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Resumo

HENCKES, Jonas Rodrigo. Resisténcia multipla e habilidade competitiva de
Lolium multiflorum aos herbicidas glifosato (EPSPs), iodosulfurom-metilico e
piroxsulam (ALS), 2018. 91f. Dissertacédo (Mestrado) - Programa de Pos-Graduacao
em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Os herbicidas inibidores da EPSPs e ALS sao os mais utilizados para o controle de
azevém na cultura do trigo e consequentemente resultam na selecdo dos bibtipos
resistentes naturalmente presentes no ambiente. A identificacdo e caracterizacao
desses bidtipos é fundamental para o manejo da espécie de planta daninha. Deste
modo, 0s objetivos da pesquisa foram avaliar a ocorréncia de resisténcia multipla e
cruzada em bidtipos de azevém aos herbicidas inibidores da ALS e EPSPs; verificar
0 mecanismo de resisténcia em plantas suscetiveis e resistentes, através: do acumulo
de acido chiquimico em resposta a aplicacao de glifosato, da atividade da enzima ALS
ao iodosulfurom-metilico e da resposta dos bidtipos a aplicacdo de glifosato,
iodosulfurom-metilico e piroxsulam, apds tratamento com inibidor de metabolismo da
cyt-P450 monooxigenase; e, avaliar o valor adaptativo e a habilidade competitiva dos
biétipos de azevém resistente e suscetivel ao herbicida glifosato, iodosulfurom-
metilico e piroxsulam. Foram conduzidos experimentos em casa de vegetacdo e
laboratorio, utilizando-se sementes provenientes de plantas que sobreviveram ao
controle do glifosato e iodosulfurom-metilico suspeitas de resisténcia, coletadas em
lavouras no Estado do Rio Grande do Sul (RS) e Parana (PR). Os resultados permitem
concluir que o bidtipo de azevém 110 possui resisténcia multipla aos herbicidas
glifosato (EPSPs), iodosulfurom-metilico e piroxsulam (ALS) e resisténcia cruzada aos
herbicidas iodosulfurom-metilico e piroxsulam (ALS) dos grupos das sulfonilureias e
triazolopirimidinas e, o biotipo Susc é suscetivel ao glifosato e inibidores da enzima
ALS. O mecanismo de resisténcia ao glifosato do biétipo 110 ndo é devido a
insensibilidade da EPSPs ao glifosato. A resisténcia do bidtipo 110 é resultado da
insensibilidade da enzima ALS ao herbicida iodosulfurom-metilico sédio. O biétipo 110
nao apresenta metabolismo do glifosato, iodosulfurom-metilico e piroxsulam pelo
complexo cyt-P450 no que se refere a inibicdo por malathion ou butdxido de piperonila
(PBO). Nao ha diferenca na habilidade competitiva entre os bidtipos 110 e Susc.

Palavras-chave: azevém; resisténcia cruzada; valor adaptativo, mecanismos de
resisténcia.



Abstract

HENCKES, Jonas Rodrigo. Multiple resistance and competitive ability of Lolium
multiflorum Lam to glyphosate (EPSPs), iodosulfuron-methyl and piroxsulam
(ALS), 2018. 91f. Master of Science - Programa de Pés-Graduacgdo em Fitossanidade.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The herbicides inhibiting EPSPs and ALS are the most used for the control of ryegrass
in wheat and consequently result in the selection of naturally occurring resistant
biotypes in the environment. The identification and characterization of these biotypes
is fundamental for the management of the weed species. Thus, the objectives of the
research were to evaluate the occurrence of multiple and cross resistance in ryegrass
biotypes to ALS inhibitor herbicides and EPSPs; to verify the mechanism of resistance
in susceptible and resistant plants through the accumulation of shikimic acid in
response to application of glyphosate; of the activity of the enzyme ALS to
iodosulfuron-methyl and of the response of the biotypes to the application of
glyphosate, iodosulfuron-methyl and piroxsulam after treatment with cyt-P450
monooxygenase metabolism inhibitor; to evaluate the adaptive value and competitive
ability of ryegrass biotypes resistant to and susceptible to glyphosate, iodosulfuron-
methyl and piroxsulam herbicides. Experiments were conducted in a greenhouse and
laboratory, using seeds from plants that survived the control of the suspected
resistance of glyphosate and iodosulfurom-methyl, collected in crops in the State of
Rio Grande do Sul (RS) and Parana (Parana State). The results allow us to conclude
that ryegrass biotype 110 has multiple resistance to glyphosate herbicides (EPSPSs),
iodosulfurom-methyl and pyroxsulam (ALS), and cross-resistance to iodosulfurom-
methyl and pyroxsulam (ALS) herbicides of the sulfonylureas and triazolopyrimidines
groups, and Susc biotype is susceptible to glyphosate and ALS inhibitors. The
mechanism of glyphosate resistance of biotype 110 is not due to the insensitivity of
EPSPs to glyphosate. Resistance of the biotype 110 is a result of the insensitivity of
the ALS enzyme to the sodium iodosulfuromethyl methyl herbicide. The biotype 110
does not exhibit glyphosate, iodosulfuron-methyl and pyroxsulam metabolism by the
cyt-P450 complex with respect to inhibition by malathion or piperonyl butoxide (PBO).
There is no difference in the competitive ability between the 110 and Susc biotypes

Keywords: ryegrass; cross resistance; adaptative value, resistance mechanisms.
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1 INTRODUCAO

O azevém (Lolium multiflorum L.) é planta de inverno, com ciclo anual ou
bianual, ereta, glabra, capacidade de afilhamento, e morfologicamente variavel
(CARAMBULA, 2007). Possui folhas finas e laminadas, inflorescéncia em forma de
espiga do tipo distica, com 15 a 20 cm de comprimento, com espiguetas onde as flores
estdo inseridas. Cada flor possui duas glumas, uma palea e uma lema gque envolve a
cariopse. Possui fecundagéo cruzada, sistema radicular altamente ramificado e denso
com muitas raizes adventicias e fibrosas (POLOK, 2007; LORENZI, 2008;
AGOSTINETTO; VARGAS, 2009).

E a principal forrageira de inverno nos sistemas agricolas do Sul do Brasil,
devido as qualidades bromatoldgicas, baixo custo de producdo e potencial de
ressemeadura natural (AGUINAGA et al., 2008). Entretanto, pode ser considerada
planta daninha quando presente nos demais cultivos de inverno causando seérios
prejuizos a produtividade e a qualidade dos grdos colhidos devido a elevada
capacidade de competicdo (RIGOLI et al., 2008).

Devido a sua praticidade, eficiéncia e menor custo quando comparado a
outros métodos, o controle quimico se tornou o principal método de manejo para o
azevém. Porém, o uso intenso e repetido de mesma molécula herbicida,
especialmente em areas cultivadas com cereais de inverno selecionou biétipos de
azeveém resistentes, tornando o seu controle mais oneroso e dificil, devido ao baixo
namero de moléculas herbicidas existentes (POWLES, YU, 2010; KAUNDUN et al.,
2013). Atualmente, estudos comprovaram a ocorréncia de bidtipos de azevém com
resisténcia simples a herbicidas inibidores da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato sintase (EPSPs), acetolactato sintase (ALS) e acetil coenzima A carboxilase
(ACCase), e mais recentemente com resisténcia multipla aos herbicidas inibidores da
EPSPs e ACCase e também ALS e ACCase (HEAP, 2017).
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O manejo do azevém resistente torna-se dificil jA que muitas populacdes estao
adquirindo resisténcia aos poucos herbicidas pés-emergentes que existem no
mercado (KAUNDUN et al., 2013). Em 75 populacdes de azevém coletadas no leste
de Washington e Norte de ldaho, 25% sé&o resistentes a trés grupos quimicos dos
inibidores da ALS e 27% possuem resisténcia multipla, aos inibidores de ALS e da
ACCase (RAUCH et al., 2010).

O glifosato € um herbicida sistémico, ndo seletivo, translocado via xilema e
floema. Atua inibindo a enzima EPSPs bloqueando a rota do &cido chiquimico que faz
parte da rota de producdo de aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e
triptofano, e consequentemente de seus produtos finais como vitaminas, auxinas,
plastoquinonas, lignina, alcaléides, compostos fendlicos (flavondides). Estes
compostos sdo essenciais as plantas pois atuam tanto no metabolismo primario
responsavel pelo desenvolvimento e também no metabolismo secundario responséavel
pelo sistema de defesa das plantas. Desta forma, as plantas suscetiveis ao herbicida
morrem pela falta dos aminoacidos essenciais 0 que ocasiona o acumulo de acido
chiquimico, enquanto que, plantas resistentes ao glifosato acabam ndo acumulando o
mesmo. O acumulo de &cido chiquimico causa estresse oxidativo nas plantas através
da producédo de espécies reativas de oxigénio que sdo moléculas toxicas altamente
reativas, causando danos as estruturas celulares e até a morte celular (GILL ;TUTEJA,
2010)

O iodosulfurom-metilico e o piroxsulam pertencem ao mecanismo de acdo dos
inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS). O primeiro pertence ao grupo quimico
das sulfonilureias (SUs) e o segundo ao grupo das triazolopirimidinas (TPs). A atuacéo
destes herbicidas reduz ou bloqueia a atividade catalitica da enzima ALS resultando
na deficiéncia desses aminoacidos e, por consequéncia, interrompe a sintese de
proteinas, interferindo na sintese de DNA e no crescimento celular (TAN, 2006).

Existem dois tipos de resisténcia: a resisténcia cruzada e a mdltipla. A
resisténcia cruzada ocorre quando um biétipo € resistente a um Unico mecanismo de
acdo herbicida, pertencentes a dois ou mais grupos quimicos, com um ou mais
mecanismos de resisténcia. Ja a resisténcia multipla ocorre quando o bidtipo é
resistente a dois ou mais mecanismos de acao herbicida devido a um ou mais
mecanismos de resisténcia (AGOSTINETTO; VARGAS, 2014).
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Os mecanismos que conferem a resisténcia podem estar ou néo relacionados
com o local de acao dos herbicidas, originando a seguinte classificagcéo: resisténcia
relacionada ao local-alvo (Target site resistance - TSR) e resisténcia nao relacionada
aos local-alvo (Non Target site resistance - NTSR) (YU e POWLES 2014).

A TSR inclui os mecanismos de resisténcia conferidos por alteracdes no gene
que codifica a enzima alvo, reduzindo a eficacia do herbicida em inibir o sitio ativo
enzimatico; aumentando a expressao génica ou aumentando a atividade intrinseca da
enzima alvo, compensando a acéo inibitéria do herbicida (MASSA et al., 2011; YU, Q.;
HAN, H.; VILA-AIUB, M.M., 2010). O NTSR engloba mecanismos diversos, incluindo
absorcdo reduzida, translocacédo diferencial, sequestro e metabolizacdo das
moléculas herbicidas e dos compostos toxicos gerados pela acdo do herbicida como
os radicis livres (DELYE 2013).

A resisténcia associada a alteracdo no local de acdo do herbicida pode
representar mudanga na funcionalidade da enzima, resultando em insuficiente ou
excessivo produto da biossintese (VILA-AIUB et al., 2009). A alteracdo na enzima ALS
pode resultar em mudanca de afinidade tanto com o herbicida quanto pelos substratos
nas rotas que a ALS esta envolvida. A ocorréncia de mudancgas na ecologia e fisiologia
das plantas ocorrem em poucos tipos de mutagdo e normalmente sdo as mutacdes
gue ocorrem com menor probabilidade (YU; HAN; VILA-AIUB, 2010; LI et al., 2013).
Isso explica porque a evolugcédo nos casos de resisténcia aos herbicidas inibidores da
enzima ALS é a mais pronunciada, ou seja, a alteracdo mantém a funcionalidade
normal da planta, sem resultar em custo adaptativo (YU; HAN; VILA-AIUB, 2010).

A maior parte dos casos de resisténcia aos inibidores da enzima ALS
relatados envolvem unico ponto de mutagdo no gene alvo, que reduz a afinidade da
enzima ao herbicida (BURGOS et al., 2013). Alteracdes no local de acao geralmente
decorrem de mutac¢des nos genes que codificam a enzima (DEVINE; SHUKLA, 2000),
resultando em reducéo de sua afinidade com os inibidores, porém, com auséncia ou
reduzida perda da funcéo enzimética (TRANEL; WRIGHT, 2002).

Muitos dos estudos visam apenas elucidar o mecanismo relacionado ao local
alvo, e ndo examinam a resisténcia relacionada ao local ndo alvo (NTSR) de acdo do
herbicida (AHMAD-HAMDANI et al., 2013; BURGOS et al., 2013). Em alguns casos,
ambos mecanismos podem estar envolvidos, como no caso de Avena spp. resistente
aos inibidores da ACCase (AHMAD-HAMDANI et al., 2013). Portanto, € necessario
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examinar tanto o local alvo, como ndo alvo dos herbicidas, considerando a
possibilidade de coexisténcia (AHMAD-HAMDANI et al., 2013).

A comparacdo do valor adaptativo e habilidade competitiva do bidtipo
resistente em relacdo ao suscetivel sdo fatores que podem influenciar de forma
significativa na taxa de evolugéo da resisténcia e/ou frequéncia inicial, ou mesmo na
manuten¢cdo da proporgdo de plantas resistentes dentro da populagdo quando da
auséncia da pressdo de selecdo do herbicida (JASIENIUK; BRULE-BABEL;
MORRISON, 1996). O valor adaptativo do bidtipo refere-se ao sucesso evolutivo que
combina as caracteristicas de sobrevivéncia e reproducdo (HOLT; RADOSEVICH,
1983), ou seja, é a capacidade que o bibtipo possui, dentro da populacdo de plantas
daninhas, em manter ou aumentar sua propor¢cdo ao longo do tempo
(CHRISTOFFOLETI; WESTRA; MOORE, 1997).

Para comparar o valor adaptativo entre bidtipos resistentes e suscetiveis,
frequentemente séo utilizadas taxas de crescimento visando detectar diferencas entre
biétipos (HOLT; RADOSEVICH, 1983). Além desses estudos, € importante avaliar a
habilidade competitiva dos biétipos (WARWICK; BLACK, 1994), pois biétipos mais
adaptados sao normalmente mais competitivos e capazes de aumentar sua proporgao
ao longo do tempo, eliminando os individuos menos aptos a ocupar determinado nicho
ecoldgico (CHRISTOFFOLETI; WESTRA; MOORE, 1997).

Identificar as populacdes de plantas daninhas resistentes caracterizando-as e
também conhecer o mecanismo pelo qual as plantas de azevém apresentam reducao
de controle ao glifosato, iodosulfurom-metilico e piroxsulam é fundamental para propor
estratégias de manejo visando evitar a disseminagcdo da resisténcia dessa planta
daninha.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivos: avaliar a
ocorréncia de resisténcia multipla e cruzada em bidtipos de azevém aos herbicidas
glifosato (EPSPs), iodosulfurom-metilico e piroxsulam (ALS); verificar o possivel
mecanismo de resisténcia através do acumulo de chiguimato, atividade da enzima
ALS e da resposta dos bibtipos de azevém a aplicagdo de inibidores do metabolismo
da cyt-P450 monooxigenase; e, estimar o valor adaptativo e habilidade competitiva
dos bidtipos de azevém suscetivel e resistentes aos herbicidas glifosato (EPSPSs),

iodosulfurom-metilico e piroxsulam (ALS).



2 CAPITULO | — Resisténcia multipla de biotipos Lolium multiflorum L. aos
herbicidas glifosato (EPSPs), iodosulfurom-metilico e
piroxsulam (ALS)

2.1 Introducéao

O azevém (Lolium multiflorum L.) € planta anual, herbacea, alogama e
amplamente utilizado como planta forrageira (CARAMBULA, 2007). Esta espécie
adapta-se bem em solos de baixa e média fertilidade, responde a adubacéo, € de
facil multiplicacao e dispersao e esta presente em praticamente todas as lavouras,
pomares e vinhedos da regidao Sul do Brasil (VARGAS; MORAES; BERTO, 2007).
Embora o azevém possa ser reproduzido por afilhos, a principal forma de reproducéo
€ por meio de sementes, que permanecem viaveis no banco de sementes do solo por
dois a trés anos (GALVAN; RIZZARDI, 2012).

Seu desenvolvimento ocorre entre 0s meses de marco e novembro na regiao
Sul do Brasil, sendo considerada uma das principais plantas daninhas das culturas de
inverno, especialmente no trigo (VARGAS et al., 2007). A alta capacidade competitiva
do azevém em relacdo ao trigo resulta em sérios prejuizos a produtividade e a
qualidade dos gréos colhidos (RIGOLI et al., 2008), podendo reduzir a producdo do
trigo em até 70%. (VARGAS et al., 2013a).

Com a selecdo de azevém resistente ao glifosato o controle quimico do
azevém passou a ser realizado com herbicidas inibidores da ACCase, na dessecagéo
e pré-semeadura das culturas, e inibidores da ALS em pds-emergéncia do trigo e do
milho. O herbicida iodosulfurom-metilico, um dos poucos herbicidas seletivos para
aplicacdo em pés-emergéncia do trigo, passou a ser usado amplamente para controle
dessa espécie daninha. Isso ocasionou em maior da pressao de selecao resultando

no aumento dos casos de populacgdes resistentes ao iodosulfurom-metilico (MARIANI
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et al., 2016a). Em substituicdo ao iodosulfurom-metilico, os produtores passaram a
usar o piroxsulam, resultando no surgimento de plantas resistentes num curto periodo
de tempo.

Os relatos de resisténcia de azevém se tornaram frequentes nos ultimos anos.
No Brasil estdo registrados biétipos com resisténcia simples aos inibidores das
enzimas EPSPs, ACCAse e ALS e resisténcia multipla a EPSPs e ACCase, ACCase
e ALS e EPSPs e ALS (dados deste trabalho) (HEAP, 2017). Este fato preocupa, pois,
as alternativas de manejo quimico das populacdes resistentes sdo cada vez mais
escassas. Além disso, as falhas de controle resultam em perdas de produtividade das
culturas e aumento do custo de producéo, em fungédo da necessidade de aplicacao de
herbicidas com diferentes mecanismos de acéo, ou o uso de ferramentas do manejo
integrado.

Para confirmar a ocorréncia de resisténcia, deve-se realizar ensaios com
curva dose-resposta, determinando-se a dose necessaria para promover o controle
de 50% da populacéo (Cso) e a dose necesséria para reduzir em 50% a producéo de
massa da matéria seca da populacdo (MSso) (GAZZIERO et al., 2009). O
conhecimento destas variaveis permite o calculo do fator de resisténcia (FR), que se
refere ao nUmero de vezes que a dose necessdria para o controle da populacéo
resistente € maior do que a dose que causa o0 mesmo efeito na populagéo suscetivel
(HALL; STROME; HORSMAN, 1998).

Diante disso, este trabalho teve por hip6tese que ha bibtipos de azevém com
resisténcia multipla aos herbicidas glifosato (EPSPs), iodosulfurom-metilico e
piroxsulam (ALS) e que estes necessitam maior dose dos herbicidas que o bibtipo
suscetivel para controlar 50% da populagdo e/ou reduzir em 50% a producgdo de
massa seca da parte aérea. Ja o objetivo foi avaliar e comprovar a ocorréncia de
resisténcia multipla e cruzada em bidtipos de L. multiflorum aos herbicidas glifosato

(EPSPs), iodosulfurom-metilico e piroxsulam (ALS).

2.2 Material e métodos

Foram conduzidos trés experimentos, em casa de vegetacdo, no Centro de
Estudos em Herbologia (Ceherb), da Universidade Federal de Pelotas, Capao-do-
Ledo-RS. O experimento | (El) foi realizado de marco a junho de 2016 com objetivo

de identificar bi6tipos com resisténcia multipla. Foram avaliados 26 biétipos oriundos
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de diversas regides do Rio Grande do Sul e do Parand, que sobreviveram a aplicacdes
de campo com glifosato e iodosulfurom-metilico e assim suspeitos de possuirem
resisténcia a esses herbicidas (Tabela 1). Para avaliar os biodtipos as sementes
coletadas foram semeadas em bandejas de polietileno (9,7cm de altura x 30cm de
largura x 49cm de comprimento), contendo substrato comercial Mac Plant®, com

espacamento entre linhas de 10cm.

Tabela 1 - Localizagao dos bittipos de azevém (Lolium multiflorum) submetidos a aplicacdo de 2160g
e.a. ha-1 de glifosato, de 5g i.a. ha-1 de iodosulfurom-metilico. FAEM/UFPel, Capéao do
Ledo/RS, 2016.

Coordenadas Geograficas

Municipio Biotipo

Latitude Longitude
Victor Graeff 16 28°34'43” 52044°03”
Espumoso 21 28°44'10” 52048'03”
Santo Augusto 26 29°57'27” 53°49’57”
Santo Augusto 28 27°55'04” 53°50'44”
Salto do Jacui 37 29°05'33,5” 53°11'47,5”
Salto do Jacui 38 29°04'37,5” 53°07'39,3”
Jacuizinho 39 29°04'37,7” 53°03'49,7”
Jari 40 29°32'97,3” 54°32'13,59”
Jari 41 29°32'97,3” 54.32,1'35,9”
Cruz Alta 42 28°34'59” 53°37'27”
Joia 43 28°83'15,88” 54°06'21,04”
Joia 44 28°83'15,88” 54°06'21,04”
Salto do Jacui 45 29°07'28” 53°7'52”
Salto do Jacui 46 29°07'25” 53°7'56”
Boa vista do
Cadeado 47 28°40'38” 53°48'20”
Salto do Jacui 48 29°05'30,9” 53°12'12,4”
Tupancireta 49 28°59'67,5” 54°17'047”
Boa Vista do
Cadeado 50 28°40'39” 53°48'17”
Tupancireta 51 28°59'67,5” 54°17'047”
Campo Bonito 52 25°08'99,22” 52°97'59,96”
Cascavél 53 25°18,6'06,60” 53°27,8'56,90”
Vera Cruz do
Oeste 54 23°06'22,11” 53°96'37,04”
Cascavél 55 24°96,7'40,10” 53°20,3'32,80”
Salto do Jacui 60 29013'54” 53021'75”
Roncador 110 24°35'23,93” 52°15'02,12”
Roncador Susc 24°31'08,59” 52°15'38,8”
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O delineamento experimental utilizado foi completamente casualizado, com
quatro repeticdes. Quando as plantas atingiram estadio vegetativo de 3-4 folhas
realizou-se a aplicacdo dos tratamentos (Tabela 2). Utilizou-se a maior dose
registrada de cada herbicida, uma vez que para classificar uma planta como
resistente a herbicidas, ela devera sobreviver e se reproduzir apés exposicdo a
dose de registro do produto para controle da espécie, obedecendo aos critérios
de aplicacdo (estaddio vegetativo indicado, condi¢cbes de clima, entre outros)
(GAZZIERO et al., 2009).

Tabela 2- Doses dos herbicidas utilizadas para a selecao dos biétipos de azevém (Lolium multiflorum)
suspeitos de resisténcia. FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2016.
Glifosato (g e.a ha?) lodosulfurom-metilico (g i. a ha1)! Piroxsulam (g i. a ha)?

2160 5 18
10,3% v/v de Hoefix® e 20,4% v/v 6leo vegetal (Veget Qil®).

A aplicacdo dos tratamentos foi realizada com pulverizador costal,
pressurizado a CO2, calibrado para proporcionar volume de aplicacdo de 120L ha,
equipado com pontas de pulverizagcdo do tipo leque 110.015. No momento da
aplicacao a temperatura era de 23°C, com umidade relativa de 71%.

Aos 28 dias apos o tratamento (DAT) foi avaliado o controle visual (%) de
acordo com SBCPD (1995), onde 0 significou auséncia de sintomas e 100 a morte
das plantas. Os bi6tipos que sobreviveram aos tratamentos foram identificados como
resistentes e os que foram controlados, como suscetiveis. Os dados obtidos foram
analisados através da estatistica descritiva, e por fim, foram selecionados os biétipos
com maior sensibilidade (Susc) e agueles com menor sensibilidade (110) para serem
usados nos estudos posteriores. Na escolha dos biétipos também foi considerado a
maior proximidade geografica possivel, buscando-se reduzir efeito do ambiente e
diversidade genética.

O experimento Il (Ell) foi realizado no periodo de margo a junho de 2017 com
0 objetivo de comprovar a resisténcia das plantas testadas e selecionar as plantas
mae dos bidtipos para a aplicacdo da curva dose-resposta (Elll). O delineamento
experimental utilizado foi de blocos casualizados, com quatro repeticbes. As unidades
experimentais constituiram-se de vasos plasticos com capacidade volumétrica de
700mL, os quais continham substrato comercial Mac Plant®. Inicialmente, foram
semeadas quatro sementes por vaso e, posteriormente, quando as plantas

apresentavam duas folhas, realizou-se desbaste, deixando-se uma planta por vaso.
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Quando as plantas atingiram estadio vegetativo de seis afilhos realizou-se a
separacao de quatro deles. Assim, obteve-se a planta mée que ficou com dois afilhos
e nao recebeu aplicacdo de herbicida, e os quatro afilhos que foram separados para
a aplicacédo dos herbicidas para confirmacéo da resisténcia. Os quatro afilhos foram
imediatamente transplantados, de forma individual, em novos vasos, obtendo-se um
afilho por vaso (repeticdo) contendo o0 mesmo substrato. Posteriormente, aguardou-
se periodo de 20 dias, para enraizamento dos afilhos, e aplicou-se os tratamentos
herbicidas (Tabela 2). Foi realizada aplicacdo dos tratamentos e avaliagdo do controle
de forma semelhante aquela descrita anteriormente.

No experimento Il (Elll) o objetivo foi avaliar e comprovar a ocorréncia de
resisténcia multipla e cruzada do bidtipo com suspeita de resisténcia aos herbicidas
glifosato (EPSPs), iodosulfurom-metilico e piroxsulam (ALS). Para este experimento
as plantas mae, cujos afilhos sobreviveram a aplicacado (Ell) comprovando serem
resistentes, foram transplantados para vasos com capacidade volumétrica de 4L,
contendo solo tipo Argissolo Vermelho-Amarelo e substrato comercial Mac Plant® na
proporcdo de 3:1. Adotou-se esse procedimento para todas as plantas mae dos
biétipos avaliados. Induziu-se nas plantas transplantadas a producao de afilhos com
a aplicacdo de adubacao nitrogenada e desbaste. Novamente os afilhos produzidos
foram separados e transplantados para vasos de 700ml contendo solo e substrato. 20
dias apos o transplante, organizou-se 0s mesmos para as aplicacdes dos tratamentos

herbicidas que compuseram as curvas dose-resposta (Tabela 3).

Tabela 3 - Doses dos herbicidas utilizadas para o experimento de curva dose-resposta. FAEM/UFPel,
Capéo do Ledo/RS, 2017.

Glifosato (g e.a hat) lodosulfurom-metilico (g i. a hat)? Piroxsulam (g i. a hat)?
0 0 0

90 1,25 4,5

180 2,5 9

360 5 18

720 10 36
1440 20 72
2880 40 144
5760 80 288
11520 160 576

10,3% v/v de Hoefix® e 20,4% v/v 6leo vegetal (Veget Qil®).

As variaveis avaliadas nesse experimento foram controle (C) e massa da

matéria seca da parte aérea (MMSPA). O C foi avaliado visualmente, por dois
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avaliadores, aos 14, 21 e 28 DAT, utilizando-se escala percentual de acordo com
SBCPD (1995). Aos 28 DAT, realizou-se a colheita das plantas, cortando-se rente a
superficie do solo, para determinacdo da MMSPA. O material vegetal foi submetido a
secagem em estufa de circulacéo forcada de ar a 60°C, até obter-se massa constante,
quando o material foi pesado e o valor transformado para MMSPA plantal. Os
resultados da MMSPA foram transformados para valores percentuais em relagéo a
testemunha, considerada 100%.

Os dados foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e,
posteriormente, submeteu-se 0s mesmos a analise de variancia individual para cada
herbicida (p<0,05). No caso de ser constatada significancia estatistica, realizou-se
analise de regressao para doses e bibtipos, com auxilio do programa SigmaPlot 12.5
(SIGMAPLOT, 2013), ajustando-se os dados a equacao de regressado sigmoidal do
tipo logistico (SEEFELDT; JENSEN; FUERST, 1995).

y=a/[l+ (x/Xo)]
onde: y = porcentagem de controle ou de reducdo da MMSPA; x = dose do herbicida;
e a, X0 e b = parametros da equacédo, sendo que a € a diferenca entre os pontos
maximo e minimo da curva, x0 é a dose que proporciona 50% de resposta da variavel
e b é a declividade da curva.

Os valores da dose necesséria para promover o controle de 50% da populagéo
(Cs0) e da dose necesséria para reduzir em 50% a produgcédo de massa da matéria
seca da populacdo (MSso) foram obtidos através do calculo aritmético do valor
necessario para promover 50% da resposta, de acordo com os parametros gerados
nas equacdes das curvas. A partir dos valores de Cso e MSso, obtiveram-se o fator de
resisténcia (FR) que se refere ao nimero de vezes que a dose necessaria para o
controle da populacao resistente € maior do que a dose que causa o0 mesmo efeito na
populacao suscetivel para cada bi6tipo suspeito de resisténcia em comparagdo com
0 suscetivel. Para utilizagdo do FR, foi necessario verificar o intervalo de confianca

(p<0,05) do bidtipo suscetivel em relacdo ao resistente.

2.3 Resultados e discussao

No El, verificou-se que, dentre os 26 bibétipos estudados, somente um
sobreviveu as aplicagcbes de glifosato, iodosulfurom-metilico e piroxsulam,

correspondendo a 3,85 % dos bidtipos testados (Tabela 1). Seguindo-se os
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critérios estabelecidos no material e métodos, foi escolhido o bi6tipo 110 como
resistente e o Susc como sensivel.

No Ell, ndo se verificou sintomas de fitotoxicidade nos afilhos do bi6tipo 110 em
resposta aos tratamentos contendo 2160g e.a. ha' de glifosato, 5g i.a. ha? de
iodosulfurom-metilico e 18g i.a ha! de piroxsulam resultando em néo significancia
estatistica dos dados. Estes resultados evidenciam que o bidtipo possui resisténcia
aos trés herbicidas avaliados, confirmando o primeiro caso de azevém com resisténcia
multipla aos inibidores da ALS e EPSPs. O biotipo Susc foi controlado por todos os
herbicidas.

Para experimento de curva de dose-resposta (Elll), a andlise de variancia
demonstrou interacdo entre os fatores bidtipos e doses para todas as variaveis
analisadas, indicando que dentro de cada biétipo ha resposta diferencial a cada dose
herbicida aplicada (Figura 1, 2, 3, 4,5 e 6; Tabela 4 e 5). Observou-se comportamento
sigmoidal ao longo dos periodos de avaliacdo para as variaveis controle e MMSPA
para glifosato, iodosulfurom-metilico e piroxsulam. Os valores do coeficiente de
determinacdo (R?) variaram de 0,96 a 0,98, demonstrando alto ajuste dos dados ao
modelo. A partir das equacdes, calcularam-se os valores de Cso e MSso para 0s
bi6tipos de azevém suscetivel (Susc) e resistente (110).

Para o bidtipo Susc aos 28 DAT, obteve-se 50% de controle com a dose
de 869 e.a. ha! de glifosato (Figura 1). J& para o biétipo 110, na mesma época
de avaliacdo, obteve-se 50% de controle com a dose de 1358g e.a. ha' de
glifosato. Ou seja, foi necesséaria dose 50 vezes maior de glifosato para se obter
0 mesmo efeito no bidtipo resistente do que para o suscetivel. Salas et al. (2015)
identificaram que para controlar 50% do bidtipo sensivel de L. perenne spp
multiflorum foram necessérias doses de glifosato de 1849 e.a. hale de 1524 a
2719g e.a. ha' para os bhibtipos resistentes. Resultados semelhantes foram
encontrados para biotipos de L. rigidum onde foram necessarias 117,74 e
2712,05g e.a. ha'l de glifosato para controlar 50% do biétipo suscetivel e
resistente, respectivamente (FERNANDEZ-MORENO; BASTIDA; DE PRADO,
2017).

A translocacédo reduzida do herbicida e a mutacdo na enzima alvo (EPSPS)
tem sido 0os mecanismos mais comuns em plantas daninhas resistentes ao glifosato
(POWLES; PRESTON, 2006). A quantidade reduzida de glifosato que atinge o local
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alvo, devido ao rapido sequestro no vacuolo, foi relatado em Lolium spp, conferindo
um FR de 14 vezes ao glifosato (GE et al., 2012).

100 + —O

80
g
o 60 -
o
=
(@]
O 40 -

20 ®  Suscy=100/[1+(x/85,91) %% R?=0,99

O 110 (R) y= 103,86/[1+(x/1358) 1 R?=0,97
0 -
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Glifosato g e.a ha™

Figura 1 — Controle (%) de biétipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel (Susc) e resistente (110),
em funcdo da aplicacdo de glifosato, aos 28 dias apés o tratamento (DAT). FAEM/UFPel,
Capao do Ledo/RS, 2017. Os pontos representam os valores médios das repeticdes e as
barras verticais os intervalos de confianca (p<0,05).

Na avaliacdo da MMSPA, verificou-se comportamento decrescente nas
curvas sigmoidais, indicando que o aumento na dose do herbicida glifosato para
ambos os biétipos, Susc e 110, reduziu o acimulo de MMSPA (Figura 2). No entanto,
esta reducado da MMSPA foi mais pronunciada no bi6tipo suscetivel.

A dose de glifosato que causou 50% de reducdo da MMSPA (MSso) do biotipo
Susc foi de 6,159 e.a. ha'! e do biétipo 110 foi de 8869 e.a. hal, respectivamente.
Desta forma, é necessaria dose 144 vezes maior para o biétipo 110 em comparacao
ao Susc, para se obter o mesmo resultado (Tabela 5). A dose de glifosato necessaria
para reducdo de 50% da MMSPA de bidtipos de Lolium perene spp multiflorum
resistentes variou de 726 a 1264g e.a. ha* (SALAS et al., 2015) e foi de 637,83¢g e.a.

hal para bi6tipo resistente de Lolium rigidum (FERNANDEZ-MORENO; BASTIDA;
DE PRADO, 2017).
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Ao analisar o valor do FR para o glifosato, observou-se que para se obter
controle equivalente do bi6tipo 110 aos 28 DAT foi necessaria dose de glifosato
15,8 vezes aquela necessaria para o biétipo Susc (Tabela 4). Resultados similares
foram encontrados em estudos com bidtipos de Lolium perene spp. multiflorum
resistentes a glifosato que tiveram FR variando de 8 a 15 (SALAS et al., 2015) e
em Lolium rigidum com FR de 23,04 (FERNANDEZ-MORENO; BASTIDA; DE
PRADO, 2017). Ja, para o iodosulfurom-metilico e piroxsulam néo foi possivel
calcular o FR pois ele é calculado partir dos valores de Cso e as doses utilizadas néo

atingiram 50% de controle para o biotipo resistente.

Tabela 4 - Dose do herbicida que promove o controle de 50% da populagéo (Cso) e fator de resisténcia
(FR) de bidtipos de azevém (Lolium multiflorum), em resposta a aplicagdo de diferentes
doses do herbicida glifosato, avaliado aos 28 DAT. FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2017.

Cso
Biotipo ge.a. hal 95 % IC FR!
Susc 85,92 63,44 - 106,56 -
110 1358,2 1149 - 1566 15,8

IFator de resisténcia ao herbicida glifosato dos biétipos de azevém, obtido da divisédo do Iso do biétipo
resistente (110) em relagao ao biodtipo suscetivel ao herbicida (Susc).

100 A
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S 60 -
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Q 110 (R) y= 100/[1+(x/885,66)"°4] R’=0,98
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Figura 2 — Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) de biétipos de azevém (Lolium multiflorum)
suscetivel (Susc) e resistente (110), em resposta a aplicacdo de diferentes doses do
herbicida glifosato avaliada aos 28 DAT. FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2017. Os pontos
representam os valores médios das repeticbes e as barras verticais os intervalos de
confianga (p=<0,05).
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O controle do bidtipo 110 utilizando os herbicidas iodosulfurom-metilico e
piroxsulam foi insatisfatorio, atingindo niveis inferiores a 40% (Figura 3 e 4). A
aplicacdo de 160g i.a ha! de iodosulfurom-metilico e 5769 i.a ha de piroxsulam, que
correspondem a 32 vezes a dose comercial, ndo foram eficientes, resultando em
menos de 50% de controle nesse bibtipo (Figura 3 e 4). Esse comportamento
geralmente indica que o mecanismo de resisténcia esteja relacionado com mutacéo
no gene que codifica a ALS resultando na insensibilidade da enzima ALS aos
herbicidas iodosulfurom-metilico e piroxsulam (YU; POWLES, 2013a) pois 0 aumento
da dose néo resulta em aumento de controle.

O Cso do biétipo Susc foi de 1,3g i.a ha de iodosulfom-metilico, de 3g i.a.ha
! de piroxsulam e o Ceo ocorreu a partir de 2g i.a.ha? de iodosulfurom-metilico e 5g
i.a.hal de piroxsulam (Figura 4). Mariani et al. (2016a), trabalhando com Lolium
multiflorum obtiveram Csode 1,93g i.a ha de iodosulfurom-metilico. Em outro trabalho
realizado com Lolium multiflorum Ulzurrun e Leaden, (2012) obtiveram um FR de 26,1
utilizando o piroxsulam, demonstrando alto nivel de resisténcia aos herbicidas
inibidores da ALS.

Os diferentes resultados obtidos pelos autores podem estar relacionados com
as diferentes condi¢c6es ambientais dos locais onde os experimentos foram realizados
e/ou com as diferentes formula¢des dos herbicidas e condi¢cbes de aplicagdo e com o
estadio vegetativo dos bi6tipos e, também, com o mecanismo que confere a
resisténcia.

O alto grau de resisténcia evidenciado no bi6tipo 110 indicou que o
mecanismo de resisténcia envolvido possa ser resultante da acdo de dois ou mais
mecanismos de resisténcia, pois 0 mesmo apresentou comportamento diferente
mediante a aplicagédo dos inibidores da ALS e inibidor da EPSPs, sendo que a partir
de 3900g e.a. ha' de glifosato é possivel obter controle acima de 90% do biétipo
110(Figura 1). Esse resultado evidenciou a possibilidade de estar ocorrendo
resisténcia ao local ndo-alvo (NTSR) que pode ser devido principalmente a absorgéo
reduzida, translocacgao diferencial ou sequestro e metabolizagéo do herbicida ou dos
compostos toxicos gerados pela acéo do herbicida responsaveis pela morte da planta.
Ja os inibidores da ALS mesmo em doses muito elevadas ndo apresentaram aumento
do percentual de controle o que pode ser conferido pela mutacdo da enzima ALS que
a torna insensivel e impede qualquer acdo do herbicida.
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A explicac@o para niveis diferenciais de resisténcia pode estar relacionada
com o aminoacido alterado na enzima ALS, que é capaz de afetar em diferentes graus
a afinidade da enzima com a molécula herbicida (MARIANI et al.,, 2016a). Os
herbicidas inibidores da ALS resultam de niveis extremamente elevados de
resisténcia, frequentemente maiores que 100 (GRESSEL, 2000). Ou seja, séo
considerados altos em relacdo ao herbicida glifosato que geralmente possui fator de
resisténcia baixo, apesar de Yu et al. (2015), terem encontrado fator FR de 182 para

o glifosato (com base no Cso) em trabalho realizado com Eleusine indica.
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Figura 3 — Controle (%) de biétipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel (Susc) e resistente (110),
em funcéo da aplicacdo de iodosulfurom-metilico, aos 28 dias apds o tratamento (DAT).
FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2017. Os pontos representam os valores médios das
repeticdes e as barras verticais os intervalos de confianga (p<0,05).
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Figura 4 — Controle (%) de biétipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel (Susc) e resistente (110),
em fungdo da aplicagdo de piroxsulam, aos 28 dias apds o tratamento (DAT). FAEM/UFPel,
Capao do Ledo/RS, 2017. Os pontos representam os valores médios das repeticdes e as
barras verticais os intervalos de confianca (p<0,05).

Com relacdo a MMSPA, a MSso do biétipo Susc foi de 0,17 e 2,15¢g i.a. ha
para o iodosulfurom-metilico e piroxsulam, respectivamente, e de 240 e 575g i.a. ha'*
para o biétipo 110, obtendo-se FR de 1411,7 e 276,4 (Figura 5 e 6, tabela 5). As doses
para controle do bidtipo Susc ficaram abaixo das doses recomendadas em bula

demonstrando que o mesmo tem alta sensibilidade a esses herbicidas.
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Figura 5 — Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) de biétipos de azevém (Lolium multiflorum)
suscetivel (Susc) e resistente (110), em resposta a aplicacdo de diferentes doses do
herbicida iodosulfurom-metilico avaliada aos 28 DAT. FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS,
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. Os pontos representam os valores médios das repeticbes e as barras verticais 0s

intervalos de confiancga (p<0,05).
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Figura 6 — Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) de biotipos de azevém (Lolium multiflorum)
suscetivel (Susc) e resistente (110), em resposta a aplicagdo de diferentes doses do
herbicida piroxsulam avaliada aos 28 DAT. FAEM/UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2017. Os
pontos representam os valores médios das repeticdes e as barras verticais os intervalos de
confianga (p<0,05).
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Os valores de MSso diferem dos valores de Cso, mas juntos, eles fornecem
melhor imagem da resposta dessas plantas aos herbicidas utilizados. Estes nos
informam sobre a proporcdo de plantas que se espera que sobrevivam a uma
aplicacao (SALAS et al., 2015).

Considerando os valores de MSso e 0s FR calculados para os trés herbicidas,
confirmou-se que o bibtipo testado possui resisténcia mdultipla aos herbicidas
inibidores da EPSPs e ALS e ainda resisténcia cruzada aos herbicidas inibidores da
ALS dos grupos das sulfonilureias (SUs) e triazolopirimidinas (TPs). Através de grande
variedade de espécies de plantas daninhas, sdo documentados diferentes padrées de
resisténcia cruzada aos inibidores de ALS dentro das popula¢des devido as diferentes
substituic6es em um dos oito residuos de aminoacidos conservados (HAN et al., 2012;
YU e POWLES 2014). De acordo com Devine e Eberlein, 1997, existe tendéncia geral
de resisténcia cruzada entre herbicidas do grupo das SUs e TPs. Isso ocorre pois
parece provavel que as TPs se ligam a ALS de forma semelhante ao SUs. (COBB e
READE., 2010).

Geralmente, o padrdo de resisténcia cruzada € atribuido por uma dada
mutacgdo na enzima ALS e é inferido por sua posi¢cao no gene (YU; POWLES, 2013).
Por exemplo, em plantas homozigotas de R. raphanistrum resistentes a ALS foi
identificada mutacdo em Asp-376-Glu que resultou em FR > 100 aos herbicidas dos
grupos das SUs e TPs (com base em Cso) (YU et al., 2012).

Tabela 5 — Dose necessaria para reducdo de 50% da massa da matéria seca (MSso), com intervalos
de confianga (IC) e fator de resisténcia (FR) dos bidtipos de azevém (Lolium multiflorum)
suscetivel (Susc) e resistente (110), em resposta a aplicacao de diferentes doses do
herbicida glifosato, iodosulfurom-metilico e piroxsulam avaliado aos 28 dias apés o
tratamento (DAT). FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2017.

Glifosato
Biotipo gi.ahat 95 % IC FR!
Susc 6,15 0,5-11,8 -
110 886 775 -996,6 144,06
lodosulfurom-metilico
Susc 0,17 0,05-0,29 -
110 240 90 - 389,94 1411,76
Piroxsulam
Susc 2,15 0-4,89 -
110 575 276 - 874 267,44

IFator de resisténcia dos biotipos de azevém, obtido da divisdo do Iso do biétipo resistente (110) em
relacdo ao bidtipo suscetivel ao herbicida (Susc).
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A variabilidade genética natural existente em qualquer populacdo de plantas
daninhas é responsavel pela fonte inicial de resisténcia (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-
OVEJERO, 2003). Assim, todas as populacdes de plantas daninhas, independente da
aplicacdo de qualquer produto, provavelmente contém plantas (biétipos) que sao
resistentes a herbicidas (KISSMANN, 1996). Ja o acumulo de mecanismos multiplos
de resisténcia € uma ocorréncia comum, em particular nas espécies de polinizacédo
cruzada como o azevém, produzindo maiores niveis de resisténcia em resposta a
pressédo continua de selecéo do glifosato (SAMMONS; GAINES, 2014) o que aumenta
a dificuldade do controle dessas plantas e também o gerenciamento da resisténcia
nas lavouras.

Os casos de resisténcia multipla estdo se tornando cada vez mais constantes
nos ultimos anos reduzindo as opc¢des de controle quimico. Dessa forma manejo
quimico de azevém para estas popula¢cdes deve ser mais criterioso e fundamentado
em herbicidas com diferentes mecanismos de ac¢édo, pois como demonstrado o
aumento da dose dos herbicidas utilizados ndo é economicamente viavel. O uso de
doses mais altas também aumenta a presséo de selecdo o que acelera a evolucéo
das populacdes resistentes (VARGAS et al., 2013b). Nao obstante, o uso de diferentes
métodos de controle de plantas daninhas (como, por exemplo, métodos fisicos para
evitar a producao de sementes dos bidtipos resistentes) € fundamental para evitar a
selecdo, a multiplicacdo e a dispersdo de plantas resistentes. Estudos mais
aprofundados devem ser realizados de forma a identificar os possiveis mecanismos
de resisténcia desses biodtipos buscando realizar o manejo de forma mais adequada

evitando a disseminacao desses biotipos resistentes nas lavouras.

2.4Conclusodes

O bidtipo de azevém 110 possui resisténcia multipla aos herbicidas glifosato
(EPSPs), iodosulfurom-metilico e piroxsulam (ALS) e resisténcia cruzada aos
herbicidas iodosulfurom-metilico e piroxsulam (ALS. O biotipo Susc € suscetivel ao

glifosato, iodosulfurom-metilico e piroxsulam.



3 CAPITULO Il — Mecanismo de resisténcia de Lolium multiflorum L. aos
herbicidas glifosato (EPSPs), iodosulfurom-metilico e

piroxsulam (ALS)

3.1 Introducéo

O azevém (Lolium multiflorum L.) tem grande destaque por ser importante
forrageira e também por ser fonte de palha para o sistema de plantio direto, sendo
cultivada em diversas regides de clima temperado (LUBBERSTEDT; SCHEJBEL,
BACH, 2003). Por outro lado, apesar da sua importancia, pode se constituir em uma
planta daninha em culturas como o milho e o trigo (ROMAN et al., 2004), ou em
pomares, especialmente no Sul do Brasil (VARGAS et al., 2005), competindo com as
culturas pelos recursos do meio e, consequentemente, reduzindo a produtividade. No
Brasil o primeiro caso de azevém resistente a herbicidas foi relatado em 2003, onde
foram identificados biotipos resistentes ao glifosato em lavouras de culturas anuais e
em pomares. Em 2010 foi documentado o primeiro caso de azevém resistente a ALS
e em 2017 foi realizado o primeiro relato de resisténcia multipla de azevém aos
inibidores da EPSPs e ALS (HEAP,2017).

O glifosato € um herbicida que atua inibindo a enzima EPSPs, impedindo a
biossintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, necessarios
para a sintese de proteinas, ocasionando o aumento do acido chiquimico, esse
relacionado com o declinio de produtos intermediarios da fixagcdo de carbono e a
reducdo da fotossintese (DUKE; POWLES, 2008).

A determinacgéo dos niveis de acido chiquimico € uma das estratégias para
avaliar o mecanismo de resisténcia ao glifosato sendo uma alternativa rapida e
eficiente (NOL et al., 2012). Uma das respostas da aplicacao de glifosato € o acumulo

de &cido chiquimico nos tecidos das plantas e esse acimulo normalmente é maior em
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bidtipos suscetiveis em comparag¢do com os bibtipos resistentes da mesma espécie.
Em bidtipos de Conyza bonariensis, observou-se acumulo diferencial de &cido
chiguimico em que o bidtipo suscetivel acumulou 360% mais acido chiquimico, em
comparacao com o bidtipo resistente ao glifosato (CARDINALI et al., 2015). Porém
como ambos acumularam &cido chiguimico o mecanismo de resisténcia nestas
plantas ndo € devido a insensibilidade total da EPSPs ao glifosato.

Os herbicidas inibidores da ALS agem inibindo a enzima acetolactato sintase,
também conhecida como acetohidroxiacido sintase (AHAS), interrompendo a sintese
dos aminoacidos valina, leucina e isoleucina (VARGAS et al., 2009). A identificacdo
do mecanismo de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS em plantas pode ser
determinada pela atividade da enzima ALS, através do acumulo de acetoina na
presenca e auséncia da molécula herbicida inibidora da enzima, em que apenas
plantas resistentes acumulam acetoina (GERWICK; MIRELES; EILERS, 1993).
Entretanto, a maior parte dos estudos demonstra ndo haver grandes mudancgas na
afinidade da enzima pelo substrato em plantas resistentes (EBERLEIN et al., 1997,
PRESTON et al., 2006; ASHIGH; TARDIF, 2007; CECHIN et al., 2017).

A resisténcia causada por incremento de metabolizacdo de herbicidas pode
ser estudada utilizando-se inibidores especificos do cyt-P450. A aplicacao prévia de
inibidores de metabolizacdo pode reduzir parcial ou totalmente a expressdo de
enzimas detoxificantes e, por consequéncia, reduzir o fator de resisténcia dos bibtipos
analisados (LETOUZE; GASQUEZ, 2003; MATZENBACHER, 2012). A metabolizacao
de herbicidas pode ocorrer pela agdo do complexo de cyt-P450 monooxigenase ou S-
transferase de glutationa, cujas plantas resistentes adquirem a capacidade de
desintoxicar o herbicida mais rapidamente do que as suscetiveis (ROSO e VIDAL,
2010). Nao obstante, bidtipos de Eleusine indica ndo apresentam metabolismo do
glifosato, mediante a aplicacdo prévia do inibidor do complexo cyt-P450 malathion
(ULGUIM et al., 2017).

O mecanismo de resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas é importante
e determina o nivel em que resisténcia é expressa no campo (POWLES e YU, 2010).
Dessa forma, as hipoteses desse trabalho foram que o biGtipo suscetivel apresenta
maior acumulo de acido chiquimico comparado aos bidtipos resistentes, quando
submetidos a aplicacdo de glifosato, a atividade da enzima ALS € alterada pela

resisténcia ao iodosulfurom-metilico em biétipos de azevém e os biétipos de azevém
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nao apresentam alteracdo na metabolizagdo dos herbicidas glifosato, iodosulfurom-
metilico e piroxsulam. Sendo assim, objetivou-se com esse trabalho verificar o
mecanismo de resisténcia através do acumulo de acido chiquimico em resposta a
aplicacdo de glifosato; da atividade da enzima ALS em bidtipo resistente ao
iodosulfurom-metilico e, da resposta dos biétipos mediante a aplicagdo de glifosato,
iodosulfurom-metilico e piroxsulam apds tratamento com inibidor de metabolismo da

cyt-P450 monooxigenase.

3.2 Material e métodos

Para este estudo foram realizados trés experimentos que sédo apresentados a
seguir. A producéo dos afilhos e as condi¢bes de aplicacdo do herbicida glifosato,
iodosulfurom-metilico e piroxsulam foram realizadas de modo idéntico ao descrito no

Capitulo I.

3.2.1 Bioensaio de quantificacdo in vivo de acido chiquimico

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente ao
CEHERB/FAEM/UFPel em delineamento experimental de blocos completamente
casualizados, com oito repeticbes. Os tratamentos foram arranjados em esquema
trifatorial 2 x 9 x 3, onde o fator A foi constituido de dois bi6tipos de azevém: suscetivel
(Susc) e resistente (110); B nove doses de glifosato: 0; 180; 260; 720; 1440; 2880;
5760 e 11520g e.a. ha'; e, C épocas de avaliacdo: 24, 48 e 96 horas ap6s o
tratamento (HAT).

A extracao do acido chiquimico foi realizada de acordo com Singh e Shaner
(1998), com modificagOes feitas por Perez-Jones et al. (2007). Para esta avaliagéo foi
coletada a quarta folha completamente expandida a partir do apice. O acido
chiquimico foi quantificado em espectrofotdmetro (Ultrospec 2000 UV/Visivel —
Pharmacia Biotech), medindo-se no comprimento de onda de 380nm (CROMARTIE;
POLGE, 2000), e a concentracdo (mg ml?) de solugcdo determinada a partir de curva
padrdo com diferentes concentracdes conhecidas de acido chiquimico, diluidas em
HCI (0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 e 200mg mlt).

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade, pelo teste de

Shapiro-Wilk e, posteriormente, submetidos a analise de variancia (p<0,05). No caso
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de significancia, procedeu-se com a analise de regresséo para os fatores épocas de
coleta do material vegetal e doses de glifosato, e para o fator bidtipos, procedeu-se a
comparacao da dose que proporciona 50% de acumulo de acido chiquimico (lso).

Aos dados obtidos foram ajustados o0 modelo de regressao sigmoidal do tipo
logistico proposto por Seefeldt; Jensen; Fuerst, (1995), conforme equacéao:

y=a/[l+ (x/xo)?]
onde: y = acumulo de acido chiquimico; x = épocas de avaliacdo ou dose do herbicida;
e a, X0 e b = parametros da equacédo, sendo que a € a diferenca entre os pontos
maximo e minimo da curva, X0 € a dose que proporciona 50% de resposta da variavel
e b é a declividade da curva.

Os resultados para Iso foram obtidos pelo calculo aritmético do valor
necessario para promover 50% da resposta, de acordo com os parametros gerados
nas equacoes das curvas calculadas no Software SigmaPlot verséo 12.5. A partir dos
valores de Iso, obteve-se o FR. Para utilizacdo do FR, foi necessario verificar o
intervalo de confianca (p<0,05) do bi6tipo suscetivel em relacdo ao resistente. A ndo
sobreposicao do intervalo de confianga do biotipo suscetivel, em relacao ao resistente,

indicou haver diferenca no acumulo de &cido chiquimico entre os biétipos.

3.2.2 Determinacdo in vitro da atividade da enzima acetolactato sintase (ALS)

O bioensaio in vitro foi realizado no laboratério de plantas daninhas da
Embrapa Trigo em Passo Fundo-RS, seguindo a metodologia proposta por Gerwick,
Mireles e Eilers (1993) com algumas modificacdes. O delineamento experimental foi
completamente casualizado, com trés repeticbes. O experimento foi realizado em
tubos de ensaio, sendo os tratamentos arranjados em esquema fatorial no qual o fator
A foi composto da solugcéo enzimatica dos diferentes biotipos Susc e 110 onde cada
tubo recebeu 600uL desta solugcéo (enzima) e, o fator B foi composto de diferentes
concentracdes do herbicida iodosulfurom-metilico: 0; 0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1,0; 10; 50;
100 e 500uM, sendo acrescidos de 100uL da solucéo herbicida por tubo de ensaio.
Cada tubo recebeu ainda 300uL do tampéo de reacéo fosfato 80uM, pH=7,0, contendo
20mM de cloreto de magnésio (MgClz2), 200mM de piruvato, 2mM de tiamina
pirofosfato (TPP) e 20uM de flavina adenina dinucleotideo (FAD) totalizando 1000uL
(volume final da reacéo). O bioensaio conteve dois tratamentos padrao sem herbicida:

o primeiro denominado O (zero) e o segundo com 100% (cem) de atividade da enzima
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ALS, sendo que o primeiro recebeu 50uL de solugéo de &cido sulfarico (H2SO4) 3M
no inicio do bioensaio para impedir a atividade da enzima e, o segundo, considerado
o tratamento padrdo, correspondendo a testemunha sem inibidor, foi adicionado
100uL de agua milli-Q. Os valores de absorbéancia desse tratamento foram
descontados dos valores das leituras dos demais tratamentos com herbicida ou
inibidor enzimético.

Apos o preparo da reacao nos tubos de ensaio, foi iniciado o primeiro periodo
de incubacéo, por 60 min a 30°C. A reacao foi interrompida com adicédo de 50uL de
solucdo de H2SO4 3M em cada tubo de ensaio, exceto no controle zero em que a
reacdo ja havia sido interrompida inicialmente. A segunda incubacéo, por 15 min a
60°C, foi realizada para a formacéo da acetoina, a partir da reacédo do acido sulfurico
com o acetolactato, formado durante a primeira reacao.

Para a formacé&o do complexo colorido, foram adicionados 1000uL de solucéo
de creatina a 0,5% p/v e 1000uL de 1-naphtol a 5% p/v, preparado em hidroxido de
sédio (NaOH) 2,5M no momento do uso. A reac¢éo foi novamente incubada por 15 min
a 60°C, para o desenvolvimento da cor. Os tubos foram resfriados a temperatura
ambiente e a absorbancia lida em espectrofotdmetro a 530nm. Os valores referentes a
atividade da enzima ALS foram apresentados por quantidade de acetoina produzida (pmol
mint mL™), determinado pela curva padrao.

A determinacao da curva padrdo de acetoina foi realizada em tubos de ensaio
com trés repeticbes. Cada tubo conteve 1000uL de solucdo de acetoina nas
concentragdes de 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 200 e 400uM. Para a formacao do complexo
colorido foi adicionado em cada tubo 1000uL de solucdo de creatina 0,5% p/v e
1000uL de 1-naphtol 5% p/v, preparado em hidroxido de sédio (NaOH) 2,5M no
momento do uso. Apds o preparo da reacdo, a mistura foi incubada por 15 min a 60°C,
para o desenvolvimento da cor. Os tubos foram resfriados a temperatura ambiente e a
absorbancia lida em espectrofotometro a 530nm.

Adicionalmente, foram calculados os parametros cinéticos Km € Vmax que
informam a afinidade da enzima com o substrato. Para a obtencédo do Km e do Vmax,
foi realizado um ensaio com dez diferentes concentra¢des do substrato (0; 0,5; 1; 2;
4; 8; 16; 32; 64 e 100mM) em todos os bidtipos (Susc e 110). Essas concentracdes
do substrato foram obtidas através da mistura do tampéao de reacgéao fosfato 80uM, pH
7,0, com a solucao original de piruvato a 100mM. O primeiro foi composto por 20mM
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de cloreto de magnésio (MgClz), 2mM de tiamina pirofosfato (TPP) e 20uM de flavina
adenina dinucleotideo (FAD) e, a solucao padréo foi composta por 100mL do tampao
de reacdo com 100mM de piruvato.

Os valores de Ku e Vmax foram determinados a partir da equacéao de Michaelis
Menten (p<0,05) (NELSON; COX, 2006), conforme segue, utilizando o software
SigmaPlot 12.5 (SIGMAPLOT, 2013).

Y = Vmax * XIKm + X
onde: y= atividade da enzima ALS (umol mint mL?); Vmax= velocidade méaxima de
reacdo; x= concentracado do substrato (piruvato) e, Km= concentracdo de substrato
(piruvato) que fornece velocidade inicial igual & metade da velocidade méaxima de
reacao.

Os valores de absorbancia foram corrigidos subtraindo-se o valor do controle
zero. A partir deles, foi calculado o Iso, que representa a quantidade do inibidor
necessaria para inibir 50% da atividade da enzima, utilizando o modelo logistico de
regressdo ndo linear (SEEFELDT; JENSEN; FUERST, 1995), conforme descrito
abaixo, utilizando o software SigmaPlot 12.5 (SIGMAPLOT, 2013).

y=a/[1+ (x/xls0)]°
onde: y = atividade da enzima ALS (%); a= assintota de maxima; x= dose do herbicida
iodosulfurom-metilico (uM); xlso= dose do herbicida iodosulfurom-metilico sodio (uM)

correspondente a 50% da inibicdo da enzima ALS e b= declividade da curva.

3.2.3 Metabolizacdo de glifosato, iodosulfurom-metilico e piroxsulam

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao utilizando delineamento
experimental de blocos completamente casualizados com quatro repeticbes. Os
tratamentos foram arranjados em esquema fatorial onde o fator A foi composto pelos
biétipos de azevém (Susc e 110); e, o fator B avaliou os inibidores do cyt-P450
monooxigenase malathion e butoxido de piperonila (PBO), isolados ou antecedendo
o herbicida glifosato, iodosulfurom-metilico e piroxsulam; glifosato, iodosulfurom-
metilico e piroxsulam isolados; e a testemunha sem aplicacao.

Os herbicidas glifosato, iodosulfurom-metilico e piroxsulam foram aplicados
nas doses de 2160g e.a. hal, 3,5g i.a. ha' e 18g i.a. hal, respectivamente. Aplicou-
se os inibidores de metabolizacdo malathion, na dose de 1000g i.a. hat (YU et al.,
2009) e PBO, na dose de 2100g i.a. ha™.
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Foi avaliado o controle aos 28 DAT, sendo esta avaliagdo realizada utilizando-
se escala percentual, onde zero (0%) representou auséncia de injurias e cem (100%)
a morte das plantas SBCPD (1995). Os dados foram analisados quanto a
normalidade, pelo teste de Shapiro Wilk, com posterior analise da variancia (p<0,05).
Quando foi observada significancia estatistica, realizou-se o teste deTukey (p<0,05)
para os fatores biétipos e inibidores.

3.3 Resultados e discusséo

A apresentacdo dos resultados e discussdo de cada experimento estdo

descritos abaixo, adotando-se a sequencia dos materiais e métodos

3.3.1 Bioensaio de quantificacao in vivo de acido chiquimico

A analise de variancia evidenciou interacdo entre todos os fatores avaliados
para a variavel acumulo de acido chiquimico, havendo ajuste dos dados a equacao
de regressao sigmoidal. Os valores do coeficiente de determinacéo (R?) variaram de
0,88 a 0,97 demostrando ajuste satisfatério dos dados ao modelo (Figura 7). A
diferenca de acumulo de acido chiquimico foi significativa a em todos os periodos de
coleta avaliados (p<0,05), sendo que o maior acimulo foi de 31,89mg mL-! na dose
de 115209 e.a ha! (Susc) e o menor actimulo foi de 0,5mg mL! na dose de 34g e.a
ha'las 96 horas apés o tratamento (HAT) para o biétipo suscetivel (Figura 9).

Na avaliacéo das 24 HAT o biétipo Susc acumulou mais que o dobro de acido
chiquimico que o bidtipo 110 resultando num FR de 2,26 (Figura 7, tabela 6).Em
trabalho realizado por Alarcon-Reverte et al. (2013), houve acumulo de
aproximadamente duas vezes mais acido chiquimico em plantas suscetiveis de
Echinochloa colona em comparacéo a populagéo resistente as 24 HAT com glifosato.
J4, Ulguim et al. (2017), avaliando biotipos de Eleusine indica com resisténcia de nivel
baixo ao glifosato obtiveram um FR de 4,01.
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Figura 7 - Acumulo de acido chiquimico (mg mL-1) de biotipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel
(Susc) e resistente (110), em funcdo da aplicacédo de diferentes doses do herbicida glifosato,
avaliado as 24 horas apos o tratamento (HAT), FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS,

2017. Os pontos representam os valores médios das repeticGes e as barras verticais os
intervalos de confianga (p<0,05).

As 48 HAT verificou-se a maior diferenca no acimulo de acido chiquimico,
onde a dose glifosato necessaria para acumulo de 50% (Iso) de acido chiquimico no
biétipo Susc foi de 238,7 g e.a. hal, enquanto que no biétipo 110 foram necessarias
2511 e.a ha resultando em FR de 10,52 (Figura 8, tabela 6). Em estudo realizado
com bidtipos de azevém resistentes ao glifosato encontraram FR de 6,2 as 48 HAT
(VARGAS et al., 2016). Diferengas no acumulo de acido chiguimico apos o tratamento
com glifosato podem ocorrer devido a diferencas na sensibilidade no local alvo ou
guando o herbicida ndo acumula no local de destino de ambos os bi6tipos em
quantidades iguais (PEREZ-JONES et al., 2007; POWLES; PRESTON, 2006).
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Figura 8 - Acimulo de acido chiquimico (mg mL1) de bi6tipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel
(Susc) e resistente (110), em funcdo da aplicacéo de diferentes doses do herbicida glifosato,
avaliado as 48 horas ap6s o tratamento (HAT) FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS,

2017. Os pontos representam os valores médios das repeticdes e as barras verticais 0s
intervalos de confianga (p<0,05).

As 96 HAT verificou-se que a partir de 3000g e.a. ha* ocorreu estabilizac&o
da curva do acido chiguimico para o biétipo Susc em torno de 30mg mL* de acido
chiguimico o que corresponde também ao maior acumulo durante o periodo de
avaliacdo (Figura 9). J4, para o biotipo 110 a estabilizagdo comegou a ocorrer com 0
dobro da dose, ou seja, 6000g e.a. ha' de glifosato e o acimulo maximo foi 33,33%
menor, correspondendo a 20mg mL* na dose de 12000g e.a. hat.Também houve
reducdo na lso, porém o acumulo de &cido chiquimico no bi6tipo Susc foi 4,51 vezes
maior do que no biétipo 110 (Tabela 6). Em estudo com biotipos de Lolium rigidum
resistentes ao glifosato no sul da Espanha, verificaram-se valores de acumulo de
acido chiquimico do biétipo suscetivel até 7 vezes superior ao biotipo resistente as 96
HAT (FERNANDEZ-MORENO; BASTIDA; DE PRADO, 2017). J4, biétipos de Eleusine
indica resistentes ao glifosato no Estado do Mississipi- EUA, acumularam 5 a 8 vezes
mais acido chiguimico em comparacdo ao biotipo suscetivel (MOLIN; WRIGHT,;
NANDULA, 2013).



40

30

46

H—e—f

20

10

® Susc
(@]

Acumulo de &cido chiquimico (mg mL™)

y= 29,72/[1+(x/355,45) %Y R?=0,97
110 (R) y= 22,89/[1+(x'1602,98) *¥] R>=0,95

2000 4000

6000

8000 10000 12000

Glifosato (g e. a ha)

Figura 9 - Acimulo de acido chiquimico (mg mL1) de bi6tipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel
(Susc) e resistente (110), em funcdo da aplicacédo de diferentes doses do herbicida glifosato,
avaliado as 96 horas apos o tratamento (HAT), FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS,
2017. Os pontos representam os valores médios das repeticdes e as barras verticais 0s

intervalos de confianga (p<0,05).

Tabela 6 - Dose necessaria para acumulo de 50% de &cido chiquimico (lso), com intervalos de confianca
(IC) e fator de resisténcia dos hiétipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel (Susc) e
resistente (110), em resposta a aplicacdo de diferentes doses do herbicida glifosato,
avaliado as 24, 48 e 96 horas apoés o tratamento (HAT). FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS,

2017.

Iso

24 HAT
Biotipo gi.ahat 95% IC Fator de resisténcia!
Susc 938,8 780-1096 -
110 2121,091 1744-2497 2,26
48 HAT
Susc 238,7 203-273 -
110 2511 2217-2904 10,52
96 HAT
Susc 355 300-409 -
110 1602 1276-1927 4,51

IFator de resisténcia ao herbicida glifosato dos bi6tipos de azevém, obtido da divisdo do Iso do biotipo
resistente (110) em relagdo ao biotipo suscetivel ao herbicida (Susc).
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Como ambos os bidtipos acumularam &cido chiquimico, se entende que o
glifosato chegou ao local de destino e inibiu a enzima EPSPs das populagdes, ainda
que em diferentes niveis, como foi também verificado em bidtipos de buva
(CARDINALI et al., 2015), azevém (VARGAS et al.,, 2016) e capim pé-de-galinha
(ULGUIM et al., 2017) resistentes a glifosato. Dessa forma pode-se inferir que o
mecanismo de resisténcia nestas plantas ndo foi devido a insensibilidade da EPSPs
ao glifosato nem transporte reduzido. Se houvesse uma insensibilidade de EPSPs ao
glifosato nas plantas resistentes, ndo haveria acumulo de &cido chiquimico
(CARDINALI et al., 2015).

As diferentes respostas ao glifosato entre os bidtipos referem-se a um
mecanismo de resisténcia ou mecanismos que atenuam os efeitos toxicos resultantes
do mecanismo de acdo do glifosato em plantas (ALARCON-REVERTE et al., 2013).
Esses mecanismos podem ou ndo ser resultado da mudanca no sitio de acdo do
herbicida (POWLES e PRESTON, 2006; POWLES e YU, 2010; MOLIN; WRIGHT,;
NANDULA, 2013).

O mecanismo de resisténcia devido ao local alterado de acéo pode ocorrer
devido a troca de um ou mais aminoacidos na enzima alvo, o que dificulta o
acoplamento correto do herbicida, ou mesmo devido a superexpressao da enzima alvo
(POWLES e YU, 2010). Quando o mecanismo de resisténcia ndo esta relacionado
com a mudanca no local de acdo, um ou mais fatores agem para impedir que o
herbicida chegue ao ponto de inibicdo em quantidades letais, impedindo sua inibicao
completa (POWLES e YU, 2010). Esses mecanismos envolvem absor¢ao e/ou
translocacao reduzida de herbicidas, aumento das taxas de metabolismo ou sequestro
de herbicidas em organelas celulares metabolicamente inativas (FENG et al., 2004;
PEREZ-JONES et al., 2007; DINELLI et al., 2008; SHANER, 2009; POWLES e YU,
2010; GE et al., 2012).

Feng et al. (2004) sugerem que a resisténcia provavelmente deve-se a uma
distribuicao celular de glifosato alterada, que impede o fluxo de herbicidas no floema
e a importacdo dentro dos plastidios, resultando assim na translocacdo global
reduzida do herbicida na planta. Shaner (2009) propoés diferentes tipos de exclusao
celular ou compartimentacao celular como mecanismos de resisténcia ao glifosato
como a existéncia de transportadores que bombeiam o glifosato para o vacuolo que

poderiam prevenir o dano celular como mecanismo de exclusao celular ou o herbicida
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poderia ser bombeado das células para o apoplasto ou a absorgéo ativa do glifosato
poderia ser inibida por uma modificagcdo do transportador de fosfato ativo. Em estudo
com bidtipos de azevém resistentes, provenientes do Chile e do Brasil, Ge et al. (2012)
encontraram resultados que demonstram que ocorre sequestro de glifosato no
vacuolo e também aumento da retencdo de glifosato no tecido da regido tratada,
reduzindo assim a quantidade disponivel para o acesso ao floema e a translocagéo
para o tecidos meristematicos da planta. Esses mesmos autores apontam que a
extensdo do sequestro de glifosato no vacuolo correlaciona-se qualitativamente com
o nivel de resisténcia ao glifosato desempenhando papel importante sendo
possivelmente o principal mecanismo de contribuicdo para a resisténcia em azevém.

Desse modo o mecanismo de resisténcia do bidtipo 110 ndo € devido a
insensibilidade da EPSPs ao glifosato e as diferencas entre os bidtipos podem ser
devido a atuacdo de diferentes mecanismos A identificacdo dos processos e
mecanismos que estéo envolvidos na resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas
e como eles ocorrem é fundamental para entende-la e maneja-la da melhor forma
possivel. Novos estudos como por exemplo carbono marcado para avaliar a
translocacdo do herbicida nas plantas e sequenciamento do gene visando identificar
possiveis mutacdes, sdo necessarios para elucidar o mecanismo de resisténcia desse

biétipo ao glifosato.

3.3.2 Determinacdo in vitro da atividade da enzima acetolactato sintase (ALS)

A atividade da enzima ALS para os biétipos 110 e Susc foi obtida através da
quantidade de acetoina produzida e, em funcdo do teor de proteina. Obteve-se os
valores para cada biotipo através das curvas padréo de acetoina (Figura 10) e de
proteina (Figura 11).

A dosagem de proteinas permite a quantificacdo exata da concentracdo de
proteinas numa determinada amostra vegetal; sendo uma etapa fundamental devido
a necessidade de se utilizar uma concentracdo conhecida nas etapas subsequentes
e tem como objetivo realizar a dosagem de proteinas totais de diferentes amostras

vegetais.
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Figura 10-Curva padrdo de acetoina utilizada para a determinagdo da atividade da enzima ALS para
os bidtipos sucetivel (Susc) e resistente (110). Embrapa Trigo, Passo Fundo/RS, 2017 Os
pontos representam os valores medios das repeti¢cdes (p<0,05).
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Figura 11-Curva padrdo de proteina utilizada para a determinacao da atividade da enzima ALS para os
bidtipos sucetivel (Susc) e resistente (110). Embrapa Trigo, Passo Fundo/RS, 2017 Os
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Para os valores de concentracdo de piruvato que proporciona metade da
velocidade méxima da reacdo ou a afinidade enzimética para o substrato (Km) dos
biétipos avaliados foram obtidos valores de 18,65 e 12,43mM para o bidtipo Susc e
110, respectivamente (Figura 12). Quanto menor a Km maior a afinidade da enzima
com o substrato, dessa forma, observou-se que o bidtipo 110 teve maior afinidade
para se ligar com o substrato. Com relacdo a velocidade maxima da reacao (Vmax)
foram observados valores de 0,543pmol.min"! para o biétipo Susc e 0,769umol.min-t
para o biotipo 110 (Figura 12). Portanto, a eficiéncia da conversdo de piruvato, foi
maior no biétipo 110, uma vez que seu Vmax foi maior que o do biodtipo Susc.
Resultados similares foram encontrados por Xavier et al. 2013 avaliando a atividade
da ALS em biétipos de Euphorbia heterophylla resistente a herbicidas inibidores da
ALS e Protox em que o bi6tipo resistente apresentou menor Km € maior Vmax.

Em estudos realizados por Vargas (2000), Ashigh & Tardif (2007) e Dal Magro
et al. (2010) os bidtipos resistentes aos herbicidas inibidores de ALS ndéo
apresentaram alteracdes nos parametros cinéticos (Km € Vmax) €m comparacao com
biétipos suscetiveis indicando que a resisténcia ndo afetou a ligacao ao piruvato.

Em geral os herbicidas inibidores da ALS podem se ligar ao mesmo local ou
a diferentes locais da enzima, podendo ou ndo ser competitivos com o substrato
(DEWAELE et al., 1997) e especificamente no caso de sulfonilureias e
triazolopirimidas, € exibida inibicdo competitiva e ndo competitiva (inibicdo de tipo
misto) (SUBRAMANIAN e GERWICK, 1989; DURNER et al., 1991). A resisténcia
associada a alteracdo no local de acdo do herbicida é varidvel podendo ou nao
representar mudancas na funcionalidade da enzima, que pode resultar produto da
biossintese inalterado, insuficiente ou excessivo (VILA-AIUB; NEVE; POWLES,
2009b). O tipo de mutagédo na enzima também altera a sua magnitude, isto €, certos
aminoacidos alterados podem causar impactos adversos na afinidade do substrato
com a enzima e assim, alterar a funcionalidade da mesma (YU; HAN; VILA-AIUB,
2010).
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Figura 12 -Atividade da enzima acetolactato sintase (ALS) de biétipos de azevém (Lolium multiflorum)
resistente (110) e suscetivel (Susc) ao herbicida iodosulfurom-metilico sédio expressa em
producdo de acetoina em func@o de diferentes concentragbes de substrato (piruvato).
Embrapa Trigo, Passo Fundo/RS 2017. Os pontos representam os valores médios das
repeticdes e as barras verticais os intervalos de confianga (p<0,05).

Para atividade da enzima ALS na presenca do herbicida iodosulfuom-metilico
houve interacdo entre os fatores estudados. Os resultados do ensaio in vitro com a
enzima ALS demonstraram que é necessaria uma dose de 0,904uM do herbicida
iodosulfurom-metilico para inibir 50% da atividade da enzima (Iso) no bidtipo Susc
(Figura 13). Para o bidtipo 110 as doses utilizadas n&o causaram inibicdo de 50% da
atividade da enzima. Testes preliminares (dados ndo apresentados) foram realizados
com doses até 1000uM do herbicida e mesmo assim os valores de inibicdo foram
inferiores a 50 % (em torno de 40%). Isto significa que a enzima ALS do biétipo 110
foi menos inibida, sugerindo que houve alteracéo no local de ligacéo do herbicida com
a proteina e que a inibicdo pode ser alostérica (VARGAS e ROMAN, 2006). Dentre as
consequéncias da inibicdo alostérica esta a mudanga na conformacgédo e na atividade
da enzima dificultando a ligacdo do herbicida nesse sitio e consequentemente

tornando a enzima menos sensivel aos herbicidas.
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100 A ?\

Atividade da enzima ALS (%)
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O 110 (R) y=99,18/1+(x/2,89)*%° R?= 0,90
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Figura 13- Inibicdo in vitro da atividade da enzima ALS em bi6tipo de azevém (Lolium multiflorum)
resistente (110) e suscetivel (Susc) pelo herbicida iodosulfurom-metilico sédio. Embrapa
Trigo, Passo Fundo/RS 2017. Os pontos representam os valores médios das repeticdes e
as barras verticais os intervalos de confianca (p<0,05).

De acordo com os resultados observados confirmou-se a sensibilidade
alterada da enzima ALS em bidtipos resistentes, indicando que uma possivel mutacao
pode estar causando alteracdes no sitio regulatério, o que pode inibir ou reduzir a
afinidade dos inibidores da ALS e ocasionar a resisténcia a herbicidas no biétipo 110.
Mudancas na conformagdo enzimatica, em consequéncia da alteracdo da sequéncia
de aminoacidos no local de mutacdo podem explicar a maior afinidade da enzima ALS
no bidtipo 110. Dessa forma, se descarta a hipotese de provavel resisténcia pelo
mecanismo de superexpressdo da enzima alvo. Esse resultado corrobora com os
resultados das curvas dose-resposta do Capitulo |, onde o aumento da dose néo
resultou em maior controle desses bi6tipos. No caso de se realizar o controle quimico,
0 mesmo devera ser realizado mediante a utilizacdo de herbicidas com diferentes

mecansimos de acao.
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3.3.3 Estudo do metabolismo dos herbicidas glifosato, iodosulfurom-metilico e

piroxsulam

De acordo com o teste de Shapiro-Wilk ndo foi necessaria a transformacéo
dos dados. Observou-se interagdo entre os fatores na época avaliada (28 DAT). A
aplicacao do herbicida glifosato isolado ou com a aplicacdo antecipada de PBO ou
malathion resultou em 100 % de controle do biétipo Susc, enquanto para o biétipo 110
o controle ficou abaixo de 65% nos 3 tratamentos citados (Tabela 7). Ainda, a
aplicacdo dos inibidores do cyt-P450 malathion e butoxido de piperolina (PBO)
isolados ndo apresentou diferenca entre o0s bidtipos analisados. Resultados
semelhantes foram observados em bio6tipos de Eleusine indica com baixo nivel de
resisténcia ao glifosato (ULGUIM et al., 2017) e em bibtipos de azevém resistentes ao
glifosato (VARGAS et al., 2016), onde nao foram constatadas diferengas no controle
entre a aplicacdo prévia dos inibidores do cyt-P450 e a aplicacéo isolada de glifosato.
Atualmente ndo se tem relato de nenhum caso de resisténcia ao glifosato através do
metabolismo por acdo do complexo cyt-P450.

Para os tratamentos com iodosulfurom-metilico e piroxsulam a aplicacéo
antecipada de malathion ou PBO também n&o diferiu dos resultados dos herbicidas
isolados, ndo havendo incremento no controle com a utilizacao dos inibidores (Tabela
7). Biotipos de Lolium rigidum apresentaram aumento no percentual de controle
quando foi utilizado inibidor do cyt P450 antes do herbicida chlorsulfuron em
comparacao com a aplicacao isolada do herbicida (YU; POWLES, 2014). Em outro
estudo, a aplicacdo prévia de malathion ou PBO ao herbicida imazethapir, causou
reducdo no fator de resisténcia de trés dos seis bibtipos de capim-arroz, na avaliagéo
de controle aos 12 e 14 DAT (MATZENBACHER, 2012).

Em experimento realizado com bidtipos de Raphanus sativus resistentes a
ALS ndo houve resposta diferencial dos biotipos quando submetidos a aplicacéo
prévia de malathion e PBO (CECHIN et al., 2017). Outro trabalho efetuado com
bidtipos resistentes a herbicidas ALS de Poa annua observou-se aumento no controle
do herbicida bispyribac-sédio quando o malathion foi utilizado (BROSNAN et al.,
2015). Porém, para outros herbicidas inibidores da ALS esses resultados nao foram
observados, o que demonstra que o mecanismo de resisténcia envolvido ndo é devido

ao metabolismo diferencial por cyt P450 monooxigenase (BROSNAN et al., 2015).
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Tabela 7 - Controle (%) aos e 28 dias ap0s a aplicacao dos tratamentos (DAT) biétipos de azevém
(Lolium multiflorum) suscetivel (Susc) e resistente (110), submetidos a aplicacdo de
glifosato, iodosulfurom-metilico e piroxsulam isolados ou antecedido em 30 min da aplicacao
dos inibidores do cyt-P450 monooxigenase (PBO e malathion) e testemunha sem aplicacao.
FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2017.

Bidtipos
Tratamentos
Susc 110

Testemunha 0 A b 0 A c
PBO 0 A Db 0 A c
Malathion 0 A b 0 A c
Glifosato 100 A a 61,75 B a
Glifosato + PBO 100 A a 635 B a
Glifosato + Malathion 100 A a 615 B a
lodosulfurom-metilico 99,25 A a 0 B c
lodosulfurom-metilico + PBO 95 A a 2 B bc
lodosulfurom-metilico+ Malathion 100 A a 3,5 B bc
Piroxsulam 985 A a 4,5 B bc
Piroxsulam +PBO 995 A a 3 B bc
Piroxsulam + Malathion 100 A a 6,25 B b

CV (%) 5,49

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas (mailsculas) e nas colunas (mindsculas), nao diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

As enzimas do complexo cyt P450 formam uma grande familia de genes de
monooxigenase que desempenham papel importante no metabolismo de varias
substancias, atuando na oxidacdo de xenobidticos e promovendo a desintoxicacédo do
organismo, normalmente por hidroxilacdo ou desalquilagcéo (ZHU et al., 2008).

O malathion € um inseticida organofosforado que libera enxofre inibindo a
apoproteina P450 (WERCK-REICHHART; HEHN; DIDIERJEAN, 2000). Esse
inseticida é frequentemente utilizado para identificar a ocorréncia de metabolizacéo
como mecanismo que confere resisténcia a plantas daninhas (CHRISTOPHER,;
PRESTON; POWLES, 1994; PRESTON et al., 1996, HONGCHUN et al., 2013;
BROSNAN et al., 2015). Ja, o PBO atua no metabolismo oxidatixo do grupo metileno
do cyt P450, resultando na formacdo de carbeno e de complexo praticamente
irreversivel com o heme ferro de enzimas P450 (FEYEREISEN, 1999).

Em sintese o bidtipo 110 ndo apresentou resposta metabdlica diferencial ao
herbicida glifosato, iodosulfurom-metilico e piroxsulam mediante a aplicagédo prévia de
malathion e PBO, excluindo assim a possibilidade de o mecanismo de resisténcia ser
devido a metabolizacdo dos herbicidas.

O entendimento dos fatores que evitam a selecao de biotipos resistentes, bem

como aqueles que favorecem o desenvolvimento da resisténcia sao importantes
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(PRESTON et al., 2009), pois a partir destes conhecimentos € possivel realizar a
escolha do manejo adequado dessa planta daninha, com adog¢&o de rotacdo e
sucessdo de culturas e rotacdo e/ou associacdo de herbicidas com diferentes
mecanismos de acdo, a fim de evitar o surgimento e a disseminacédo de bidtipos

resistentes em lavouras do Sul do Brasil.

3.4 Conclusoes

O mecanismo de resisténcia ao glifosato do biétipo 110 ndo é devido a
insensibilidade da EPSPs ao glifosato.

A resisténcia do biotipo 110 é resultado da insensibilidade da enzima ALS ao
herbicida iodosulfurom-metilico sédio.

O bidtipo 110 ndo apresenta metabolismo do glifosato, iodosulfurom-metilico

N

butoxido de piperonila (PBO).



4 CAPITULO Il - Valor adaptativo e habilidade competitiva de bidtipos de
Lolium multiflorum L. resistentes aos herbicidas glifosato

(EPSPs), iodosulfurom-metilico e piroxsulam (ALS)

4.1 Introducéao

O azevém (Lolium multiflorum L.) é espécie monocotiledénea anual, aldgama,
adaptada a diversos tipos de solo, sendo altamente produtiva em solos férteis, onde
suporta pastoreio intenso e apresenta rebrote com grande numero de afilhos
(CARAMBULA, 2007). Essas caracteristicas fazem do azevém importante forrageira
de inverno para regides de clima temperado do Sul do Brasil. Além disso, a
ressemeadura natural do azevém permite sua permanéncia no banco de sementes do
solo e fluxos de emergéncia heterogéneos, tornando oneroso o manejo dessa espécie
guando presente em areas cultivadas com cereais de inverno (TIRONI et al., 2014).

A reducdo do impacto negativo do azevém sobre a produtividade e qualidade
dos graos colhidos é indispensavel, onde o controle quimico com herbicidas inibidores
da enzima 5-enolpiruvil-chiquimato 3-fosfato sintase (EPSPSs) e acetolactato sintase
(ALS) é considerada a principal ferramenta de manejo. O controle quimico alia
praticidade, eficiéncia e baixo custo quando comparado a outros métodos de controle
(CORREA et al., 2014). Todavia, biétipos de plantas daninhas resistentes a herbicidas
tem evoluido em resposta ao uso exagerado de um mesmo principio ativo ou
mecanismo de acado, o que torna o controle mais oneroso e dificil, especialmente na
cultura do trigo onde as opg¢oes herbicidas séo limitadas (VARGAS et al., 2009).

Mediante a evolucdo de populacdes de dificil controle quimico, o valor
adaptativo de alelos resistentes pode ser acompanhado da existéncia de custos de
adaptacado, sendo que estes efeitos pleiotropicos podem ser negativos ou positivos
em dado ambiente dependendo do alelo relacionado (VILA-AIUB; NEVE; POWLES,
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2009b; DELYE et al., 2013). E possivel fazer a comparacéo entre os bi6tipos de
azevém, através do valor adaptativo ou “fitness”. Estudos para a compreensao do
comportamento dos componentes de crescimento e sobrevivéncia da espécie, em
funcdo do aproveitamento dos recursos de crescimento em determinado nicho
ecoldgico sao relevantes.

A habilidade competitiva de uma planta refere-se a capacidade de ela suprimir
0 crescimento de outra ou a sua habilidade em manter relativamente inalterado seu
crescimento na presenca de competidores, evitando desse modo ser suprimida
(GOLDBERG & LANDA, 1991). Os estudos de competitividade entre bidtipos
suscetivel e resistente, permitem desenvolver estratégias manejo, pois ajudam a
definir as caracteristicas que conferem maior habilidade competitiva aos bi6tipos de
interesse. Bidtipos com maior rapidez no incremento de area foliar, estatura, massa
seca, cobertura do solo e interceptacédo de luz, podem apresentar maior habilidade
competitiva (RADOSEVICH; HOLT; GHERSA 2007) auxiliando na supresséo das
plantas daninhas e/ou biotipos resistentes.

Alteracfes no valor adaptativo foram estudados para a espécie de L. rigidum,
em que o mecanismo de resisténcia foi a metabolizacdo pelas enzimas P450,
causando reduzida taxa de crescimento relativa (TCR), taxa de assimilacao liquida
(TAL) e menor habilidade competitiva (VILA-AIUB; NEVE; POWLES, 2009a). Outro
exemplo sdo os bidtipos de azevém suscetiveis ao herbicida glifosato que
acumularam mais matéria seca, tiveram maior producéo de sementes e apresentaram
maior capacidade competitiva que bidtipos resistentes (VARGAS et al., 2005;
FERREIRA et al., 2008). Porém, biotipos de azevém resistentes ao iodosulfurom-
metilico ndo apresentaram diferenca significativa relacionadas ao valor adaptativo em
comparacao ao biotipo suscetivel (MARIANI et al., 2016). Desta forma, fica evidente
gue as plantas tém a capacidade de se adaptar frente as mudancas e modificar a
alocacao dos recursos (VILA-AIUB; NEVE; POWLES, 2009b), produzindo diferentes
respostas de acordo com o herbicida utilizado e a espécie estudada.

Estudos que avaliem as diferentes respostas dos biétipos com relacdo ao seu
valor adaptativo e habilidade competitiva sdo fundamentais para entender a dinamica
de crescimento, competicdo por recursos do meio e capacidade de perpetuacao da
espécie, tornando-se essenciais na tomada de decises com relacdo ao manejo de

populacdes de plantas daninhas resistentes a herbicidas, visando mitigar os efeitos
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da resisténcia e sua disseminacdo. Este trabalho teve por hipétese que o bidtipo
resistente apresenta valor adaptativo e habilidade competitiva igual ao do biotipo
suscetivel. O objetivo deste trabalho foi identificar e comparar o desenvolvimento
fenologico, estimar o valor adaptativo e avaliar a habilidade competitiva de biétipos de
azevém resistente e suscetivel ao herbicida glifosato, iodosulfurom-metilico e

piroxsulam.

4.2 Material e métodos

Os experimentos abaixo foram conduzidos em casa de vegetacdo do Centro
de Estudos em Herbologia (Ceherb), da Universidade Federal de Pelotas, Capéo do
Ledo-RS. Os tratamentos foram dispostos em delineamento experimental
inteiramente ao acaso, com quatro repeticées, durante o periodo de abril a outubro de
2017. Cada unidade experimental (vasos plasticos) foi preenchida com Argissolo
Vermelho-Amarelo de textura franco arenosa, pertencente a unidade de mapeamento
de Pelotas-RS (EMBRAPA, 2013), sendo o pH e a fertilidade previamente corrigidos
conforme analise do solo (TEDESCO et al., 2004). Os biotipos de azevém utilizados

foram o suscetivel (Susc) e resistente (110).

4.2.1 Desenvolvimento fenolégico dos biétipos

A avaliacdo do desenvolvimento fenoldgico foi realizada utilizando as plantas
do experimento de valor adaptativo, onde cada planta constituiu uma unidade
experimental. Foram avaliadas oito plantas diferentes de cada bi6tipo, semanalmente,
em que, cada estadio fenoldgico pré-determinado foi considerado quando 50% ou
mais das plantas apresentavam as mesmas caracteristicas fenotipicas.

A verificagdo dos estadios fenoldgicos dos bidtipos de azevém foi realizada nos
meses de abril a setembro. Foi utilizada a escala fenologica proposta por Hess et al.
(1997) (Tabela 8). Em ambos bidtipos, foi contabilizado o numero de dias necessarios
apos a emergéncia (DAE) para que cada bidtipo atingisse os estadios fenoldgicos

descritos.
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Tabela 8 - Estadios fenoldgicos que foram utilizados para contabilizar os dias apos a emergéncia (DAE)
que cada bittipo de azevém (Lolium multiflorum) necessitou para atingi-los. FAEM/UFPel,
Capéo do Ledo/RS, 2017.

Estadio fenolégico Cadigo BBCH?
Emergéncia 09
Primeira folha sai do cole6ptilo 10
Inicio do perfilhamento 21
Fim do perfilhamento 29
Elongacao (1° né visivel) 31
Fim da elongacéo 39
Bainha da folha bandeira inicia elongacéao 42
Bainha da folha bandeira abre-se 48
Inicio do espigamento 51
Fim do espigamento 59
Inicio do florescimento 61
Fim do florescimento 69
Graos Aquoso 71
Gréo Leitoso 76
Gréo pastoso 86
Maturacao plena 89

lEscala fenoldgica abordada por Hess et al. (1997).
4.2.2 Valor adaptativo

No experimento de valor adaptativo, cada unidade experimental foi composta
por uma planta de azevém disposta no centro de cada vaso de polietileno com
diametro de 23 cm e capacidade para 6 dm?3. Os biétipos foram semeados no més de
abril, em bandejas de polietileno até a emergéncia e ap6s as plantas foram
transplantadas para os vasos. Os tratamentos foram alocados em esquema fatorial (2
x 8), o fator A consistiu de plantas do biétipo suscetivel (Susc) e resistente (110) e o
fator B de oito épocas de coleta: 15, 30, 45, 60, 80, 100, 120 e 140 dias apds a
emergéncia (DAE).

As variaveis avaliadas, em cada época, foram: numero de afilhos (NA), estatura
de plantas (EP), area foliar (AF) e massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA).
A Determinacdo da AF foi efetuada com auxilio de medidor de &rea foliar LI1-3100C
(LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, EUA). EP foi verificada com auxilio de régua
graduada, medindo o comprimento desde o nivel do solo até o apice da planta, com o

limbo foliar distendido. NP através de contagem e MMSPA pelo corte das plantas rente
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a superficie do solo sendo submetida a secagem em estufa de circulacéo forcada de
ar, a 60 = 5°C por 72 h, com posterior pesagem do material.

Foram calculadas as seguintes variaveis indiretas: indice de area foliar (IAF),
expressa em cm? por cm?, que representa a area foliar total por unidade de area do
terreno e indica a superficie disponivel para interceptacdo e absor¢cédo de luz, pela
equacdo: IAF: AF/area do vaso; razdo de area foliar (RAF), em cm? g1, representa a
relacdo de AF e MMSPA, demonstrando a area foliar disponivel para a fotossintese,
obtida através da equacdo: RAF = (AF1 + AF2)/ (MSPAl1 + MSPA2); taxa de
crescimento absoluto (TCA), em grama por dia, utilizada para mensurar a velocidade
média de crescimento ao longo do periodo de observacgéo, pela equacdo: TCA =
(MMSPA2 - MMSPA1)/(T1 - T2), em que MMSPA1 e MMSPA2 sdo a variacdo da
MMSPA em duas amostras consecutivas tomadas nos tempos Tl e T2
(MAGALHAES, 1979).

Os dados obtidos foram verificados quanto a normalidade (teste de
Shapiro-Wilk), posteriormente submetidos a analise de variancia (p<0,05). No caso de
significAncia estatistica, realizou-se analise de regressao para o fator épocas de
avaliacdo, para todas as variaveis, ajustando-se os dados a equacédo de regressao
sigmoidal do tipo logistico (SEEFELDT; JENSEN; FUERST, 1995).

y=a/[l+ (x/xo)?]
onde: y = variavel resposta de interesse; X = numero de dias acumulados; e a, x0 e b
= parametros estimados da equacéo, sendo a = diferenca entre 0os pontos maximo e
minimo da variavel; X0 = nimero de dias necessarios para a ocorréncia de 50% de

resposta da variavel e b = declividade da curva.

4.2.3 Habilidade competitiva

Para avaliar a habilidade competitiva entre os bibtipos de azevém, foi
necessario realizar experimento de série aditiva para calcular a populacdo de plantas
de azevém por m? com base na capacidade de suporte do ambiente (K) “Lei de
producao final constante”, em que a massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA)
por unidade de éarea (g m?) torna-se constante e independente da populacéo
(RADOSEVICH; HOLT; GHERSA 2007). PAra isso, foram utilizados os valores
calculados por Mariani et al. 2016b trabalhando com azevém suscetivel e resistente a

iodosulfurom-metilico. De acordo esses resultados, a populacdo de plantas em que a
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MMSPA se tornou constante e independente da populacao, na média dos biétipos, foi
de 1.693 plantas m, equivalente a 48 plantas por vaso™.

A partir dos dados obtidos nas séries aditivas instalou-se o experimento de
séries de substituicdo, nos quais os bidtipos (suscetivel e resistente) foram mantidos
em monocultivo ou associados em proporc¢des varidveis, mas com populacgéo final de
plantas constante. As combinacdes utilizadas foram: 100:0 (estande puro do biétipo
resistente), 75:25, 50:50, 25:75 e 0:100 (estande puro do biotipo suscetivel).

Os biotipos foram previamente semeados em bandejas e aos quatro dias apos
a emergéncia as plantulas foram repicadas equidistantes nos vasos. Para facilitar a
diferenciacéo dos biotipos, as plantas do biotipo resistente foram marcadas com fitilho.
Aos 50 DAE, foi realizada a coleta dos experimentos e avaliado as variaveis AF, EP,
NP e MMSPA de todas as plantas que constituiam cada unidade experimental,
conforme metodologia descrita anteriormente.

Para analise das variaveis AF, EP, NP e MMSPA foi utilizado método de
analise gréfica para experimentos substitutivos (RADOSEVICH; HOLT; GHERSA,
2007; ROUSH et al., 1989; COUSENS, 1991), que consiste na construcdo de
diagramas com base na produtividade relativa (PR) e produtividade relativa total
(PRT), pelas proporc¢des de 0, 25, 50, 75 e 100% da cultura (Susc) e da planta daninha
(110). A PR das variaveis avaliadas foi calculada pelo fator de divisdo entre a média
da associacdo pela média do monocultivo, acrescentando no célculo a média por
planta de cada bi6tipo em cada vaso. A PRT foi representada pela soma das
produtividades relativas do competidor (110) e da cultura (Susc), nas respectivas
propor¢des de plantas (HOFFMAN; BUHLER, 2002).

A construcao dos diagramas da PR e PRT foram baseadas na comparagao
dos resultados encontrados com uma reta teérica unindo os pontos 0 e 100% para
PR, e ligando os pontos 100% para PRT. Se PR for igual a reta tedrica, indica auséncia
de interferéncia entre os biotipos. Caso PR resultar em linha cbncava caracteriza que
houve prejuizo no crescimento de um ou de ambos os biétipos e, caso PR formar linha
convexa revela que houve beneficio no crescimento de um ou de ambos bidtipos. A
PRT formando linha igual a reta tedrica aponta que ocorre competicdo pelos mesmos
recursos; quando PRT for superior a um (linha convexa) revela que ndo ocorre

competicdo pelos recursos do meio; quando inferior a um (linha concava), a PRT
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indica que ocorre antagonismo, ou seja, 0 crescimento de ambos biotipos foi
prejudicado.

Também foram calculados os indices de competitividade relativa (CR),
coeficientes de agrupamento relativo (K) e de competitividade (C) na proporcao de
50% de plantas do biétipo suscetivel e do bibtipo resistente. O CR representa o
crescimento comparativo do biétipo R (110) em relac&o ao bidtipo D (Susc); K indica
a dominancia relativa de um bidtipo sobre o outro; e, C indica qual biétipo é mais
competitivo (COUSENS, 1991).

O bidtipo C se apresentard como mais competitivo que o biétipo D quando CR
> 1, KT >KD e C>0. Ja, o biétipo D € mais competitivo quando CR <1, KT <KD e A
< 0. As equac0es destes indices sdo dadas a seguir, de acordo com Hoffman e Buhler
(2002):

CR = ((1 - p)/p) (PRR/PRD)
KR = ((1 - p)/p) (PRR/(1 — PRR))
KD = ((1 - p)/p) (PRD/(1 — PRD))
C = (PRR/2p) — (PRD/(2(1 - p)))

Para realizar a analise estatistica da produtividade relativa, inicialmente,
calculou-se a diferenca para os valores de PR, ou seja, as diferencas relativas de
produtividade (DPR), obtidos nas proporc¢des de 25, 50 e 75% de plantas, em relagéo
aos Vvalores pertencentes as retas hipotéticas nas respectivas proporcoes.
Posteriormente foi realizado o teste “t” a 5% de probabilidade, para verificar as
diferencas nos indices DPR, PRT, CR, K e C (ROUSH et al., 1989; HOFFMAN e
BUHLER, 2002). Considerou-se, como hipotese de nulidade (Ho= 0) para testar as
diferencas de DPR e C; para PRT e CR, que elas fossem iguais a 1 (Ho = 1); e para
K, que as médias das diferencas entre Ka e Kb fossem nulas [Ho= (Ka — Kb) = 0]. O
critério adotado para considerar se as curvas de PR e PRT fossem diferentes das
retas teoricas € que, no minimo em duas proporc¢des, ocorre-se diferenca significativa
pelo teste “t”. Ja, para os indices CR, K e C, a existéncia de diferenca em
competitividade quando, no minimo em dois deles, houvesse diferenca significativa
pelo teste “t” (BIANCHI; FLECK; LAMEGO, 2006).

Os resultados médios obtidos para as variaveis AF, MS, EP e NP foram
avaliados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e, posteriormente, submetidos

a analise de variancia (p<0,05). Quando constatada significancia estatistica para AF,
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MS, EP e NP, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Dunnett

(p=0,05), tendo como tratamento padr&o o respectivo monocultivo.

4.3 Resultados e discussao

Os resultados e discussao serdo apresentados de acordo com a sequencia

das atividades apresentadas no material e métodos.

4.3.1 Desenvolvimento fenoldégico dos biétipos

Os resultados evidenciaram diferencas na duracéo dos estadios fenolégicos do
azevém suscetivel (Susc) e com resisténcia multipla (110) para os periodos
compreendidos entre a emergéncia e maturidade fisioldgica (Figura 14). O ciclo de
vida do bidtipo resistente foi de 153 dias enquanto que para o biodtipo suscetivel o ciclo
foi de 191 dias (Figura 14). A diferenca ocorreu principalmente no estadio de
afilhamento O ciclo mais curto para o azevém resistente pode ser considerado um
agravante visto que a espécie apresenta fecundacédo cruzada e a resisténcia para
herbicidas inibidores da EPSPs e ALS € do tipo nuclear sendo transferida via pélen
para as plantas suscetiveis (VARGAS et al., 2007). Dessa forma, essas plantas irdo
cruzar entre si, antes do florescimento das plantas suscetiveis aumentando a
homozigose dos genes que conferem a resisténcia e ocupardao o banco de sementes
mais precocemente, reduzindo a probabilidade da planta ser eliminada antes de
completar o ciclo e, contribuindo para a rapida dispersdo da populacéo resistente
dentro das areas infestadas e demais areas adjacentes.

Outra caracteristica importante esta relacionada com a velocidade de
emergéncia e ao rapido crescimento inicial de plantulas, tornando-as mais
competitivas devido melhor ocupacéo do espaco e utilizacdo dos recursos do meio
(GUSTAFSON et al., 2004). O desenvolvimento mais rapido de plantas proporcionado
pela maior capacidade de interceptacdo da luz, rapida expansao de area foliar e
melhor colonizagédo do dossel na camada superior através do alongamento da bainha,
peciolo e entrends do colmo, resultam em maior habilidade competitiva (MCKENZIE-
GOPSILL et al., 2016).
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Figura 14- Duracdo em dias dos estagios fenolégicos de bibtipos de azevém (Lolium multiflorum)
resistente (110) e suscetivel (Susc) com base na escala fenoldgica adaptada de Bleiholder
et al. (1991). FAEM/UFPel, Capédo do Le&do/RS, 2017. Semeadura (SE); emergéncia (EM);
primeira folha completa sai do coledptilo (PC); afilhamento (AF); elongacéo (EL); bainha da
folha bandeira inicia elongacéo (BF) espigamento (ES); florescimento (FL); grdo aquoso
(GA); gréo Leitoso (GL); gréo pastoso (GP); maturacdo plena (MP).

O ciclo mais curto em populagbes de plantas daninhas resistentes requer a
adocao de diferentes praticas de manejo a fim de minimizar e/ou evitar a disperséo
das sementes e, dessa forma, contribuir na reducdo dos bancos de sementes.
Praticas de manejo complementares e em conjunto que incluem a rotacao de culturas
e a utilizagéo de diferentes herbicidas com mecanismos de acédo distintos na pré e pos
emergéncia podem contribuir na reducdo da germinagdo e no estabelecimento de
plantas resistentes Outra alternativa como no caso do biotipo 110, que possui ciclo
mais curto, € a adocdo da integracdo lavoura-pecuaria onde pode-se utilizar do
pastejo mais intensivo com maior lotacdo animal nos primeiros meses de

estabelecimento do azevém com o objetivo de reduzir a producdo de sementes do
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bidtipo resistente resultando na gradativa reducdo das sementes deste bidtipo no

banco de sementes do solo.

4.3.2 Valor adaptativo

De acordo com o teste de Shapiro-Wilk, ndo foi necessaria a transformacéao
dos dados. A andlise de variancia demonstrou interacao entre os fatores biotipos e
épocas de avaliacdo para todas as variaveis, com ajuste ao modelo de regressao do
tipo sigmoidal onde os coeficientes de determinacédo (R?) variaram entre 0,95 a 0,99
Figura 15, 16, 17, 18, 19, 20 e 21).

Para a variavel NA, verificou-se através do intervalo de confianca, diferenca
entre os bibtipos a partir dos 80 DAE com NA 31% superior para o bi6tipo suscetivel
comparado ao resistente na avaliagdo aos 140 DAE (Figura 15). O maior NA em
plantas € considerada uma vantagem competitiva na ocupacdo do espaco e,
consequentemente, na supressao no crescimento de plantas vizinhas (TIRONI et al.,
2014). Além disso, a ocorréncia de ciclo mais longo para o biétipo suscetivel corrobora
com o maior periodo para afilhamento evidenciando maior capacidade na alocacao

de recursos limitados em determinado ambiente (Figura 14).
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250 1 — — —  susc y= 410,11[1+(x/111,58) >?'] R?=0,99 /
110 (R) y= 96,86[1+(x/50,27)*®®] R?=0,99 /%
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Figura 15 -Numero de afilhos (NA) de bitdtipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel (Susc) e
resistente (110), avaliados dos 15 aos 140 DAE. FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2017.
Os pontos representam os valores médios das repeticdes de cada biétipo em cada época,

e as barras, os intervalos de confianca de cada tratamento.
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Para a variavel EP, os resultados demonstraram que o bidtipo resistente foi
43% superior ao suscetivel aos 140 DAE com EP similiar entre os bidtipos nas
avaliacdes até 60 DAE (Figura 16). A EP é uma caracteristica morfolégica importante
que interfere na competicao por luz (FLECK et al., 2008) devido a capacidade de evitar
a sombra, permitindo as plantas maior habilidade competitiva com plantas vizinhas
(FLECK et al., 2006). Resultados similares foram verificados em biétipos de azevém
resistentes aos herbicidas iodosulfurom-metilico e fluazifop onde foram observados
maior EP nas avaliacfes a partir dos 60 DAE (MARIANI et al., 2016; FRAGA et al.,
2013). Além disso, ao avaliar diferentes niveis populacionais em poaceas forrageiras
cultivadas puras, foi constatada a existéncia de relagdo inversa entre a EP e o nimero
de afilhos devido a particdo diferencial do assimilados para afilhos (CALSINA et al.,
2012). O incremento da densidade acarreta em reducédo no NA e tende a estimular o
estiolamento das plantas, favorecendo a captacéo de luz, pois 0 mesmo ocorre em
resposta a qualidade da luz detectada pelos fotoreceptores da fitocromo que causa
mudancas fisioldgicas em plantas (FLECK et al., 2006, MCKENZIE-GOPSILL et al.,
2016). Assim, o bibtipo Susc pode ser prejudicado quando submetido a competicao

com o biétipo 110, uma vez que este apresentou maior EP.
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Figura 16- Estatura (EP) de biétipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel (Susc) e resistente
(110), avaliados dos 15 aos 140 DAE. FAEM/UFPel, Capéao do Ledo/RS, 2017. Os pontos
representam os valores médios das repeti¢cdes de cada biétipo em cada época, e as barras,
os intervalos de confianca de cada tratamento.

O comportamento e acumulo da MMSPA, foi homogéneo até a os 80 DAE
(Figura 17). A partir do intervalo de confianca, verifica-se que o biétipo 110 apresentou
acumulo 47% superior ao biétipo Susc aos 140 DAE. O acumulo de MMSPA depende
da relac&o colmo:folha, sendo que o conteudo de agua nestes 6rgaos influencia nesta
caracteristica (TONETTO et al., 2011) em que o aumento dessa relacdo incide em
maior MMSPA. O maior acimulo de MMSPA do bidétipo 110 j& era esperado, pois 0
mesmo apresentou maior EP, o que, portanto, aumenta sua relagéo colmo:folha além
de que plantas com maior estatura e éarea foliar apresentam vantagens na
interceptacao da radiagéo solar, especialmente na fase inicial do estabelecimento, que
favorece o acumulo e fixagdo de CO2 (PONTES et al., 2003) e consequentemente de
MMSPA. A habilidade de uma espécie em acumular fitomassa € uma das
caracteristicas que determina sua competitividade (CARVALHO et al., 2005), de forma
que, quanto maior for a producdo de MMSPA, maior sera a reducao nos recursos
ambientais, o0 que pode resultar na supressdo do crescimento das plantas
circundantes (FLECK et al., 2006).
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Figura 17- Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) de bi6tipos de azevém (Lolium multiflorum)
suscetivel (Susc) e resistente (110), avaliados dos 15 aos 140 DAE. FAEM/UFPel, Capao
do Ledo/RS, 2017. Os pontos representam os valores médios das repetigdes de cada biétipo
em cada época, e as barras, os intervalos de confianca de cada tratamento.

Ao avaliar a AF, o incremento inicial foi lento até os 45 DAE, com crescimento
exponencial evidenciado nas avaliacfes dos 45 aos 80 DAE (Figura 18). Durante a
fase exponencial de incremento de AF, a maior diferenca entre os bi6tipos ocorreu
aos 100 DAE sendo 23% para o biotipo suscetivel. Todavia, os valores de AF néo
diferiram entre si aos 140 DAE devido a sobreposicéo dos IC. Os resultados sugerem
que a relacdo positiva com o NA evidenciados para o bidtipo suscetivel esta
relacionada com a particdo de assimilados entre o sistema radicular e as folhas e aos
processos dependentes da fotossintese (MAGALHAES, 1985).
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Figura 18 - Area foliar (AF) de biétipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel (Susc) e resistente
(110), avaliados dos 15 aos 140 DAE. FAEM/UFPel, Capéao do Ledo/RS, 2017. Os pontos
representam os valores médios das repeti¢cdes de cada bidtipo em cada época, e as barras,
os intervalos de confianca de cada tratamento.

Para IAF o comportamento foi similar a AF, ocorrendo linearizacdo da variavel
aos 100 DAE que coincide com o inicio estabilizacdo da EP do biétipo Susc (Figura
19). Ao atingir o tamanho definitivo, a planta entra para a fase de reproducéo e
senescéncia, diminuindo o IAF, com menor interceptacdo da energia luminosa,
resultando em decréscimo no acumulo de matéria seca, com a translocacdo desta
para os Orgdos de reservas, e consequente degeneracdo do sistema fotossintético
(PEIXOTO & PEIXOTO, 2004).

Plantas com maior IAF e AF sdo mais eficientes na fixacdo de CO2, visto que
esses valores estdo diretamente relacionados com a interceptacdo de luz e
capacidade fotossintética oferecendo vantagens as plantas quando submetidas a

competicdo com outras plantas (FRAGA et al., 2013).
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Figura 19- indice de éarea foliar (IAF) de bidtipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel (Susc) e
resistente (110), avaliados dos 15 aos 140 DAE. FAEM/UFPel, Capéao do Ledo/RS, 2017.
Os pontos representam os valores médios das repetigdes de cada bidtipo em cada época,
e as barras, os intervalos de confianca de cada tratamento.

A RAF demonstra a resposta da planta durante o crescimento e
desenvolvimento em funcéo a alocacao de fotoassimilados para tecidos e estruturas
assimilatorias como colmos, raizes e estruturas reprodutivas. Dessa forma, a planta
torna-se menos eficiente na conversao de energia em funcao da reducao da superficie
fotossintetizante, autossombreamento, bem como, senescéncia de folhas ao longo do
ciclo da planta (URCHEI et al., 2000). Com relacdo a RAF, houve decréscimo nos
valores dos bidtipos ao longo do periodo avaliado (Figura 20). Para o bidtipo
suscetivel, houve aumento da AF em fungdo do maior periodo de afilhamento
enquanto que, no bidtipo resistente, a alocagdo de fotoassimilados para colmos e
estruturas reprodutivas foi mais precoce, resultando em rapido decréscimo da RAF a
partir dos 80 DAE (Figura 20). Altos valores de RAF indicam uma maior capacidade
da planta interceptar energia luminosa e ocupar 0 espaco, tornando-as mais
competitivas (FERREIRA et al., 2008).
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Figura 20-Razéao da area foliar (RAF) de biétipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel (Susc) e
resistente (110), avaliados dos 15 aos 140 DAE. FAEM/UFPel, Capéao do Ledo/RS, 2017.
Os pontos representam os valores médios das repeticdes de cada bidtipo em cada época,
e as barras, os intervalos de confianca de cada tratamento.

Para ambos os biétipos houve aumento da TCA a medida em que as plantas
se desenvolveram, com estabilizacdo da variavel aos 80 DAE para o biétipo Susc e a
partir dos 120 DAE para o biétipo 110 (Figura 21). Dessa forma, verificou-se que o
biétipo 110 possui maior velocidade de crescimento que pode ser explicado pelo seu
ciclo mais curto, resultando em crescimento mais intenso, e acumulo de
fotoassimilados antecipadamente consistindo em vantagem competitiva. A TCA indica
variagdo ou incremento entre duas amostragens sucessivas, isto &, indica a

velocidade de crescimento (g planta dia* ou semana) (BENINCASA, 2004).
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Figura 21- Taxa de crescimento absoluto (TCA) de biétipos de azevém (Lolium multiflorum) suscetivel
(Susc) e resistente (110), avaliados dos 15 aos 140 DAE. FAEM/UFPel, Capéao do Ledo/RS,
2017. Os pontos representam os valores médios das repeticbes de cada bidtipo em cada
época, e as barras, os intervalos de confianca de cada tratamento.

Pode-se observar neste trabalho que para as variaveis EP, MMSPA e TCA o
biétipo suscetivel 110 mostrou-se superior em comparacdo ao biétipo Susc (Figura
16, 17 e 21). J4, para as variaveis NA e RAF observou-se melhor desempenho do
biétipo Susc (Figura 15 e 20). Efeitos pleiotropicos nao foram observados em biétipos
de azevém resistentes a iodosulfurom-métilico (MARIANI etal., 2016b); bidtipos de
Amaranthus palmeri resistentes ao glifosato (VILA-AIUB et al., 2014); e, bi6tipos de
azevém com baixo nivel de resisténcia a fluazifop (FRAGA et al., 2013).

A auséncia de custos adaptativos de populacbes de plantas daninhas
resistentes é um fator importante envolvido na velocidade da evolug&o da resisténcia
e serve para estimar a adaptabilidade ecoldgica de bidtipos resistentes e suscetiveis
aos herbicidas (CHRISTOFFOLETI; WESTRA; MOORE, 1997; GRAY et al., 1995). A
nivel de lavoura, verifica-se o dominio dos bi6tipos resistentes sobre os suscetiveis,
em funcdo da alta pressdo de selecdo ocasionada pelo controle das plantas
suscetiveis, devido ao uso repetido de mesmo herbicida (SILVA; SILVA, 2007). Nesse

sentido, a adogdo de praticas culturais e/ou associadas com outros métodos de
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controle que favorecam o biotipo suscetivel devera ser considerada uma estratégia
fundamental para manejar areas com plantas daninhas resistentes (VARGAS et. al.,
2005).

4.3.3 Habilidade Competitiva

Em relacdo ao experimento de habilidade competitiva entre o bidtipo de azevém
resistente e suscetivel ao glifosato, iodosulfurom-metilico e piroxsulam, o teste de
normalidade demonstrou ndo ser necesséria a transformacao dos dados.

De acordo com os critérios estatisticos usados para considerar a ocorréncia de
diferencas entre as curvas de PR e PRT em pelo menos duas proporcées, ndo foram
observadas diferencas entre os bidtipos avaliados em nenhuma das variaveis
analisadas (Figura 22a,b,c,d; tabela 9).

Embora néo significativo pelos critérios adotados, observou-se diferenca na
PR, para a variavel NA. Verificou-se que quando o bi6tipo 110 ocupava a maior
proporcao no nicho, houve aumento do NA resultando em reducao do afilhamento do
bi6étipo Susc, ou seja, ocorreu prejuizo apenas no afilhamento do biétipo Susc a
medida que se reduziu sua propor¢ao no nicho (Figura 22a e tabela 9).

Com relacdo a EP houve aumento da PR e PRT para o bibtipo suscetivel
quando ambos biétipos ocuparam o nicho em propor¢des iguais (50:50%) (Figura 22b
e tabela 9). A formacao de colmos mais longos devido ao estiolamento € um processo
fisiologico que afeta a expressdo de genes envolvidos na resposta a luz e na evitacédo
a sombra. Quanto maior a habilidade competitiva e capacidade da planta em
interceptar a luminosidade, maior sera a sua capacidade de assimilar CO2 e produzir
fotoassimilados. Também o aumento da estatura possibilita o sombreamento da
planta que esta em competicdo diminuindo a fotossintese liquida e consequentemente
suprimindo o seu desenvolvimento.

Para a varidvel AF ndo foram encontradas diferencas entre os bi6tipos nas
diferentes proporg¢des. Ja para a MMSPA na proporcdo de 25:75 % verificou-se
tendéncia de reducéo da PRT. Apenas o bi6tipo Susc reduziu mais do que esperado
a PR, indicando que, pequenas proporc¢des do bibtipo resistente podem acarretar em
prejuizo no crescimento da populacdo suscetivel (Figura 22d, tabela 9). Ou seja,

ocorreu competicdo pelos recursos e um maior periodo de competicdo associado a
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pressdo de selecdo imposta herbicida no qual o bi6tipo 110 é resistente, pode

favorecer a predominancia da populacao resistente ao longo das geragdes
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Figura 22 -Produtividade relativa (PR) e total (PRT) para: a) afilhamento; b) estatura; c) area foliar
relativa; d) massa da matéria seca de biétipos de azevém (Lolium multiflorum) resistente
(110) e suscetivel (Susc). FAEM/UFPel, Capdo do Le&do/RS, 2017. Triangulos (A)
representam a PR do bidtipo de azevém resistente, quadrados (m) a PR do bi6tipo suscetivel
e circulos (e) indicam a PRT. Linhas pontilhadas referem-se as produtividades relativas
hipotéticas, quando néo ocorre interferéncia de uma espécie sobre a outra.
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Tabela 9- Diferencas relativas de produtividade (PR) e produtividade relativa total (PRT), para as

variaveis nimero de afilhos, estatura, area foliar e massa seca da parte aérea, nas
proporcdes plantas de azevém (Lolium multiflorum) resistente (110) e suscetivel (Susc).
FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2017.

Proporcao (%) de plantas associadas (resistente: suscetivel)

75:25

50:50

2575

Bidtipo Numero de afilhos
110 (R) 0,12 (+0,05)"s 0,08 (+0,04)"s 0,04(+0,02)"s
Susc -0,03(0,01)* -0,05 (£0,03)"s 0,05 (x0,03)"s
Total 1,09 (£0,05)" 1,03 (£0,06)" 1 (x0,02)"s
Estatura
110 (R) 0,02 (+0,02)"s 0,00(+0,02)"s 0,00(x0,02)"s
Susc 0,03 (x0,01)"s 0,05 (x0,01)* 0,02 (x0,02)"s
Total 1,05 (£0,04)s 1,06 (£0,03)* 1,02 (£0,02)"s
Area foliar
110 (R) 0,02 (+0,03)"s 0,00 (+0,03)"s 0,00 (+0,02)"s
Susc 0,01 (+0,03)"s -0,03 (£0,04)"s -0,04 (+0,05)"s
Total 1,03 (x0,03)"s 0,97 (+0,05)"s 0,96 (+0,06)"s
Massa da matéria seca da parte aérea
110 (R) -0,02 (£0,02)"s 0,05 (+0,04)"s 0,01 (+0,02)"s
Susc -0,01 (x0,02)"s -0,05 (+0,05)"s -0,11 (x0,05)"s
Total 0,96 (+0,03)"s 1,01 (+0,09)"s 0,90 (+0,05)"s

ns Nao significativo; * significativo pelo teste t (p<0,05). Valores entre parénteses representam os erros
padrées das médias.

Para as variaveis morfologicas NA, EP, AF e MMSPA n&o houve diferenga

entre os bidtipos demonstrando que os mesmos ndo sdo afetados pela competicao

intraespecifica para as variaveis analisadas (Tabela 10). Em trabalhos avaliando a

competicao intraespecifica de bibtipos resistentes aos inibidores da ALS, para varias

espécies ndo foram encontradas diferencas na habilidade competitiva (SIBONY &
RUBIN, 2003; ASHIGH & TARDIF, 2009; LAMEGO; VIDAL; BURGOS, 2011; LEGERE

et al., 2013). Bidtipos de azevém com baixo nivel de resisténcia a fluazifop também

nao apresentaram diferencas na habilidade competitiva (FRAGA et al., 2013).
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Tabela 10- Respostas para numero de afilhos, estatura, area foliar e matéria seca da parte aérea de
biétipo de azevém (Lolium multiflorum) resistente (110) competindo com biétipo suscetivel
(Susc) sob diferentes proporc¢des de plantas. FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2017.
Proporcao de plantas associadas (resistente: suscetive)

100:0 75:25 50:50 25:75 0:100 C.V. (%)

Bidtipo Numero de afilhos (n°/planta)

110 (R) 5,49 5,83ns 6,23"s 6,344ns - 12,75
Susc - 6,50"s 6,57" 6,88"s 7,29 9,19

Estatura (cm/planta)
110 (R) 40,85 42,20 41,210 41,24ns - 5,34
Susc - 40,57 40,34"s 37,37 36,34 6,38
Area Foliar (cm?/planta)
110 (R) 93,85 96,24ns 93,68"s 93,77"s - 10,05
Susc - 94,31ns 84,601 85,51"s 90,52 13,08
Massa seca da parte aérea (g/planta)

110 (R) 0,42 0,41ns 0,46"s 0,44ns - 12,08
Susc - 0,45 0,45 0,48 0,41 16,64

ns Nao significativo e * significativo em relagédo ao respectivo monocultivo (100%), pelo teste de
Dunnett (p<0,05). C. V. — Coeficiente de variagdo.

Através dos indices CR, K e C, foi observada diferenca significativa para a
variavel EP onde CR foi maior que 1 e C inferior a zero para o biotipo suscetivel, sendo
considerado mais competitivo que o biétipo resistente (Tabela 11).

Tabela 11-indices de competitividade de biétipo de azevém (Lolium multiflorum) resistente (110) e

suscetivel (Susc), expressos por competitividade relativa (CR), coeficientes de agrupamento
relativo (K) e de competitividade (C). FAEM/UFPel, Capdo do Le&do/RS, 2017.

CR Ka® Kb® C
AFL 1,07 (£0,03) 1,02 (x0,12)™ 0,88 (+0,07)™ 0,03 (x0,02)™
MMSPA2 1,20 (+0,09)s 1,26 (x0,20) 0,91 (+0,17) 0,08 (+0,04)"™
EP3 0,91 (+0,03)* 1,03 (£0,09)s 1,24 (+0,05)  -0,05 (+0,01)*
NA4 1,30 (£0,05) 145 (x0,23)™ 0,84 (x0,12) 0,13 (x0,05)"™

tArea foliar; 2Massa da matéria seca da parte aérea; 3Estatura; “Numero de afilhos; 5Ka — biétipo 110;
6Kb — bidtipo Susc; " Néao significativo e * significativo pelo teste t (p<0,05). Valores entre parénteses
representam os erros padrées das médias.

Os resultados observados ja eram esperados devido os bidtipos serem da
mesma espécie e também da mesma regido geogréfica (Tabela 10 e 11). Dessa forma
conclui-se que ndo ha custo adaptativo para o biétipo 110 e que a habilidade
competitiva de ambos € semelhante o que é preocupante, pois a falta de efeitos
negativos em biotipos resistentes favorece a evolugdo, a propagacdo e a
competitividade dessas espécies nos sistemas agricolas (LEGERE et al., 2013).

Em sintese verificou-se que o maior periodo de afilhamento do azevém
resistente € o principal fator envolvido na diferenca do desenvolvimento fenologico
entre os bidtipos. Nao houve custo adaptativo para o bi6tipo resistente, sendo que ele
foi superior ao suscetivel quanto a EP, MMSPA e TCA, enquanto que o suscetivel
possui maior NA e RAF. Com relacdo a habilidade competitiva ndo se observou
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diferenca entre os bi6tipos nas diferentes proporc¢des testadas quando ocupam o
mesmo hicho ecoldgico.

A falta de efeitos negativos em bibtipos resistentes favorece a evolugéo, a
propagacio e a competitividade dessas espécies nos sistemas agricolas (LEGERE et
al., 2013). Atencao especial deve ser dada aos bibtipos resistentes que ndo possuem
custo de adaptacdo pois o0s mesmos podem comprometer os sistemas de cultivo,
podendo inviabiliza-los em areas com esses bidtipos, principalmente em culturas
como o trigo, onde 0 azevém é a principal planta daninha.

Diante deste cenario é fundamental que se pense no sistema produtivo como
um todo. Deve-se buscar a adog&o do manejo integrado de plantas daninhas, ou seja,
além dos métodos quimicos, devem-se ser utilizados outros métodos como fisico e
cultural, com o objetivo de minimizar a reproducado e o reabastecimento dos bancos
de sementes de plantas daninhas no solo, bem como sua dispersao para outras areas.
Atitudes proativas séo imprescindiveis para contribuir com a sustentabilidade da
atividade agricola do ponto de vista da resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas,

garantindo a maxima produtividade das culturas e rentabilidade aos agricultores.

4.4 Conclusoes

O bidtipo Susc completou seu ciclo em 191 dias e o bi6tipo 110 em 153 dias,
onde a principal diferenga ocorre no estagio de afilhamento.

Em geral ndo hé diferencas entre os biétipos 110 e Susc com relacéo ao valor
adaptativo.

N&o ha diferenca na habilidade competitiva entre os bi6tipos 110 e Susc.



5 CONCLUSOES

O bidtipo de azevém 110 possui resisténcia multipla aos herbicidas inibidores
da enzima EPSPs e ALS e resisténcia cruzada aos herbicidas inibidores da ALS dos
grupos das sulfonilureias e triazolopirimidinas.

O mecanismo de resisténcia ao glifosato do biétipo 110 ndo é devido a
insensibilidade total da EPSPs ao glifosato.

A resisténcia do biétipo 110 é resultado da insensibilidade da enzima ALS ao
herbicida iodosulfurom-metilico sédio.

O bidtipo 110 ndo apresenta metabolismo do glifosato, iodosulfurom-metilico
e piroxsulam pelo complexo cyt-P450 no que se refere a inibicdo por malathion ou
butéxido de piperonila (PBO).

N&o ha diferenca na habilidade competitiva entre os biétipos 110 e Susc.
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