas € um problema que ganhou
importancia no Brasil devido ao surgimento de grande nimero de casos de espécies
resistentes ao glyphosate nos ultimos anos. Define-se resisténcia como a
capacidade inerente e herdavel de um biétipo, dentro de determinada populacéo, de
sobreviver e se reproduzir apos exposicdo a dose de registro do herbicida para
controle da espécie, obedecidos os critérios de aplicacdo (estadio vegetativo
indicado, condi¢des de clima, dentre outros) (GAZZIERO et al., 2009).

No Brasil, foram registrados 13 casos de espécies de plantas daninhas
resistentes a herbicidas nos dltimos 10 anos e dessas, seis apresentaram
resisténcia ao herbicida glyphosate (HEAP, 2012). No Rio Grande do Sul (RS), das
espécies registradas, pelo menos quatro ocorrem em lavouras de soja transgénica
Roundup Ready® (RR®), resistente a glyphosate, sendo elas: Conyza bonariensis,
Conyza canadensis, Euphorbia heterophylla € Lolium multiflorum (HEAP, 2012; LAMEGO;
VIDAL, 2008; ROMAN et al., 2004; VARGAS et al., 2004; VARGAS et al., 2007).

No caso de Euphorbia heterophylla, em que todos 0s bidtipos coletados em
lavouras de soja RR® no RS foram controlados pela dose méxima de registro para a
espécie (NOHATTO, 2010), pode-se atribuir um caso de resisténcia de nivel baixo.
Defini-se resisténcia de nivel baixo aquela em que ndo é considerada a dose

recomendada do herbicida, ou seja, havendo diferencas de controle abaixo da dose
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recomendada do herbicida, considera-se a planta daninha resistente (GAZZIERO et
al., 2009).

Das cinco plantas daninhas, referidas por produtores de soja RR® como de
maior dificuldade de controle por glyphosate no RS (Euphorbia heterophylla, Ipomoea
Spp., Conyza Spp., Richardia brasiliensis € Eleusine spp.) (NOHATTO, 2010), apenas duas
(Euphorbia heterophylla € Conyza Spp.) possuem registro de resisténcia ao herbicida,
sendo Euphorbia heterophylla com resisténcia de nivel baixo (HEAP, 2012). As espécies
lpomoea SpPp. € Richardia brasiliensis S80 consideradas tolerantes ao herbicida
(MONQUERO, 2003). Assim, relatos de dificuldade de controle podem indicar novos
casos de resisténcia. Entretanto, mesmo havendo dificuldade de controle de
algumas plantas daninhas em determinada area, deve-se realizar testes especificos
para a deteccao da resisténcia (BECKIE et al., 2000; GAZZIERO et al., 2009; HEAP,
2010).

Eleusine spp. (capim pé-de-galinha) foi relatada como de dificil controle por
16% dos produtores de soja RR® (NOHATTO, 2010), o que sugere a selecdo desta
planta daninha com resisténcia ao herbicida glyphosate. Essa hipotese é reforcada
pelo fato de, atualmente, o controle de plantas daninhas na soja RR® ser realizado
predominantemente através de duas a trés aplicagbes de glyphosate por ciclo da
cultura (VARGAS et al., 2007). Dessa forma, o uso repetido do herbicida,
caracterizando alta pressdo de selecdo, pode selecionar bibtipos resistentes de
plantas daninhas preexistentes na populagio (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-
OVEJERO, 2003; POWLES; HOLTUM, 1994; VARGAS et al., 2009; VILA-AIUB et
al., 2008).

O capim pé-de-galinha possui duas espécies com ocorréncia descrita no RS,
gue Sao Eleusine indica € Eleusine tristachya (BOLDRINI; LONGHI-WAGNER; BOECHAT,
2005). Essas espécies diferem quanto ao ciclo e as estruturas morfologicas, bem
como regido de ocorréncia e origem (BOLDRINI; LONGHI-WAGNER; BOECHAT,
2005). Sao espécies autbgamas com ciclo fotossintético do tipo C4, reproducao via
sementes, podendo produzir até 40 mil sementes por planta (KISSMANN, 2007).

Foram relatados casos de resisténcia de biotipos de Eleusine indica a sete
mecanismos de ac¢do, em seis paises, dentre eles aos inibidores da 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintase (EPSPs) (HEAP, 2012; LEE; NGIM, 2000). No

Brasil, foi registrado a ocorréncia de biotipo resistente aos inibidores da acetil-CoA
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carboxilase (ACCase), no Estado do Mato Grosso (MT) (DAL MAGRO;
AGOSTINETTO; VARGAS, 2009; HEAP, 2012; VIDAL et al., 2006).

Dentre as medidas preconizadas para o0 manejo da resisténcia de plantas
daninhas aos herbicidas, é essencial a vigilancia constante da lavoura, para
identificar possiveis focos de resisténcia, sendo que as plantas suspeitas devem ser
sistematicamente eliminadas (LAZAROTO; FLECK; VIDAL, 2008). Assim, é
importante que os primeiros focos de plantas com suspeita de resisténcia sejam
identificados precocemente, antes que o biétipo resistente predomine na area, para
gue se procedam de maneira imediata a ado¢do de préaticas que visem a diminuicdo
da populacéo e disseminacao do biotipo resistente.

Quando detectada a resisténcia, praticas como rotacdo do mecanismo de
acdo herbicida, rotacdo de culturas e associacdo de métodos de controle, devem ser
adotadas para o manejo destas plantas (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO,
2003; VARGAS et al., 2009). A utilizacdo de herbicidas com efeito residual teve seu
uso incrementado nos ultimos anos, nos Estados Unidos, como estratégia de
manejo de plantas daninhas resistentes ao glyphosate em lavouras de soja RR®
(OWEN et al., 2011). No RS, menos da metade de produtores de soja realizam a
rotacdo de culturas (NOHATTO, 2010), reforcando o risco da selecdo de novas
espécies de plantas daninhas com resisténcia.

Diante disso, existe a necessidade da realizacdo de estudos para confirmar
ou refutar a ocorréncia de populacdes de capim pé-de-galinha resistente ao
herbicida glyphosate, permitindo assim, identificar os locais de ocorréncia da
resisténcia e os fatores agronémicos envolvidos nesse processo, além de identificar
praticas que favorecam este fendmeno. O dominio dessas informacfes, associado
ao conhecimento das caracteristicas biologicas da espécie, sera importante para a
definicdo futura de estratégias de prevencdo, manejo e controle da resisténcia da
planta daninha aos herbicidas.

Este trabalho teve como hipdteses que existem bibtipos de capim pé-de-
galinha, que pertencem a espécie Eleusine indica, resistentes ao herbicida glyphosate
e que a ocorréncia de bidtipos resistentes decorre das praticas agronémicas
adotadas pelos produtores. Os objetivos do trabalho foram identificar a ocorréncia da
resisténcia de capim pé-de-galinha ao herbicida glyphosate no Estado do RS,

determinar as espécies predominantes do género Eleusine € obter dados para definir
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0s principais fatores agronémicos associados na selecédo dos bidtipos desta planta

daninha.

2.2 Material e Métodos

Para a realizacdo do estudo, visitou-se 24 propriedades rurais produtoras de
soja, de oito municipios do Estado do RS, na regido denominada Planalto Central,
no ano de 2009. Os municipios foram escolhidos por serem 0s que apresentavam as
maiores producOes de soja registradas no Estado (IBGE, 2008), sendo eles: Boa
Vista do Incra, Carazinho, Cruz Alta, ljui, Lagoa Vermelha, Passo Fundo, Santa
Barbara do Sul e Tupancireta (Fig. 1). As plantas de capim pé-de-galinha, escapes
ao controle do herbicida glyphosate, foram coletadas como suspeitas de
apresentarem resisténcia ao herbicida.

Figura 1 - Localizac&o geografica dos municipios onde foram coletadas as sementes
dos bidtipos de Eleusine spp. com suspeita de resisténcia ao herbicida
glyphosate no estado do Rio Grande do Sul. Fonte: GEOLIVRE — Mapas
tematicos RS, 2011.

Cada ponto de coleta foi georeferenciado e as plantas foram
acondicionadas, individualmente, para a retirada das sementes e obtengédo das

plantas para a confeccdo de exsicatas utilizadas na identificacdo da espécie
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ocorrente. Em cada local de coleta, realizou-se um questionario com os proprietarios
procurando-se estabelecer relagdes entre a distribuicdo de casos de capim pé-de-
galinha com suspeita de resisténcia ao glyphosate e o0s provaveis fatores
agrondmicos envolvidos na resisténcia do género.

O estudo foi dividido em trés etapas, sendo elas: resposta dos bibtipos de
capim pé-de-galinha coletados com suspeita de resisténcia ao herbicida glyphosate,
identificacao botanica dos bidtipos pela analise morfologica das exsicatas, e analise
dos questionérios realizados com os produtores.

Na primeira etapa do estudo, conduziu-se experimento em casa de
vegetacdo pertencente ao Departamento de Fitossanidade da Faculdade de
Agronomia “Eliseu Maciel” (FAEM), da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) no
ano periodo de outubro a fevereiro de 2010, em delineamento experimental de
blocos casualizados, com quatro repeticdes, cujo fator de tratamento constou dos
bi6tipos de diferentes locais de coleta. As unidades experimentais constituiram-se de
vasos com capacidade para 1L, contendo solo do tipo Argissolo Vermelho-Amarelo,
peneirado. O solo foi coletado em area livre da infestagcdo de plantas do género
Eleusine para evitar a emergéncia espontanea. Realizou-se adubacao de corre¢cao, na
dose de 150 kg ha™ de adubo da férmula 05-20-20 (N-P-K), de acordo com analise
de solo, seguindo-se a recomendac&o para a cultura da soja (COMISSAO ..., 2004).

Para a realizacdo do experimento, foi feita a superacdo da dorméncia das
sementes, para posterior semeadura, através de escarificacdo mecéanica (DAL
MAGRO et al., 2010). Devido a dificuldade de estabelecimento da espécie, realizou-
se a semeadura em trés datas (22/10, 17/11, e 04/12/2010), sendo as duas
primeiras realizadas em caixas do tipo “Gerbox”, sobre papel “mata-borrao”
embebido em agua destilada, que foram acondicionados em camaras de
desenvolvimento bioldgico, do tipo “BOD”, até a germinagdo. A temperatura neste
periodo foi de 25°C e fotoperiodo de 12/12 horas de luz/escuro. Apds a emissao da
primeira folha, foram transplantadas quatro plantulas para cada recipiente, com
posterior desbaste para duas plantulas vaso™, acondicionados em casa de
vegetacao. Na terceira data, foi realizada a semeadura dos biotipos diretamente nos
vasos, sendo realizado desbaste para ajustar a populacédo para duas plantas vaso™.

Quando as plantas estavam em estadio de quatro folhas a um afilho, foi
aplicado o herbicida glyphosate na dose de 2160 g e.a. ha™. Esta dose corresponde

a dose maxima de registro do herbicida para manejo de dessecacdo ou pos-
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emergente (AGROFIT, 2010). Para isso, utilizou-se pulverizador costal, pressurizado
a CO,, calibrado para proporcionar volume de aplicacdo de 150L ha™ de calda
herbicida, equipado com pontas de pulverizagéo do tipo leque 110.015.

A variavel analisada foi controle visual aos 28 dias ap0s a aplicacdo do
tratamento (DAT), utilizando-se escala percentual em que zero (0) e cem (100)
corresponderam a auséncia de injaria e morte das plantas, respectivamente (FRANS
et al., 1986).

Os dados foram analisados conjuntamente quanto a normalidade e
homocedasticidade (teste de Shapiro-Wilk e Hartley, respectivamente), e,
posteriormente, foram submetidos a analise de variancia (p<0,05). Quando foi
observada significancia, os biotipos foram analisados através de comparacao de
médias pelo teste de Duncan (p<0,05).

Na segunda etapa do trabalho, foi realizada a identificacdo dos biotipos de
capim pé-de-galinha coletados, no Laboratério de Cultura de Células e Tecidos de
Plantas do Departamento de Botanica do Instituto de Biologia (IB), pertencentes a
UFPel. Para isso, encaminharam-se ao laboratorio as exsicatas confeccionadas pela
coleta das plantas no campo, ja florescidas. Realizaram-se estudos morfo-
anatdbmicos, para identificar as espécies do género Eleusine. Para auxiliar na
identificacdo das espécies, foi utilizada a chave de identificacdo das espécies da
familia Poaceae proposta por Boldrini, Longhi-Wagner e Boechat (2005), bem como
a comparacao das exsicatas com o acervo do Herbario PEL (UFPel).

A terceira etapa do trabalho constou da obtencdo dos dados referentes ao
manejo adotado pelos produtores onde os bidtipos foram coletados. As informacdes
obtidas foram o tempo de cultivo consecutivo de soja RR® na &rea, o tipo de rotacdo
e sucessédo de culturas, quando estas eram utilizadas, o nimero de aplicacdes de
glyphosate durante o ciclo da soja e a dose utilizada deste herbicida.

Os dados foram expressos em percentual, através da estatistica descritiva,
procurando-se estabelecer relagdes entre a distribuicdo de casos de capim pé-de-
galinha com suspeita de resisténcia ao glyphosate e o0s provaveis fatores

agron6micos envolvidos na resisténcia da espécie.
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2.3 Resultados e Discussao

Os testes de Shapiro-Wilk e Hartley evidenciaram ndo ser necessaria a
transformacao dos dados, para o experimento realizado com o intuito de comparar
0s biétipos de Eleusine spp. quanto a sensibilidade ao herbicida glyphosate. Nao foi
observada significancia estatistica na fitotoxicidade evidenciada pelos biétipos em
resposta a aplicacdo do herbicida glyphosate, na dose de 2160 g e.a. ha™ (tab. 1).
Embora néo tenha ocorrido diferenca estatistica, o bi6tipo coletado no Municipio de
Boa Vista do Incra apresentou menor valor numérico de controle em relacdo aos
demais, no qual foi observado o rebrote das plantas (tab. 1).

Resultados similares aos do estudo foram observados pela aplicacdo de
glyphosate na mesma dose testada (2160 g e.a. ha™), sobre biétipos de Euphorbia
heterophylla com suspeita de resisténcia ao herbicida, oriundos de lavouras de soja
RR® do RS (NOHATTO, 2010). Para biétipos de Digitaria Spp., provenientes de
lavouras de soja do RS, a aplicacdo de 1080 g e.a. ha™ proporcionou controle
eficiente (FONTANA, 2011), confirmando que a espécie ndo apresenta resisténcia
ao herbicida glyphosate.

O fato de serem observadas falhas de controle de capim pé-de-galinha, pela
aplicacdo de glyphosate, em lavouras de soja RR® do RS, e o resultado deste
estudo evidenciar controle acima de 95% ao tratamento herbicida, indica que a
causa destas falhas deve-se a outros fatores. Praticas de manejo como uso de
subdoses de glyphosate, utilizacdo intensiva do herbicida e auséncia de rotacéo de
culturas foram sugeridas como causas das falhas no controle de Euphorbia heterophylla
pelo herbicida no RS (NOHATTO, 2010), podendo também ser os motivos para tal
observacdo em capim pé-de-galinha.

Assim, o resultado observado, nas condicbes em que foi conduzido o
experimento, rejeita a hipotese da ocorréncia da resisténcia de Eleusine Spp. ao
glyphosate, em lavouras de soja RR® do RS, entretanto ndo pode-se descartar a
ocorréncia de resisténcia de nivel baixo. Para isso, outros estudos devem ser
desenvolvidos para confirmar este resultado, tais como curvas de dose-resposta e
determinacdo do fator de resisténcia dos biétipos (HEAP, 2010; GAZZIERO et al.,
20009).
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Tabela 1 - Controle, aos 28 dias apds a aplicacdo de glyphosate, na dose de 2160 g
e.a. ha’, e determinacéo da espécie de biétipos de capim pé-de-galinha
(Eleusine spp.) com suspeita de resisténcia, coletados em lavouras de soja
Roundup Ready® no Estado do Rio Grande do Sul. Cap&o do Ledo, 2011

i o Coordenadas geograficas L Controle
Cidade Bidtipo Latitude Longitude Espécie (%)
E11 -28.223346 -51.582414 E. indica (L.) Gaertn. 100™
E12 -28.223346 -51.582414 E. indica (L.) Gaertn. 100
E21 -28.220935 -51.596618 E. indica (L.) Gaertn. 100
Lagoa Vermelha o
E22 -28.220935 -51.596618 E. indica (L.) Gaertn. 100
E23 -28.220935 -51.596618 E. indica (L.) Gaertn. 100
E24 -28.220935 -51.596618 E. indica (L.) Gaertn. 100
E31 -28.247413 -52.277758 E. indica (L.) Gaertn. 100
E3.2 -28.247413 -52.277758 E. indica (L.) Gaertn. 100
Passo Fundo E 3.3 -28.247413 -52.277758 E. indica (L.) Gaertn. 100
E4.1 -28.215843 -52.464400 E. indica (L.) Gaertn. 100
E4.2 -28.215843 -52.464400 E. indica (L.) Gaertn. 100
E6.1 -28.333249 -52.846361 E. indica (L.) Gaertn. 100
Carazinho E 6.3 -28.333249 -52.846361 E. tristachya (Lam.) Lam. 100
E6.4 -28.333249 -52.846361 E. indica (L.) Gaertn. 100
St Barbarado Sul E 7.2 -28.383678 -53.312778 E. indica (L.) Gaertn. 100
E9.1 -28.622443 -53.689638 E. indica (L.) Gaertn. 100
E9.2 -28.622443 -53.689638 E. indica (L.) Gaertn. 100
E9.3 -28.622443 -53.689638 E. indica (L.) Gaertn. 100
Cruz Alta E9.4 -28.622443 -53.689638 E. indica (L.) Gaertn. 100
E9.5 -28.622443 -53.689638 E. indica (L.) Gaertn. 100
E 9.6 -28.622443 -53.689638 E. indica (L.) Gaertn. 100
E 9.7 -28.622443 -53.689638 E. indica (L.) Gaertn. 100
E9.8 -28.622443 -53.689638 E. indica (L.) Gaertn. 100
E 10.1 -28.447276 -53.875819 E. indica (L.) Gaertn. 99
ljui E 10.3 -28.447276 -53.875819 E. indica (L.) Gaertn. 100
E 10.4 -28.447276 -53.875819 E. indica (L.) Gaertn. 100
E11.1 -28.880085 -53.472223 E. indica (L.) Gaertn. 100
E11.2 -28.880085 -53.472223 E. indica (L.) Gaertn. 100
E 11.3 -28.880085 -53.472223 E. indica (L.) Gaertn. 100
E11.4  -28.880085 -53.472223 E. indica (L.) Gaertn. 100
Boa VistadoIncra E 115 -28.880085 -53.472223 E. indica (L.) Gaertn. 100
E12.1 -28.940277 -53.411684 E. indica (L.) Gaertn. 100
E12.2 -28.940277 -53.411684 E. indica (L.) Gaertn. 100
E 12.3 -28.940277 -53.411684 E. indica (L.) Gaertn. 97
E13.1 -28.941941 -53.405295 E. indica (L.) Gaertn. 100
E 14.2 -29.037882 -53.674288 E. indica (L.) Gaertn. 100
N E 14.3 -29.037882 -53.674288 E. indica (L.) Gaertn. 100
Tupancireta -
E 144  -29.037882 -53.674288 E. indica (L.) Gaertn. 100
E15.1 -29.049263 -53.717768 E. indica (L.) Gaertn. 100
C.V (%)? - - - - 1,03

1 = njo significativo pelo teste F a 5% de probabilidade. 2 Coeficiente de variagéo.

Em relacdo a determinacdo das espécies de capim pé-de-galinha ocorrente

no RS, foi observado que todos os biGtipos pertencem a espécie Eleusine indica (tab.
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1), a excecgdo de um biétipo de Eleusine tristachya coletado no municipio de Carazinho.
As diferencas entre estas duas espécies referem-se principalmente em relacdo a
inflorescéncia e ao centro de origem. A espécie Eleusine tristachya € originaria da
América do Sul e as plantas possuem inflorescéncia formada por dois a quatro
racemos digitados de 1-3cm de comprimento com cinco a treze espiguetas de 5-
9mm de comprimento. J&, Eleusine indica possui como centro de origem a Asia e
Malasia e possui inflorescéncia formada por cinco a doze racemos digitados ou
subdigitados com seis a dez espiguetas de 5-5,5mm de comprimento (AGRASAR,;
STEIBEL; TROIANI, 2005; BOLDRINI; LONGHI-WAGNER; BOECHAT, 2005).

A predominancia de Eleusine indica pode ser atribuida ao fato de que as
plantas dessa espécie tém maior competitividade comparada com as de Eleusine
tristachya, tendo maior ocorréncia em culturas (AGRASAR; STEIBEL; TROIANI, 2005;
BOLDRINI; LONGHI-WAGNER; BOECHAT, 2005). Levantamento floristico realizado
em campo natural no municipio de Uruguaiana (RS) evidenciou somente ocorréncia
de Eleusine tristacnya (GALVANI; FERNANDES; FREITAS, 1994). J4, em trabalho
semelhante realizado em area de producdo de arroz irrigado rotacionada com a
cultura da soja, Eleusine indica demonstrou ser uma das espécies com maior
frequéncia, ndo sendo observada a presenca de Eleusine tristachya (ERASMO,;
PINHEIRO; COSTA, 2004). Estes dados demonstram que plantas de Eleusine indica
encontradas em lavouras de soja poderéo ocorrer também em area de producéo de
arroz, evidenciando sua caracteristica cosmopolita.

A analise dos questionarios aplicados aos produtores nas areas onde foram
encontradas e coletadas as plantas de capim pé-de-galinha evidenciou que a
maioria dessas areas, representando 77%, é cultivada com soja a mais de cinco
anos consecutivos (Fig. 2). Este resultado pode ser atribuido as vantagens que a
tecnologia da soja transgénica proporciona aos agricultores, como utilizacdo do
glyphosate em poés-emergéncia da cultura, além da praticidade e eficiéncia do
produto no controle de plantas daninhas (VARGAS; GAZZIERO, 2009). Em estudo
semelhante, foi observado que mais de 80% dos produtores amostrados cultivam
soja RR® de forma consecutiva a mais de cinco anos na mesma area (NOHATO,
2010). Entretanto, € importante ressaltar que esta pratica de manejo apresenta alto
risco de selecdo de bidtipos de plantas daninhas resistentes através do uso

continuado de um mesmo herbicida por varios anos na mesma area.
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5-10 anos
69%

Figura 2 - Tempo de cultivo continuo de soja Roundup Ready® em lavouras com
suspeita de ocorréncia de Eleusine spp. resistente ao herbicida
glyphosate no Estado do Rio Grande do Sul. Capéo do Leéo, 2011.

Uma das principais praticas visando evitar o surgimento de resisténcia é a
rotacdo de mecanismos de agdo dos herbicidas, o que é facilitado quando se realiza
rotacdo de culturas. Neste sentido, verificou-se que em 75% das lavouras
amostradas, ndo é realizada a pratica de rotacdo de cultura, sendo realizado apenas
cultivo no inverno, ou seja, sucessao de culturas (Fig. 3). Nos 25% dos casos em
gue foi observado o uso da rotacdo de cultura na area, todos os produtores utilizam

a cultura do milho como alternativa (Fig. 3).

Cobertura
25%

Sucessao
75%

Trigo
17%

Pecuéaria
33%

Rotacéao
25%

Figura 3 - Métodos de manejo da area na entre safra da cultura da soja Roundup
Ready® e porcentagem de agricultores que realizam rotacdo de culturas
em lavouras com suspeita de ocorréncia de Eleusine spp. resistente ao
herbicida glyphosate no Estado do Rio Grande do Sul. Capéo do Ledo,
2011.

Nesses casos, a area é manejada no inverno com trigo e o milho é

implantado entre dois anos consecutivos de soja, utilizando-se predominantemente o
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herbicida nicosulfuron para o manejo das plantas daninhas na cultura do milho. O
milho também foi a principal alternativa de cultura em rotac&o/sucessdo com soja
RR® no RS, representando 45% dos casos, seguida por trigo, girassol e feijgo
(NOHATTO, 2010). Entretanto, é importante ressaltar o risco de utilizar a cultura do
milho como Unica opcdo de rotacdo, visto que estdo disponiveis para
comercializacdo genotipos desta cultura com resisténcia ao herbicida glyphosate
(CTNBIO, 2011), proporcionando dessa forma apenas a rotacdo de culturas, mas
néo de herbicidas.

Produtores de culturas RR® nos Estados Unidos classificaram a rotacdo de
culturas, com cultivo ndo transgénico, como um dos métodos menos eficazes para
mitigar a evolucdo de plantas daninhas resistentes ao glyphosate em cultivos
resistentes a este herbicida, classificando a utilizacdo de doses corretas e a
aplicacdo do herbicida em plantas com estadio adequado, os aspectos mais
importantes (GIVENS et al., 2011). Entretanto, a rotagdo de culturas e a sucessao
verao/inverno possibilitam o uso de diferentes técnicas de manejo e de controle de
plantas daninhas, o que oportuniza o uso de herbicidas com mecanismos de acao
diferentes, diminuindo os riscos de falhas de controle e de selecdo de plantas
daninhas resistentes a herbicidas (BIANCHI, 1998).

A utilizacdo de rotacdo de mecanismo de acao herbicida, proveniente da
utilizacdo de rotacédo de culturas, € uma das principais praticas que auxilia para o
manejo de plantas daninhas resistentes, bem como é préatica preconizada para
diminuir a evolucdo de casos de resisténcia (BECKIE, 2011). Desta forma, é
importante que, mesmo em culturas RR®, os produtores fagcam uso de alternativas
para manejo da area, como por exemplo, a utilizacdo de outros herbicidas e
associacbes dos mesmos, e 0 manejo da area na entressafra, atenuando a
emergéncia das plantas daninhas.

Observou-se que a maioria dos produtores realiza somente manejo de
inverno nestas areas (Fig. 3). Dentre os produtores que somente utilizam sucesséo
de culturas, os manejos de inverno predominantes foram a utilizacdo de pecuaria na
area (33%), através de implantacao de pastagem, seguido da utilizacdo de cobertura
do solo (25%), com objetivo de formar a palhada para a semeadura direta (Fig. 3).
Praticamente todos os produtores questionados informaram que utilizam aveia

branca (Avena sativa) associada a outra forma de cobertura do solo, como por
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exemplo nabo-forrageiro (Raphanus sativus) € azevém (Lolium multifiorum) € peguena
proporcao utiliza o trigo (17%) como alternativa para sucessao.

O manejo das areas durante o inverno reduz a populacdo de plantas
daninhas, conforme observado para Conyza bonariensis resistente ao glyphosate a qual
diminuiu em 75% quando a area foi manejada com a utilizagdo do trigo e 60% com
aveia-preta, em relacdo a area mantida em pousio (PAULA, 2011). Também,
observou-se reducao de aproximadamente 67% da populacdo desta planta daninha
pela utilizagdo do herbicida iodosulfuron-ethyl na cultura do trigo (PAULA 2011).
Desta forma é evidenciada a importancia de manejar-se a area mesmo no periodo
da entressafra da cultura, neste caso a soja, pois reduz a emergéncia de plantas
daninhas pela continua ocupacéo do espaco e pelo efeito supressor das culturas e
da palha, bem como pode haver efeitos favoraveis por possiveis aplicacdes de
herbicidas.

Quanto ao uso de glyphosate nas areas onde foram coletadas as plantas de
Eleusine Spp. com suspeita de resisténcia ao glyphosate, foi observado que 61% dos
produtores realizam uma dessecacdo em pré-semeadura e uma aplicagcdo em pos-
emergéncia da soja RR® (Fig. 4). Em 84% dos casos séo realizadas duas aplicacdes
de glyphosate por cultivo da soja, divididas em pré-emergéncia e pos-emergéncia ou
somente no ultimo caso (Fig. 4). O numero de aplicacdes anuais de glyphosate em
areas de soja RR® com suspeita de ocorréncia de Euphorbia heterophylla resistente no
RS é de trés vezes ou mais, em aproximadamente 80% dos casos (NOHATTO,
2010). Diante disso, fica evidente a alta pressdo de selecdo nestas areas que é
exercida por consecutivas aplicacdes do herbicida glyphosate.

A combinacdo da alta frequéncia de aplicacbes de glyphosate e o cultivo
sequencial de culturas resistentes a este herbicida favoreceu a rapida selecao de
plantas daninhas resistentes, antes do tempo previsto (BECKIE, 2011). Como
consequéncia da selecdo da resisténcia, as vantagens advindas do controle das
plantas daninhas na soja RR® poderdo ser perdidas a curto ou médio periodo de

tempo, inviabilizando rapidamente o uso dessa tecnologia (NOHATTO, 2010).
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Figura 4 - Numero e época de aplicacdes de glyphosate em lavoura de soja
Roundup Ready® com suspeita de ocorréncia de Eleusine spp. resistente
ao herbicida glyphosate no Estado do Rio Grande do Sul. Capédo do
Ledo, 2011.

Observou-se que na maior parte das lavouras amostradas, ou seja, em 67%,
a dose de glyphosate utilizada tanto para a dessecacéo pré-semeadura como para
as aplicacBes em pés-emergéncia encontra-se entre 720 e 1080 g e.a. ha™ (Fig. 5a).
Nas lavouras de soja RR® do RS com suspeita de resisténcia de Euphorbia heterophylla
ao glyphosate, a maioria das doses utilizadas também foi abrangida neste intervalo
(NOHATTO, 2010), corroborando os dados encontrados nesta pesquisa. Esta faixa &
a dose de registro do herbicida para a maioria das plantas daninhas que infestam o
cultivo de soja nas lavoras do RS (AGROFIT, 2010), a excegdo de Euphorbia
heterophylla, onde estas doses encontram-se abaixo das recomendadas para o
controle da espécie, porém com utilizacdo por 95% dos produtores (NOHATTO,
2010).

a Aé720g¢g
11%

b
720-1080 g 720-1080 g
67% 54%

Até 720 g

>1080¢g 31% > 10?0 g
22% 15%

Figura 5 - Dose (g e.a. ha™) de glyphosate utilizada em lavouras de soja Roundup
Ready~, na dessecacdo (a) e pds-emergéncia (b), com ocorréncia de
Eleusine Spp. com suspeita de resisténcia a este herbicida, no Estado do
Rio Grande do Sul. Capéo do Ledao, 2011.
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Doses de glyphosate abaixo das recomendadas, compreendidas entre 150 e
350 g e.a. ha™, selecionaram populacdo de Lolium rigidum resistente, apés trés ciclos
de selecéo (BUSI; POWLES, 2009). Foi sugerido que este mecanismo deu-se pelo
fato de que subdoses de glyphosate cessam a biossintese de flavonoides nas
plantas tratadas com este herbicida, e que, aliado ao conhecimento do papel
fundamental destes compostos no bloqueamento da radiacdo ultravioleta, pode ser
gerado grande numero de mutacdes, algumas das quais originando a resisténcia
(GRESSEL, 2011). Entretanto, doses muito altas de herbicidas causam maior
pressdo de sele¢cdo, o que pode acelerar o surgimento, no campo, de bibtipos de
plantas daninhas resistentes, pois selecionam as plantas com maior grau de
resisténcia.

Produtores de cultivos RR® classificaram como pratica importante para
reduzir o desenvolvimento da resisténcia a este herbicida a utilizacdo de doses
corretas do herbicida, na época e estadio das plantas daninhas adequados (GIVENS
et al., 2011). Cabe salientar que foram poucos os registros de subdoses observadas
neste estudo, o que leva a indicios de que esta pratica ndo é responsavel pelas
falhas de controle de capim pé-de-galinha.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que a dose de 2160g
e.a. ha™ de glyphosate controlou com eficiéncia todos os biétipos de capim pé-de-
galinha avaliados com suspeita de resisténcia, em estadio entre quatro folhas e um
afilho. Hipotetiza-se que a causa das falhas de controle observadas nas areas onde
as sementes foram coletadas sejam devido a outros fatores. Entre esses fatores
destacam-se aqueles referentes a planta daninha, tal como o estadio em que as
plantas recebem o herbicida, ao manejo destas areas, como a utilizacao intensiva do
herbicida glyphosate e auséncia de rotacéo de culturas, associados a tecnologia de
aplicacdo como: volume de calda, umidade relativa do ar e temperatura no momento
da aplicagdo. Além disso, ndo se pode descartar a possibilidade da ocorréncia de
resisténcia de nivel baixo de capim pé-de-galinha ao glyphosate.

Outros estudos devem ser realizados para a identificacdo das causas das
falhas de controle apresentadas pelo glyphosate em capim pé-de-galinha. Todavia, é
possivel afirmar que a auséncia de rotacdo de culturas nas areas e a intensa
utilizacdo do herbicida glyphosate exercem alta pressdo de selecdo de biotipos

resistentes.
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2.4 Conclusdes

Bidtipos de capim pé-de-galinha sdo controlados pelo herbicida glyphosate,
na dose de 2160 g e.a. ha™, evidenciando que tais bi6tipos ndo possuem resisténcia
a este herbicida.

A espécie de capim pé-de-galinha com ocorréncia predominante nas
lavouras de soja RR® do RS é Eleusine indica

As praticas agrondmicas utilizadas pelos produtores pesquisados exercem
alta pressdo de selecdo, sendo as principais a auséncia de rotacédo de culturas e

aplicacdes repetidas de glyphosate.



3 CAPITULO Il — Resposta de capim pé-de-galinha (Eleusine indica (L.) Gaertn) a
aplicacdo de glyphosate em diferentes doses, estadios de

crescimento e alternativas de controle quimico para a espécie

3.1 Introducéo

O manejo de plantas daninhas representa pratica importante nos sistemas
de producdo agricola que buscam aumentar a produtividade. As plantas daninhas
competem com as culturas pelos recursos do ambiente causando impactos
negativos na producédo. Neste contexto, os herbicidas surgem como alternativa ao
agricultor para manter as culturas livres de competicdo e proporcionar controle das
espécies daninhas. Contudo, o uso exclusivo do controle quimico tem resultado em
crescente numero de plantas daninhas resistentes.

Os fatores que mais influenciam na sele¢éo de bibtipos de plantas daninhas
resistentes a herbicidas sdo a intensidade de uso, a eficiéncia e a persisténcia no
ambiente do herbicida, a especificidade do mecanismo de acéo, e a baixa eficiéncia
dos métodos de controle alternativos utilizados em comparacdo aos métodos
quimicos (LAMEGO; VIDAL, 2008; ROMAN et al., 2004; ZELAYA; OWEN;
VANGESSEL, 2004). O uso de glyphosate ha mais de trinta anos para o0 manejo de
plantas daninhas, intensificado com as culturas transgénicas, resultou no surgimento
de plantas daninhas resistentes a este herbicida.

Devido as falhas de controle de capim pé-de-galinha (Eleusine indica)
observadas em lavouras de soja tratadas com glyphosate suspeita-se que esta
espécie adquiriu resisténcia a este herbicida. Entretanto, para confirmar a ocorréncia
da resisténcia ha a necessidade de avaliar os biotipos suspeitos, sendo 0s estudos

de curva de dose-resposta, determinacdo da dose necessaria para promover o
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controle de 50% da populacdo (DLsg) e dose necessaria para reduzir em 50% a
producdo de massa seca da populacdo (GRsp) 0s mais adequados (GAZZIERO et
al., 2009). Com o conhecimento destas variaveis obtém-se o fator de resisténcia
(FR), que se refere ao numero de vezes que a dose necessaria para o controle da
populacao resistente € maior do que a dose que causa 0 mesmo efeito na populacao
suscetivel (HALL; STROME; HORSMAN, 1998).

Para espécies resistentes ao glyphosate o FR € variavel, sendo observados
valores de 2,0 a mais de 10,0 (POWLES; YU, 2010). Foram verificados FR de 5,3 e
3,1 para duas populagdes de Lolium rigidum resistentes ao glyphosate (KAUNDUN et
al.,, 2011). Bibtipo de Eleusine indica com resisténcia ao glyphosate, oriundo da
Malasia, apresentou FR entre 8,0 e 12,0 (LEE; NGIM, 2000), enquanto que para o
bi6tipo oriundo dos Estados Unidos o valor foi de 3,1 (MUELLER et al.,, 2011).
AlteracBes desta variavel podem ser devidas ao estadio de crescimento em que a
planta recebe a aplicagdo do herbicida e ao mecanismo que confere a resisténcia.

O estadio de crescimento da planta interfere na eficiéncia dos herbicidas,
sendo que plantas jovens sdo mais sensiveis e assim mais facilmente controladas
do que plantas em estadios mais avancados (SILVA; FERREIRA, A.; FERREIRA, L.,
2007). O mesmo vale para plantas resistentes, ou seja, 0 estadio vegetativo pode
alterar a resposta ao herbicida, como no caso de Conyza canadensis resistente ao
glyphosate, cujo controle quando da aplicacdo do herbicida em estadio de plantula
foi proximo a 100%, enquanto que aplicacdes tardias proporcionaram controle
insatisfatorio (VANGESSEL et al., 2009). Aplicacdo de glyphosate em estadio de dez
folnas em Conyza spp. resultou em controle 10% maior quando comparado com
aplicacdo no pré-florescimento (MOREIRA et al., 2010). Deste modo, deve-se
priorizar a aplicacdo do herbicida na época adequada, que proporciona melhor
resposta.

Ainda assim, medidas complementares ao manejo com o herbicida cuja
populacdo apresenta resisténcia devem ser adotadas, podendo-se realiza-las
através da aplicacdo de herbicidas com outros mecanismos de acdo. A associacao
de herbicidas e utilizagdo de herbicidas com mecanismos de acado diferentes séo
preconizadas para o manejo de plantas daninhas resistentes ao glyphosate
(JOHNSON; GIBSON, 2006; SHANER, 2000; VARGAS et al., 2009). Para o controle
de Amaranthus palmeri resistente ao glyphosate na cultura da soja Roundup Ready®

(RR®), a aplicacéo de flumioxazin, s-metolachlor e chlorimurom em pré-emergéncia,
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e fomesafen em pré ou pds-emergéncia sao alternativas eficientes de controle
(WHITAKER et al., 2010). A associacao de diuron com paraquat e glyphosate, em
pré-semeadura da soja, apresentou eficiéncia para Conyza bonariensis resistente ao
glyphosate, mesmo sob alta infestacdo da planta daninha (PAULA et al., 2011).
Desta forma, a exemplo do que existe para estas plantas daninhas, alternativas para
0 manejo das plantas de capim pé-de-galinha que sobreviveram ao controle de
glyphosate devem ser desenvolvidas e indicadas aos produtores.

Este trabalho teve como hipéteses que os bidtipos de capim pé-de-galinha
gue sobreviveram ao controle com glyphosate em lavouras de soja do Rio Grande
do Sul (RS) ndo sao resistentes ao glyphosate, e que as falhas de controle ao
herbicida observadas s&o relativas a outros fatores, tal como o estadio de
crescimento das plantas, e que estes biotipos sdo controlados por herbicidas com
outros mecanismos de acdo. Diante disso, 0s objetivos deste trabalho foram
determinar a DLsy € GRsy de dois bidtipos de Eleusine indica com suspeita de
resisténcia ao herbicida glyphosate para a confirmacdo desta, avaliar a resposta
destes bidtipos a aplicacdes do herbicida em diferentes estadios de crescimento,
relacionar os fatores envolvidos nas falhas de controle da espécie pelo glyphosate, e

propor alternativas de controle quimico.
3.2 Material e Métodos

Foram realizados trés experimentos, no periodo de outubro a dezembro de
2011, em casa de vegetacdo pertencente ao Departamento de Fitossanidade, da
Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel” (FAEM), da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel). Os experimentos foram: curva de dose-resposta, épocas de
aplicacao de glyphosate e controle alternativo.

Para a realizacdo dos experimentos, foi realizada a superacdo da dorméncia
das sementes através de escarificacdo mecéanica (DAL MAGRO et al., 2010). A
instalacdo dos experimentos deu-se através da semeadura de trés sementes de
capim pé-de-galinha vaso™, com capacidade para 0,5L contendo solo do tipo
Argissolo Vermelho-Amarelo peneirado, com posterior desbaste para atingir
populacéo de duas plantas vaso™. A adubacdo de correcdo foi realizada dois dias

antes da semeadura, utilizando-se dose de 120 kg ha™* de adubo da férmula 5-25-25
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(N-P-K) de acordo com analise de solo e a recomendacgdo para a cultura da soja
(COMISSAO ..., 2004).

O experimento de curva de dose-resposta foi conduzido em delineamento
experimental inteiramente casualizado, com quatro repetigdes. Os tratamentos foram
arranjados em esquema fatorial cujo fator A constou dos bidtipos 12.1 e 12.3,
selecionados no primeiro estudo (tab. 1, Cap. 1), oriundos do Municipio de Boa Vista
do Incra, além de bi6tipo conhecidamente suscetivel; e o fator B testou diferentes
doses do herbicida glyphosate, sendo elas: 0; 6,25; 12,5; 25; 75; e 100% da dose
maxima de registro do herbicida, que representaram 0; 135; 270; 540; 1080; 1620; e
2160 g e.a. ha™, respectivamente. A escolha do bi6tipo 12.3 decorreu do fato de este
apresentar o menor controle pela aplicacdo glyphosate (tab. 1, Cap. ). Ja o bi6tipo
12.1 foi escolhido por ser oriundo da mesma area, e ter grande quantidade de
sementes disponivel.

A aplicacéo dos tratamentos foi realizada 27 dias apdés a semeadura, quando
as plantas estavam em estadio de quatro folhas a um afilho. Para isso, foi utilizado
pulverizador costal, pressurizado a CO,, com pontas do tipo leque 110.015, que
proporcionaram volume de aplicacdo de 150L ha™. As variaveis analisadas foram
controle aos 10, 20 e 30 dias apos a aplicacao dos tratamentos (DAT) e massa seca
da parte aérea (MS) aos 30 DAT.

A avaliacdo de controle foi realizada utilizando-se escala percentual, onde
zero representou auséncia de sintomas e cem a morte das plantas (FRANS et al.,
1986). Para a determinacdo da MS, realizou-se a coleta do material com posterior
secagem em estufa de circulagcdo forcada de ar a 60°C até obter-se massa
constante, quando o material foi pesado e o valor transformado para MS planta™.
Posteriormente realizou-se a conversao para valores percentuais, comparando-se a
MS obtida nos tratamentos que receberam herbicida com a testemunha,
considerada 100%.

Os dados obtidos foram analisados quanto a sua normalidade (teste de
Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (teste de Hartley), e posteriormente foram
submetidos a analise da varidncia (p<0,05). Quando constatada significancia
estatistica, realizou-se a andlise por regresséo nao linear sigmoidal do tipo logistico,
conforme segue:

y=al[l+(x/xo)]
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onde: y = porcentagem de controle ou de redugéo de MS; x = dose do herbicida; e,
a, Xo € b = parametros da equacédo, sendo que a é a diferenca entre os pontos
maximo e minimo da curva, Xo € a dose que proporciona 50% de resposta da
variavel e b é a declividade da curva.

Os valores de DLsy e GRso foram obtidos através do célculo aritmético do
valor necessério para promover 50% da resposta, de acordo com 0s parametros
gerados nas equacdes das curvas. A partir dos valores de DLso e GRsg, Obtiveram-se
os FR para cada biotipo suspeito de resisténcia em comparagdo com o suscetivel.
Para a utilizacdo do FR, foi necessario verificar o intervalo de confianca (p=0,95) do
bi6tipo suscetivel em relacdo aos demais. A sobreposicdo do intervalo de confianca
do bidtipo suscetivel em relacdo aos resistentes avaliados indica que nao ocorreu
diferenca significativa entre a DLsp € GRso dos biotipos (AVILA et al., 2005).

O experimento de épocas de aplicagcdo de glyphosate foi conduzido em
delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro repeticdes. Os
tratamentos foram arranjados em esquema tri-fatorial, 3x3x2, cujos fatores foram os
biotipos de capim pé-de-galinha 12.1, 12.3 e suscetivel; estadios de crescimento
destas plantas, sendo eles duas folhas, quatro folnas e um ou dois afilhos; e,
aplicacdo ou néo do herbicida glyphosate. A aplicagdo do herbicida glyphosate deu-
se conforme descrito no experimento anterior, na dose de 1080 g e.a. ha™, aos 22,
25 e 36 dias apos a semeadura nos estadios de duas, quatro folhas e um ou dois
afilhos, respectivamente. As varidveis analisadas foram controle aos 10, 20 e 30
DAT e MS aos 30 DAT, a semelhanca do procedido no experimento de curva de
dose-resposta.

Os dados foram analisados quanto a sua normalidade e homocedasticidade,
testes de Shapiro-Wilk e Hartley, respectivamente, com posterior analise da
variancia (p<0,05). Quando foi observada significancia estatistica, foi realizado teste
Tukey (p=<0,05) para os fatores bibtipo e estadios de crescimento, e teste t (p<0,05)
para o fator aplicacdo de glyphosate.

Para o experimento de controle alternativo dos biétipos de capim pé-de-
galinha, foi utilizado o delineamento experimental de blocos casualizados, com
guatro repeticdes, em esquema fatorial em que o fator A testou os bidtipos de capim
pé-de-galinha 12.1, 12.3 e suscetivel; e o fator B herbicidas, sendo eles: clethodim
(108 g i.a. ha™); fluazifop-p-butyl (187,5 g i.a. ha); clomazone (720 g i.a. ha™);
amonuim-glufosinate (300 g i.a. ha™); e, glyphosate (1080 g e.a. ha™). No herbicida
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clethodim foi adicionado a calda adjuvante 6leo mineral, na propor¢do de 0,05%. A
aplicacdo dos tratamentos ocorreu da mesma maneira dos demais experimentos,
aos 25 dias apos a semeadura, quando as plantas estavam em estadio de quatro
folhas a um afilho.

A variavel analisada foi controle aos 9, 18 e 27 DAT, conforme descrito no
experimento de curva de dose-resposta. Os dados obtidos foram analisados quanto
a normalidade e homocedasticidade (teste de Shapiro-Wilk e Hartley,
respectivamente), e posteriormente foram submetidos a analise da variancia
(p<0,05). Em caso de significancia estatistica, compararam-se as médias pelo teste
de Tukey (p=<0,05).

3.3 Resultados e Discussao

Verificou-se interacdo entre os fatores estudados para todas as variaveis
analisadas, em todos o0s experimentos. Os testes de normalidade e
homocedasticidade indicaram ndo ser necessaria a transformacao dos dados.

Para o experimento de curva de dose-resposta, observou-se ajuste dos
dados a equacdo de regressdo sigmoidal do tipo logistico, para todas as variaveis
analisadas, exceto para controle do bi6tipo 12.1 aos 10 DAT (Fig. 6, 7, 8, € 9).

De maneira geral, pode-se observar menor controle dos bi6tipos de capim
pé-de-galinha suspeitos de resisténcia ao herbicida glyphosate em comparacdo com
o biétipo conhecidamente suscetivel para as doses acima de 270 g e.a. ha™ (Fig. 6,
7 e 8). Contudo, aos 20 DAT é possivel perceber que na dose de 1080 g e.a. ha™ o
controle de todos os bidtipos foi superior a 90%, o que também foi observado aos 30
DAT (Fig. 7 e 8).

Em bibtipos de Euphorbia heterophylla tolerantes ao glyphosate, a dose de 720
g e.a. ha foi suficiente para proporcionar a morte das plantas (NOHATTO, 2010;
VARGAS et al.,, 2011). Entretanto, para biotipos de Conyza bonariensis € Lolium
multifiorum resistentes ao glyphosate, as doses de 1200 e 1440 g e.a. ha®,
respectivamente, ndo foram suficientes para o controle destas plantas (LAMEGO;
VIDAL, 2008; ROMAN et al., 2004; VARGAS et al., 2007).
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Figura 6 - Controle (%) de bi6tipos de Eleusine indica com suspeita de resisténcia ao
glyphosate, 12.1 (@) e 12.3 (O), e suscetivel (A), aos dez dias apds a
aplicacao de diferentes doses do herbicida (0, 135, 270, 540, 1080, 1620

e 2160 g e.a. ha™). Capdo do Le&o, 2011. Os pontos representam os valores e

as barras os respectivos intervalos de confianga da média. Coeficiente de variagédo (%) =
15,22.
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Figura 7 - Controle (%) de bi6tipos de Eleusine indica com suspeita de resisténcia ao
glyphosate, 12.1 (@) e 12.3 (O), e suscetivel (A), aos vinte dias apos a
aplicacao de diferentes doses do herbicida (0, 135, 270, 540, 1080, 1620

e 2160 g e.a. ha™). Capao do Ledo, 2011. Os pontos representam os valores e

as barras os respectivos intervalos de confianca da média. Coeficiente de variacédo (%) =
10,80.
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Figura 8 - Controle (%) de bi6tipos de Eleusine indica com suspeita de resisténcia ao
glyphosate, 12.1 (@) e 12.3 (O), e suscetivel (A), aos trinta dias apés a
aplicacao de diferentes doses do herbicida (0, 135, 270, 540, 1080, 1620

e 2160 g e.a. ha™). Capdo do Ledo, 2011. Os pontos representam os valores e

as barras os respectivos intervalos de confianga da média. Coeficiente de variagao (%) =
7,26.

Para bi6tipo de Eleusine indica com resisténcia ao mesmo herbicida, a dose de
840 g e.a. ha™ recomendada para o manejo da espécie, proporcionou menos de
50% de controle, entretanto acima de 1680 g e.a. ha™ foi observado controle
proximo a 100% (MUELLER et al.,, 2011). Cabe salientar que para as doses de
glyphosate utilizadas pela maioria dos produtores em lavouras de soja no RS,
situadas entre 720 e 1080 g e.a. ha’ (Fig. 5, Cap. I), o controle dos bidtipos
estudados foi superior a 85%. Contudo, se considerarmos a ocorréncia de altas
infestacdes, comuns para espécies liliopsidas, o nivel de controle de 85% pode néo
ser adequado, e as falhas de controle podem ser explicadas dessa forma. Neste
caso, 0s produtores estariam selecionando os biétipos com maior tolerancia, levando
a populacdo a exigir, a cada ano, uma dose maior de glyphosate para obter-se
controle satisfatorio.

Observando-se os valores de DLsy, e considerando-se o nivel de 5% de
probabilidade, a DLsp do biétipo 12.3 teve efeito significativo em todas as épocas de
avaliacdo, comparando-se com o bi6tipo suscetivel (tab. 2). Ja, o bidtipo 12.1

apresentou efeito significativo aos 20 e 30 DAT e o valor obtido na dltima avaliagéo
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foi menor do que o encontrado para a DLsy do bidtipo suscetivel. Este resultado
pode ser atribuido ao fato de que o bidtipo 12.1, nas menores doses, apresentou
controle superior aos demais biotipos, mesmo que em alguns casos esta resposta

néo teve efeito significativo (Fig. 7 e 8).

Tabela 2 - Dose necesséria para controlar 50% da populacdo (DLsy) e fator de
resisténcia (FR) de bibtipos de Eleusine indica com suspeita de resisténcia
ao glyphosate, 12.1 e 12.3, e suscetivel, em resposta a aplicacdo de
diferentes doses do herbicida (0, 135, 270, 540, 1080, 1620 e 2160 ¢
e.a. ha™). Capdo do Ledo, 2011

Bi6tipo DLso . Fator de Resisténcia
(ge.a. ha”) (FR)!

10 DAT?

12.1 - -

12.3 453 (406-500)3 1,52**

Suscetivel 299 (276-322) -
20 DAT

12.1 283 (259-306) 1,15*

12.3 335 (313-357) 1,37*

Suscetivel 245 (237-253) -
30 DAT

12.1 281 (261-300) 0,91*

12.3 362 (350-374) 1,17*

Suscetivel 309 (301-318) -

L Fator de resisténcia ao herbicida glyphosate obtido pela divisdo da DL, dos biétipos em relagao ao
bidtipo suscetivel. 2 Dias apds o tratamento. 3 Valores entre parénteses sao relativos ao intervalo de
confianca em nivel de 95%, da média. * * indica diferenca significativa, caracterizada pela n&o
sobreposicéo do intervalo de confianga da DLsy do bidtipo suscetivel em relagéo ao bidtipo avaliado.

Os resultados observados no presente estudo foram semelhantes aos
encontrados no biétipo suscetivel de Eleusine indica (396 + 235 g e.a. ha™) em estudo
de identificacdo da resisténcia desta espécie na Malasia, onde o bidtipo resistente
apresentou valor de DLsy ao redor de 4500 g e.a. ha™ (LEE; NGIM, 2000). Em Lolium
rigidum resistente ao glyphosate a DLso encontrada foi semelhante a observada para
o biétipo 12.3, entretanto na dose de 860 g e.a. ha™ mais de 10% das plantas
sobreviveram a aplicacdo do herbicida (KAUNDUN et al., 2011). Assim, os dados
obtidos podem ser considerados similares aos encontrados em outros estudos de
avaliacao da resisténcia ao glyphosate.

Baseando-se no resultado obtido dos valores do FR, calculado a partir da
DLso, pode-se inferir que o bibtipo de capim pé-de-galinha 12.1 ndo apresenta
resisténcia ao glyphosate visto que apresentou valor inferior a 1,0 na ultima
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avaliacdo (tab. 2). Para um biotipo ser considerado resistente, ele deve sobreviver,
apos exposicdo ao herbicida, e apresentar desempenho superior ao suscetivel,
evidenciada através da relacéo resistente:suscetivel (GAZZIERO et al., 2009). Ja, o
biétipo 12.3 pode ser considerado resistente, pois os valores do FR foram superiores
a 1,0 em todas as épocas de avaliagdo (tab. 2).

O FR de bidtipos de Eleusine indica resistentes ao glyphosate esteve entre 7,0
e 12,0, baseando-se na DLsy dos biotipos (LEE; NGIM, 2000; MUELLER et al.,
2011). Contudo, é mais comum verificar-se FR ao herbicida glyphosate que variam
de 2,0 a 5,0, dependendo da espécie estudada (KAUNDUN et al., 2008; KAUNDUN
et al.,, 2011; LAMEGO; VIDAL, 2008). Assim, de acordo com o resultado obtido,
pode-se considerar que o bidtipo de capim pé-de-galinha 12.3 apresenta resisténcia
de nivel baixo, considerando o baixo valor do FR aos 30 DAT (1,17) e devido ao fato
de na dose maxima de registro do herbicida ocorrer a morte das plantas
(CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008; GAZZIERO et al., 2009; STECKEL et
al., 2008).

Por definicdo, resisténcia é a capacidade adquirida de uma planta sobreviver
e reproduzir-se apos a aplicacdo da dose do herbicida que controla o restante da
populacdo, também denominada de definicho agronbmica de resisténcia
(GAZZIERO et al., 2009; CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008). Entretanto,
como observado neste trabalho, a dose recomendada para manejo da planta
daninha proporciona controle eficiente, ndo podendo-se considerar os biotipos
resistentes. Para isso, definiu-se resisténcia de nivel baixo ou académica aquela que
nao leva em consideracdo a dose recomendada do herbicida, ou seja, havendo
diferencas entre os bidtipos em doses abaixo da registrada (constante na bula),
como no caso deste estudo, pode-se considerar o biétipo com resisténcia de nivel
baixo ao herbicida (GAZZIERO et al.,, 2009; HEAP, 2010; CHRISTOFFOLET]I;
LOPEZ-OVEJERO, 2008).

Os dados de MS corroboram com os resultados obtidos para controle, em
que nas doses acima de 540 g e.a. ha', ambos os biétipos com suspeita de
resisténcia, 12.1 e 12.3, apresentaram MS maior que a do biotipo suscetivel (Fig. 9).
A partir da dose de 1080 g e.a. ha™ ndo houve diferenca entre biétipos e os valores
aproximaram-se de zero, confirmando a eficiéncia de controle do herbicida nestas
doses (Fig. 9).
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Figura 9 - Massa seca da parte aérea (%) de bi6tipos de Eleusine indica com suspeita
de resisténcia ao glyphosate, 12.1 (@) e 12.3 (O), e suscetivel (A) aos
trinta dias apos a aplicacéo de diferentes doses do herbicida (0, 135, 270,
540, 1080, 1620 e 2160 g e.a. ha™). Capdo do Ledo, 2011. Os pontos

representam os valores e as barras os respectivos intervalos de confianca da média.
Coeficiente de variagédo (%) = 23,58.

Os valores de GRsy encontrados evidenciaram que né&o houve diferenca
entre o bibtipo 12.3 e o suscetivel, e para o biétipo 12.1, embora tenha havido
diferenca em relacéo ao suscetivel, a GRsq foi inferior, a semelhanca do obtido para
avaliacao de controle aos 30 DAT (tab. 3). O FR baseado na GRso confirmou que o
biétipo 12.1 ndo possui resisténcia ao herbicida glyphosate, pois apresentou valor
inferior a 1,0 (tab. 3). No entanto, para o biétipo 12.3, mesmo ndo havendo diferenca
significativa entre os valores de GRsp, pode-se observar que este valor foi 26%
superior ao do bibtipo suscetivel, confirmando as evidéncias da resisténcia de nivel
baixo deste bidtipo.

A GRso dos biotipos de Eleusine indica resistentes ao glyphosate foi de 261 g
e.a. ha' (MUELLER, et al., 2011). Resultado semelhante foi encontrado em outro
biétipo resistente, cujo valor de GRs foi de 227 g e.a. ha™* (KAUNDUN et al., 2008).
Estes valores foram muito proximos dos encontrados neste estudo indicando que,
mesmo ndo havendo diferenga significativa entre o biétipo 12.3 e o suscetivel, ha

evidéncias que permitem afirmar que este bibtipo possui resisténcia de nivel baixo.
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Tabela 3 - Dose necesséria para reduzir 50% a producdo de massa seca da parte
aérea (GRsp) e fator de resisténcia (FR) de biotipos de Eleusine indica com
suspeita de resisténcia ao glyphosate, 12.1 e 12.3, e suscetivel, em
resposta a aplicacédo de diferentes doses do herbicida (0, 135, 270, 540,
1080, 1620 e 2160 g e.a. ha'). Capao do Ledo, 2011

Bi6tipo GRsp . Fator de Resisténcia
(ge.a. ha”) (FR)!

12.1 124 (102-146)2 0,47*3

12.3 313 (273-353) 1,19™

Suscetivel 262 (248-276) -

1 Fator de resisténcia ao herbicida glyphosate obtido pela divisdo da GRsq dos biétipos em relacéo ao
bidtipo suscetivel. 2 Valores entre parénteses séo relativos ao intervalo de confianca em nivel de 95%,
da média. 3 * ou "™ indicam diferenca significativa e ndo significativa caracterizada pela sobreposicéo
ou ndo, respectivamente, do intervalo de confianca da GRsy do bidtipo suscetivel em relagdo ao
biétipo avaliado.

Haja vista que sao frequentes os relatos de falhas de controle de capim pé-
de-galinha ao glyphosate em lavouras de soja do RS, e que a dose de 1080 g e.a.
ha controla eficientemente estas plantas em condicdes controladas, outro fator
deve ser responsavel por este panorama. Assim, hipotetizou-se que a época de
aplicacao de glyphosate poderia ser a responsavel por esta realidade.

Quando as plantas de capim pé-de-galinha receberam a aplicacdo de
glyphosate em estadio de duas folhas o controle foi satisfatério, proximo ou igual a
100% em todas as avaliagOes, enquanto que quando a aplicacéo foi realizada nos
estadios de quatro folhas e de um ou dois afilhos, mesmo o bi6tipo conhecidamente
suscetivel apresentou reducdo de controle (tab. 4). Para a variavel MS, em geral,
nao houve diferenca significativa entre os biétipos, confirmando que mesmo o bidétipo
suscetivel em estadios mais avancados ndo apresenta significativa reducdo de parte
aérea.

Apenas para as plantas que receberam o herbicida em estadio de um ou
dois afilhos, aos 30 DAT, houve diferenca significativa entre os biotipos 12.1 e 12.3 e
o biotipo suscetivel (tab. 4). Diante disso, existe a possibilidade desta ser a causa
das falhas de controle de capim pé-de-galinha ao glyphosate em lavouras de soja,
visto que a maioria dos produtores realiza apenas uma aplicacdo em pos-
emergéncia da cultura (Fig. 4, Cap. I), momento em que as plantas podem estar em
diferentes estadios vegetativos e, algumas podem estar em estadio de menor

sensibilidade ao glyphosate, sobrevivendo ao herbicida.
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Tabela 4 - Controle (%) e massa seca da parte aérea planta™ (g) de biétipos de
Eleusine indica com suspeita de resisténcia ao glyphosate, 12.1 e 12.3, e
suscetivel, em resposta a aplicacdo do herbicida na dose de 1080 g e.a.
ha em diferentes estadios de crescimento. Cap&o do Ledo, 2011

Epoca de Aplicacéo

. Duas folhas Quatro folhas Um ou dois afilhos
Biotipo Com Sem Com Sem Com Sem
glyphosate glyphosate glyphosate glyphosate glyphosate glyphosate

Controle aos 10 DAT?
12.1 99 *2 A3 a 0OAa 75*Bb OAa 45*Ac OAa
12.3 100*Aa OAa 97 *Aa OAa 40*ADb OAa
Suscetivel 100*Aa OAa 94*Aa OAa 44*Ab OAa
CV (%)* 10,14

Controle aos 20 DAT
12.1 100 *Aa OAa 83*Bb OAa 74*Bc OAa
12.3 100*Aa OAa 92*ADb OAa 70*Bc OAa
Suscetivel 100*Aa OAa 93*ADb OAa 88*ADb OAa
CV (%) 8,75

Controle aos 30 DAT
12.1 100*Aa OAa 70*Bc OAa 80*Bb OAa
12.3 100 *Aa OAa 87*Ab OAa 74*Cc OAa
Suscetivel 100*Aa OAa 92*ADb OAa 93*ADb OAa
CV (%) 9,89

Massa seca da parte aérea planta™

12.1 0,0082*A 0,2011 A 0,0343*A 0,2105AB 0,0924*B 0,2769 A
12.3 0,0056 *A 0,2328 A 0,0135*A 0,2253 A 0,1995*A 0,2544 A
Suscetivel 0,0047 *A 0,2246 A 0,0205*A 0,1618B 0,0879*B 0,2789 A
CV (%) 26,47

1 Dias ap6s o tratamento. 2 * indica diferenca significativa, pelo teste t (p<0,05), para aplicacdo ou nao
de glyphosate, comparados na linha. 3 Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna,
comparando biotipos, e mindsculas na linha, comparando estadios de crescimento, ndo diferem
significativamente pelo teste Tukey (p<0,05). ¢ Coeficiente de variagao.

O efeito da época de aplicacdo de herbicidas em capim pé-de-galinha
também foi observado em plantas tolerantes ao herbicida quinclorac. Plantas de
Eleusine indica foram mais sensiveis ao quinclorac quando receberam a aplicacéo do
herbicida em estadio de uma ou duas folhas, comparativamente com as plantas cujo
herbicida foi aplicado em estadio de trés ou quatro folhas e um ou dois afilhos,
confirmando que a espécie possui capacidade diferencial de metabolizacdo do
herbicida de acordo com a fase do crescimento (ZAWIERUCHA; PENNER, 2001).
Entretanto, casos de capacidade de metabolismo diferencial desta espécie ao

glyphosate nao foram encontradas na literatura.
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Uma vez que existem falhas de controle de determinada espécie a um
herbicida, alternativas de manejo sdo relevantes para impedir a dispersdo e que
assim estas plantas se tornem limitantes a producdo. A rotacdo do mecanismo de
acdo utilizado para o controle destas plantas pode ser uma alternativa viavel.

O experimento de controle alternativo de capim pé-de-galinha evidenciou
nao haver diferenca significativa entre os herbicidas testados para o controle dos
biotipos avaliados, apresentando, em geral, controle acima de 84% aos 27 DAT (tab.
5). O menor controle do biétipo 12.1 pode ser atribuido ao fato de que no momento
da aplicacdo dos herbicidas as plantas deste bi6tipo apresentavam-se em estadio de

crescimento mais avancado em relacao aos demais, resultando em controle inferior.

Tabela 5 - Controle (%), aos 9, 18 e 27 dias apds a aplicacdo do tratamento, de
biétipos de Eleusine indica com suspeita de resisténcia ao glyphosate, 12.1
e 12.3, e suscetivel, em resposta a aplicacdo de diferentes herbicidas.
Capéao do Leédo, 2011

Bidtipo
Herbicida 9 DAT?
12.1 12.3 Suscetivel
Clethodim 74 A2 a 74 B a 70 B a
Fluazifop-p-butyl 90 A a 91 A a 76 B a
Clomazone 82 A a 86 AB a 80 AB a
Amonium-glufosinate 90 A a 9 A a 9% A a
Glyphosate 76 A a 85 AB a 94 A a
CV (%)3 7,87
- 18 DAT
Herbicida 12.1 12.3 Suscetivel
Clethodim 89 A a 88 B a 87 A a
Fluazifop-p-butyl 99 A a 98 A a 93 A a
Clomazone 85 A a 88 A a 86 A a
Amonium-glufosinate 84 A a 100 A a 98 A a
Glyphosate 77 A b 94 AB a 9 A a
CV (%) 8,26
i 27 DAT
Herbicida 12.1 12.3 Suscetivel
Clethodim 9% A a 98 A a 95 A a
Fluazifop-p-butyl 100 A a 100 A a 9%5 A a
Clomazone 90 AB a 94 A a 84 A a
Amonium-glufosinate 85 AB a 100 A a 100 A a
Glyphosate 65 B b 96 A a 100 A a
CV (%) 9,77

! Dias ap6s o tratamento. 2 Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e minuscula na
linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). 3 Coeficiente de variacéo.
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Os herbicidas clethodim e fluazifop-p-butyl (inibidores da acetil-CoA
carboxilase - ACCase) e amonium-glufosinate mostram-se eficientes para o controle
dos bidtipos de capim pé-de-galinha (tab. 5). De forma semelhante, outro estudo
apontou que os herbicidas clethodim e amonium-glufosinate proporcionaram
controle eficiente desta espécie, sendo que o primeiro foi eficiente em plantas de até
seis afilhos (BURKE et al., 2005). Entretanto, existem relatos de Eleusine indica com
resisténcia aos inibidores da ACCase (DAL MAGRO; AGOSTINETTO; VARGAS,
2009; SENG et al., 2010; VIDAL et al., 2006), apontando o risco da resisténcia caso
haja alta pressao de selecdo. O amonium-glufosinate pode ainda ser alternativo para
a utilizacdo em rotacdo de culturas, visto que existem disponiveis no mercado
genotipos de milho geneticamente modificado com a caracteristica de resisténcia a
este herbicida.

O fato de a aplicagdo de clomazone ter sido realizada em pés-emergéncia
pode ter proporcionado menor eficiéncia deste herbicida, uma vez que possui maior
eficacia sobre esta espécie quando aplicado em pré-emergéncia (tab. 5). Outros
herbicidas pré-emergentes da cultura da soja com recomendacéo para o controle de
Eleusine indica S&0 alachlor, sulfentrazone e s-metolachlor (AGROFIT, 2012;
REUNIAO ..., 2010). O uso de herbicidas com efeito residual é estratégia eficiente
recomendada para o manejo de plantas daninhas resistentes ao glyphosate em
lavouras de soja RR® nos Estados Unidos (OWEN et al., 2011).

Embora o controle de plantas daninhas na cultura da soja RR® seja realizada
gquase que exclusivamente com glyphosate, deve-se tomar os devidos cuidados para
evitar o surgimento de novos casos de resisténcia a este herbicida, que podem
inviabilizar esta tecnologia ao longo do tempo. Portanto, a preocupacdo com as
falhas de controle de Eleusine indica S&0 pertinentes, e o0s resultados deste trabalho
indicam resisténcia de nivel baixo que pode evoluir para resisténcia, se as praticas
de manejo desta espécie néo forem alteradas.

Tem sido argumentado que a resisténcia de nivel baixo ao glyphosate pode
ser superada através do ajuste da dose do herbicida para niveis superiores (OWEN
et al., 2011). Contudo, o uso de doses maiores acarretard no aumento da pressao
de selecdo, podendo assim, 0s biGtipos evoluirem para a resisténcia em curto
espaco de tempo. Além disso, a sensibilidade das plantas desta espécie ao
glyphosate é diferencial e dependente do estadio de crescimento das mesmas.

Assim, as falhas de controle de capim pé-de-galinha observadas ndo podem ser
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atribuidas somente a ocorréncia de resisténcia de nivel baixo, havendo outros
fatores envolvidos como a dose utilizada, o estadio de crescimento das plantas,
fatores relativos a tecnologia de aplicacdo, entre outros.

E recomendavel que os produtores utilizem alternativas de controle
envolvendo a aplicagéo de herbicidas alternativos, como evidenciado neste trabalho,
a fim de mitigar a evolucdo da resisténcia de capim pé-de-galinha ao glyphosate.
Outra forma eficiente pode ser 0 uso de outras culturas que apresentem resisténcia
a outros herbicidas, aliando-se assim, a rotacdo de culturas e de mecanismo de
acao herbicida, como no caso de milho resistente ao amonium-glufosinate. J&, no
caso de desejar-se utilizar o herbicida glyphosate, € necessario que os produtores
estejam atentos ao estadio de crescimento das plantas de capim pé-de-galinha, para
gue nédo haja falhas de controle.

Deve-se ainda buscar elucidar o mecanismo da resisténcia de Eleusine indica
ao glyphosate, visto que foram detectadas alteragcdes de aminoacidos na enzima
EPSPs que proporcionaram a resisténcia da espécie em outros bibtipos, gerando,
todavia, niveis de resisténcia superiores ao encontrado neste estudo (BAERSON et
al.,, 2002; KAUNDUN et al., 2008; NG et al., 2003). Mesmo assim, € mais provéavel
gue a resisténcia seja devida a alteracdo no local de acdo, pois este tipo de
mecanismo proporciona menores niveis de resisténcia ao glyphosate (KAUNDUN et
al., 2008; POWLES; YU, 2010), e o conhecimento deste mecanismo € importante

para a caracterizacao da resisténcia da planta daninha.

3.4 Conclusbes

Os valores de DLsp e GRs5p evidencia que o biétipo de Eleusine indica 12.1 ndo
€ resistente ao glyphosate e que o bidtipo 12.3 apresenta resisténcia de nivel baixo.

O controle de Eleusine indica € superior quando as plantas recebem a
aplicacdo do herbicida glyphosate em estadio vegetativo de duas folhas, sendo
reduzido quando é realizado em estadios de crescimento mais avangcados como um
ou dois afilhos.

As falhas de controle observadas nas lavouras podem ser devido a diversos
fatores tais como: uso de doses herbicidas com niveis de controle igual ou menor

que 85%; aplicacbes realizadas com parte da populacdo de plantas em estadios
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avancados de desenvolvimento e assim menor sensibilidade ao glyphosate; e
resisténcia de nivel baixo.

Os herbicidas inibidores da ACCase clethodim e fluazifop-p-butyl, e o
herbicida amonuim-glufosinate, séo alternativas eficientes ao herbicida glyphosate

no controle de Eleusine indica.



4 CAPITULO Ill - Avaliacdo da metabolizacdo de glyphosate e caracterizagdo
anatébmica de bidtipos de capim pé-de-galinha (Eleusine indica
(L.) Gaertn)

4.1 Introducgéo

O capim pé-de-galinha (Eleusine indica) € planta infestante de varios cultivos,
podendo promover danos irreversiveis na produtividade da soja, principalmente
guando compete nos estadios iniciais da cultura (BENEDETTI et al., 2009). Além de
sua elevada capacidade competitiva, que interfere diretamente na producdo das
culturas, esta planta daninha tem apresentado elevado numero de casos de
resisténcia a herbicidas, sendo relatada a resisténcia de Eleusine indica a sete
mecanismos de acdo, em seis paises (HEAP, 2012).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas € um processo evolucionario
gue depende de fatores como a frequéncia dos genes de resisténcia, dominancia
destes genes, capacidade da espécie em produzir propagulos e dispersa-los,
especificidade do local de agéo do herbicida e sua atividade residual, e intensidade
de uso de herbicidas, entre outros (POWLES; YU, 2010). O mecanismo pelo qual as
plantas daninhas apresentam resisténcia aos herbicidas é importante e determina o
nivel da mesma (KAUNDUN et al., 2008; POWLES;YU, 2010), sendo dessa forma, o
seu conhecimento essencial na caracterizacao da resisténcia.

Os mecanismos de resisténcia podem decorrer da alteragdo ou nao do local
de acgao do herbicida (POWLES; PRESTON, 2006; POWLES; YU, 2010; VARGAS et
al., 2009). O mecanismo de resisténcia por local de acéo alterado pode ocorrer pela

troca de um ou mais aminoacidos na enzima alvo, que impede o -correto
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acoplamento do herbicida (POWLES; YU, 2010; VARGAS et al., 2009), ou ainda,
pela super expressao da enzima alvo (GAINES et al., 2009; POWLES; YU, 2010).

J4, quando o mecanismo de resisténcia ndo é relacionado a alteracdo do
local de acdo, uma ou mais formas atuam impedindo que o herbicida chegue em
guantidades letais no ponto de inibicdo, impedindo sua inibicdo completa (POWLES,;
YU, 2010). Estes mecanismos envolvem a diminuicdo da absorcdo e/ou da
translocacdo dos herbicidas, aumento das taxas de metabolismo ou sequestro do
herbicida (DINELLI et al., 2008; FENG et al., 2004; LORRAINE-COLWILL et al.,
2003; PEREZ-JONES et al., 2007; POWLES; YU, 2010).

Para o herbicida glyphosate, foram detectadas alteracdes no local de acéo
apenas em um local altamente conservado do gene da 5-enolpiruvilshikimato-3-
fosfato sintase (EPSPs), na posi¢ao Prolina-106 (BAERSON et al., 2002; KAUNDUN
et al.,, 2011; NG et al., 2003; POWLES; YU, 2010). O primeiro caso detectado de
alteracdo de aminoéacidos conferindo resisténcia a este herbicida foi devido a
alteracdo de prolina por serina em bibtipo de Eleusine indica oriundo da Malasia
(BAERSON et al.,, 2002). Posteriormente, na mesma espécie foi identificada a
substituicdo de prolina por alanina, e por treonina e leucina em Lolium spp.
(KAUNDUN et al., 2011; NG et al., 2003; POWLES; YU, 2010). Recentemente, outro
mecanismo que envolve alteracdo do local de acdo foi encontrado em plantas de
Amaranthus palmeri referente a super expressao da EPSPs devido a amplificacdo do
gene da enzima (GAINES et al., 2009).

Alteracdes na posi¢do 106 da EPSPs conferem baixo nivel de resisténcia ao
herbicida glyphosate, gerando um fator de resisténcia na ordem de 2,0 a 4,0 vezes
(KAUNDUN et al., 2008; KAUNDUN et al., 2011; POWLES; YU, 2010). Entretanto,
guando a resisténcia a este herbicida ndo € devida a alteracdo no local de acao, os
niveis de resisténcia tém sido mais elevados (KAUNDUN et al., 2008).

Nos casos de metabolizagdo do herbicida, podem ocorrer acdo do complexo
Cyt-P450 monooxigenase ou glutationa s-transferase, cujas plantas adquirem a
habilidade de decompor o herbicida mais rapidamente do que as sensiveis, tornando
os herbicidas inativos antes que cheguem ao local de agdo (ROSO; VIDAL, 2010). A
inibicdo do complexo Cyt-P450 pela aplicagdo de malathion e amitrole evidenciou a
resisténcia multipla a chlorsulfuron e a diclofop, respectivamente, em bidtipo de
Lolium rigidum, relacionada a metabolizacdo dos herbicidas (YU et al., 2009). O

inibidor 1-aminobenzotriazole também indicou o metabolismo do herbicida
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chlortuluron, via Cyt-P450, proporcionando a resisténcia de Bromus tectorum ao
herbicida (MENENDEZ; BATISTA; DE PRADO, 2006). Até o presente momento nao
ha nenhum caso registrado de resisténcia ao glyphosate que envolva a
metabolizacdo do herbicida pelas plantas, entretanto a tolerancia de Commelina
benghalensis a0 glyphosate foi atribuida & metabolizacdo diferencial do herbicida
(MONQUERO et al., 2004).

O maior niumero de casos de resisténcia de plantas daninhas ao glyphosate
€ devido a reducdo da absorcdo ou translocacdo do herbicida (DINELLI et al.,
2008; FENG et al., 2004; FERREIRA et al., 2008; KAUNDUN et al., 2011;
LORRAINE-COLWILL et al., 2003; POWLES; YU, 2010; YU et al., 2009). A eficacia
deste herbicida € dependente de processos como a retencdo da molécula na
superficie foliar, penetracdo foliar, translocacdo na planta até o sitio de acdo e
inibicdo da enzima-alvo (EPSPs) (FERREIRA et al.,, 2008; ROMAN, et al., 2007,
SATICHIVI et al., 2000). Dessa forma, a alteragdo na absorcao e translocagéo e o
metabolismo do herbicida podem afetar a sensibilidade da planta, pois este precisa
atingir o sitio de acdo numa concentracédo adequada (FERREIRA et al. 2006).

As caracteristicas da superficie e anatomia foliar podem afetar a eficacia da
absorcado do glyphosate em plantas daninhas através de sua influéncia na adeséo e
absorcédo do herbicida na folha (HUANGFU; SONG; QIANG, 2009). Caracteristicas
da superficie da folha, tais como a cuticula (cera epicuticular, cutina e pectina),
angulo e posicéo da folha, nimero de estbmatos, tricomas e glandulas interferem na
absorcgéao foliar de herbicidas (HUANGFU; SONG; QIANG, 2009; MALPASSI, 2006;
SILVA et al., 2007). O padrao de morfologia, anatomia e crescimento das plantas de
Amaranthus powelli resistente aos inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS) foi
diferente daquele observado nas populagcdes suscetiveis durante os estadios iniciais
de desenvolvimento (TARDIF; RAJCAN; COSTEA, 2006).

A populacéo de Brassica juncea, tolerante ao glyphosate, tem o tecido foliar
com menos espacos livres entre as células do que a populacédo suscetivel, sendo
considerada uma das causas da tolerancia, pela reducdo da absorcdo foliar do
herbicida (HUANGFU; SONG; QIANG, 2009). No entanto, para o biétipo de Lolium
multiflorum resistente ao glyphosate, verificou-se maior quantidade de espacos
intercelulares no mesofilo e menor quantidade de floema em relacdo ao xilema, em
comparacao com o bidtipo suscetivel, ndo podendo ser atribuido a estas diferencas

a menor absorc¢ao ou translocacao do herbicida (GALVAN, 2009).
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O fato da resisténcia de Eleusine indica a0 glyphosate no Rio Grande do Sul
(RS) ser de nivel baixo (Cap. 2) pode ser indicativo que a resisténcia seja decorrente
de alteracdo do local de acéo, seja pela troca de aminoacidos na enzima alvo ou
super expressado da enzima, visto que os demais relatos da resisténcia da espécie
ao herbicida apresentam niveis de resisténcia maiores do que o0 encontrado neste
estudo. Assim, o conhecimento do mecanismo pelo qual as plantas de capim pé-de-
galinha apresentam reducéo de controle ao glyphosate em lavouras de soja do RS,
€ importante para caracterizar este cenario.

Este trabalho teve como hip6teses que os bibtipos de Eleusine indica oriundos
de falhas de controle ao glyphosate em lavouras de soja do RS ndo apresentam
alteracdo na metabolizacdo do herbicida e na anatomia foliar das plantas. Os
objetivos deste trabalho foram avaliar a resposta de bidtipos de capim pé-de-galinha
a aplicacdo de glyphosate, ap0s tratamento com inibidor de metabolismo da cyt-
P450 monooxigenase e, identificar alteragbes na anatomia foliar destas plantas que

sugiram alteracdo na absorcéo do herbicida.
4.2 Material e Métodos

Foram realizados dois estudos, no periodo de maio a dezembro de 2011, em
casa de vegetacdo pertencente ao Departamento de Fitossanidade, da Faculdade
de Agronomia “Eliseu Maciel” (FAEM) e Laboratério de Anatomia Vegetal, do
Departamento de Botéanica, do Instituto de Biologia, da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel). O primeiro foi referente & metabolizacdo do herbicida glyphosate
por bidtipos de capim pé-de-galinha e o segundo de analise da anatomia foliar
destes biotipos.

O experimento de metabolizacdo de glyphosate foi conduzido em
delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro repeticoes. Os
tratamentos foram arranjados em esquema fatorial cujo fator A testou os biétipos de
capim pé-de-galinha 12.1 e 12.3, selecionados a partir de estudo prévio (tab. 1,
Cap.1), e outro bidtipo conhecidamente suscetivel; e, o fator B constou da aplicacao
ou nao do inseticida malathion, inibidor de cyt-P450 monooxigenase.

As unidades experimentais foram compostas de vasos, com capacidade de
0,5L, contendo solo do tipo Argissolo Vermelho-Amarelo. Dois dias antes da

semeadura, realizou-se adubacdo de correcdo na dose de 120 kg ha™ de adubo da
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formula 5-25-25 (N-P-K) de acordo com andlise de solo e a recomendacéo para a
cultura da soja (COMISSAO ..., 2004). Para a realizacdo da semeadura, foi realizada
a superacdo da dorméncia das sementes através de escarificagcdo mecéanica (DAL
MAGRO et al., 2010), sendo posteriormente semeadas trés sementes de capim pé-
de-galinha vaso™, com ajuste da populacdo para atingir duas plantas vaso™, aos 18
dias ap6s a semeadura.

A aplicacao dos tratamentos foi realizada 27 dias apos a semeadura, quando
as plantas estavam em estadio de quatro folhas a um afilho. Trinta minutos antes da
aplicacdo do herbicida glyphosate, na dose de 1080 g e.a ha™*, foi aplicado o inibidor
de metabolizacdo malathion na dose de 1000 g i.a. ha™ (YU et al., 2009). Para
ambas as aplicacdes, foi utilizado pulverizador costal, pressurizado a CO,, com
pontas de pulverizacdo do tipo leque 110.015, que proporcionaram volume de
aplicacdo de 150L ha™.

As variadveis analisadas foram: controle aos 10, 20 e 30 dias apds a
aplicacao dos tratamentos (DAT); e, massa seca da parte aérea (MS) aos 30 DAT. A
avaliagdo de controle foi realizada utilizando-se escala percentual, onde zero
representou auséncia de injarias e cem a morte das plantas (FRANS et al., 1986).
Para a determinacdo da MS, realizou-se a coleta do material com posterior secagem
em estufa de circulacao forcada de ar a 60°C até obter-se massa constante, quando
o material foi pesado e o valor transformado para MS planta™.

Os dados foram analisados quanto a normalidade e homocedasticidade,
testes de Shapiro-Wilk e Hartley, respectivamente, com posterior analise da
variancia (p<0,05). Quando foi observada significancia estatistica, foi realizado teste
Tukey (p<0,05) para o fator bidtipo e teste t (p<0,05) para o fator aplicacdo de
malathion.

Para a avaliagdo anatomica das folhas de Eleusine indica, sementes dos
bidtipos 12.1, 12.3 e suscetivel foram semeadas em vasos com capacidade para 1L,
contendo solo do tipo Argissolo Vermelho-Amarelo. Quando as plantas estavam em
estadio de quatro folhas a um afilho, foi realizada a coleta de amostras da quarta
folha das plantas para a realizacao das analises.

As amostras das folhas coletadas foram fixadas em solugdo de Karnovsky
(KARNOVSKY, 1965), modificado com a utilizacdo de tampé&o fosfato pH 7,2,
desidratadas em série etilica ascendente e infiltradas em resina plastica (Leica

Historesin®) segundo as instrucdes do fabricante. As amostras foram seccionadas
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em micrétomo rotativo manual (ANCAP) com navalha descartavel (Feather®). As
seccOes com 5um de espessura foram coradas com azul de toluidina 0,05% (SAKAI,
1973) em tampéo fosfato e citrato (MCILVAINE, 1921) pH 4,5 e montadas em resina
sintética “Entellan” (Merck®).

A documentacdo dos resultados foi realizada através da captura de imagens,
a partir das laminas, usando camera Leica® DC 300F acoplada ao microscépio
Leica®DM LB. Foram realizadas andlises qualitativas das imagens obtidas, com

posterior comparacado entre os biotipos.
4.3 Resultados e Discusséo

No experimento de metabolizacdo, os testes de Shapiro-Wilk e Hartley
evidenciaram ndo ser necessaria a transformacdo dos dados. Foi verificada
interacdo entre os fatores estudados aos 10 DAT (tab. 6), entretanto para as demais
épocas de avaliacdo e para a variavel MS, nédo foi observada significancia estatistica

(dados nédo apresentados).

Tabela 6 - Controle (%) de bidtipos de capim pé-de-galinha (Eleusine indica) apds
aplicacdo de glyphosate (1080 g e.a. ha), antecedido em trinta minutos
de aplicacéo do inibidor de Cyt-P450 monooxigenase malathion (1000 g
i.a. ha'), aos dez dias apés a aplicacdo dos tratamentos. Capdo do

Ledo, 2011
Bitipo Malathion
Com Sem
12.1 74 *1 a2 53 b
12.3 68 ™ a 65 b
Suscetivel 71 * a 93 a
CV (%) 8,92

1 * ou " indicam diferenca significativa ou néo, respectivamente, pelo teste “t” (p<0,05) para aplicacio
de malathion. 2 Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente pelo
teste Tukey (p<0,05).

A aplicacdo de malathion antes do herbicida proporcionou aumento do
controle do bidtipo de capim pé-de-galinha 12.1, e reducdo do controle do bi6tipo
suscetivel (tab. 6). O bi6tipo 12.3 ndo apresentou diferenca entre a aplicacdo ou nao
do inibidor de metabolismo. Devido a ndo significancia observada para as demais
épocas de avaliacdo (20 e 30 DAT) e varidvel massa seca, descarta-se a hipotese

de que os bidtipos de capim pé-de-galinha estudados apresentam reducdo de
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controle pelo glyphosate por metabolizagao diferenciada do herbicida, envolvendo o
complexo enzimatico P450. Entretanto, outras enzimas pertencentes a este grupo e
gue nao séao inibidas por malathion podem estar presentes atuando como forma de
metabolizagcdo do herbicida.

Os casos de resisténcia de Eleusine indica ao glyphosate, observados na
literatura, sdo devido a alteracao do local de acdo do herbicida, ou seja, da enzima
EPSPs (BAERSON et al., 2002; NG et al., 2003; POWLES; YU, 2010). Entretanto
para outros mecanismos de acdo existem relatos da ocorréncia da metabolizagéo
via cyt-P450. Plantas de Lolium rigidum com resisténcia multipla a EPSPs, ALS e
acetil-CoA carboxilase (ACCase) apresentaram mecanismo de resisténcia ao
primeiro mecanismo de acao por reducdo da translocacdo do herbicida, e para os
demais por metabolizacdo diferenciada do herbicida, com atuacdo do complexo
P450 monooxigenase (YU et al., 2009).

A cyt-P450 é uma grande familia de genes de monooxigenases
desempenhando papel importante no metabolismo de diversas substancias
(SCHULER; WERCK-REICHHART, 2003; ZHU et al., 2008), atuando na oxidagéo de
xenobidticos e promovendo a desintoxicacdo do organismo (ZHU et al., 2008).
Plantas de soja com resisténcia ao glyphosate expressaram genes relacionados a
atuacao de cyt-P450 apds uma, quatro e 24 horas da aplicacdo do herbicida, sendo
a expressao reduzida neste periodo (ZHU et al., 2008).

A inducdo destes genes pela aplicacdo do glyphosate sugere que eles
podem atuar na metabolizagdo do herbicida ou podem ser uma resposta ao
estresse, como por exemplo, a geracao de espécies reativas de oxigénio. Também,
tem sido relatado que o glyphosate pode inibir a atividade da enzima cyt-P450,
aumentando assim sua toxicidade (LAMB et al., 1998; XIANG et al., 2005; ZHU et
al., 2008). Nenhum caso de resisténcia ao glyphosate por atuacédo deste complexo
enzimatico foi detectada, sendo os principais casos de plantas daninhas resistentes
a este herbicida por alteracdo na absorcéo ou translocacéo reduzidas do herbicida.

As analises anatdmicas descritivas da folha de capim pé-de-galinha nao
permitiram identificar alteracbes que possam caracterizar uma absorcéao diferencial
do herbicida glyphosate entre os bi6tipos estudados (Fig. 10).

A anatomia foliar de Eleusine indica mostra epiderme unisseriada em ambas as
faces do limbo (Fig. 10). Os estdmatos encontram-se tanto na epiderme adaxial
(superior) (Fig. 10B, 10D e 10F) quanto na epiderme abaxial (inferior) (Fig. 10A, 10D
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e 10E), caracterizando a folha como anfiestomatica. A presenca de células
buliformes também € caracteristica da espécie, tanto na nervura central (Fig. 10A,
10C e 10E) quanto na porcdo compreendida entre a nervura central e a margem do
limbo (Fig. 10B, 10D e 10F). Também, verificou-se a presenca de esclerénquima
localizado nas porgdes adaxial e abaxial dos feixes vasculares (Fig. 10).

Figura 10 - Cortes transversais do limbo foliar de capim pé-de-galinha (Eleusine indica),
evidenciando a nervura central e a regido compreendida entre a nervura
central e a margem do limbo dos bi6tipos 12.1 (A e B, respectivamente),
12.3 (C e D, respectivamente) e suscetivel (E e F, respectivamente).
Capao do Ledo, 2011. Setas = epiderme unisseriada com a presenca de

estbmatos. ad = epiderme adaxial; ab = epiderme abaxial; cb = células buliformes en =
endoderme; es = esclerénquima; fv = feixe vascular. Barras = 50 pm.
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Mesmo ndo sendo detectadas diferencas anatémicas nos biotipos de capim
pé-de-galinha, € importante ressaltar que estudos anatdémicos quantitativos, bem
como analises ao microscopio eletronico poderiam fornecer subsidios que expliguem
uma possivel resposta diferencial quanto a absorcao e translocacéo de glyphosate.
O biétipo de Loluim multiflorum resistente ao herbicida glyphosate apresentou as
células do mesofilo menos compactadas, bem como menor proporcéo de floema em
relacdo ao xilema, quando comparado com o suscetivel (GALVAN, 2009).
Entretanto, estas caracteristicas ndo foram suficientes para confirmar a menor
absorcao e translocacéo do glyphosate, embora haja indicios que possam interferir.

Plantas de Eleusine indica que apresentam menor resposta a aplicacdo de
quizalofop em estadios de crescimento avancados, apresentaram mais ceras
epicuticulares quando as plantas possuem dois afilhos ou mais e maior espessura
da cuticula, comparadas com plantas mais jovens (MALPASSI, 2006). A diminui¢éo
da espessura da cuticula de cera epicuticular pode ser vantajosa a penetracdo de
glyphosate e, portanto, pode levar a aumento da absor¢cédo do herbicida (HUANGFU;
SONG; QIANG, 2009; SANTIER; CHAMEL, 1992).

O glyphosate se movimenta no floema seguindo a rota dos produtos da
fotossintese, das folhas fotossinteticamente ativas em direcdo as partes das plantas
em crescimento (HETHERINGTON et al., 1998; POWLES; YU, 2010; ROMAN et al.,
2007), sendo que alteracbes anatbmicas que interfiram nestes parametros podem
levar a uma menor translocacao deste herbicida nas plantas. Populagdes tolerantes
de Brassica juncea ao glyphosate apresentaram maior espessura da folha, da cuticula
adaxial e maior densidade de tricomas na epiderme superior, bem como menor
namero de feixes vasculares, em comparacdo com as plantas suscetiveis, sugerindo
gue estas diferencas podem contribuir para a tolerancia ao herbicida glyphosate
(HUANGFU; SONG; QIANG, 2009).

Os bidtipos de Eleusine indica estudados ndo apresentam altera¢cées quanto
ao metabolismo e anatomia foliar que expliguem a reducdo de controle pelo
herbicida glyphosate observada nas lavouras do RS. Mesmo o biétipo 12.3, em que
foi constatada a resisténcia de nivel baixo, ndo evidenciou alteracbes quanto ao
metabolismo do glyphosate e anatomia da folha, comparado com o biotipo
suscetivel. Assim, outros estudos devem ser realizados para confirmar estes

resultados, tais como a quantificacdo de metabdlitos do herbicida, avaliacdo de
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translocacdo de glyphosate por carbono marcado, sequenciamento da enzima

EPSPs, entre outros.

4.4 Conclusodes

Os bidtipos de capim pé-de-galinha ndo apresentam metabolismo do
glyphosate, evidenciado pela aplicacéo do inibidor do complexo cyt-P450 malathion.
Pelo presente trabalho ndo existem evidéncias anatbmicas que permitam
determinar a absorcéo diferencial do herbicida glyphosate pelas plantas de capim

pé-de-galinha.



5 Conclusdes

Bidtipos de capim pé-de-galinha ndo séo resistentes ao glyphosate, sendo
controlados pelo herbicida na dose de 2160 g e.a. ha™.

Os valores de DLsg evidenciaram que o biétipo de Eleusine indica 12.3, oriundo
de Boa Vista do Incra, apresenta resisténcia de nivel baixo.

O mecanismo de resisténcia do biotipo 12.3 néo é relativo ao metabolismo
do glyphosate pela inibicdo do complexo cyt-P450 por malathion, e ndo existem
evidéncias sobre absorcgéo diferencial do herbicida glyphosate.

As falhas de controle observadas nas lavouras de soja podem ser devido a
aplicacdes realizadas com parte da populacdo de plantas em estadios avancados de
desenvolvimento, e assim menor sensibilidade ao glyphosate, e resisténcia de nivel
baixo.

Os herbicidas inibidores da enzima ACCase clethodim e fluazifop-p-butyl, e 0
herbicida amonuim-glufosinate, sdo alternativas eficientes no controle de Eleusine

indica.
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