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Resumo

SCHMITZ, Maicon Fernando. Impacto do cultivo de azevém tetraploide sobre
azevém diploide resistente a herbicidas 2018. 112f. Dissertacao (Mestrado) -
Programa de P6s-Graduagao em Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

A competicdo intergenotipica de azevém tetraploide com a populacdo natural
diploide pode ser ferramenta para reduzir a frequéncia de individuos resistentes
numa area. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a possibilidade e os
impactos do uso de gendtipos de azevém tetraploide em substituicdo ao diploide,
nos sistemas lavoura-pecuaria do Rio Grande do Sul. Para atender os objetivos do
deste trabalho, foram realizados quatro estudos, visando: 1) avaliar o valor
adaptativo, ciclo e componentes de produtividade entre gendtipos de azevém
diploide e tetraploide; 2) quantificar o efeito de doses de herbicidas pds-emergentes
sobre a seletividade e herbicidas em diferentes estadios de aplicagdo sob o controle
de azevém tetraploide; 3) determinar a longevidade de sementes dos genétipos de
azevém diploide e tetraploide, expostas a diferentes profundidades e tempo de
enterrio; 4) mensurar a possibilidade de cruzamento entre genoétipos diploides e
tetraploides de azevém, determinando a qualidade fisiolégica e viabilidade das
sementes oriundas dos cruzamentos, percentagem de sobrevivéncia e heranca da
resisténcia ao glyphosate, bem como, o nivel de ploidia das progénies. Os
resultados demonstraram que, o azevém tetraploide apresenta ciclo mais longo que
o diploide, devido principalmente ao maior periodo de afilhamento. O numero de
afilhos, area foliar, massa seca de raiz e nimero de sementes foram superiores para
0 azevém tetraploide e, este apresentou habilidade competitiva superior ao diploide.
Os herbicidas bentazon, 2,4-D, saflufenacil e carfentrazone-ethyl foram seletivos ao
azevém tetraploide independente da dose empregada. Glyphosate, diuron +
paraquat, clethodim e haloxyfop apresentam controle satisfatério, de azevém
tetraploide. Glufosinate apresentou controle insatisfatério nos estadios de
afilhamento e alongamento, no entanto adequado quanto pulverizado no estadio de
florescimento. Sementes de azevém diploide apresentaram dorméncia primaria,
impedindo a germinacado imediata ap6s deposicdo no solo, enquanto sementes
tetraploides ndo demonstraram dorméncia, permanecendo no banco de sementes
em estado quiescente. Ambos os genétipos apresentaram sementes potencialmente
emergentes no quarto més aplés o enterrio, quando as condicoes ambientais
(temperatura, radiacdo e umidade) sdo adequadas para o desenvolvimento da
espécie. Independente do gendtipo testado e do tempo, quanto maior a



profundidade de enterrio das sementes, maior a longevidade no banco de sementes
do solo. A progénie oriunda do cruzamento diploide resistente ao glyphosate® x
tetraploide suscetiveld apresentou problemas de germinacdo, sendo detectada
apenas uma planta triploide das 22 avaliadas. Ja, a progénie oriunda do cruzamento
diploide resistente ao glyphosated x tetraploide suscetivel?, ndo apresentou
problemas de germinacgéo, porém 46% das plantas morreram logo apés a fase de
plantula, sendo identificadas plantulas triploides (10%) e pentaploides (25%) nesse
cruzamento. Nao foram identificadas plantas resistentes ao glyphosate na progénie
diploide resistente ao glyphosated' x tetraploide suscetivel?, ja na progénie diploide
resistente ao glyphosate? x tetraploide suscetiveld, apresentou reducao de 47% de
plantas resistentes ao glyphosate, em comparacdo a fecundacdo cruzada da
progénie diploide resistente ao glyphosate.

Palavras-chave: Lolium multiflorum; ploidia; controle cultural; manejo da resisténcia



Abstract

SCHMITZ, Maicon Fernando. Impact of tetraploid ryegrass on diploid ryegrass
herbicide resistant. 2018. 112p. Master of Science - Graduate Program in Plant
Protection. Federal University of Pelotas, Pelotas.

Competition between the tetraploid with natural population of the diploid ryegrass
may be a tool to reduce resistant plants in the cultivated rangeland. The objective of
this work was to evaluate the opportunity and the impacts of the use of tetraploid
ryegrass genotypes in substitution to the diploid, in the crop-livestock systems of Rio
Grande do Sul. To meet the objectives of present work, were done four studies,
aiming: 1) evaluate the fithess cost, phenological development, yield components,
and competitive ability, between diploid and tetraploid ryegrasses; 2) quantify the
effect of rates of post-emergence herbicides on selectivity, and application of
herbicides in different phenological development under the control of tetraploid
ryegrass; 3) determinate the seeds longevity of diploid and tetraploid ryegrasses
buried in different depths and periods; 4) measure the crossing between diploid and
tetraploid ryegrasses to evaluate the physiological quality and viability of the seeds
from the crossing, percentage of survival and inheritance of glyphosate resistance,
as well as the level of ploidy from progenies. The results showed that the tetraploid
ryegrass have a longer cycle than the diploid, due to the longer tillering period. The
tiller number, leaf area, root dry mass and the number of seeds were higher to the
tetraploid ryegrass, that also had a higher competitive ability than the diploid. The
herbicides bentazon, 2,4-D, saflufenacil and carfentrazone-ethyl were selective to the
tetraploid ryegrass regardless of the rate used. Glyphosate, diuron + paraquat,
clethodim and haloxyfop showed satisfactory control to tetraploid ryegrass.
Glufosinate had unsatisfactory control in tillering and stretching stages, however was
good when was sprayed in flowering stage. Diploid ryegrass seeds got primary
dormancy, avoiding the germination immediately after buried, while tetraploid seeds
showed no dormancy, remaining in the seed bank in a quiescent stage. Both
genotypes have potentially emergent seeds in the fourth month after burial, when the
environmental conditions (temperature, radiation and moisture) are adequate for the
ryegrass development. Whatever of the genotype tested and the period after burial,
seeds buried at greater depth showed superior longevity in the soil seed bank.
Progeny from the susceptible tetraploidd x glyphosate resistant diploid? crossing
exhibited germination problems, with only one triploid plant being detected from the
22 plants evaluated. However, the progeny from the crossing between glyphosate
resistant diploidd x tetraploid susceptible?, did not show germination problems, but
46% of the plants died quickly after the seedling stage, with triploid (10%) and



pentaploid (25%) seedlings identified. No glyphosate resistant plants were detected
in susceptible tetraploid? x resistant diploidd progeny, however in susceptible
tetraploidd x diploid resistant? progeny, was observed a reduction of 47% of
glyphosate resistant plants compared to cross-fertilization progeny resistant to
glyphosate.

Key-words: Lolium multiflorum; ploidy; cultural control; resistance management
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1. INTRODUCAO

O género Lolium pertencente a familia Poaceae apresenta como centro de
origem o Sul da Europa, Asia menor e Norte da Africa. Sdo oito espécies que
compde este género, sendo L. perenne, L. rigidum e L. multiflorum alégamas; ja, L.
persicum, L. remotum, L. loliaceum e L. temulentum autbgamas; enquanto, L.
canariense apresenta modo de reproducdo intermediario (POLOK, 2007). Destas
espécies, L. perenne e L. multiflorum sao as que apresentam ampla distribuicao
geografica, em regides de clima temperado, devido a importancia econémica como
plantas forrageiras e de cobertura de solo (CALLOW et al., 2000; VARGAS;
MORAES; BERTO, 2007).

No Sul do Brasil (Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) a espécie L.
multifforum, conhecido popularmente por azevém, se desenvolve de forma
espontanea ou cultivada na maioria das areas agricolas no periodo de inverno e
primavera, apresentando ciclo anual (GONCALVES, 1979; CHRISTOFFOLETI;
LOPEZ-OVEJERO, 2003; VARGAS et al., 2006). Esta espécie de origem
mediterranea chegou ao pais, provavelmente por imigrantes de origem italiana, os
quais iniciaram restritamente seu cultivo na encosta inferior da Serra Nordeste no
Rio Grande do Sul (GONCALVES, 1979).

Com o decorrer dos anos, a populacao original de plantas sofreu efeitos da
selecdo natural, formando populacdo bem adaptada as condi¢des edafoclimaticas e
dispersou-se pelo Estado (GONCALVES, 1979). A adaptabilidade esta relacionada a
versatilidade da planta se desenvolver sob baixas temperaturas, desde solos férteis
e bem drenados, até solos Umidos, argilosos, acidos, com baixo teor de matéria
organica (CLARO; OSAKI, 2005). Essas caracteristicas, aliadas a qualidade
bromatolédgica, boa capacidade de rebrote, resisténcia ao pisoteio, facilidade de
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implantacdo e ressemeadura natural, tornou o azevém a graminea hibernal mais
cultivada no Estado (FONTANELI; SANTOS; FONTANELI, 2012).

Fisiologicamente o0 azevém apresenta rota metabodlica C3 e morfologicamente
€ caracterizado por ser uma planta herbacea, glabra, possuindo sistema radicular
fasciculado e habito de crescimento cespitoso ereto (CAUDURO et al., 2007). Os
colmos sao eretos, cilindricos e sem pelos; a bainha é estriada e fechada com ligula
curta e esbranquicada; a lamina foliar é estreita, glabra, de apice agudo com
coloragao verde-brilhante; a inflorescéncia € uma espiga do tipo distica,
apresentando duas carreiras de espiguetas multiflorais, com flésculos e lemas
aristadas, contendo estames e pistilo protegidos pela palha (FONTANELI; SANTOS;
FONTANELI, 2012).

A fecundacdo cruzada ou alogamia é a caracteristica reprodutiva
apresentada por L. multifforum (VARGAS; MORAES; BERTO, 2007),
proporcionando elevada heterozigose dos individuos, resultando em elevada
variabilidade genética na populacdo. Esta particularidade é muito importante para
sobrevivéncia da espécie, pois plantas com esse tipo de fecundagdo possuem
capacidade de transmitir genes de resisténcia a plantas adjacentes (WANG et al.,
2004).

Na natureza o azevém apresenta-se como planta diploide (2n=2x=14
cromossomos), porém, o melhoramento genético vegetal, através da técnica de
duplicacdo cromossémica, pela acao antimitética da colchicina, proporcionou o
desenvolvimento de plantas tetraploides (2n=4x=28 cromossomos) (AHLOOWALIA,
1967). Essa substancia impossibilita a formacao das fibras do fuso acromético
durante a divisdo celular, evitando que o0s cromossomos, posteriormente a
duplicacdo se movimentem para os polos da célula, consequentemente, apds a
formagdo da membrana nuclear a célula fica com o dobro do numero de
cromossomos que possuia no inicio do ciclo (WITTMANN; DALL " AGNOL, 2003).

A poliploidia em azevém promove melhorias na palatabilidade e
digestibilidade da forragem, devido a maior quantidade de acglcares soluveis e
menor relacdo colmo/folhas (RAMAKRISHNAN, 2004). O azevém tetraploide
também apresenta rapida producéo inicial, elevada producdo de massa total, aliado
ao periodo vegetativo mais longo, quando comparado com azevém diploide. Apesar
da técnica e das vantagens da duplicacao cromossémica serem conhecidas desde a
década de 60, somente a partir dos anos 2000 que comegaram a serem importadas
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e comercializadas no Brasil cultivares de azevém tetraploide, originarias
principalmente do Uruguai (AHLOOWALIA, 1967; TONETTO et al., 2011).

As respostas de crescimento dos gendétipos em relacdo a temperatura sao
diferenciadas, o azevém tetraploide reduz o crescimento em invernos mais rigorosos
por possuir temperatura basal mais elevada (MULLER et al., 2009). Gendtipos
tetraploides apresentam menor producao de colmos e sementes, enquanto azevém
comum apresenta resposta contraria, sendo esse resultado relacionado a
capacidade de adaptacao e sobrevivéncia da espécie no ambiente (TONETTO et al.,
2011). Ja as caracteristicas morfogenéticas, relacionadas a taxa de aparecimento de
folhas, taxa de expansdo, senescéncia de folhas, filocrono e tempo de vida das
folhas séo atributos que se diferenciam mais em fungéo da cultivar utilizada, do que
pelo nivel de ploidia (OLIVEIRA et al.,2014).

Atualmente sao reconhecidos 487 bibtipos de plantas daninhas resistentes a
herbicida no mundo, envolvendo 254 espécies (HEAP, 2018). Na Australia, um
classico caso de resisténcia a varios mecanismos de a¢ao sdo plantas de L. rigidum,
onde biétipos apresentam resisténcias simples, cruzada e multipla, envolvendo dez
mecanismos de agédo (HEAP, 2018). Este fato é alarmante na historia da resisténcia
a herbicidas e essa evolucdo representa um sério desafio para a utilizacao
sustentavel de recursos, tais como agrotéxicos (YU; CAIRNS; POWLES, 2007).

No caso de L. multiflorum, mundialmente a espécie apresenta resisténcias
simples, cruzada e mdltipla, envolvendo oito mecanismos de acao (HEAP, 2018). No
Brasil existem bidtipos acumulando resisténcias simples, cruzada e mdltipla a trés
mecanismos de acdo (HEAP, 2018). O primeiro caso de resisténcia a azevém
ocorreu em 2003 ao glyphosate, herbicida inibidor da enzima 5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs), sendo a resisténcia atrelada ao uso
continuado e repetido do herbicida em pomares de maca, devido ao custo ser
relativamente baixo, apresentar alta eficiéncia sobre diferentes espécies,
independente do estadio vegetativo (ROMAN et al., 2004). Atualmente a resisténcia
a glyphosate encontra-se distribuida em praticamente todos os municipios da regiao
sul do pais.

Devido a resisténcia do azevém ao glyphosate, a principal alternativa para o
manejo da espécie foram os inibidores da enzima acetil-coenzima-A-carboxilase
(ACCase) (SCHNEIDER; VARGAS; AGOSTINETTO, 2015), sendo em 2010 relatado
o primeiro caso de resisténcia a este mecanismo de acao (VARGAS et al., 2013). Ja,
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a resisténcia do azevém aos herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase
(ALS) também constada em 2010, decorreu do uso repetido e continuado de
iodosulfuron, devido a seletividade desta molécula as culturas do trigo e cevada com
adequado controle das principais plantas daninhas infestantes dessas culturas
(MARIANI et al., 2015).

Em cereais de inverno todos herbicidas registrados para o controle de
azevém em pos-emergéncia, pertencem aos inibidores da ALS e ACCase
(AGROFIT, 2018). A presenca de abundante banco de sementes com biétipos de
azevém envolvendo resisténcia cruzadas a todos herbicidas seletivos utilizados em
pds-emergéncia, podem inviabilizar o manejo quimico da planta daninha na area
(LYON; HUGGINS; SPRING, 2016; HEAP, 2018). Essa situacao se agrava a medida
que estas populacdes de azevém se cruzam com plantas até entdo suscetiveis,
transmitindo a resisténcia e deixando como heranca para seus descentes essa
caracteristica (VARGAS; MORAES; BERTO, 2007; MARIANI et al., 2015), e assim,
se nao forem tomadas medidas de manejo alternativo para essas populagdes, elas
podem disseminar rapidamente em toda area, bem como areas vizinhas.

A viabilidade das sementes de azevém no solo é relativamente curta, sendo
que independentemente do tipo de solo, precipitacdo e profundidade de enterrio, a
viabilidade das sementes foi de apenas 24 meses (NARWAL; SINDEL; JESSOP,
2008). Na Austrélia para manejar o azevém resistente a herbicidas em cereais de
inverno, tém sido efetuado o enleiramento e queima dos residuos da cultura logo
apds a colheita de graos, visando minimizar a entrada de sementes no banco de
sementes do solo (LYON; HUGGINS; SPRING, 2016). Com o mesmo intuito, outra
alternativa encontrada pelos agricultores deste pais, foi o uso de equipamento
acoplado a colhedora com a finalidade de destruir sementes de azevém descartado
apoés o processo de limpeza da colhedora (LYON; HUGGINS; SPRING, 2016).

Estratégias de manejo integrado de plantas daninhas menos danosas ao
ambiente e com menor consumo de combustiveis, que se baseiem em técnicas que
reduzem a incorporagao de sementes de azevém resistentes a herbicidas no banco
de sementes do solo, sdo importantes a fim de reduzir a disseminacdo da
resisténcia, seja na area ou em areas vizinhas. Dentre estas medidas pode-se
destacar a eliminacao das plantas que sobreviverem a aplicacao do herbicida, pelo
corte, enfardamento e retirada destas plantas da area, bem como o manejo da
planta daninha antes que complete a antese (PRESTON et al., 2009).
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Outras praticas como a rotacdo de culturas, através da semeadura de
diferentes culturas nas safras ou, manejos que objetivem o fortalecimento da
capacidade competitiva da cultura, representada pelo seu rapido estabelecimento e
desenvolvimento também sao técnicas que podem ser utilizadas para manejar a
resisténcia (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2003).

A comparagédo da habilidade competitiva e valor adaptativo da cultura ou
planta daninha podem estar relacionados, a capacidade de apreensdo ou menor
necessidade dos recursos do meio, bem como a emergéncia antecipada em relagcao
a outra espécie (AGOSTINETTO et al.,, 2013). Sendo que, para determinar
interagbes competitivas entre culturas e plantas daninhas, existem varios métodos,
porém todos levam em consideracao fatores de densidade, proporcdo e arranjo
espacial entre as plantas (RADOSEVICH, 1987). O valor adaptativo refere-se ao
sucesso evolutivo combinando caracteristicas de sobrevivéncia e reproducao
(HOLT; RADOSEVICH, 1983), sendo utilizadas taxas de crescimento e producéo de
sementes, detectando assim possiveis diferencas funcionais e estruturais entre
genotipos (HOLT; RADOSEVICH, 1983).

A habilidade competitiva entre trigo e azevém, demonstra que quando as
espécies ocorrem em proporgoes iguais de plantas nas associacdes, 0 azevém €
menos competitivo que a cultura (RIGOLI et al., 2008). Biétipos de L. multiflorum
suscetivel ao herbicida glyphosate acumulam mais matéria seca, possuem maior
capacidade de producdo de sementes e capacidade competitiva que bibtipos
resistentes (VARGAS et al., 2005; FERREIRA et al., 2008). Ja em cevada, o azevém
foi mais competitivo que a cultura, por explorarem o mesmo nicho ecoldgico, e
competir pelos mesmos recursos do meio, seja no tempo e/ou no espaco (GALON et
al., 2011). Sendo assim o0 azevém necessita de controle mesmo em pequenas
populacdes, quando em competicdo com essa cultura.

Cultivares tetraploides quando introduzidas em areas com azevém diploide
resistente a herbicidas também estédo sujeitos a competicao por recursos que podem
se tornar limitantes para uma ou ambas espécies. Cultivares tetraploides sdo mais
competitivas e apresentem maior capacidade de ocupar o nicho ecolédgico do que as
plantas diploides da mesma espécie (GILLILAND et al., 2011). Esta ferramenta pode
ser interessante, quando se objetiva reduzir a populacao resistente a herbicidas. Por
outro lado, uma limitacdo pode ser o cruzamento entre os gendtipos diploides
resistentes a herbicidas e cultivares tetraploides originando progénie resistente a
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herbicidas. Uma vez que, o fluxo génico pode facilitar a disseminacao dos genes de
resisténcia (JASIENIUK; BRULE-BABEL; MORRISON, 1996), seja via pélen ou
através movimento de sementes (MAXWELL; MORTIMER, 1994).

O resultado normal do cruzamento envolvendo plantas diploides e
tetraploides sao individuos triploides (3n) vidveis, mas estéreis devido a presenca de
cromossomos nao pareados na meiose (RUCHEL et al., 2015). A obtencédo de
triploides a partir cruzamento diploide x tetraploide ocorre em pequena proporcao
(1/166) sendo que as plantas apresentam problemas de germinacao e até mesmo a
morte das plantulas logo apés a germinagdo (BUSTAMANTE et al., 2015). Portanto,
a compreensdo da heranca da resisténcia em espécies de plantas daninhas
resistentes a herbicidas, mesmo em espécies que envolvam diferenca de ploidia,
pode ser Util para prever o impacto das estratégias de manejo sobre o destino do(s)
alelo(s) de resisténcia (MOHSENI-MOGHADAM; SCHROEDER; ASHIGH, 2013).

Para identificar o nivel de ploidia de cada planta, podem ser utilizadas
medidas diretas e indiretas. Como o aumento celular € um dos efeitos da duplicagéao
cromossbémica, caracteres citolégicos de tamanho das células-guarda nos estématos
(MORGAN et al.,, 2003), densidade por area e tamanho de estématos (BECK;
DUNLOP; FOSSEY, 2003) e diametro dos graos de pélen (OMIDBAIGIA et al., 2010)
sao medidas indiretas. Outra alternativa é a estimativa através da determinacéo da
quantidade de DNA nuclear, que pode ser realizada por microdensitometria, ou por
citometria de fluxo (BUSTAMANTE et al., 2015). Sendo todas validadas por uma
medida direta, que é a contagem cromossémica classica a partir de laminas
histologicas (BUSTAMANTE et al., 2015).

Na introdugédo de genétipos nos sistemas agricolas € importante verificar o
comportamento a herbicidas (GALON et al., 2010), visando tanto a seletividade
quanto o controle. Em relagdo a resposta dos genétipos de azevém ao herbicida
glyphosate, o tetraploide apresenta capacidade de tolerar 1,6 vezes mais o
herbicida, do que o gendtipo diploide (DORS et al.,, 2010). Por outro lado, os
herbicidas 2,4-D, diclosulam, saflufenacil, flumioxazin, metsulfuron-methyl e
chlorimuron-ethyl, na dose de registro, apresentam seletividade para o azevém
tetraploide e potencialidade para o manejo de buva no periodo de inverno
(DALAZEN; KRUSE; MACHADO 2015).

As hipoteses desse trabalho foram que o azevém tetraploide apresenta ciclo,
valor adaptativo, habilidade competitiva superior, quando comparado ao genoétipo
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diploide; o azevém tetraploide apresenta resposta de controle e seletividade a
herbicidas, similar a populagdes de azevém diploides nao resistentes; sementes de
azevém enterradas em maiores profundidades apresentam maior longevidade,
independentemente do nivel de ploidia; o cruzamento entre gendétipos diploides e
tetraploides de azevém ocorre naturalmente, porém devido a presenca de
cromossomos nao pareados na meiose, os individuos gerados apresentam taxa de
sobrevivéncia reduzida e nao transferem a resisténcia ao glyphosate para a préxima
geragao.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivos: identificar e
comparar o desenvolvimento fenoldgico, custo adaptativo e habilidade competitiva
entre gendtipos de azevém diploide e tetraploide; avaliar o efeito de doses de
herbicidas pds-emergentes sobre a seletividade, e herbicidas em diferentes estadios
de aplicacdo para controle de azevém tetraploide; determinar a longevidade de
sementes dos gendétipos de azevém diploide e tetraploide (L. multiflorum) expostas a
diferentes profundidades e tempo de enterrio; determinar a qualidade fisiolégica,
viabilidade, sobrevivéncia, heranca da resisténcia ao glyphosate e numero de
cromossomos em cruzamentos de genétipos de azevém, envolvendo ploidia e

resisténcia ao glyphosate do genétipo diploide.



2. CAPITULOI- Custo adaptativo e habilidade competitiva entre genétipos

de azevém com diferentes niveis de ploidia.
2.1 Introducao

O Lolium multiflorum (azevém) € uma das principais espécies forrageiras de
inverno que compde os sistemas agricolas do Sul do Brasil, devido as qualidades
bromatolégicas, aliadas ao baixo custo de producdo, com potencial de
ressemeadura natural (AGUINAGA et al., 2008). Por outro lado, a espécie é
considerada uma planta daninha aos cereais de inverno devido a persisténcia das
sementes no solo e germinacdo escalonada gerando fluxos de germinacéo
heterogéneos que, dificultam a adocao de rotacdo de culturas e de praticas de
manejo eficientes para controle dessa espécie, interferindo negativamente no
desenvolvimento e na produtividade das culturas (TIRONI et al., 2014).

O controle quimico, por apresentar praticidade, eficiéncia e menor custo
quando comparado a outros métodos de controle, é considerado o principal método
de manejo para azevém (CORREA et al., 2014). Porém, o uso continuado e repetido
de herbicidas, com o mesmo mecanismo de acao, resultou na selecdao de bibtipos
resistentes (HEAP, 2014). Atualmente, existem bidtipos de azevém com resisténcia
simples e multipla aos herbicidas inibidores da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato sintase (EPSPs) (ROMAN et al.,, 2004), acetil coenzima-A carboxilase
(ACCase) (VARGAS et al.,, 2013) e acetolactato sintase (ALS) (MARIANI et al.,
2015).

A resisténcia a estes mecanismos de acgao dificulta a ado¢cdo do manejo
quimico, devido a escassez de moléculas pds-emergentes, seletivas aos cereais de
inverno e a canola, existentes no mercado (KAUNDUN et al., 2013). Dessa forma, é

necessario encontrar alternativas de manejo que possam contribuir para redugao



27

dos bancos de sementes de azevém e seus efeitos negativos sobre as culturas
(GOGGIN; POWLES, 2014).

O crescente uso azevém tetraploide como planta forrageira pode ser uma
alternativa ao azevém diploide com resisténcia aos herbicidas inibidores da EPSPs,
ACCase e ALS (OLIVEIRA et al., 2014), uma vez que, a poliploidia pode fornecer
cultivares mais competitivas e que apresentem maior capacidade de ocupar o nicho
ecolégico do que as plantas diploides da mesma espécie (GILLILAND et al., 2011).
Além disso, o0 azevém tetraploide apresenta desenvolvimento fenolégico mais longo,
maior producdo de massa seca e melhor qualidade bromatolégica quando
comparado a espécie diploide (GILLILAND et al., 2007). Com a indugcdo da
poliploidia, o custo adaptativo e a habilidade competitiva podem ser alterados,
devido a modificacdo da expressdao génica de substdncias responsaveis pelo
crescimento e desenvolvimento celular e, pela biossintese de metabdlitos
secundarios e de resposta a estresses, quando comparados as plantas diploides
(ZHOU et al., 2015).

A comparacgao entre os genétipos de azevém através do custo adaptativo,
embora ndao sejam oriundos do mesmo local de origem, é importante ferramenta
para entender o crescimento, a sobrevivéncia e a producdo de sementes dos
gendtipos em fungdo do aproveitamento dos recursos do ambiente. Além disso,
estudos de habilidade competitiva entre genétipos com diferentes niveis de ploidia
permitem desenvolver estratégias de manejo, a fim de evitar a disseminagdao da
resisténcia em funcdo das alteracdes no crescimento e desenvolvimento sobre o
genotipo de interesse.

Esse estudo teve como hipétese que o azevém tetraploide apresenta ciclo,
valor adaptativo, habilidade competitiva superior, quando comparado ao genoétipo
diploide. O objetivo do estudo foi identificar e comparar o desenvolvimento
fenolégico, custo adaptativo e habilidade competitiva entre genétipos de azevém

diploide e tetraploide.
2.2 Material e Métodos
Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao, pertencente ao

Centro de Herbologia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da Universidade
Federal de Pelotas (CEHERB/FAEM/UFPel). Os tratamentos foram dispostos em
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delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro repeticdes, durante
o periodo de maio a dezembro de 2016. Cada unidade experimental (vasos
plasticos) foi preenchida com solo, classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo
de textura franco-arenosa, pertencente a unidade de mapeamento de Pelotas-RS
(EMBRAPA, 2013), sendo a correcdao do pH e adubacbes de base e cobertura,
realizadas conforme analise do solo, baseada nas recomendacgbes de adubacgéo e
calagem de forrageiras gramineas de estacdo fria (TEDESCO et al., 2004). A
irrigacao das plantas foi realizada manualmente, onde a umidade do solo foi mantida
em capacidade de campo. Os gendtipos de azevém utilizados nos experimentos
foram o diploide (comum), oriundos de Passo Fundo (coordenadas 28°13'49” S e
52°24'23” O) e tetraploide (c.v. INIA TITAN®).
As demais metodologias seguem descritas em cada experimento.

2.2.1 Experimento I: Desenvolvimento fenoldgico dos genétipos

Para determinar o intervalo de tempo necessario para os genoétipos atingirem
os estadios fenoldgicos, uma planta foi alocada em vaso de polietileno, com
diametro de 23 cm e capacidade volumétrica para 6 dm>. Adotou-se a escala de
Bleiholder et al. (1991), onde foram considerados, a partir da semeadura (SE), a
emergéncia (EM); primeira folha completa sai do coleoptilo (PC); afilhamento (AF);
elongacao (EL); Bainha da folha bandeira inicia elongacao (BF); espigamento (ES);
florescimento (FL); grao aquoso (GA); grao leitoso (GL); grédo pastoso (GP); e,
maturacdo plena (MP). Cada estadio fenoldgico pré-determinado foi considerado

quando 50+1% das plantas apresentavam as mesmas caracteristicas fenotipicas.
2.2.2 Experimento II: Custo Adaptativo

Neste experimento, cada unidade experimental foi composta por uma planta
de azevém alocada em vaso de polietileno, com didmetro de 23 cm e capacidade
volumétrica para 6 dm®. Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial (2 x 8),
onde o fator A foi constituido pelos gendtipos de azevém diploide (comum) e
tetraploide (c.v. INIA TITAN®): e, o fator B, pelas oito épocas de coleta: 15, 30, 45,
60, 75, 90, 105 e 120 dias ap6s a emergéncia (DAE).
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As variaveis de crescimento analisadas em cada época foram: estatura de
plantas (EP); numero de afilhos (NA); area foliar (AF); massa seca da parte aérea
(MSPA); massa seca de raiz (MSR); indice de area foliar (IAF); razao de area foliar
(RAF); e, taxa de crescimento absoluto (TCA). A determinacdo da AF foi
determinada com auxilio de medidor de area foliar (LICOR 3100C), enquanto a EP
foi quantificada com auxilio de régua milimétrica, aferindo-se o comprimento desde
rente ao solo até o apice da planta, com o limbo foliar estendido. A MSPA e MSR
foram obtidas apos coleta e secagem em estufa de circulacao forgcada de ar, a 60°C
por 72 h, sendo pesadas em balanca analitica e os valores expressos em g planta™.
O IAF, expressa a relacao entre a area foliar total por unidade de area do solo,
indicando a superficie disponivel para interceptacao e absorcao de luz. A RAF, em
cm? g, representa a relagdo de AF e MSPA, demonstrando a area foliar disponivel
para a fotossintese, obtida através da equacao: RAF = (AF; + AF.)/(MSPA; +
MSPA,). A TCA, em g dia’, mensura a velocidade média de crescimento em
determinado periodo de tempo, foi obtido pela equacdo: TCA =
(MSPA; - MSPA)/(T+ - T2), em que MSPA1 e MSPA2 sao a variagdo da MSPA em
duas amostras consecutivas tomadas nos tempos T; e T, (MAGALHAES, 1979).

Os componentes de produtividade avaliados na maturidade fisiol6gica foram:
namero de espigas por planta (NEP); numero de sementes por espiga (NSE) e
namero de espiguetas por espiga (NEE), obtidos pela contagem em dez espigas
coletadas ao acaso; numero de sementes cheias por espigueta (NSC) e niumero de
sementes por planta (NSP), obtido das sementes cheias de dez espigas, onde a
média do NSP foi multiplicado pela NEP; massa de sementes por espiga (MSE),
obtida pela determinacdo da massa de sementes em dez espigas; e, peso de mil
sementes (PMS), obtido através verificacdo da massa de oito sub-amostras de 100
sementes.

Os dados obtidos foram analisados 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
avaliacao, para todas as variaveis, utilizando o modelo sigmoidal nao linear: y =
a/(1+e %) sendo que y representa a varidvel resposta; x sdo os dias apés a
emergéncia; e, a, x0 e b sdo parametros da equacao, em que a é a diferenca entre
0s pontos maximo e minimo da curva, x0 sdo os dias que proporcionam 50% de

resposta da variavel e b é a declividade da curva. Para os componentes de
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produtividade dos gendétipos, a comparacao das médias para cada variavel resposta
foi realizada através do teste t (p<0,05).

2.2.3 Experimento lll: Habilidade competitiva

Para este estudo foram realizados experimentos em serie aditiva e de
substituicdo, onde cada unidade experimental foi composta de vasos com
capacidade volumétrica de 4 dm® e diametro de 19 cm. Os monocultivos (série
aditiva) dos gendtipos de azevém (diploide e tetraploide) foram instalados em
populacdes crescentes de 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 e 128 plantas por vaso (equivalentes
a 35, 70, 140, 280, 560, 1.120, 2.240 e 4.480 plantas m™?). A coleta da MSPA foi
realizada aos 50 dias ap6és a emergéncia (DAE), nos quais os dados obtidos foram
analisados pelo método da producao reciproca (GALON et al., 2011). Os resultados
obtidos, na média dos gendtipos, indicaram que a MSPA foi constante e
independente da populacdo, para 1693 plantas m?, equivalente a 48 plantas vaso™
(dados nao apresentados).

A partir da populagdo obtida por vaso, foi realizado o experimento em série
de substituicdo, onde os genoétipos foram mantidos em monocultivo ou associados
em propor¢des variaveis. As combinagdes utilizadas foram: 100:0 (monocultivo de
azevém tetraploide), 75:25, 50:50, 25:75 e 0:100 (monocultivo de azevém diploide).
Os genodtipos foram previamente semeados em bandejas e transplantados
equidistantes aos quatro dias apds a emergéncia das plantulas, sendo realizada a
avaliacao da AF, EP, NA e MSPA de todas as plantas da unidade experimental aos
50 DAE.

Para analise da AF, EP, NP e MSPA foi utilizado a metodologia de analise
gréafica proposta para experimentos substitutivos (RADOSEVICH; HOLT; GHERSA,
2007; ROUSH et al.,, 1989; COUSENS, 1991), que consiste na construcao de
diagramas com base na produtividade relativa (PR) e produtividade relativa total
(PRT) para cada proporgao utilizada e cada variavel resposta. A PR de cada
gendtipo foi calculada pela divisdo entre a média da associagdo e a média do
monocultivo e, a PRT foi obtida pela soma das PR nas respectivas proporcoes de
plantas (HOFFMAN; BUHLER, 2002), onde os efeitos de competicdo sao verificados
com base nas retas teoricas tracadas entre a maxima e minima PR (100 a 0%) e
entre os pontos 100% para PRT. Se PR for igual a reta teérica, indica auséncia de
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interferéncia entre os gendtipos. Caso PR resultar em linha céncava caracteriza que
houve prejuizo no crescimento de um ou de ambos os gendétipos e, caso PR formar
linha convexa revela que houve beneficio no crescimento de um ou de ambos
genotipos. A PRT formando linha igual a reta tedrica aponta que ocorre competicao
pelo(s) mesmo(s) recurso(s); quando PRT for superior a um (linha convexa) mostra
que nao ocorre competicdo pelos recursos do meio; e, quando inferior a um (linha
cbncava), a PRT indica que ocorre antagonismo, ou seja, 0 crescimento de ambos
genotipos foi prejudicado (COUSENS, 1991).

Foram calculados os indices de competitividade relativa (CR), coeficientes
de agrupamento relativo (K) e competitividade (C) na proporcao de 50% das plantas
de cada genoétipo (HOFFMAN; BUHLER, 2002). O CR representa o crescimento
comparativo entre os gendtipos; o K indica a dominancia relativa de um gendétipo
sobre outro; e, C demonstra qual gendtipo € mais competitivo (COUSENS, 1991),
sendo que o gendtipo tetraploide serd mais competitivo quando CR > 1, Ka > Kb e
C > 0 e, vice-versa.

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 proporcées de 25, 50 e 75% de plantas, em
relacdo aos valores 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;
BUHLER, 2002). Considerou-se, como hipétese 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 tedricas € que, no minimo em duas propor¢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, et al., 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 significaAncia
estatistica para AF, MS, EP e NP, as médias dos tratamentos foram comparadas
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pelo teste de Dunnett (p<0,05), tendo como tratamento padrdo o respectivo
monocultivo.

2.3 Resultados e Discussao

Os resultados e discussao serdo apresentados de acordo com a sequéncia

das atividades apresentadas no material e métodos.
2.3.1 Experimento I: Desenvolvimento fenologico dos genétipos

Observou-se que a duragao em dias dos estadios fenolégicos do azevém, ou
seja, os periodos compreendidos entre a emergéncia e maturidade fisioldgica
apresentam diferenca entre os genoétipos, enquanto o azevém diploide completa o
desenvolvimento fenologico em 160 dias, o tetraploide necessita de 205 dias (Figura

1).

SE EM PC AF EL BF ES FL GA GL GP MP
11 13 13 35 18 14 12 21 7 8 8
24
37
72
90
104
116
137
144
152
Azevém diploide 160
SE EM PC AF EL BF ES FL GA GL GP MP
10 13 13 80 21 8 12 22 8 9 9
23
36
116
137
145
157
179
187
196
Azevém tetraploide 20

Figura 1- Duracao em dias dos estagios fenolégicos de azevém diploide (comum)
e tetraploide (INIA TITAN®) com base na escala fenoldgica adaptada de
Bleiholder et al. (1991). FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS, 2016.
Semeadura (SE); Emergéncia (EM); Primeira folha completa sai do coledptilo (PC);
Afilhamento (AF); Elongacao (EL); Bainha da folha bandeira inicia elongagcéo (BF);
Espigamento (ES); Florescimento (FL); Grao aquoso (GA); Grao Leitoso (GL); Grao
pastoso (GP); Maturagéo plena (MP).Escala 1:12,8 (Cada cm representa 12,8 dias).
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O periodo compreendido entre o afilhamento e elongagéo foi o principal
estadio responsavel pela diferenca de desenvolvimento fenoldégico entre os
gendtipos, em que, o azevém tetraploide necessitou de 35 dias a mais que o diploide
para completar este periodo. A maior fase vegetativa do gendtipo tetraploide é
resultado do melhoramento genético, que objetivou maior periodo de pastejo e
qualidade bromatolégica da forragem (TONETTO et al., 2011).

Na interacdo de plantas em ambiente com recursos limitados, o ciclo é o fator
que mais interfere na competicao por recursos e na eficiéncia de utilizacdo destes,
para o crescimento. Neste sentido, cultivares de arroz com ciclo tardio, foram mais
eficientes que cultivares de ciclo curto na supressao do crescimento da cultivar
simuladora de arroz-vermelho, resultando em menores reducbes de produtividade
(BALBINOT JR. et al., 2003).

Ressalta-se que o planejamento deve ser primordial, quando se objetiva a
producédo de sementes do gendtipo tetraploide, seja para colheita ou abastecimento
do banco de sementes do solo, sem comprometer a época adequada de
estabelecimento dos cultivos de verdo adotados em sucessdo. De acordo com os
resultados encontrados, o azevém tetraploide necessita ser semeado até o inicio do
més de maio, para completar o desenvolvimento fenoldgico, sem comprometer a
semeadura da soja, que podera ser realizada ainda na primeira quinzena de

novembro.

2.3.2 Experimento II: Custo Adaptativo

A analise dos resultados obtidos no experimento evidenciou nao ser
necessaria a transformacado dos dados, com base no teste de Shapiro-Wilk. A
analise de variancia indicou ocorrer interacao entre os fatores gendétipos e as épocas
de avaliacdo para todas as variaveis, sendo que, o0 modelo sigmoidal apresentou
ajuste satisfatorio onde os coeficientes de determinacéo (R?) variaram de 0,88 a 0,99
(Figuras 2 a 9).

Para a variavel numero de afilhos (NA), verificou-se através do intervalo de
confiancga, diferenga significativa entre os gendtipos a partir dos 60 DAE, sendo que
na ultima avaliacao (120 DAE) o NA foi 47% superior para o azevém tetraploide
(Figura 2). Através do parametro (x0) da equacao, verificou-se que o tempo
necessario para producao de 50% do NA, foi de 65 e 73 DAE para o azevém
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diploide e tetraploide, respectivamente. Para o parametro “a”, que representa a
diferenca entre os pontos maximo e minimo da equacdo, as plantas tetraploides
apresentaram-se 47% superiores as plantas diploides. Cabe ressaltar que, plantas
com elevado NA apresentam vantagens na ocupagdo do espaco e,
consequentemente, podem suprimir o crescimento de plantas vizinhas (TIRONI et
al., 2014).

120
Y: dploige: 53:76/(1 +g(x-E5:28)/8.70) R%= 0,99 5
7 . . -(x-73,46)/14,70 2
— 100 - ¥ tetraploide” 102152/(1 +e< & ) )) R*= 0,96 — -
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Figura2- Numero de afilhos (NA) de azevém diploide (comum) e tetraploide (INIA
TITAN®) avaliados dos 15 aos 120 DAE. FAEM/UFPel, Capdo do

Ledo/RS, 2016. Os pontos representam os valores médios das repeticbes de cada
gendtipo em cada época, e as barras, os respectivos intervalos de confianca
apresentado por cada tratamento (p<0,05).

Para o gendtipo tetraploide, foi constatada estatura (EP) 20% superior ao
diploide até 45 DAE (Figura 3). Isto pode decorrer do elevado vigor inicial, 0 que
possibilita rapido estabelecimento das plantas, caracteristica desejavel quando se
deseja elevar a competitividade com plantas daninhas. Aos 60 DAE, a EP de ambos
gendtipos foi similar, mas nas demais épocas de avaliagdo, o azevém diploide
apresentou maior estatura comparado ao tetraploide, com valores 24% superiores
aos 120 DAE. Esta caracteristica morfolégica importante envolvida na captacao de
luz especialmente na fase inicial do estabelecimento, onde plantas com maior
estatura e éarea foliar apresentam vantagens na interceptacdo da radiacdo solar,
favorecendo o acumulo de carbono (PONTES et al., 2003).
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Figura 3- Estatura (EP) de azevém diploide (comum) e tetraploide (INIA TITAN®)
avaliados dos 15 aos 120 DAE. FAEM/UFPel, Capéo do Leao/RS, 2016.

Os pontos representam os valores médios das repeticoes de cada gendtipo em cada
época, € as barras, os respectivos intervalos de confiangca apresentado por cada
tratamento (p<0,05).

Em relacdo ao acumulo da massa seca da parte aérea (MSPA), o
comportamento entre os gendétipos foi similar até 75 DAE (Figura 4). A partir do
intervalo de confiancga, foi constatado que o azevém diploide apresentou acumulo
18% superior ao tetraploide aos 90 DAE e 15% inferior aos 120 DAE. O acumulo de
MSPA é dependente da relagdo colmo:folha, onde o conteudo de agua nestes
orgaos influenciam nesta caracteristica (TONETTO et al., 2011).

O maior acumulo de MSPA do azevém diploide a partir dos 90 DAE, e do
tetraploide aos 120 DAE, ocorreu devido as plantas terem ultrapassado o estadio de
alongamento, onde a relacao colmo:folha comecga a aumentar, resultando em maior
acumulo de carbono e menor quantidade de 4gua nas plantas, que se concentram
especialmente nas folhas (Figuras 3 e 4). O maior acumulo final de MSPA pelo
azevém tetraploide cv. INIA TITAN®, j4 era esperado, visto que as plantas
dispuseram maior tempo para o acumulo de fotoassimilados, bem como maior
quantidade de afilhos em comparacao aos gendtipos diploides (ROCHA et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2014).
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Figura4- Massa seca da parte aérea (MSPA) de azevém diploide (comum) e
tetraploide (INIA TITAN®) avaliados dos 15 aos 120 DAE. FAEM/UFPel,

Capao do Leao/RS, 2016. Os pontos representam os valores médios das
repeticoes de cada genétipo em cada época, e as barras, os respectivos intervalos de
confianca apresentado por cada tratamento (p<0,05).

Para massa seca de raiz (MSR), os genoétipos apresentaram comportamento
similar até os 60 DAE, enquanto nos demais periodos de avaliagdo o azevém
tetraploide demonstrou maior acumulo, sendo que aos 120 DAE o valor foi 45%
superior ao azevém diploide com 39,78 g planta™ (Figura 5). Plantas de azevém
tetraploide apresentam sistema radicular mais desenvolvido, contribuindo no uso
eficiente da agua e assimilacao de nutrientes limitados no ambiente, podendo ainda
contribuir na reducdo da erosdao e melhorar as caracteristicas biol6gicas do solo
através do maior sequestro de carbono (DERU et al., 2014).

Em relacdo a area foliar (AF), observou-se comportamento distinto para os
gendtipos, onde o acumulo de AF foi maximo aos 90 DAE para o azevém diploide,
sem haver ponto de maxima AF para o tetraploide durante o periodo avaliado
(Figura 6). Esses resultados podem ser observados pela declividade da curva
(parametro ‘b’ da equacgao), a qual foi cerca de trés vezes maior para 0 azevém

tetraploide.
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Figura 5- Massa seca de raiz (MSR) de azevém diploide (comum) e tetraploide
(INIA TITAN®) avaliados dos 15 aos 120 DAE. FAEM/UFPel, Cap&o do

Ledo/RS, 2016. Os pontos representam os valores médios das repeticées de cada
genétipo em cada época, e as barras, os respectivos intervalos de confianga
apresentado por cada tratamento (p<0,05).

Para indice de area foliar (IAF) o comportamento foi similar a AF, visto que,
o crescimento de ambos gendtipos ocorreu em area limitada, no entanto, isenta de
competicdo e a mesma disponibilidade de recursos (Figura 7). Os valores de AF e
IAF estdo diretamente relacionados com a interceptacdo de luz e capacidade
fotossintética, onde plantas com maior IAF e AF sdo mais eficientes na fixagdo de
CO,, com vantagens quando submetidas a competicdo (FRAGA et al., 2012), assim
o azevém tetraploide pode ter o crescimento menos prejudicado, quando em
competicao.

O maior periodo necessario de tempo (DAE) para o azevém tetraploide
atingir 50% de resposta (parametro x0 da equacao sigmoidal) para as variaveis NA,
EP, MSPA e AF ocorreu devido as plantas apresentarem desenvolvimento
fenolégico mais longo, em especial o periodo vegetativo, em comparagdo com as
diploides (Figuras 1 a 6).
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Os pontos representam os valores médios das repeticoes de cada gendtipo em cada
época, e as barras, os respectivos intervalos de confiangca apresentado por cada
tratamento (p<0,05).
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indice de area foliar (IAF) de azevém diploide (comum) e tetraploide
(INIA TITAN®) avaliados dos 15 aos 120 DAE. FAEM/UFPel, Capao do
Ledo/RS, 2016. Os pontos representam os valores médios das repeticées de cada

genétipo em cada época, e as barras, os respectivos intervalos de confianga
apresentado por cada tratamento (p<0,05).
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Embora plantas tetraploides necessitem de maior periodo para expressarem
seu potencial produtivo de NA, EP, MSPA e AF, a maior producdo durante todo
periodo de avaliacdo para NA; inicial para EP e AF; e, final para MSPA, podem
favorecer a capacidade competitiva, causando reducao dos recursos ambientais, 0
que pode resultar na supressdo do crescimento de plantas vizinhas (FLECK et al.,
2006).

Em ambos os gendtipos se observou decréscimo na razdo de area foliar
(RAF) (Figura 8). Esse comportamento ocorreu devido o investimento de
fotoassimilados para o desenvolvimento de colmos, raizes e estruturas reprodutivas,
tornando a planta menos eficiente na conversdao de energia em fungdo da reducao
da superficie fotossintetizante (URCHEI et al., 2000). Devido o maior periodo
vegetativo, plantas de azevém tetraploide apresentaram incremento na area foliar
por periodo mais longo, enquanto as diploides alocaram fotoassimilados em colmos
e estruturas reprodutivas mais precocemente, desta forma, o decréscimo da RAF
para o gendtipo diploide foi mais acentuado, sendo estes resultados observados a
partir dos 75 DAE, periodo no qual o azevém diploide iniciava a elongacao.
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Figura 8- Razao de area foliar (AF) de azevém diploide (comum) e tetraploide
(INIA TITAN®) avaliados dos 15 aos 120 DAE. FAEM/UFPel, Cap&o do
Ledo/RS, 2016. Os pontos representam os valores médios das repeticées de cada

genétipo em cada época, e as barras, os respectivos intervalos de confianga
apresentado por cada tratamento (p<0,05).
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Para os gendtipos, houve tendéncia de aumento da taxa de crescimento
absoluto (TCA) na medida em que as plantas se desenvolveram com estabilizacao
da variavel aos 90 DAE para azevém diploide (Figura 9). Por outro lado, 0 azevém
tetraploide ndo apresentou maxima TCA durante o periodo avaliado.

O comportamento TCA foi similar ao observado para AF e IAF, sendo reflexo
deste, pois o IAF 6timo é alcancado quando a taxa de crescimento da cultura (TCA)
também é maxima (ALVAREZ; CRUSCIOL; NASCENTE, 2012).
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Figura9- Taxa de crescimento relativo (TCA) de azevém diploide (comum) e
tetraploide (INIA TITAN®) avaliados dos 15 aos 120 DAE. FAEM/UFPel,

Capao do Leao/RS, 2016. Os pontos representam os valores médios das
repeticoes de cada genétipo em cada época, e as barras, os respectivos intervalos de
confianca apresentado por cada tratamento (p<0,05).

Para os componentes de produtividade, verificou-se que o azevém
tetraploide apresentou NEP e NSP 46 e 44% respectivamente, superior em
comparacao ao diploide (Tabela 1). O maior rendimento de sementes do gendtipo
tetraploide é reflexo da maior quantidade de afilhos férteis, que resulta no aumento
do nimero de sementes, contribuindo para o maior rendimento da cultivar (MANDIC
et al,, 2014).

O gendtipo tetraploide também se observou maior quantidade de espiguetas
por espiga (NEE), 19% superior ao diploide, porém menor nimero de sementes
cheias por espigueta (NSC), resultando em numeros similares de NSE entre os
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genotipos (Tabela 1). O NSC foi 27% maior para o genétipo diploide, enquanto o
PMS foi 20% maior para o azevém tetraploide. Esses resultados opostos
contribuiram para que a massa de sementes por espiga (MSE) ndo apresentassem
diferenga entre os genétipos. O maior PMS favorece o vigor inicial e no
desenvolvimento das plantulas (MANDIC et al., 2014), sendo que o maior PMS do
genotipo tetraploide deve-se a duplicacdo no numero de cromossomos, beneficiando
o incremento do tamanho das sementes (BUSTAMANTE et al., 2015).

Tabela 1- Componentes de produtividade do azevém diploide (comum) e
tetraploide (INIA TITAN®) apés maturagdo a fisiolégica. FAEM/UFPel,
Capéao do Leao/RS, 2016.

Azevém

Componente de produtividade diploide tetraploide C.V. (%)
N° de espigas por planta (NEP) 40,60 75,75 13,64
N° de sementes por planta (NSP) 10.161° 18.085 10,90
N° de espiguetas por espiga (NEE) 24,00 29,80 5,70
N° de sementes cheias por espigueta (NSC) 11,00 8,00 8,86
N° de sementes por espiga (NSE) 252,00™ 228,14 8,30
Massa de sementes por espiga (g) (MSE) 0,78™ 0,88 8,64
Peso de mil sementes (g) (PMS) 3,08 3,87 4,87

" N3o significativo e * significativo, comparando os genotipos de azevém para cada variavel resposta,
pelo teste t (p<0,05).

Resultados opostos ao deste estudo foram observados em condi¢coes de
campo, quando a cultivar tetraploide INIA TITAN®, foi submetida a niveis de corte,
apresentando menor producao de sementes, quando comparada a azevém diploide
comum, independentemente do numero de cortes realizados (TONETTO et al.,
2011). Contudo, ressalta-se que o corte pode promover alteracées drasticas e
negativas nas caracteristicas morfogénicas e no rendimento de sementes de
azevém (CUNHA et al., 2016).

2.3.3 Experimento lll: Habilidade competitiva

A analise grafica do experimento de habilidade competitiva para a PR dos
gendtipos de azevém nas varidveis NA e EP em geral foram equivalentes e néo
significativas, uma vez que, os resultados obtidos foram semelhantes as linhas
hipotéticas (Figura 10 e Tabela 2). No entanto quando o gendtipo tetraploide ocupou
25% da proporcdo no nicho, permitindo que o afilhamento deste gendtipo
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aumentasse, jA quando o genoétipo estava presente em 75% da proporcao,
observou-se reducao do afilhamento do diploide, apesar de ndo serem considerados
significativos, uma vez que em pelo menos duas proporcdes deve ocorrer diferenca
significativa (BIANCHI, et al., 2006).

Para as varidveis AF e MSPA verificou-se que o azevém tetraploide
aumentou a producdo destas variaveis quando presente em igual ou menor
proporcdo de plantas (Figura 11 e Tabela 2). Ja, para o diploide, observou-se
reducdo em relacdo a reta hipotética quando em menor ou maior proporcado de
plantas na mistura. Desta forma, ocorreu prejuizo para um genoétipo e beneficio para
o outro, mostrando que a competicao ocorreu pelos mesmos recursos do meio e que
o gendtipo tetraploide foi mais eficiente em utiliza-los para o crescimento.
Resultados similares foram observados em cultivares tetraploides de L. perenne que
se apresentaram mais competitivas que cultivares diploides, elevando a sua
proporcdo na pastagem estabelecida acima da razdo semeada (GILLILAND et al.,
2011; GRIFFITH et al., 2016).

Em combinagdes de L. perenne diploides:tetraploides, quando o gendétipo
tetraploide representou 10 e 30% na semeadura, a proporcdo na pastagem
aumentou para 32,2 e 56,8% de tetraploide, respectivamente, e quando, 0s
genoétipos foram semeados em proporgdes iguais a composicdo das plantas
tetraploides ocuparam 65% do espaco apds dois anos da semeadura (GILLILAND et
al., 2011). Esses resultados indicam que o azevém tetraploide foi mais eficiente no
uso de recursos, ocupando maior propor¢ao de espacgo, sendo que, a estrutura do
dossel é o provavel fator que afeta na habilidade competitiva dos genétipos
(GRIFFITH et al., 2016).
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Figura 10- Produtividade relativa (PR) e total (PRT) para afilhamento (NA) e
estatura (EP) de azevém diploide (comum) e tetraploide (INIA TITAN®).
FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2016. Triangulos (A) representam a PR do
gendtipo de azevém tetraploide, quadrados (m) a PR do gendtipo diploide e circulos (e)
indicam a PRT. Linhas pontilhadas referem-se as produtividades relativas hipotéticas,
guando nao ocorre interferéncia de uma espécie sobre a outra.
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Figura 11- Produtividade relativa (PR) e total (PRT) para area foliar (AF) e massa
seca da parte aérea (MSPA) de azevém diploide (comum) e tetraploide
(INIA TITAN®). FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2016. Triangulos (A)

representam a PR do genétipo de azevém tetraploide, quadrados (m) a PR do gendtipo
diploide e circulos (e) indicam a PRT. Linhas pontilhadas referem-se as produtividades
relativas hipotéticas, quando néao ocorre interferéncia de uma espécie sobre a outra.

Com relacado a PRT, ocorreram diferencas somente para MSPA na
proporcao 50:50, onde os valores estimados foram maiores que os esperados
(Figura 10; Tabela 2), apesar de ndo serem considerados significativos, uma vez
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que em pelo menos duas proporcoes deve ocorrer diferenca significativa (BIANCHI,
et al., 2006). Quando a PRT for > 1, onde ambos os genétipos testados apresentem
valores superiores a reta hipotética, indica que nao ocorreu competicido pelos
recursos. No entanto, para MSPA o gendtipo tetraploide apresentou maior PR e o
diploide valor similar da PR em relacao as retas hipotéticas, proporcionando um
valor observado maior que o esperado para PRT. Esse comportamento mostra que
um genotipo foi mais competitivo que o outro e contribui mais que o esperado no
rendimento total (RADOSEVICH; HOLT; GHERSA, 2007).

Tabela 2- Diferencgas relativas de produtividade (PR) e produtividade relativa total
(PRT), para as variaveis numero de afilhos (NA), estatura (EP), area
foliar (AF) e massa seca da parte aérea (MSPA), nas proporcoes de
plantas de azevém diploide (comum) e azevém tetraploide (INIA
TITAN®). FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2016.

Proporgéo (%) de plantas associadas (tetraploide: diploide)

75:25 50:50 25:75

Gendtipo Numero de afilhos

Tetraploide -0,02 (+0,02)" 0,06 (+0,02)" 0,07 (x0,01)*
Diploide -0,05 (+0,01)* -0,03 (+0,01)"™ 0,03 (+0,04)"™
Total 0,93 (£0,02)™ 1,03 (+0,02)" 1,10 (+0,05)"

Estatura
Tetraploide 0,00 (+0,02)™ 0,01 (x0,01)™ 0,01 (x0,01)™
Diploide -0,02 (+0,01)™ -0,03 (+0,01)"™ -0,01 (+0,03)"™
Total 0,98 (£0,03)™ 0,97 (+0,02)™ 1,00 (+0,03)"
Area foliar
Tetraploide -0,02 (+0,04)"™ 0,04 (+0,01)* 0,05 (+0,01)*
Diploide -0,07 (+0,00)* -0,07 (+0,02)" -0,05 (x0,01)*
Total 0,91 (£0,04)™ 0,97 (+0,03)™ 1,00 (+0,02)"
Massa seca da parte aérea

Tetraploide 0,06 (+0,05)™ 0,15 (+0,01)* 0,09 (+0,00)*
Diploide -0,04 (+x0,01)* -0,03 (+0,03)"™ -0,06 (+0,01)*
Total 1,01 (+0,06)™ 1,12 (x0,03)" 1,03 (+0,01)™

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

As variaveis morfologicas NA, AF e MSPA, do gendtipo diploide, foram
reduzidas a medida que se aumentou a proporcao do tetraploide nas associacoes
(Tabela 3). Para estas mesmas variaveis, resposta inversa foi observada para o
genotipo tetraploide, que aumentou a resposta, em fungédo da presenca do diploide
na associacao. A partir desses resultados pode-se inferir que, quanto mais elevada a
proporcao do tetraploide na associacao com o diploide, maiores foram os danos as
variaveis do azevém diploide. Também se pode afirmar que, para o azevém

tetraploide a competicdo entre os gendtipos foi menos prejudicial do que a intra-
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genotipica que ocorreu no monocultivo. Para EP, o efeito foi similar as demais

variaveis, no entanto nao se encontrou diferenca entre as associagcdes de plantas.

Tabela 3- Respostas para numero de afilhos (NA), estatura (EP), area foliar (AF) e
massa seca da parte aérea (MSPA) de azevém di@g)loide (comum),
competindo com azevém tetraploide, c.v. INIA TITAN™, sob diferentes
proporcoes de plantas. FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2016.

Proporgéo de plantas associadas (tetraploide: diploide)

100:0 75:25 50:50 25:75 0:100 C.V. (%)
Genotipo Numero de afilhos (n°/planta)
Tetraploide 5,62 5,49 6,25™ 7,14* - 7,50
Diploide - 4,35* 5,18™ 5,74™ 5,50 8,12
Estatura (cm/planta)
Tetraploide 37,70 37,80™ 38,16™ 39,27 - 5,59
Diploide - 37,44 37,58™ 40,02 40,31 6,19
Area Foliar (cm?/planta)
Tetraploide 75,61 73,38™ 81,51 90,48* - 7,82
Diploide - 51,15* 60,58" 65,37 69,80 7,26
Massa seca da parte aérea (g/planta)
Tetraploide 0,35 0,38" 0,46* 0,48* - 7,15
Diploide - 0,30* 0,35™ 0,34™ 0,37 7,05

*

" N&o significativo e * significativo em relagdo ao respectivo monocultivo (100%), pelo teste de
Dunnett (p<0,05). C. V. — Coeficiente de variagao.

Através dos indices CR, K e C e considerando-se que o0 azevém tetraploide
€ mais competitivo que o diploide, quando CR > 1, Ka > Kb e C > 0 (HOFFMAN;
BUHLER, 2002) e, adotando como critério para comprovar sua superioridade
competitiva a ocorréncia de diferencas em pelo menos dois desses indices
(BIANCHI et al.,, 2006), observou-se, para todas as variaveis que o azevém
tetraploide apresentou competitividade superior ao gendtipo diploide (Tabela 4).

A diferenga significativa para o indice CR demonstra que o crescimento
superior do gendtipo tetraploide em relacdo ao diploide. Também, constatou-se
dominéncia do tetraploide sobre o diploide, comprovada pela significAncia dos
indices K e C. Utilizando os mesmos indices (CR, K e C) para definir a interagéao
competitiva entre duas espécies aparentadas geneticamente, verificou-se resultados
similares a este trabalho de competicdo de genétipos de azevém, onde o sorgo
cultivado foi mais competitivo que o Sorghum halepense (HOFFMAN; BUHLER,
2002).

A capacidade competitiva de genétipos de azevém pode ser afetada por
diversos fatores, incluindo o ambiente, a fertilidade do solo, os parametros edaficos,
a época de semeadura, as caracteristicas intrinsecas da cultivar e as diferentes
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formas de manejo, que podem incluir ou ndo a presenca de animais para o
forrageamento. Desta forma, experimentos a campo, e sob diferentes condicdes,
sao importantes para verificar o comportamento de genétipos tetraploides, para
inferir a eficiéncia de supressao das populacdes diploides resistentes a herbicidas.
Considerando que o azevém possui fecundagéo cruzada e a resisténcia € do
tipo nuclear, transferida via pélen para as plantas suscetiveis (VARGAS; MORAES;
BERTO, 2007) e que a diferengca de desenvolvimento fenolégico, proporcionou
retardamento do florescimento do gendtipo tetraploide, em comparacdo ao azevém
diploide, pode-se inferir que a utilizacdo do gendétipo tetraploide em area com
azevém resistente a herbicidas, visando reduzir a frequéncia da resisténcia é uma
estratégia de manejo a ser preconizada, pois devido a diferenca entre periodos de
floragdo, o cruzamento entre o0s genétipos tende a ser minimizado. Caso a
fecundacao ocorra, a chance de selecionar triploides é muito baixa, numa proporgcao
de um para 166, pois a presenca de cromossomos nao pareados dificulta a
manutencdao do genoétipo vivo, apresentando problemas de germinacao ou até
mesmo a morte da plantula logo apés a germinacao (BUSTAMANTE et al., 2015).

Tabela 4- indices de competitividade de azevém tetraploide, c.v. INIA TITAN®
competindo com azevém diploide (comum), expressos por
competitividade relativa (CR), coeficientes de agrupamento relativo (K) e
de competitividade (C). FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2016.

CR Ka Kb C

AF 1,25 (20,07)* 1,17 (£0,04)* 0,77 (20,07) 0,11 (20,02)*
MSPA? 1,38 (20,09)* 1,84 (£0,10)* 0,92 (x0,09) 0,17 (+0,03)*
EP® 1,09 (+0,01)* 1,03 (£0,05) 0,88 (+0,05) 0,04 (+0,01)*
NA* 1,18 (+0,05)* 1,26 (+0,10)* 0,89 (+0,03) 0,09 (+0,02)*

1Area foliar; 2Massa seca da parte aérea; “Estatura; “Numero de afilhos; Ka - azevém tetraploide; Kb -
azevém diploide; ™ Nao significativo e * significativo pelo teste t (p<0,05). Valores entre parénteses
representam os erros padrées das médias.

Em sintese verificou-se que o afilhamento € o principal estadio responsavel
pela diferenca de desenvolvimento fenolégico entre os genétipos (Experimento I). O
genotipo tetraploide é superior ao diploide quanto a NA, AF, MSR e producéao de
sementes, quando as plantas se apresentaram livres de competicdo (Experimento
Il). Essas caracteristicas de crescimento permitiram confirmar no ensaio de
habilidade competitiva, que o azevém tetraploide é mais competitivo que o diploide,
quando as espécies ocorrem em diferentes proporcdées € ocupam o0 mesmo nicho

ecolégico (Experimento Il1).
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A partir desses resultados verificou-se que o genétipo tetraploide apresenta
potencial competitivo, para ser utilizado como ferramenta de manejo integrado,
visando reduzir a frequéncia de azevém diploide resistente a herbicidas, em areas
com este problema.

2.4 Conclusoes

O maior periodo de afilhamento para o azevém tetraploide foi o principal
fator envolvido na diferenca do desenvolvimento fenologico entre os gendtipos. Os
resultados de custo adaptativo demonstraram que o numero de afilhos, area foliar,
massa seca de raiz e numero de sementes foi superior para o azevém tetraploide e,
que este apresenta habilidade competitiva maior que o diploide nas diferentes
proporcoes testadas quando ocupam o mesmo nicho ecoldgico.



3. CAPITULO Il - Seletividade e eficacia de herbicidas utilizados no controle

de azevém tetraploide.

3.1 Introducao

O azevém (Lolium multiflorum) é a principal Poacea anual utilizada como
forrageira em sistemas agropastoris da regidao Sul do Brasil, sendo que, esse
sistema se caracteriza pelo pastejo durante a estacao fria e antecede a implantacéao
de cultivos de verao como soja e milho, fornecendo palhada no sistema plantio
direto. Por outro lado, o azevém pode tornar-se planta daninha em cereais de
inverno e canola, e quando empregado rotacdo de culturas observa-se dificuldades
de controle, devido a persisténcia de azevém no banco de sementes e repetidos
fluxos de emergéncia (ROMAN et al., 2004; MAIA et al., 2009).

Para o manejo de azevém, tanto em dessecacao quanto em p6s emergéncia
das culturas, dispunha-se de herbicidas eficientes, no entanto o uso repetido e
continuado destes produtos quimicos resultou na selecdo de bibtipos resistentes
(HEAP, 2018). Biotipos com resisténcia simples e mudltipla foram relatados aos
herbicidas inibidores das enzimas 5-enol-piruvil-shiquimato-3-fosfato sintase
(EPSPs), acetil-coenzima-a carboxilase (ACCase) e acetolactato sintase (ALS) em
lavouras de culturas anuais e pomares na regiao Sul do Brasil (HEAP, 2018). Esses
biétipos resistentes, além de dificultar o manejo de azevém nos cereais de inverno,
compromete a dessecacao das areas para cultivo de verdo, tornando o azevém,
planta daninha nas fases iniciais de cultivos de verdo adotado em sucesséo a
pastagem (AGOSTINETTO et al., 2016).

Para contornar este problema, tém-se a necessidade de utilizar ferramentas
para adotar o manejo integrado de plantas daninhas. Dentre estas ferramentas, a

aquisicao de sementes de azevém isenta de bibtipos resistentes, ou ressemeadura
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com azevém suscetivel, podem auxiliar na reducao da disseminacao da resisténcia
(CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2003). Porém, o azevém apresenta
fecundacdo cruzada, sendo a resisténcia codificada por genes nucleares
semidominantes ao inibidor da EPSPs (VARGAS, MORAES; BERTO, 2007) e de
dominancia completa para ALS (MARIANI et al., 2015). Isso permite que as
caracteristicas de resisténcia sejam transferidas rapidamente para a populacédo
sensiveis, ja que as herancas do tipo nuclear tém rapida disseminacéao via pélen em
espécies de fecundacao cruzada (MARIANI et al., 2015).

Para tornar a ressemeadura com azevém suscetivel uma alternativa para
minimizar o aumento da proporcao resistentes:suscetiveis, algumas medidas devem
ser adotadas a fim de reduzir a frequéncia do gene de resisténcia presente na
populacao e proporcione competicao intraespecifica entre os bibtipos de azevém
(suscetiveis vs. resistentes) (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2003). Dentre
essas medidas, o cruzamento entre a propria espécie necessita ser minimizado, seja
pela diferengca de ciclo (CONTERATO et al., 2016), e/ou producdo de hibridos
estéreis devido a diferenca de ploidia (RUCHEL et al., 2015).

O azevém tetraploide, obtido através da acdo antimitdtica da colchicina,
apresenta essas duas caracteristicas, podendo auxiliar no manejo da resisténcia,
bem como no fornecimento de forragem de melhor qualidade bromatoldgica, quando
comparado ao azevém diploide (RAMAKRISHNAN, 2004). No entanto, torna-se
necessario avaliar a resposta destes genétipos, a herbicidas visando a seletividade e
o potencial de controle de plantas daninhas eudicotiledéneas infestantes de
pastagens de inverno, bem como, o préprio controle do gendtipo, quando deseja-se
a implantacdo de cultivos de verdo em sucessao, visto que, estudos reportam
diferencas de sensibilidade dos genétipos ao herbicida glyphosate (DORS et al.,
2010). Plantas poliploides apresentam maior expressdo génica de substancias
responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento celular, em comparacdo com
plantas da mesma espécie com menor quantidade de cépias do genoma (ZHOU et
al., 2015), logo a maior expressao de enzimas alvo de herbicidas pode ser afetada, e
consequentemente alterar a eficacia dos herbicidas.

Assim, os objetivos deste estudo foram avaliar o efeito de doses de
herbicidas pds-emergentes sobre a seletividade, e a aplicacdo de herbicidas em
diferentes estadios fenoldgicos do azevém tetraploide visando avaliar a eficacia de

controle.
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3.2 Material e Métodos

Foram conduzidos dois experimentos a campo na area experimental do
Centro Agropecuario da Palma (CAP/UFPel), municipio de Capado do Ledo, RS
(31°948°30” S, 52°30°14,5” W) entre os meses de maio a agosto de 2016, para o
experimento de seletividade e de maio a dezembro de 2017 para o ensaio de
controle. A é&rea experimental apresenta solo classificado como Argissolo
Vermelho-Amarelo de textura franco-arenosa, pertencente a unidade de
mapeamento Pelotas-RS (EMBRAPA, 2013).

A fim de assegurar a auséncia de azevém diploide, ambos os experimentos
foram instalados em area com histérico de auséncia desta planta daninha.
Anteriormente a semeadura realizou-se preparo convencional do solo, a fim de
facilitar a operagdo, minimizar o efeito da cobertura vegetal e irregularidade do
terreno sob o experimento. A correcdo do pH e fertilidade do solo foram ajustadas de
acordo com andalise de solo, interpretada conforme recomendacdes técnicas para o
cultivo de forrageiras gramineas de estagao fria (TEDESCO et al., 2004).

Para implantacdo dos experimentos, sementes da cultivar tetraploide INIA
TITAN® foram distribuidas uniformemente a lango na quantidade de 25 kg ha™ e
incorporadas com grade niveladora. O delineamento experimental utilizado em
ambos experimentos foi o de blocos casualizados (DBC), com quatro repeticdes,
onde as unidades experimentais apresentaram dimensao de 4 x 2 m, totalizando 8

m=.

3.2.1 Experimento I: Seletividade de herbicidas pos-emergentes em azevém
tetraploide

No experimento de seletividade de herbicidas p6s-emergentes em azevém
tetraploide, a espécie foi cultivada até o estadio de afilhamento pleno, quando foram
aplicados os tratamentos. Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial
7x3, sendo o Fator A constituido pelos herbicidas e o B pelas doses 0, 1 e 2x
(Tabela 5). Na qual, a dose 1x de cada herbicida, refere-se a menor dose de registro
para o controle de buva, nabo ou corda-de-viola em trigo, milho ou soja, na
respectiva ordem de prioridade, enquanto 2x representa o dobro da dose 1x. Para
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cada herbicida, adicionou-se a calda de pulverizacao o adjuvante especifico indicado

no respectivo registro de fabricante.

Tabela 5- Mecanismo de acdo, nome comercial, ingrediente ativo e dose dos
herbicidas (g i.a. ha') utilizados em poés-emergéncia de azevém
tetraploide cv. INIA Titan®. FAEM/UFPel, Cap&o do Ledo/RS, 2016.

-1

Mecanismo de agao Nome comercial Ingrediente ativo ] ?(‘Qse g ha2X9
Auxinico DMA 806 BR® 2,4-D 670° 13407
Inib. da Protox Heat® Saflufenacil’ 24,5 49
Inib. da Protox Aurora® Carfentrazone-ethyl? 20 40
Inib. do FSII Basagran® Bentazon® 720 1440
Inib. da ALS Classic® Chlorimuron-ethyl* 20 40
Inib. da ALS Pivot® Imazethapyr 100 200
Inib. da ALS Ally® Metsulfuron-methyl® 2 4

' Adicionou-se: Dash® (0,5% v/v), ° Nimbus® (0,5% v/v), ° Assist® (1 L ha”), * Nimbus® (0,05% v/v), °
Nimbus® (0,1% v/v). ®”Doses em equivalente acido. 81X, refere-se a menor dose de registro, quando
apresenta intervalo, para o controle de buva, nabo e/ou corda-de-viola em trigo, milho e/ou soja,
enquanto 92X é o dobro da dose anterior.

3.2.2 Experimento ll: Controle de azevém tetraploide com herbicidas pés-

emergentes

Para o experimento de controle de azevém tetraploide os herbicidas foram
aplicados, na data pelo qual aproximadamente 50% das plantas iniciavam o estadio
de aplicacdo desejado (afilhamento pleno, alongamento e florescimento pleno). Os
tratamentos foram alocados em esquema parcela subdivididas 5x3. No qual o fator A
(parcelas), foi constituido dos estadios de aplicacao: afilhamento pleno, alongamento
e florescimento pleno, o B (subparcelas) dos herbicidas (Tabela 6). Adicionou-se
adjuvantes a calda de pulverizacdo, conforme as recomendacdes do respectivo
registro dos herbicidas.

Em ambos experimentos | e Il a aplicacdo dos herbicidas foi realizada
utilizando-se pulverizador costal de precisdo, pressurizado a CO,, equipado com
barra de pulverizagdo, contendo quatro pontas da série AXl 110.15, espacadas a 50
cm, aspergindo volume de calda de 120 L ha” sobre as plantas. A avaliacdo da
fitotoxicidade apresentada pelo azevém tetraploide foi realizada aos 12, 24 e 36 dias
apoés a aplicacao dos herbicidas (DAT), ja as avaliagées de controle foram realizadas
aos 10, 20 e 30 DAT.
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Tabela 6- Mecanismo de acdo, nome comercial, ingrediente ativo e dose dos
herbicidas (g i.a. ha™) utilizados para o controle de azevém tetraploide
cv. INIA Titan® em trés estadios de desenvolvimento. FAEM/UFPel,
Capéao do Ledo/RS, 2017.

Mecanismo de agdo  Nome comercial Ingrediente ativo Dose g ha Estadios®

Inib. da ACCase Select® Clethodim' 108,0 Afilhamento

Inib. da ACCase Verdict® Haloxyfop? 62,3 pleno

Inib. da EPSPs Trop® Glyphosate 960

Inib. da GS Finale® Glufosinate?® 600 Alongamento
. . ® Diuron + -

Inib. do FSII + FSI Gramocil saraguat’ 400 + 200 Florislglnngento

'Foi adicionado Alquil éster etoxilado do &cido fosférico Lanzar® (1,0% v/v), © Oleo mineral Assist”
(0,5% v/v), *Oleo mineral Nimbus® (0,1% v/v), “Ester metilico de dleo de soja Aureo® (0,2% V/v).
Estadios fenologicos do azevém tetraploide onde se aplicou os herbicidas.

As condicdes ambientais verificadas no momento da aplicacdo dos
herbicidas, nos experimentos de fitotoxicidade e controle sdo apresentadas na
Tabela 7.

Tabela 7- Condicbes atmosféricas no momento da aplicacdo dos herbicidas nos
experimentos de seletividade e controle de azevém tetraploide, cv. INIA
Titan®. FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2016/17.

Experimento Luminosidade Temperatura U.R Velocidade do
(%) Ce° (%) vento km h™
Seletividade 100 24,0 73 5
Controle 1° estadio 70 24,0 70 8
Controle 2° estadio 50 23,0 70 2
Controle 3° estadio 50 22,0 75 4

Para as avaliagbes dos dois experimentos adotou-se notas visuais de 0 a
100%, onde 0 significa auséncia de injuria e 100% a morte das plantas, conforme
metodologia proposta pela SBCPD (1995). No experimento de seletividade, aos 36
DAT e o de controle, aos 30 DAT realizou-se o corte das plantas de azevém rente a
supetficie do solo em area de 0,25 m?, a fim de determinar a massa seca da parte
aérea (MSPA), onde o material coletado foi acondicionado em sacos de papel
devidamente etiquetados, com posterior secagem em estufa de circulacdo forcada
de ar, a 60 £ 5 °C por 72 h. A determinacdo da MSPA foi efetuada em balanca
analitica de precisédo de 0,01 g.

Os resultados de fitotoxicidade, MSPA e controle foram analisados quanto a
normalidade (teste de Shapiro-Wilk), sendo posteriormente submetidos a analise de
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variancia pelo teste F (p<0,05), havendo significAncia as médias foram comparados
pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.3 Resultados e Discussao

Os resultados e discussao serédo apresentados de acordo com a sequéncia

das atividades apresentadas no material e métodos.

3.3.1 Experimento I: Seletividade de herbicidas pds-emergentes em azevém

tetraploide

Os resultados do teste de normalidade revelaram ndo haver necessidade de
transformacao dos dados para fitotoxicidade e MSPA, sendo constatado na andlise
de variancia interacdo entre os fatores herbicidas e doses, para todas as variaveis
avaliadas. Analisando o efeito das doses e a resposta de fitotoxicidade do azevém,
verificou-se que dos herbicidas testados, o bentazon foi o mais seletivo, pois, a
fitotoxicidade apresentada pelas plantas foi estatisticamente igual a dose zero do
herbicida, independente da época de avaliacéo (Tabela 8). Para carfentrazone-ethyl,
em todas as avaliaces, e 2,4-D aos 12 DAT, verificou-se que ao dobrar a dose do
herbicida (2X a dose), a fitotoxicidade nao € alterada, mantendo-se similar a
utilizacdo da menor dose de registro (1X a dose).

Para os herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintetase (ALS), o
aumento de dose acarreta no aumento de fitotoxicidade, ou seja, maiores sao as
injurias ao azevém (Tabela 8). Aos 36 DAT a dose 2X de chlorimuron-ethyl,
imazethapyr e metsulfuron-methyl apresentaram aumento de fitotoxicidade de 51, 35
e 72% em comparacao a dose 1X, respectivamente.

Para saflufenacil, observou-se aumento de fitotoxicidade em funcdo do
aumento de dose, nas avaliagdes aos 12 e 24 DAT, no entanto, as injarias foram
semelhantes aos 36 DAT na aplicacdo de 1 ou 2X a dose de registro. Os herbicidas
inibidores da enzima protoporfirinogénio oxidase (protox), carfentrazone-ethyl e
saflufenacil causaram maior fitotoxicidade nas plantas de azevém tetraploide na
avaliagao dos 12 DAT, reduzindo o efeito nas demais avaliacdes, apresentando aos
36 DAT reducéo de 80% da fitotoxicidade em ambos herbicidas, na maior dose de
registro utilizada.
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Tabela 8- Fitotoxicidade (%) apresentada pelo azevém tetraploide cv. INIA Titan®,
devido a aplicacdo de doses e herbicidas, aos 12, 24 e 36 dias apds
aplicacao dos tratamentos (DAT). FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS,

2016.

Fitotoxicidade (%) 12 DAT

Herbicida Dose
0 1x 2x°

24D 0 ans 15¢ 25 e
Saflufenacil 0 aC 16,3 bB 35,0 cA
Carfentrazone-ethyl 0 aB 11,5 bA 15,0 dA
Bentazon 0 aA 2,2 cA 2,0 eA
Chlorimuron-ethyl 0 aC 28,3 aB 45,5 bA
Imazethapyr 0 aC 33,7 aB 55,5 aA
Metsulfuron-methyl 0 aC 13,0 bB 21,0 dA
C.V. (%) 21,96

Fitotoxicidade (%) 24 DAT
2,4D 0 aC 6,2 cdB 9,7 dA
Saflufenacil 0 aC 6,5 cdB 11,0 dA
Carfentrazone-ethyl 0 aB 3,7 deA 52 eA
Bentazon 0 ans 1,7 e 22 e
Chlorimuron-ethyl 0 aC 18,5 bB 35,5 bA
Imazethapyr 0 aC 53,5 aB 71,5 aA
Metsulfuron-methyl 0 aC 9,5 cB 21,3 cA
C.V. (%) 14,18

Fitotoxicidade (%) 36 DAT
2,4D 0 aC 6,5 cB 11,0 dA
Saflufenacil 0 aB 5,5 cdA 7,7 dA
Carfentrazone-ethyl 0 ans 2,3 d 3,0 e
Bentazon 0 ans 1,7 d 20 e
Chlorimuron-ethyl 0 aC 17,5 bB 35,7 bA
Imazethapyr 0 aC 54,2 aB 83,7 aA
Metsulfuron-methyl 0 aC 8,7 cB 21,2 cA
C.V. (%) 14,68

Médias seguidas de mesmas letras minusculas na coluna, comparando cada dose dentro dos
herbicidas, e mailusculas na linha comparando as doses dentro de cada herbicida, ndo diferem pelo
teste de Tukey (p<0,05). ™ Nio significativo. '1X, refere-se a menor dose de registro, quando
apresenta intervalo, para o controle de buva, nabo e/ou corda-de-viola em trigo, milho e/ou soja,
enquanto 22X é o dobro da dose 1X.

Efeitos semelhantes foram observados em aplicacdo em pds-emergéncia da
aveia branca, em que, os efeitos fitotoxicos de saflufenacil, diminuiram com o
desenvolvimento da cultura, sem prejudicar a produtividade (SIKKEMA;
SHROPSHIRE; SOLTANI, 2008). Ressalta-se que esse herbicida apresentou
potencial para controle de plantas daninhas dicotiledéneas durante o inverno, e
seletividade para culturas gramineas de inverno, incluindo azevém, sendo alternativa

para rotagdo de mecanismos de acgao, visando reduzir a pressdo de selecao para
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resisténcia de inibidores da ALS e auxinicos, que sao os principais mecanismos de
acao utilizados para esse fim.

As plantas de azevém tratadas com 2,4-D aumentaram a elongacado de
colmos e epinastia de folhas com o decorrer das avaliagbes. No entanto, todos
valores de fitotoxicidade foram inferiores a 12%, demonstrando que o herbicida
apresenta seletividade para azevém tetraploide, independente da dose utilizada.
Analisando a MSPA, verificou-se que o tratamento com 2,4-D proporcionou aumento
de MSPA em 12 e 25%, nas dose 1X e 2X, respectivamente, em comparacao a

auséncia de herbicida (Tabela 9).

Tabela 9- Massa seca (t ha™') do azevém tetraploide cv. INIA Titan®, aos 36 dias
apos aplicacdo dos tratamentos (DAT), devido aplicagdo de diferentes
doses e herbicidas. FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2016.
Massa seca (t ha™) 38 DAT

Herbicida Dose
0 1x 2x°

2,4-D 3,95 aB 4,44 aAB 4,95 aA
Saflufenacil 3,95 aA 4,05 aA 4,00 bA
Carfentrazone-ethyl 3,95 aA 4,12 abA 4,12 abA
Bentazon 3,95 aA 4,40 aA 4,46 abA
Chlorimuron-ethyl 3,95 aA 3,65 abA 2,77 cB
Imazethapyr 3,95 aA 2,19 cB 1,33 dC
Metsulfuron-methyl 3,95 aA 3,30 bAB 2,98 cB
C.V. (%) 11,76

Médias seguidas de mesmas letras minUsculas na coluna, comparando cada dose dentro dos
herbicidas, e mailsculas na linha comparando as doses dentro de cada herbicida, ndo diferem pelo
teste de Tukey (p<0,05). '1X, refere-se a menor dose de registro, quando apresenta intervalo, para o
controle de buva, nabo e/ou corda-de-viola em trigo, milho e/ou soja, enquanto 20X é o dobro da dose
1X.

A seletividade de 2,4-D em poaceas é baseada na baixa absorcdo e
translocagdo limitada no floema, devido as estruturas anatémicas que facilitam a
degradacdo do herbicida (MCSTEEN, 2010). Porém, a pequena propor¢cdo do
produto aplicado, que é absorvida e translocada, sao suficientes para induzir a
elongacgao celular e expressao génica de compostos responsaveis pelo crescimento
e defesa das plantas (MCSTEEN, 2010; GROSSMANN, 2010; HAN et al., 2013),
promovendo desta forma, elongacdo e maior acumulo de massa seca de gramineas
tratadas com o herbicida.

Os herbicidas saflufenacil, carfentrazone-ethyl e bentazon, demonstraram

serem seguros para aplicacao no estadio de afilhamento do azevém tetraploide, sem
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comprometer o acumulo de MSPA, que foi similar a testemunha sem aplicacao de
herbicida (Tabelas 8 e 9). Para Lolium perene, também se verificou que bentazon
400 g ha™', mesmo em mistura com dicamba 112,5 g ha™', ndo apresentaram danos
aparentes a cultura (DIMITROVA; KATOVA, 2011). O mecanismo de seletividade de
bentazon, envolve superexpressao de enzimas com atividade antioxidante, que
atuam na eliminagéo de radicais livres provindos a partir da formacao de clorofila no
estado tripleto, devido a inibicdo da transferéncia de elétrons entre a proteina D1 e a
plastoquinona, bem como, a degradacdo do herbicida, que inicia por hidroxilacao
mediada por citocromo P450, com posterior conjugacao com glicose e formacéo de
compostos atdxicos, em arroz (FANG et al., 2015).

O imazethapyr apresentou elevada fitotoxicidade, acima de 50%
independente da dose utilizada, aos 36 DAT (Tabela 8). A elevada injuria
comprometeu o0 acumulo de MSPA, reduzindo em 44 e 66 % devido a aplicagdo do
herbicida em 1 e 2X a dose de registro, respectivamente (Tabela 9). Resultados
similares foram encontrados em aveia branca, aveia comum e azevém, em que 0
herbicida nao foi seletivo as culturas e comprometeu o acumulo de MSPA
(DALAZEN et al., 2015).

A detoxificacdo de herbicidas do grupo quimico das sulfonilureias €
dependente do estadio de aplicacdo, estado nutricional das plantas, condi¢cdes
ambientais, bem como outros fatores nos quais incluem a dose do herbicida utilizada
(DALAZEN et al.,, 2015). Na dose 1X, ambos herbicidas, chlorimuron-ethyl e
metsulfuron-methyl, apresentaram fitotoxicidade inferior a 18%, sem reduzir o
acumulo de MSPA, enquanto que a dose 2X as injurias foram superiores a 20%,
comprometendo o acumulo de massa seca pelo azevém tetraploide, em 25 e 30%,
para metsulfuron-methyl e chlorimuron-ethyl, respectivamente (Tabelas 8 e 9). A
metabolizacdo destes herbicidas é mediada por monooxigenacao de enzimas P450
e GST por conjugacao (CARVALHO et al., 2009), sendo que, com aumento de dose,
somente parte do herbicida € metabolizada, estando outra parte disponivel para

inibir a enzima ALS e causar injurias a cultura.
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3.3.2 Experimento Il: Controle de azevém tetraploide com herbicidas poés-

emergentes

Em relagdo ao controle de azevém tetraploide com herbicidas em diferentes
estadios da cultura, verificou-se nao haver necessidade de transformacao dos dados
com base nos testes de normalidade, sendo constatado na andlise de variancia
interacao entre os fatores herbicidas e estadios de aplicacao, para todas as variaveis
avaliadas. Os herbicidas inibidores da ACCAse, clethodim e haloxyfop
demonstraram as menores percentagens de controle de azevém tetraploide em
comparacdo aos demais herbicidas, na avaliacdo realizada aos 10 DAT,
independente do estadio de aplicacdo (Tabela 10). Esses herbicidas apresentam
efeito lento para levar a morte completa de gramineas, por uma série de fatores, nos
quais incluem absorcao, translocacdo e o préprio mecanismo de acdo destes
herbicidas.

Herbicidas inibidores da ACCAse apresentam absorcao lenta pelas folhas,
aliada a baixa translocacao para os demais tecidos, no qual é dependente do fluxo
de fotoassimilados via floema ( NANDULA et al., 2007; CRUZ-HIPOLITO et al.,
2011; KUKORELLI; REISINGER; PINKE, 2013). A inibicado da enzima ACCAse é
reversivel, no entanto quando inibida, interrompe a biossintese de acidos graxos,
assim inicialmente ocorre a necrose da regido meristematica, sendo que a morte dos
demais tecidos € lenta e desencadeada principalmente devido a alteragdo dos
potenciais eletroquimicos da membrana plasmatica (DOTRAY et al.,, 1993;
KUKORELLI; REISINGER; PINKE, 2013).

Aos 30 DAT, clethodim e haloxyfop apresentaram controle satisfatério, acima
de 89% em todos os estadios de aplicagdo (Tabela 10). No entanto, a mistura em
tanque de herbicidas inibidores da ACCase com glyphosate, pode ser uma
alternativa para melhorar e promover o controle de gramineas mais rapidamente,
inclusive daquelas resistentes ao glyphosate (BARROSO et al., 2014). Ressalta-se,
que no sistema de cultivo de semeadura direta, o rapido controle € um efeito
desejado para os herbicidas usados em dessecacgdo, pois aceleram 0s processos
biolégicos envolvidos na degradacdo do material vegetal, possibilitando antecipar a
semeadura da cultura adotada em sucessado, sem comprometer a produtividade
(CONSTANTIN et al., 2009).
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Tabela 10- Controle (%) de azevém tetraploide cv. INIA Titan®, apresentado aos 10,
20 e 30 dias apéds aplicacado dos tratamentos (DAT), em func¢do do uso
de herbicidas em diferentes estadios de desenvolvimento. FAEM/UFPel,
Capéao do Ledo/RS, 2017.

Controle (%) 10 DAT

Herbicida Estadio de aplicacéo
Afilhamento Alongamento Florescimento

Clethodim 39dB 58 cdA 42 cB
Haloxyfop 48 cAB 55 dA 38cB
Glyphosate 65 bB 65 bcB 88 aA
Glufosinate 74 b ns 71b 68b
Diuron + paraquat 94 aA 86 aC 90 aB
Testemunha Oens Oe od
C.V. (%) 9,45

Controle (%) 20 DAT
Clethodim 80cA 71cB 76 cAB
Haloxyfop 89 bA 72cB 72cB
Glyphosate 97 aA 84 bB 99 aA
Glufosinate 71dB 63 dB 85bA
Diuron + paraquat 97 aA 92 aB 94 aAB
Testemunha 0OeA 0eA 0dA
C.V. (%) 4,60

Controle (%) 30 DAT
Clethodim 91bns 95a 90b
Haloxyfop 98 aA 96 aA 89bB
Glyphosate 99ans 98 a 99a
Glufosinate 42 cB 35cC 91 bA
Diuron + paraquat 94 abA 89 bB 97 aA
Testemunha 0dns 0d Oc
C.V. (%) 3,13

Médias seguidas de mesmas letras mindsculas na coluna, comparando cada estadio dentro dos
herbicidas, e maiusculas na linha comparando os estédios dentro de cada herbicida, n&o diferem pelo
teste de Tukey (p<0,05). "™ N&o significativo.

O herbicida glyphosate demonstrou controle acima de 65% na avaliagdo aos
10 DAT, independente do estadio de aplicacao (Tabela 10). Com o decorrer das
avaliacoes melhores percentagens de controle foram observadas, sendo superiores
a 98% em todos os estadios de aplicacdo aos 30 DAT. Apesar de estudos
demostrarem que o fator de tolerancia diferencial entre genétipos, foi de 1,6 vez a
dose de glyphosate no gendtipo tetraploide em relacao ao diploide (DORS et al.,
2010), o azevém tetraploide aparece como uma alternativa para reduzir a
disseminacgao da resisténcia de azevém diploide, visto que neste trabalho a dose de
registro controlou adequadamente o gendtipo tetraploide. Plantas poliploides

apresentam maior expressao génica de substancias responsaveis pelo crescimento
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e desenvolvimento celular, em comparagédo com gendétipos de menor quantidade de
cépias do genoma (ZHOU et al., 2015), logo a maior expressdo de enzimas alvo de
herbicidas, pode ser a explicacdo da maior tolerAncia de gendtipos com maior
quantidade de cépias do genoma.

Os herbicidas de contato, diuron + paraquat e glufosinate, apresentaram
rapido efeito no controle de azevém tetraploide (Tabela 10). O diuron + paraquat,
manteve controle satisfatério acima de 86%, independente da época de avaliacao e
estadio de aplicacdo, porém melhores indices de controle aos 30 DAT foram
observados quando o herbicida foi aplicado no estddio de afilhamento e
florescimento. Ja o glufosinate, reduziu a percentagem de controle com o decorrer
das avaliacdes nos estadios de afilhamento e alongamento, apresentando controle
insuficiente, abaixo de 42% aos 30 DAT, em ambos estadios de aplicacdo. Por outro
lado, no estadio de florescimento, resultado oposto foi observado, com o decorrer
das avaliagcbes melhoraram os indices de controle, sendo considerado satisfatério
aos 30 DAT.

Resultados similares foram observados com o herbicida glufosinate em
azevém diploide, onde aplicagéo realizada no afilhamento (SCHNEIDER; VARGAS;
AGOSTINETTO, 2015) e no estadio de alongamento das plantas, o controle ao final
das avaliagdes foi considerado insatisfatério (VARGAS et al., 2004). Assim verifica-
se que o herbicida naturalmente apresenta controle inadequado da espécie, sendo
gue o controle satisfatorio obtido no estadio de florescimento pleno provavelmente
deve-se a combinacao entre herbicida e a senescéncia das plantas de azevém.

Todos herbicidas testados reduziram o acumulo de MSPA em comparacéo a
testemunha, em todos os estadios de aplicacao (Tabela 11). Os resultados de MSPA
corroboram com os de controle, em que, glyphosate, diuron + paraquat, haloxyfop e
clethodim foram mais eficientes no estadio de afilhamento e alongamento, ja no
estadio de florescimento todos herbicidas testados foram eficientes, no entanto
diuron + paraquat e glyphosate foram mais eficientes na reducdo do acumulo de
MSPA.
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Tabela 11- Massa seca (t ha™') acumulada pelo azevém tetraploide cv. INIA Titan®,
aos 30 dias apo6s aplicacdao dos tratamentos (DAT), devido ao uso de
herbicidas em diferentes estaddios de desenvolvimento. FAEM/UFPel,
Capéao do Ledo/RS, 2017.

Massa seca (t ha”) 30 DAT

Herbicida Estadio de aplicacéao
Afilhamento Alongamento Florescimento

Clethodim 0,18 cC 2,04 cB 5,98 bA
Haloxyfop 0,07 dC 2,04 cB 6,07 bA
Glyphosate 0,02 dC 1,32 dB 5,24 cA
Glufosinate 0,79 bC 3,05 bB 5,69 bcA
Diuron + paraquat 0,08 dC 1,18 dB 4,40 dA
Testemunha 1,94 aC 5,43 aB 8,68 aA
C.V. (%) 6,71

Médias seguidas de mesmas letras mindsculas na coluna, comparando cada estadio dentro dos
herbicidas, e mailsculas na linha comparando os estadios dentro de cada herbicida, ndo diferem pelo
teste de Tukey (p=<0,05).

3.4 Conclusoes

Os herbicidas bentazon, 2,4-D, saflufenacil e carfentrazone-ethyl foram
seletivos ao azevém tetraploide independente da dose utilizada. Chlorimuron-ethyl e
metsulfuron-methyl, na menor dose testada, foram seletivos a cultura, sendo que o
aumento da dose acarreta em maiores injurias. Imazethapyr ndo apresenta
seletividade ao azevém tetraploide, independente da dose.

Os herbicidas glyphosate ou diuron + paraquat, apresentaram rapido
controle das plantas, independente do estadio de aplicacdo. Nos estadios de
alongamento e florescimento, clethodim e haloxyfop apresentam efeito lento, com
controle satisfatério, somente aos 30 DAT. O glufosinate apresentou controle
insatisfatorio nos estadios de afilhamento e alongamento, no entanto adequado
quanto pulverizado no estadio de florescimento das plantas de azevém.



4. CAPITULO Il - Longevidade de sementes de genétipos de azevém em
funcao da profundidade e tempo de enterrio.

4.1 Introducao

A dorméncia é a condicao intrinseca da semente que impede a germinacao
sob condicoes ambientais desfavoraveis (NARWAL; SINDEL; JESSOP, 2008). Do
ponto de vista evolutivo, a dorméncia é considerada importante estratégia para
prolongar a longevidade das sementes e evitar a germinacdo e emergéncia em
periodos onde as condicées de umidade e temperatura do solo, disponibilidade de
oxigénio e luminosidade ndo sdo as mais favoraveis para o desenvolvimento da
espécie (GARDARIN; COLBACH, 2014).

As sementes de angiospermas ortodoxas podem apresentar dorméncia
classificada como fisioldgica, morfolégica, morfofisioldgica, fisica, ou a combinacao
de duas dorméncias (BASKIN; BASKIN, 2004). Dentre as causas fisiologicas,
sementes recentemente amadurecidas apresentam dorméncia primaria, quando esta
se desenvolve durante a maturagao da semente na planta mée, por outro lado, se as
sementes ndo sao dormentes apds a desconexao com a planta mae e entram em
dorméncia por algum outo fator, e tido como dorméncia secundaria (BASKIN;
BASKIN, 2004; FENNER; THOMPSON, 2005). Ja, sementes ndao dormentes que
nao germinam devido a auséncia de um ou mais fatores ambientais (Ex: umidade,
luz, temperatura) sado caracterizadas como quiescentes, em laténcia forcada ou
pseudodorméncia (BASKIN; BASKIN, 2004).

O banco de sementes de plantas daninhas do solo é uma preocupacao
constante para os agricultores (BUHLER; HARTZLER; FORCELLA, 1997). As
caracteristicas intrinsecas de cada espécie e o0 manejo afetam a persisténcia das
sementes no solo, pois influencia na distribuicao vertical e horizontal dos propagulos
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no perfil de solo que dispée de microambiente com diferentes condi¢des bidticas e
abidticas, favoraveis ou ndo para sobrevivéncia (LUTMAN et al., 2002; CHAUHAN;
GILL; PRESTON, 2006). Também, ressalta-se que as plantas daninhas anuais, de
reproducdo sexuada, possuem germinacdo escalonada, com flutuacbes
populacionais, reguladas pelo ambiente e pelas caracteristicas enddgenas e
exégenas da semente (YAMASHITA; GUIMARAES, 2010).

O sucesso das espécies daninhas anuais em sistemas de cultivo pode ser
avaliado através do grau de sincronizagdao da germinagao (determinado por fatores
que controlam a saida da dorméncia; da capacidade da espécie germinar em altas
taxas (determinado pela resposta da semente a fatores ambientais, principalmente a
temperatura); e da longevidade (determinada pelo genétipo em resposta aos fatores
ambientais que promovem a deterioracdo) (GUNDEL; MARTINEZ-GHERSA;
GHERSA, 2008).

A longevidade das sementes determina tanto o numero de sementes
potencialmente emergentes, quanto a frequéncia de aparecimento da espécie no
sistema de cultivo agricola (GARDARIN; COLBACH, 2014). Para o azevém, o
conhecimento desses efeitos pode ser utilizado para desenvolver sistemas de
manejo integrado, utilizados tanto para reduzir o uso de herbicidas e manejar as
plantas resistentes, quanto para prever a populacao da espécie forrageira quando se
utiliza sistemas de integracao lavoura-pecuaria.

No Sul do Brasil, ¢ comum a sucessao de cultivos de verao, especialmente
da soja, com pastagem de inverno, normalmente composta de azevém, oriundo de
ressemeadura natural (CUNHA et al., 2016). Essa técnica € amplamente utilizada
pelos agricultores para reabastecimento de azevém no banco de sementes do solo,
e permite a formacao da pastagem no inverno seguinte, com custos reduzidos. No
entanto, dificuldades de controle da espécie sdo observadas, quando empregado a
rotacdo com cereais de inverno e canola, sendo observadas perdas na produtividade
na auséncia de controle (ROMAN et al., 2004). Assim, mesmo sendo considerada
uma excelente forrageira, o azevém também €é uma das plantas daninhas de
importancia em culturas de inverno.

Atualmente, além da ressemeadura natural e cultivares diploides, tém-se
verificado maior adogdo de cultivares tetraploides para compor os sistemas de
cultivo. Em azevém, a poliploidia proporciona mudancas nas caracteristicas

morfofisiolégicas conferindo aos genoétipos rapido desenvolvimento inicial e elevada
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producdo de massa seca, maior conteudo proteico, aliado ao periodo vegetativo
mais longo quando comparado a plantas diploides (RAMAKRISHNAN, 2004).
Porém, pouco se sabe sobre a dorméncia e a capacidade de sementes de azevém
tetraploide ocuparem o banco de sementes do solo.

A intensa domesticacdo e os trabalhos de melhoramento genético vegetal
procuram remover 0s mecanismos de dorméncia das sementes, sendo esta
principalmente determinada por fatores genéticos, com certa plasticidade na
expressao genotipica pela influéncia do ambiente (MARCOS FILHO, 2005). No
entanto, sob condicbes ambientais menos favoraveis a dorméncia pode se
manifestar, mesmo em espécies cultivadas (MARCOS FILHO, 2005), como o caso
de azevém tetraploide, pois apds as sementes cairem sobre 0 solo, a sobrevivéncia
vai depender das caracteristicas intrinsecas, relacionada aos componentes
endogenos e, extrinsecas relacionadas ao ambiente no qual foram expostas.

A hipétese deste trabalho foi que as sementes de azevém enterradas em
maiores profundidades apresentam maior longevidade, independentemente do nivel
de ploidia. Portanto, o objetivo do trabalho foi determinar a longevidade de sementes
dos gendtipos de azevém diploide e tetraploide (L. multiflorum) expostas a diferentes
profundidades e tempo de enterrio.

4.2 Material e Métodos

Foram conduzidos dois experimentos a campo a fim de avaliar a
longevidade do azevém diploide e tetraploide, na area experimental do Centro
Agropecuario da Palma (CAP/UFPel), em Capao do Ledo, RS (31%48°30” S,
52°30°14,5” W) entre os meses de janeiro a outubro de 2017. A qualidade fisiolégica
das sementes foi determinada através de avaliagdes realizadas em Laboratério
Didatico de Analise de Sementes da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel/UFPel.

As sementes de azevém tetraploide utilizadas no experimento
corresponderam a geracdo F» da cultivar INIA TITAN®, enquanto que as sementes
diploides foram obtidas de plantas presentes na area experimental oriundas da
ressemeadura natural. Para os ambos genétipos, as sementes foram coletadas em
20 de dezembro de 2016, a partir da selecdo de espigas logo ap6s o estadio de
maturagao fisioldégica. Antes do enterrio, as sementes cheias foram selecionadas
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manualmente com a utilizacdo de diafanoscépio e a viabilidade foi confirmada
através do teste de tetrazdlio a 1% (BRASIL, 2009).

4.2.1 Experimento I: Longevidade de azevém diploide

Para avaliar a longevidade de azevém diploide os tratamentos foram
dispostos em delineamento experimental completamente casualizado com quatro
repeticdes, arranjados em esquema fatorial (3x6). O fator A correspondeu a trés
profundidades de enterrio das sementes (0,0; 2,5 e 5,0 cm) e, o fator B
compreendeu cinco épocas de coleta/resgate (0, 1, 2, 4 e 8 meses). Cada unidade
experimental foi composta por saco de malha de nylon (10 x 10 cm), contendo 50
sementes distribuidas em 50 g de solo, classificado como Argissolo Vermelho-
Amarelo de textura franco-arenosa, pertencente a unidade de mapeamento de
Pelotas (EMBRAPA, 2013), coletado diretamente da area experimental onde foi
instalado o experimento.

Os sacos foram alocados no centro das entrelinhas da soja, semeadas no
mesmo dia da implantacao do experimento (04/01/2017), sendo que a camada de
solo removida, para cada profundidade de enterrio foi colocada de volta na sua
condigdo original, exceto para os tratamentos correspondentes a auséncia de
enterrio (0,0 cm). A cultura foi mantida na auséncia de plantas daninhas, durante
todo seu ciclo, através de aplicagdes de glyphosate, sendo que os demais tratos
culturais foram realizados de acordo com as recomendacgdes técnicas do cultivo de
soja (EMBRAPA, 2014). Apés a colheita da soja, a area foi mantida sob auséncia de
cultivos, condicao idéntica de quando se realiza ressemeadura natural de azevém.

A recuperacao das sementes dos sacos foi realizada através da disposicao
da amostra em peneira de 32 mesh e lavagem em agua corrente. Apos a lavagem, a
amostra permaneceu sob papel filtro durante 24 horas e, as sementes
remanescentes, foram retiradas manualmente do papel filtro e, lavadas novamente
com agua destilada a fim de remover residuos de solo.

As sementes remanescentes foram submetidas ao teste de germinacao
sobre papel mataborrao, acondicionado em caixas tipo gerbox, umedecido com agua
destilada, em quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa. Os gerbox foram
mantidos em BOD, em temperatura alternada de 20°C/noite e 30°C/dia e fotoperiodo
de oito horas/dia conforme as regras para andlises de sementes (RAS) (BRASIL,
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2009). Foi contabilizada a primeira contagem de germinacdo aos cinco dias apos a
semeadura (DAS), j4 aos 14 DAS foi avaliado a germinagéo, as plantulas anormais;
sementes mortas; e, dormentes. Apdés a finalizagdo do teste de germinacédo
verificou-se a viabilidade das sementes dormentes pelo teste de tetrazdlio (sal 2, 3, 5
trifenil cloreto de tetrazdlio a 1,0 %). Desta forma, as sementes ndo germinadas aos
14 DAS, foram colocadas em solugdo de tetrazdlio, em recipiente de vidro
transparente e fechado com papel aluminio para evitar a entrada de luz, por 24
horas e temperatura de +30° C. Assim, foram consideradas viaveis aquelas
sementes que apresentassem embrido completamente colorido, nas tonalidades
rosa ou carmim (BRASIL, 2009).

Ao final de cada teste de germinacgao, foram obtidas as seguintes variaveis:
sementes remanescentes; primeira contagem de germinacgao, germinacao, plantulas
anormais, mortalidade e dorméncia. A variavel mortalidade representa 0 somatorio
de sementes mortas e inviaveis nos testes de germinacdo e tetrazdlio,
respectivamente, enquanto que a varidvel sementes dormentes representa as
sementes viaveis encontradas no teste de tetrazdlio. Todas as variaveis foram
expressas percentualmente em relagdo ao numero de sementes inicialmente
enterradas no solo, sendo que os testes de germinacao e tetrazdlio foram utilizados
apenas como ferramentas, para caracterizar quantitativamente e qualitativamente o
estado das sementes recuperadas.

Os dados foram analisados quanto a normalidade e, posteriormente,
submetidos a andlise de variancia (p<0,05). Em caso de interagéo, ou efeito simples
do fator meses apés de enterrio, os dados foram submetidos andlise de regressao
com auxilio do programa SigmaPlot 12.3.

Para as variaveis sementes remanescentes, plantulas anormais e sementes
dormentes, os dados se ajustaram a equacdo de regressdo do tipo exponencial
decrescente:

y=Yy0 + a*e®
onde: y= variavel resposta de interesse; x= épocas de coleta; e= funcao exponencial;
y0= é o intercepto (valor da resposta para x= 0); a= diferenca entre os pontos
maximo e minimo da variavel e b= declividade da curva.

Nas variaveis primeira contagem de germinacao, germinacao e mortalidade
os dados se ajustaram a equacao de regressao, do tipo distribuicdo de Gauss:

y=a* 05" (xx0)b)2)
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onde: y= variavel resposta de interesse; x= sdo as épocas de coleta; a= representa a
diferenga entre os pontos maximo e minimo da variavel; b= declividade da curva; e,

Xx0= ponto maximo da variavel.
4.2.2 Experimento Il: Longevidade de azevém tetraploide

O experimento de longevidade do azevém tetraploide foi conduzido e
analisado nas mesmas condicées do experimento de longevidade de azevém
diploide. Todavia, as variaveis analisadas apresentaram comportamento diferente ao
azevém diploide, assim os modelos utilizados para cada varidvel sdo descritos a
seqguir.

Para as varidveis sementes remanescentes, primeira contagem de
germinacao, germinacao e sementes dormentes, os dados se ajustaram a equacao
de regressao do tipo exponencial decrescente:

y=Yy0 + a*e®
onde: y= variavel resposta de interesse; x= épocas de coleta; e= funcao exponencial;
y0= é o intercepto (valor da resposta para x= 0); a= diferenca entre os pontos
maximo e minimo da variavel e b= declividade da curva.

Para a variavel plantulas anormais os dados se ajustaram a equacao de
regressao, do tipo distribuicao de Gauss:

y=a* 05 ((xx0))2)
onde: y= variavel resposta de interesse; x= sdo as épocas de coleta; a= representa a
diferenga entre os pontos maximo e minimo da variavel; b= declividade da curva; e,
Xx0= ponto maximo da variavel.

Os dados de mortalidade ndo se ajustaram aos modelos testados.
4.3 Resultados e Discussao

Os resultados e discussao serao apresentados de acordo com a sequéncia
das atividades apresentadas em material e métodos.
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4.3.1 Experimento I: Longevidade de azevém diploide

A analise dos dados demonstrou interacado entre os fatores estudados para
as variaveis sementes remanescentes, primeira contagem de germinacao,
germinagéo e sementes dormentes; e para a variavel plantulas anormais, observou-
se efeito simples do fator tempo de enterrio.

Para a variavel sementes remanescentes, verificou-se reducdo da
percentagem de sementes resgatadas quando se prolongou a época de coleta,
independente da profundidade de enterrio, sendo que os dados se ajustaram a
equacdo de regressdo exponencial decrescente (Figura 12). Observou-se
comportamento diferenciado entre as profundidades de enterrio em relacdo a
porcentagem de sementes remanescentes. Ao analisar o parametro b da equacao,
que indica a declividade da curva, verificou-se que na profundidade de zero cm a
declividade da curva foi 53% e 64% superior comparado as profundidades de 2,5 e 5
cm, respectivamente, demonstrando que a manutengdo das sementes na superficie

do solo proporcionou maior perda ou saida do banco de sementes.
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Figura 12- Sementes remanescentes (%) de azevém diploide, em fungdo do tempo
e profundidade de enterrio. FAEM/UFPel, Capao do Ledao/RS, 2017. Os

pontos representam os valores médios das repeticdes de cada profundidade em cada
época, € as barras, os respectivos intervalos de confianga de 95% de probabilidade.
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O banco de sementes no solo pode sofrer alteragdes consideraveis, na
dindmica, proporcdo e quantidade de sementes ao longo do tempo (MAIN et al.,
2006). As perdas ocorrem devido a germinacao, migracdo e degradacgao/predacao
por microrganismos e invertebrados (FENNER; THOMPSON, 2005; CHEE-
SANFORD et al.,, 2006; RADOSEVICH; HOLT; GHERSA, 2007). Sementes
dispostas sobre a superficie do solo estdo constantemente expostas a alteracdes
das condicdes e recursos ambientais, sendo a temperatura, associada a umidade do
solo as mais importantes, podendo desencadear a germinacédo das sementes ou sua
rapida deterioracao (MAIN et al., 2006).

A partir do quarto més apds o enterrio verificou-se redugdo mais acentuada
na percentagem de sementes recuperadas, nas profundidades de 0,0 e 2,5 cm
(Figura 12). Provavelmente grande parte dessas sementes germinou no campo,
deixando de ocupar o banco de sementes, em razdo que a partir de maio as
condicbes ambientais sdo mais adequadas para germinacao de azevém. Apds oito
meses na profundidade de 5,0 cm recuperou-se 18% de sementes, do montante
inicial enterrado, enquanto na profundidade de 0,0 cm n&o foram encontradas
sementes. Profundidades de enterrio iguais ou superiores a 5 cm reduzem
drasticamente a emergéncia de azevém (CHAUHAN; GILL; PRESTON, 2006), logo,
as sementes podem permanecer no banco por periodo mais longo.

Em relacdo a primeira contagem de germinacéao, verificou-se que os dados
se ajustaram a equacao de regressao de distribuicado normal de Gauss (Figura 13).
De acordo com o parametro x0, pode-se verificar que as maximas porcentagens de
germinacao foram atingidas aos 1,36; 2,31; e 2,43 meses apo6s 0 enterrio, para as
profundidades 0,0; 2,5 e 5,0 cm, respectivamente.

Quando mais superficial a disposicao das sementes no solo, menor é o
tempo necessario para atingir a maxima germinacdo. A constante alteracdo de
temperatura e umidade nas camadas mais superficiais do solo favorece a rapida
superacdo da dorméncia primaria, estratégia utilizada pelas sementes para
aumentar sua longevidade (DAVIS et al., 2008).

Ressalta-se que os resultados de germinacao (Figuras 13 e 14) se referem
as condicdes de laboratério, sob temperatura e umidade 6timas. Desta forma, essas
sementes no campo apresentavam todas as caracteristicas enddégenas adequadas

para germinar, no entanto ndo germinavam por alguma condicdo externa
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inadequada, e, permaneciam sob o estado de quiescéncia no banco de sementes do

solo.
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Figura 13- Primeira contagem de germinacao (%) de azevém diploide aos cinco
dias apds a semeadura do teste de germinagdo, em funcédo do tempo e
profundidade de enterrio. FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS, 2017. Os

pontos representam os valores médios das repeticdes de cada profundidade em cada
época, € as barras, os respectivos intervalos de confianga de 95% de probabilidade.

Analisando a germinacao aos 14 DAS, observaram-se resultados similares
aos apresentados aos cinco dias (Figura 14). Houve aumento da porcentagem de
germinacao nos primeiros meses apos 0 enterrio, atingindo valores maximos, e
decrescendo a partir do quarto més, sendo que os dados também se ajustaram a
distribuicao normal de Gauss.

Diferengcas marcantes foram verificadas entre auséncia de enterrio, e as
profundidades 2,5 e 5,0 cm (Figura 14). Ao analisar a declividade da curva
(parametro b), verifica-se declividade 57% superior na profundidade de 0,0 cm e,
apenas 10% em 2,5 cm quando comparadas a 5 cm. O enterrio € uma importante
estratégia para aumentar a longevidade do banco de sementes (DAVIS et al., 2008),
no entanto para sementes que ndo conseguem emergir na profundidade na qual
estdo alocadas no solo, poderdo gastar todas suas reservas pela respiracao e

morrer, se nao forem expostas a camadas superficiais, favoraveis para emergéncia.
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Figura 14- Germinacao (%) de azevém diploide aos 14 dias ap6s a semeadura do
teste de germinacédo, em funcdo do tempo e profundidade de enterrio.
FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2017. Os pontos representam os valores

médios das repeticbes de cada profundidade em cada época, e as barras, os
respectivos intervalos de confianga de 95% de probabilidade.

A emergéncia de Lolium rigidum foi de duas a quatro vezes maior, sob o
sistema de preparo minimo do solo, do que em comparacao ao plantio direto
(CHAUHAN; GILL; PRESTON, 2006). No entanto, a degradacao das sementes de
uma estacao para outra, foi muito maior em plantio direto (48 a 60%) do que no
preparo minimo do solo (12 a 39%), devido principalmente a disposicao das
sementes no solo, entre os diferentes sistemas de cultivo (CHAUHAN; GILL;
PRESTON, 2006).

Com referéncia as plantulas anormais, os dados se ajustaram a equacao de
regressao exponencial decrescente (Figura 15). Nao se verificou diferenca entre as
profundidades, sendo que a maior percentagem de plantulas anormais (6%) foi
observada antes do enterrio das sementes, porém no decorrer dos meses, 0S
valores observados tenderam a reduzir.

As sementes que formavam plantulas anormais e/ou possuiam baixo vigor,
ao serem enterradas, apresentaram baixa longevidade e  foram

degradadas/deterioradas ou morreram logo ap6s o enterrio (Figura 16). Sementes
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que originam plantulas anormais apresentam menor longevidade, com tendéncia de
permanecer por menor tempo no banco de sementes (BARTH NETO et al., 2014).
Consequentemente, os dados de mortalidade se ajustaram a distribuicdo normal de
Gauss, onde as maximas porcentagens de mortalidade foram atingidas aos 0,73;
1,21; e 0,85 meses apods o enterrio, para as profundidades 0,0; 2,5 e 5,0 cm,

respectivamente.
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Figura 15- Plantulas anormais (%) de azevém diploide, em funcdo do tempo de

enterrio. FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS, 2017. Os pontos representam os
valores médios das repeticdes em cada época, e as barras, os respectivos intervalos
de confianga de 95% de probabilidade.

Ao analisar conjuntamente as Figuras 12, 13, 14, 15 e 16 observou-se que a
partir do quarto més apods o enterrio, independente da profundidade, quase a
totalidade das sementes resgatadas germinavam ainda na primeira contagem
(Figura 13). Ressalta-se que a primeira contagem de germinag&o é um indicativo de
vigor, sendo que sementes de azevém com alto vigor, apresentam maior capacidade
de ocupar o0 banco de sementes do solo e proporcionar ressemeadura natural
(BARTH NETO et al.,, 2014). Assim as sementes quiescentes que ocupavam o0
banco de sementes do solo a partir do quarto més, provavelmente possuiam alto

vigor antes de serem enterradas.
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Figura 16- Mortalidade (%) de sementes de azevém diploide, em funcao do tempo e
profundidade de enterrio. FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS, 2017. Os

pontos representam os valores médios das repeticdes de cada profundidade em cada
época, e as barras, os respectivos intervalos de confianga de 95% de probabilidade.

Com relacao a variavel sementes dormentes, verificou-se que os dados se
ajustaram a equacéao de regressao exponencial decrescente (Figura 17). Ao analisar
a curva, verificou-se que na profundidade de 0,0 cm a declividade foi 48 e 8%
superior do que nas profundidades de 2,5 e 5,0 cm, respectivamente. Demonstrando
que, quanto mais superficial as sementes sao dispostas no solo, mais rapido ocorre
a superacao da dorméncia.

Nas trés profundidades testadas, a partir do segundo més, foi verificada
auséncia de dorméncia, ou seja, a condicao de enterrio foi benéfica para prolongar a
dorméncia das sementes do primeiro para o segundo més de enterrio. Ressalta-se
que as condicoes ideais para germinacdo a campo sao obtidas somente a partir de
abril/maio, logo as sementes de azevém ocupam inicialmente o banco de sementes

do solo por dorméncia, e depois de superada, permanecem no banco no estado
quiescente.
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Figura 17- Dorméncia (%) de azevém diploide, em funcao do tempo e profundidade

de enterrio. FAEM/UFPel, Capao do Leado/RS, 2017. Os pontos representam
os valores médios das repeticdes de cada profundidade em cada época, e as barras,
0s respectivos intervalos de confianga de 95% de probabilidade.

As sementes de azevém diploide apresentam dorméncia primaria, esse tipo
de dorméncia ocorre logo apds o desenvolvimento do embrido, ainda quando a
semente se encontra na planta mae, impedindo a viviparidade, bem como, a
germinacdo durante algum tempo apdés o amadurecimento e a colheita das
sementes (RODRIGUEZ; JACOBO; DEREGIBUS, 1998) A dorméncia pode ser
superada pelo uso de temperaturas alternadas (GUNDEL; MARTINEZ-GHERSA;
GHERSA, 2008), assim, sementes em camadas mais superficiais do solo podem
superar a dorméncia mais rapidamente, do que aquelas em camadas mais
profundas, visto que na superficie do solo, a amplitude térmica é mais elevada.

O mecanismo de dorméncia em L. multiflorum ainda permanece incerto,
sendo que as principais informacdes sao disponiveis para L. perene, onde a
manutencdo da dorméncia das sementes é potencialmente mediada por acdes de
fotorreceptores nos comprimentos de onda azul e verde, por outro lado o vermelho
distante atua como promotor da germinacao, sugerindo a regulacao via multiplos
fotorreceptores (GOGGIN; STEADMAN; POWLES, 2008). Para L. multiflorum
acredita-se que a dorméncia seja controlada por fatores enddégenos, sendo superada
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por variagdes na temperatura (GUNDEL; MARTINEZ-GHERSA; GHERSA, 2008). No
entanto, neste trabalho, mesmo apdés a superacdo da dorméncia, as sementes
permaneciam quiescente no banco de sementes, sugerindo que L. multiflorum pode
apresentar fotorreceptores para responder em relacdo a qualidade da luz e iniciar o
processo germinativo.

A representacdo grafica do estado das sementes no solo, em funcdo da
profundidade e tempo de enterrio, demonstrou gradiente de acordo com a
profundidade (Figura 18). Na maior profundidade (5,0 cm), as sementes apresentam
maior germinagdo e dorméncia, e menos sementes sdo depredadas/deterioradas, ou
germinam a campo. Ainda, a andlise conjunta confirma que em profundidades de
enterrio superiores, a longevidade das sementes de azevém diploide € maior.

Os resultados deste trabalho revelaram reducao do banco de sementes de
azevém em 100, 96 e 86% no periodo do estudo de oito meses, para as
profundidades 0,0; 2,5 e 5,0 cm, respectivamente (Figura 18). Assim, mudancas no
manejo do solo, como semeadura direta ou sistemas convencionais, podem alterar a
dindmica do banco de sementes de azevém no solo. No sistema de semeadura
direta as sementes normalmente ficam dispostas sobre a superficie do solo, logo,
menor é a longevidade, porém mais facilmente essas sementes podem sair do
estado quiescente, germinando e emergindo, quando as condi¢cdes sao favoraveis.

O preparo de solo pode proporcionar o aumento da longevidade das
sementes, no entanto, se essas sementes forem enterradas a profundidades
superiores a 5 cm, s6 conseguirdo germinar e emergir, na presenca de um novo
distarbio (CHAUHAN; GILL; PRESTON, 2006). Sendo que ap6s o disturbio, essas
sementes devem ser dispostas na camada mais superficial do solo, e s6 assim
poderdo germinar e emergir se as condicdbes ambientais sdo favoraveis ao
desenvolvimento da espécie.

Essas caracteristicas de germinagcdo e longevidade resultam em
adaptacoes, que permitem a disseminagao e sobrevivéncia da espécie ao longo do
tempo. Trabalhos ecofisiol6gicos, fornecem informacdes que permitem entender a
biologia germinativa e a longevidade do banco de sementes de azevém, e assim,
definir melhor as estratégias de manejo apropriadas para seu controle.
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Figura 18- Representacdo grafica da percentagem de germinagdo, plantulas
anormais, sementes: mortas, dormentes e predadas ou deterioradas; de
azevém diploide (Lolium multiflorum), em funcao do tempo (0 a 8 meses)
e profundidade de enterrio (0,0 cm (A); 2,5 cm (B) e 5,0 cm (C)).
FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2017.
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4.3.2 Experimento Il: Longevidade de azevém tetraploide

A analise dos dados demostrou interacdo significativa entre os fatores
estudados para as varidveis sementes remanescentes, primeira contagem de
germinagdo e germinacgdo. J4, para plantulas anormais, mortalidade e sementes
dormentes, observou-se efeito simples do fator tempo ap6és o enterrio. A
percentagem de sementes resgatadas reduziu em funcao da prolongacao da época
de coleta, independente da profundidade de enterrio, sendo que os dados se
ajustaram a equacao de regressao exponencial decrescente (Figura 19).
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Figura 19- Sementes remanescentes (%) de azevém tetraploide, em fungdo do
tempo e profundidade de enterrio. FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS,

2017. Os pontos representam os valores médios das repeticdes de cada profundidade

em cada época, e as barras, os respectivos intervalos de confianca de 95% de
probabilidade.

O comportamento da curva foi diferente entre as profundidades de enterrio,
em relagdo a porcentagem de sementes remanescentes. Ao analisar a declividade
da curva, verificou-se que na profundidade de 0,0 cm a declividade da curva foi 33%
superior do que na profundidade de 5,0 cm. Observou-se também estabilizacao da
curva para a profundidade 0,0 cm em 0,68% de sementes resgatadas, enquanto
para de 5,0 cm foi de 32,95%. Assim ressalta-se que a profundidade de enterrio
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desempenha papel fundamental na longevidade de sementes, quanto mais
superficial as sementes sdo dispostas no solo, menor € a persisténcia no banco de
sementes.

Com referéncia a primeira contagem de germinacao, apenas os dados da
profundidade de 0,0 cm se ajustaram a equacdo de regressao exponencial
decrescente (Figura 20). A auséncia de enterrio reduziu consideravelmente o
namero de sementes resgatadas, resultando em menor percentagem de

germinacao, em comparacéao as profundidades de 2,5 e 5,0 cm.
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Figura 20- Germinacao (%) de azevém tetraploide aos sete dias ap6s a semeadura
do teste de germinacdo, em funcéao do tempo e profundidade de enterrio.
FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2017. Os pontos representam os valores

médios das repeticbes de cada profundidade em cada época, e as barras, os
respectivos intervalos de confianga de 95% de probabilidade.

Nas profundidades de 2,5 e 5,0 cm o comportamento foi similar, diferindo-se
somente apenas no 8° més, onde foi observado germinacao de 10 e 30% para 2,5 e
5,0 cm, respectivamente. A diferenca entre as profundidades de 2,5 e 5,0 cm no 8°
més, provavelmente se deve a germinacao e emergéncia a campo das sementes
dispostas a 2,5 cm, pois a partir de maio as condicdes sao mais favoraveis para
germinagéo, emergéncia e desenvolvimento da espécie. Analisando a profundidade

de enterrio como estratégia de sobrevivéncia, verificou-se que sementes dispostas a
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2,5 cm além de estender a longevidade, podem emergir a campo, quando as
condicdes sao favoraveis (CHAUHAN; GILL; PRESTON, 2006).

Para germinacdo, os dados se ajustaram a equacdo de regressao
exponencial decrescente (Figura 21). Similarmente a primeira contagem, a menor
germinagédo em laboratério foi observada na auséncia de enterrio durante todos os
meses apos o enterrio, enquanto as profundidades 2,5 e 5,0 cm apresentaram
comportamento similar até o quarto més, diferindo no 8° més, onde reduziu em 66%

a germinacao, quando se comparou a profundidade de 2,5 cm com a 5,0 cm.
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Figura 21- Germinacao (%) de azevém tetraploide aos 14 dias ap6s a semeadura
do teste de germinacdo, em funcéao do tempo e profundidade de enterrio.
FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2017. Os pontos representam os valores

médios das repeticbes de cada profundidade em cada época, e as barras, os
respectivos intervalos de confianga de 95% de probabilidade.

Para plantulas anormais, verificou-se efeito simples de épocas de enterrio,
sendo que os dados se ajustaram a distribuicdo normal de Gauss (Figura 22), onde
a maxima porcentagem de plantas anormais (3%) foi observada no primeiro més
apos o enterrio, e tendendo a zero a partir do segundo més. Da mesma forma, os
valores para sementes mortas em geral foram baixos, sem apresentar efeito em
relacdo a profundidade de enterrio das sementes (Figura 23). Os maiores

percentuais de mortalidade, entre 2 a 5% foram observados nos primeiros dois
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meses apds o enterrio, no entanto a partir do quarto més foram observados valores
iguais ou inferiores a 1%.
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Figura 22- Plantulas anormais (%) de azevém tetraploide, em funcdo do tempo de

enterrio. FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2017. Os pontos representam os
valores médios das repeticbes em cada época, e as barras, os respectivos intervalos
de confianga de 95% de probabilidade.

Assim como observado para azevém diploide, as sementes que formavam
plantulas anormais e/ou possuiam baixo vigor, ao serem enterradas, apresentaram
baixa longevidade, ou seja, eram degradadas/deterioradas, ou morriam logo apos o
enterrio. A longevidade e vigor dependem das condicbées que as sementes sao
expostas durante o armazenamento. Sementes de Leucospermum cordifolium
mantidas sob baixa temperatura demonstraram elevada viabilidade e vigor por dois
anos ap6s o armazenamento, em temperatura ambiente apresentaram um declinio
acentuado apés o primeiro ano, levando a mortalidade quase completa apds 4 anos
de armazenamento, ja quando enterradas no solo, mantiveram alta viabilidade e
vigor, de 80 e 60%, respectivamente, em comparacdo ao armazenamento a
temperatura ambiente (BRITS et al., 2015).



81

Mortalidade (%)

0 1 2 4 8

Epoca (meses ap6s o enterrio)
Figura 23- Mortalidade (%) de sementes de azevém tetraploide, em fungdo do

tempo de enterrio. FAEM/UFPel, Capdo do Le&do/RS, 2017. Os pontos
representam os valores médios das repeticbes de cada época, e as barras, os
respectivos intervalos de confianga de 95% de probabilidade.

Com relacdo a sementes dormentes, verificou-se efeito simples de épocas
de enterrio, sendo que os dados se ajustaram a equacao de regressao exponencial
decrescente (Figura 24). Os valores de dorméncia foram extremamente baixos para
azevém tetraploide, sendo que o gendtipo apresentou apenas alguns tragos de
dorméncia (menos de 2%), logo apds a coleta da planta mae (época 0), sendo que
apos o primeiro més de enterrio, observou-se auséncia de dorméncia das sementes.

Do ponto de vista do melhoramento genético, a auséncia de dorméncia é um
atributo desejavel, pois facilita o monitoramento da qualidade fisiolégica de lotes de
sementes, logo apds o beneficiamento, sem que haja necessidade de superacao de
dorméncia (MARTINS et al., 2016). Aliado a isso, os métodos de superagdao da
dorméncia de azevém propostos pela RAS, além de onerosos, pela necessidade de
pré-resfriamento e tratamento quimico, ndo apresentam resultados satisfatérios
(MARTINS et al., 2016).

Quando se objetiva a ressemeadura natural de azevém, a auséncia de
dorméncia pode afetar negativamente o numero de sementes viaveis, que

apresentam capacidade de emergir na prdéxima estacado de cultivo. A permanéncia
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no banco de sementes por quiescéncia pode comprometer a longevidade das
sementes, sendo que, logo apds as sementes serem depositadas na superficie do
solo, pequenos periodos de condi¢des favoraveis podem promover a germinacao e
emergéncia, e posteriormente voltar a condicdo normal, provocando a morte da
plantula. Outra interferéncia negativa da auséncia de dorméncia em azevém
tetraploide € a possibilidade de germinagcéo e emergéncia, concomitantemente com
a cultura adotada em sucessao, podendo haver necessidade de controle, a fim de
evitar perdas de produtividade.
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Figura 24- Dorméncia (%) de azevém tetraploide, em fungdo do tempo de enterrio.
FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS, 2017. Os pontos representam os valores

médios das repeticbes em cada época, e as barras, os respectivos intervalos de
confianca de 95% de probabilidade.

Fatores genéticos e ambientais podem afetar a dorméncia de sementes,
dentre os ambientais, estresse hidrico e alta temperatura sdo os principais
(GALLAGHER et al., 2013; STEADMAN et al. 2004). Sementes de L. rigidum
oriundas de plantas cultivadas sob condicbes de altas temperaturas, produziram
menos sementes, mais leves e com baixo nivel de dorméncia, do que aquelas
cultivadas sob condigcbes normais (STEADMAN et al. 2004). Sementes que se
desenvolveram sob baixas temperaturas e condi¢cées de estresse hidrico perderam a

dorméncia mais rapidamente do que aquelas cultivadas em condicdes adequadas
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(STEADMAN et al. 2004). Do mesmo modo, a aplicacdo tardia de glyphosate
reduziu a proporcdo de sementes de L. rigidum que apresentavam dorméncia
(STEADMAN et al., 2006).

Em relacao aos fatores genéticos, no caso de azevém tetraploide, a inducao
poliploidia pode alterar os niveis de expressdo génica de genes especificos,
ocasionando mudancas fisiol6gicas ou morfolégicas em comparagdo com seus pais
(MADLUNG, 2013), provocando a auséncia da expressdao de genes ligados a
dorméncia, pelo genoma poliploide. Como as sementes de azevém tetraploide foram
produzidas na auséncia de estresse ambiental, a alteracdo da expressao génica
proporcionada pela poliploidia, pode ser o provavel motivo pelo qual as sementes
apresentam apenas tracos de dorméncia.

A representacao grafica do estado das sementes no solo, em funcao da
profundidade e tempo de enterrio das sementes, apresentou gradiente segundo a
profundidade (Figura 25). Ao longo do tempo, em maior profundidade de enterrio, as
sementes apresentam maior germinagcdo € menos sementes sdo depredadas e/ou
deterioradas. Ainda, a analise conjunta confirma que em profundidades de
enterramento superiores a longevidade das sementes foi prolongada.

Os resultados revelaram redugdo do banco de sementes de azevém
tetraploide em 98, 88 e 68,5% no periodo do estudo de oito meses, para as
profundidades 0,0; 2,5 e 5,0 cm, respectivamente (Figuras 19 e 25). Isso evidéncia
que a disposicdo das sementes no solo, afeta a velocidade de
degradacao/deterioracdo. O conhecimento dessas caracteristicas pode auxiliar na
tomada de decisdo para evitar a emergéncia da espécie, quando indesejada na
préoxima estacao de cultivo, ou favorecer a emergéncia quando se objetiva realizar
ressemeadura natural. Do ponto de vista estratégico para a sobrevivéncia do
genotipo tetraploide, a melhor profundidade de enterrio das sementes é de 2,5 cm,
pois além de prolongar a longevidade permite a emergéncia das plantulas.

Caso o interesse seja esgotar o banco de sementes de azevém, a melhor
estratégia para ambos os genoétipos (Experimentos | e 1) é evitar a movimentacao do
solo, uma vez que sementes dispostas sobre a superficie apresentam baixa
longevidade, ou seja, mais rapidamente germinam ou sdo degradadas/deterioradas.
No entanto, torna-se indispensavel adotar medidas de controle que impegam a
reproducdo das plantas que emergem, para evitar 0 processo ciclico de
reabastecimento do banco de sementes solo.
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Figura 25- Representacdo grafica da percentagem de germinagcdo, plantulas
anormais, sementes: mortas, dormentes e predadas ou deterioradas; de
azevém tetraploide (Lolium multiflorum), em funcado do tempo (0 a 8
meses) e profundidade de enterrio (0,0 cm (A); 2,5 cm (B) e 5,0 cm (C)).
FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS, 2017.
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4.4 Conclusoes

Sementes de azevém diploide apresentam dorméncia primaria, impedindo a
germinacao imediata apds deposicdo no solo, enquanto sementes tetraploides nao
apresentam dorméncia, permanecendo no banco de sementes em estado
quiescente.

Os gendtipos diploides e tetraploides apresentaram sementes
potencialmente emergentes no quarto més apds o enterrio, quando as condicdes
ambientais sao favoraveis para o desenvolvimento da espécie.

Independente do gendtipo testado e do tempo apds o enterrio, quanto maior
a profundidade que as sementes sao enterradas, maior € a longevidade do banco de

sementes do solo.



5. CAPITULO IV — Qualidade fisiologica, sobrevivéncia, heranca da resisténcia
a glyphosate e contagem cromoss6mica em cruzamentos

de azevém envolvendo niveis de ploidia.
5.1 Introducao

A multiplicagdo do genoma € muito frequente nas angiospermas,
especialmente nas gramineas, onde mais da metade das espécies sao poliploides
(GOLDBLATT, 1980). A duplicacao do genoma é um fendmeno natural que se refere
a presenca de geralmente mais de dois conjuntos cromossémicos presentes nas
células de um organismo, e tem sido uma forca promotora da sobrevivéncia e
evolucao das plantas ao longo das geracdes (ADAMS; WENDEL, 2005; WENDEL et
al., 2016).

Por outro lado, a poliploidizagéo artificial através de compostos antimitéticos
€ uma importante estratégia utilizada em programas de melhoramento genético
forrageiro (PEREIRA et al., 2012). Permite aumentar a expressao de caracteristicas
agrondmicas de interesse, restaurar a fertilidade de hibridos intra e interespecificos
e, em alguns casos, possibilita a exploracdo da variabilidade genética em espécies
apomiticas. Além disso, pode ser empregada para duplicar a relacdo sexual das
plantas e igualar a ploidia para realizacdo de cruzamentos e a obtencado de prole
fértil (TIMBO et al., 2014; PEREIRA et al., 2017).

No caso de azevém, a indugdo da poliploidia promove melhorias na
palatabilidade e digestibilidade da forragem, devido a maior quantidade de acucares
soluveis e menor relacao colmo/folhas (RAMAKRISHNAN, 2004). Além disso, a
rapida producao inicial, elevada producao de massa total e, periodo vegetativo mais
longo, quando comparadas com azevém diploide (RAMAKRISHNAN, 2004;
TONETTO et al., 2011). E essas caracteristicas contribuiram para que nos ultimos
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anos, agropecuaristas no sul do Brasil implantassem cultivares originarias
principalmente do Uruguai (TONETTO et al., 2011).

As cultivares de azevém tetraploides (2n=4x=28 cromossomos) interagem
diretamente com a populacdo diploide (2n=2x=14 cromossomos) de ocorréncia
natural, uma vez que, o gendtipo diploide é a principal planta daninha de inverno em
areas agricolas do sul do Brasil. Além da interacdo competitiva, em que cultivares
tetraploides apresentam-se mais competitivas que plantas diploides da mesma
espécie (GILLILAND et al., 2011), os gendtipos podem se cruzar e trocar genes nos
quais auxiliam na perpetuagédo da espécie. Apesar de estudos demonstrarem que a
taxa de sobrevivéncia nos cruzamentos diploide x tetraploide de azevém ser baixa,
onde apenas uma de cada 166 plantas conseguem superar o estadio de plantula
(BUSTAMANTE et al., 2015).

Em relagdo ao fluxo génico, a principal preocupagédo é a transferéncia de
genes que conferem resisténcia a herbicidas das populacées diploides, para a
préxima geracao, nos cruzamentos diploide x tetraploide, uma vez que, a resisténcia
€ controlada por genes nucleares de dominancia completa (VARGAS; MORAES;
BERTO, 2007; MARIANI et al., 2015). Atualmente, existem bi6tipos de azevém
diploide com resisténcia simples e multipla aos herbicidas inibidores da enzima 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs), acetil coenzima-A carboxilase
(ACCase) e acetolactato sintase (ALS) (HEAP, 2018).

A auséncia de transferéncia de genes que conferem a resisténcia em
cruzamentos envolvendo diferentes niveis de ploidia pode ser uma alternativa para
reduzir a populagcdo de azevém diploide com resisténcia a herbicidas. Diante disso,
esse estudo teve como hip6tese que o cruzamento entre genétipos de azevém
ocorre naturalmente, porém devido a presenca de cromossomos nao pareados na
meiose, os individuos gerados apresentam taxa de sobrevivéncia reduzida e nao
transferem a resisténcia ao glyphosate para a proxima geracdo. Os objetivos
presente trabalho foram determinar a qualidade fisioldgica, viabilidade,
sobrevivéncia, heranga da resisténcia ao glyphosate e o nimero de cromossomos
em cruzamentos de gendtipos de azevém envolvendo ploidia e resisténcia ao

glyphosate do gendtipo diploide.
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5.2 Material e Métodos

Os cruzamentos, o ensaio de sobrevivéncia e de heranga da resisténcia ao
glyphosate, foram conduzidos em casa de vegetagdo pertencente ao
CEHERB/FAEM/UFPEL. As andlises de qualidade fisioldégica e viabilidade das
sementes no Laboratério Didatico de Andlise de Sementes da FAEM/UFPel. J&, a
contagem de cromossomos, no Laboratério de Genética do Departamento de
Ecologia, Zoologia e Genética do IB/UFPel. Inicialmente, sementes de azevém
diploide com suspeita de resisténcia foram previamente coletadas a campo em
Passo Fundo - RS (coordenadas 28°13’49” S e 52°24°23” O), sendo semeadas em
bandejas e no estadio de 4 a 6 folhas, pulverizadas com glyphosate na dose de
2,160 g e.a. ha™ (Glifosato Atanor 48°).

As plantas sobreviventes foram consideradas diploides homozigotas
resistentes e a cultivar tetraploide INIA TITAN®, foi tida como em homozigose para a
suscetibilidade. A partir destas plantas realizaram-se 0s cruzamentos entre o
genotipo diploide resistente (DRR x DRR), entre o genotipo tetraploide tido como
suscetivel (TSC x TSC), e entre os gendtipos (DRR x TSC) em estufas
individualizadas e vedadas, a fim de evitar contaminagdes com pdlen externo. Cada
cruzamento apresentou cinco repeticdes, sendo que a distribuicdo dos cruzamentos
nas estufas foi designada completamente ao acaso.

A partir dos cruzamentos, obtiveram-se as sementes F1 provenientes dos
cruzamentos: DRRJ x DRRQ, TSCJ x TSCQ, DRR® x TSCJ, DRRJ x TSCQ. As
sementes cheias de cada cruzamento foram selecionadas manualmente com a
utilizacdo de diafanoscopio, armazenadas a 10 °C, durante cinco meses, para
posterior utilizacdo nos experimentos que serédo detalhados a seguir.

5.2.1 Experimento I: Germinacao e viabilidade de sementes

Em caixas do tipo gerbox, sobre duas folhas de papel mata-borrdo, foram
semeadas quatro repeticées de 50 sementes por repeticdo para cada cruzamento,
distribuidas inteiramente ao acaso para germinacdo em camaras de crescimento tipo
BOD, regulada com temperatura alternada diurna de 30 °C (oito horas) e noturna de
20 °C (16 horas) (BRASIL, 2009). As avaliacoes foram realizadas aos cinco e



89

quatorze dias apds a semeadura, sendo avaliada a germinagdo (G); plantulas
anormais (PA); sementes mortas (SM); e sementes duras (SD).

Apos a finalizacdo do teste de germinacdo avaliou-se a viabilidade das
sementes consideradas dormentes através do teste de tetrazélio (sal 2, 3, 5 trifenil
cloreto de tetrazélio a 1,0 %), sendo consideradas vidveis aquelas sementes que
apresentassem embrido completamente colorido, nas tonalidades rosa ou carmim
(BRASIL, 2009). Para isso, sementes consideradas duras aos 14 DAS, foram bi
seccionadas longitudinalmente desde embrido até trés quartos do endosperma,
sendo apenas uma das metades colocadas em solucéo de tetrazdélio, em recipiente
de vidro transparente e fechado com papel aluminio para evitar a entrada de luz, por
24 horas e temperatura de +30° C (BRASIL, 2009).

As médias de germinacgao, plantulas anormais e sementes mortas, viaveis e
invidveis foram expressas em percentagem, sendo avaliadas quanto a normalidade
(teste de Shapiro-Wilk) e submetidas a ANOVA (p=0,05), quando significativas as

médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p=0,05).

5.2.2 Experimento Il: Sobrevivéncia de plantulas e heranca da resisténcia ao
herbicida glyphosate

As plantulas consideradas normais na primeira contagem do teste de
germinacdo, descrito anteriormente, foram transplantadas em bandejas contendo
uma proporcao de 3/1 de solo/substrato. Em cada repeticdo de cada cruzamento
foram transplantadas quatro repeticdes, inteiramente ao acaso de 25 plantas,
totalizando 500 plantulas transplantadas por cruzamento. Nos cruzamentos que
apresentaram reduzida viabilidade de sementes, realizou-se o transplante do
maximo de plantulas germinadas aos cinco dias apds a semeadura.

Quando as plantas atingiram o estddio de seis folhas avaliou-se a
percentagem de sobrevivéncia das plantas dos cruzamentos e pulverizou-se sobre
as mesmas glyphosate na dose de 2160 g e.a. ha” (Glifosato Atanor 48%). A
aplicacao foi realizada utilizando-se pulverizador costal de precisdo, pressurizado a
CO,, equipado com barra de pulverizacdo, contendo quatro pontas da série AXI
110.15, espacadas a 50 cm, aspergindo volume de calda de 120 L ha' sobre as

plantas.
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As variaveis avaliadas foram percentagem sobrevivéncia das plantas até o
estadio de seis folhas e eficiéncia de controle das plantas com o herbicida
glyphosate. A percentagem de controle foi avaliada aos 21 dias ap6s a aplicagao
dos tratamentos (DAT), contabilizando o niumero de plantas que sobreviveram a
aplicagdo do herbicida. Os dados foram avaliados quanto a normalidade e
submetidos a ANOVA (p=0,05), quando significativas as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey (p=0,05).

5.2.3 Experimento Ill: Contagem cromossomica

As sementes de cada cruzamento foram submetidas ao teste de
germinacdo. Quando as raizes apresentaram até 1,5 cm de comprimento foram
embebidas em 8-hidroxiquinoleina (8-HQ) na concentracéo de 0,002M por 24 horas,
sendo mantidas a 4 1 °C. Decorrido este periodo, o material foi fixado em alcool
absoluto e acido acético glacial na proporcao 3:1 (fixador de Carnoy I), em
temperatura ambiente. Em seguida o material foi armazenado em fixador de Carnoy
I, a 4-6 °C, até a preparacao das laminas.

Para se efetuar a preparacéao das laminas foi realizada a triplice lavagem em
agua destilada das plantulas removidas do fixador, sendo hidrolisadas em HCI 5N
por 20 min, sob temperatura ambiente. Apds a hidrélise, realizou-se novamente a
triplice lavagem, sendo removido das plantulas somente a coifa da raiz, com auxilio
de lupa e agulhas histolégicas. As coifas foram esmagadas na lamina com uma gota
de corante orceina acética 2%, com auxilio de bastdo de vidro. O material
depositado sobre a lamina foi coberto com laminula, brevemente aquecido sobre
chama de lamparina e prensado com auxilio de uma microprensa, para que
finalmente a lamina estivesse pronta para ser analisada em microscopio.

A contagem cromossémica foi realizada em dez laminas, com metafases
que permitiam contagem, por repeticdo de cada cruzamento, totalizando 50 plantas
por cruzamento. No caso de repeticobes em que germinagdo foi inferior a dez
plantulas, ou que ndo permitiram preparar dez laminas com metafases adequadas

para contagem, realizou-se contagem a partir da disponibilidade de material.
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5.3 Resultados e Discussao

Os resultados e discussao serao apresentados de acordo com a sequéncia
das atividades apresentadas no material e métodos. Sendo que, os resultados do
teste de normalidade revelaram nao haver necessidade de transformacgédo dos dados

em todos os ensaios realizados.

5.3.1 Experimento I: Germinacao e viabilidade das sementes

No ensaio de germinacado e viabilidade das sementes produzidas pelos
cruzamentos, foi constatado efeito significativo, para as variaveis primeira contagem
de germinacao, germinagdo, sementes mortas viaveis e inviaveis (Tabela 12). Os
cruzamentos de azevém ocorreram com sucesso nas mini estufas individualizadas,
uma vez que, sementes produzidas entre os cruzamentos envolvendo o mesmo
nivel de ploidia, sendo as progénies (DRRJZ x DRRYQ) em homozigose para a
resisténcia ao glyphosate e (TSCJ& x TSC?Q) em homozigose para suscetibilidade,
apresentaram germinacao superior a 70% na contagem de germinacao realizada
aos 14 DAS.

Tabela 12- Germinacgéo aos cinco e 14 dias apds a semeadura, plantulas anormais,
sementes mortas, viaveis e inviaveis de cruzamentos de genétipos
azevém envolvendo niveis de ploidia e resisténcia ao glyphosate no
genotipo diploide, FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2017.

Germinacao’ Plantulas’ Sementes'
Cruzamento 5 dias 14 dias Anormais  Mortas Viaveis Inviaveis
DRRJ x DRR? 63 b 70b 2" 19b 78 a 22b
TSCA x TSC? 84 a 88 a 1 09 b 89 a 11a
DRRQ x TSCJ& 05c 06 c 1 91a 08b 92 a
DRRJ x TSC? 86 a 88 a 1 10b 89 a 11 a
CV (%) 16,7 13,6 105,6 23,8 11,84 21,84

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). ™ Nao
significativo.' Valores expressos em percentagem. DRR: gendtipo diploide resistente ao glyphosate,
TSC: genétipo tetraploide suscetivel ao glyphosate, J': genitor masculino, 9: genitor feminino.

As sementes da progénie DRRQ x TSCJ, apresentaram baixa percentagem
de germinacgéo, sendo que apenas 6% das sementes germinaram na contagem aos
14 DAS (Tabela 12). Esses resultados indicam que as sementes oriundas de plantas

diploides, polinizadas por plantas tetraploides sao inviaveis, sendo que as sementes
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que germinaram e formaram plantulas normais (6%), provavelmente foram oriundas
da pequena taxa de autofecundacgédo presente na espécie (FEARON; HAYWARD;
LAWRENCE, 1983).

A progénie DRRQ x TSCJ apresentou elevada mortalidade, sendo que 91%
das sementes apresentavam-se mortas no final do teste de germinacéao (Tabela 12).
Por outro lado, a progénie DRRY x TSCd, ndo apresentou problemas de
germinacdo, sendo os valores observados similares ao cruzamento entre os pais
TSCA x TSC?, no qual ndo envolveu diferengca de ploidia, pois ambos eram
tetraploides. Esse resultado também foi observado no cruzamento de azevém
perene diploide x hibrido tetraploide em camara de crescimento isolada, onde as
sementes produzidas pela planta diploide eram contraidas e apresentavam menos
de 1% de germinacéao, por outo lado, as sementes produzidas pela planta tetraploide
germinavam normalmente (AHLOOWALIA, 1975).

Resultados similares também foram observados em melancia, onde s6 se
obtiveram sementes vidveis do cruzamento no sentido 4n? x 2nd, ja quando o
cruzamento efetuado foi inverso, isto €, 2n? x 4nd nao houve fertilizagdo (MEDINA
et al., 1958). Os mesmos autores verificaram que, de 170 flores de melancia
polinizadas no sentido 2n9? x 4nd produziram apenas dois frutos de tamanho
normal, onde um deles com 290 sementes chochas e outro com 842 sementes
diploides.

No processo de formacdo de sementes em cruzamentos entre plantas
diploides, o embrido diploide € formado apds a fertilizagdo contendo uma
contribuicdo igual do genoma materno e paterno (VAN ZANTEN; LIU; SOPPE,
2013). O endosperma também é um produto de fertilizacdo, mas é triploide e contém
dois equivalentes de genoma materno e um paterno equivalente (VAN ZANTEN;
LIU; SOPPE, 2013). Finalmente, o tegumento € diploide contém apenas o tecido
materno (VAN ZANTEN; LIU; SOPPE, 2013). Desta forma, teoricamente os
cruzamentos DRRQ x TSCd, deveriam possuir embrido triploide, endosperma
tetraploide, enquanto o tegumento seria diploide. No entanto a incompatibilidade dos
conjuntos cromossémicos que formam o embrido em cruzamentos DRRQ x TSCJ
(RUCHEL et al., 2015), pode explicar a elevada quantidade de sementes inviaveis
(92%), nas quais apresentavam auséncia de embrido, quando foram submetidas ao
teste de tetrazolio (Figura 26).
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Figura 26- Sementes de azevém oriunda do cruzamento DRR® x TSCJ, com
embrido ausente (A) e presente (B) apds a exposi¢cdo ao sal 2, 3, 5
trifenil cloreto de tetrazdlio a 1,0% por 24 horas, FAEM/UFPel, Capao do
Ledo/RS, 2017.

5.3.2 Experimento Il: Sobrevivéncia de plantulas e heranca da resisténcia ao
herbicida glyphosate

A progénie oriunda do cruzamento DRRJ x TSC?Q apresentaram baixa
sobrevivéncia, sendo que, 46% das plantas transplantadas morreram desde o
transplante até a aplicacdo de glyphosate (Tabela 13). Bustamante et al. (2015) ao
trabalharem com cruzamentos envolvendo gendétipos diploides e tetraploides de
azevém, observaram problemas de germinagdo ou mesmo morte das plantulas logo
apdés a germinagdo. No entanto, esses autores utilizaram a metodologia de
cruzamentos proposta por Stelling (1995), que consistiu na mistura das sementes
produzidas pelos genitores femininos diploides e tetraploides. Neste trabalho as
sementes foram colhidas separadamente no cruzamento diploide x tetraploide,
verificou-se problemas de germinacao das sementes produzidas apenas pelo genitor
feminino diploide, conforme descrito no topico anterior, e de sobrevivéncia das
plantas somente das sementes produzidas pelo genitor feminino tetraploide.

A modificacdo dos niveis de ploidia pode levar a extensiva modificacdo na
expressao génica, devido ao silenciamento, retencao e perda de genes duplicados,
diversificacao funcional e subfuncionalidade (ADAMS; WENDEL, 2005). As plantulas
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apds a germinacdo necessitam ativar uma série de genes para se tornarem
fotoautotréficas e independentes das reservas de armazenamento do endosperma
(VAN ZANTEN; LIU; SOPPE, 2013). A extrema mudanca da expressao genica
durante este periodo, aliada a dificuldade das plantulas com o genoma duplicado
regularem a expressao genica, ou a propria perda de genes funcionais (ADAMS;
WENDEL, 2005; VAN ZANTEN; LIU; SOPPE, 2013), provavelmente desencadearam
mortalidade de individuos da progénie DRRJ x TSCQ que apresentavam ploidia
diferente de seus progenitores.

Tabela 13- Sobrevivéncia de plantas de azevém avaliadas no estadio de seis folhas,
anteriormente a aplicacao de glyphosate, plantas sensiveis e resistentes
(%) a glyphosate, em cruzamentos de genétipos azevém envolvendo
niveis de ploidia e resisténcia ao glyphosate do genétipo diploide.
FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS, 2017.

Plantas Sobrevivéncia Plantas (%)
Cruzamento avaliadas (%) Sensiveis Resistentes
DRRJ& x DRR? 500 80 b 28 ¢ 72 a
TSCA x TSC? 500 96 a 100 a Oc
DRRQ x TSCJ& 52 86 ab 68 b 32b
DRRJ& x TSC?Q 500 54 c 100 a Oc
CV (%) - 7,94 8,74 25,23

Médias seguidas de mesma letra na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). DRR:
gendtipo diploide resistente ao glyphosate, TSC: genétipo tetraploide suscetivel ao glyphosate, J:
genitor masculino, 2: genitor feminino.

Em relacdo a heranca a resisténcia ao glyphosate, ndo foram identificadas
plantas resistentes ao glyphosate nas progénies TSCJ x TSC? e DRRJ x TSCQ
(Tabela 13). A resisténcia do azevém ao glyphosate € codificada por um gene
semidominante nuclear, podendo ser disseminada para populagcdes suscetiveis via
poélen (VARGAS; MORAES; BERTO, 2007). A sensibilidade ao glyphosate de toda
progénie DRRJ x TSCQ, na qual plantas diploides resistentes ao glyphosate
polinizaram tetraploides suscetiveis, pode ser devida a trés fatores principais.

Primeiramente, a fecundacdo envolvendo diferenca de ploidia, pode ter
levado a ocorréncia de genoma incapaz de expressar genes indispensaveis pelo
metabolismo primario da planta, desencadeando a morte das plantas (ADAMS;
WENDEL, 2005), conforme descrito anteriormente. Por outro lado, a fecundagéo
pode ter levado a perda de genes duplicados, diversificacdo funcional e
subfuncionalidade (ADAMS; WENDEL, 2005), logo o(s) gene(s) que conferem a
resisténcia ao glyphosate podem ter deixado de serem expressos. Finalmente, as
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plantas desse cruzamento que foram suscetiveis a aplicacdo de glyphosate, podem
ser oriundas da autofecundacao proveniente da espécie (FEARON; HAYWARD;
LAWRENCE, 1983).

Apesar do cruzamento DRRJ x DRR? ter sido considerado em homozigose
para resisténcia, 28% das plantas morreram com a aplicagéo de glyphosate (Tabela
13). Quando a resisténcia é coordenada por alelos de dominancia incompleta, como
no caso de azevém (VARGAS; MORAES; BERTO, 2007) o fenétipo dos individuos
heterozigbticos é intermediario entre os fenotipos dos pais homozigotos, desta
forma, cada individuo pode apresentar diferente resposta a aplicacdo do herbicida
na qual os progenitores eram resistentes. Assim, com a mesma dose de glyphosate
utilizada neste estudo (2160 g ha'), Vargas, Moraes e Berto (2007), verificaram
fitotoxicidade de 60%, mesmo em plantas oriundas do cruzamento entre bibtipos
resistentes, aos 45 dias apos a aplicagéo.

Quando as plantas tetraploides polinizaram as plantas diploides resistentes
ao glyphosate (cruzamento DRRQ x TSCJ), a progénie apresentou reducdo de 47%
de plantas resistentes ao glyphosate, em comparacdo a progénie homozigota
(DRRJ x DRRQ) resistente ao glyphosate. Em vista dos resultados verificados da
heranca da resisténcia ao glyphosate em azevém, envolvendo niveis de ploidia,
pode-se inferir que a semeadura de azevém tetraploide apresenta-se como uma
alternativa segura para reduzir ou evitar a disseminacdo da populacdo diploide
resistente a glyphosate, em areas que apresentam esse problema.

5.3.3 Experimento lll: Contagem cromossomica

Na contagem cromoss6mica oriundas do material genético contido nas
coifas de plantulas das progénies dos cruzamentos DRRJ x DRR2Q' e TSCJ x
TSC?, verificou-se que todas plantas avaliadas eram diploides (2n) e tetraploides
(4n), respectivamente, conforme esperado (Tabela 14; Figura 27). Em cultivares
tetraploides de azevém, podem ser observadas plantas mixopléides, uma vez que a
inducdo da poliploidia com colchicina em plantas diploides ndo é homogénea,
podendo células de alguns tecidos apresentarem-se duplicadas e outras nao, desta
forma podem ser regeneradas ao longo das geragdes plantas com células variando
de 14 a 28 cromossomos (PEREIRA et al., 2017).
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Tabela 14- Contagem cromossémica de cruzamentos de genoétipos de azevém,
envolvendo niveis de ploidia e resisténcia ao glyphosate do gendtipo
diploide. FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS, 2017.

Metafases Ploidia observada (%)
Cruzamento avaliadas o 3x X 3
DRRJ& x DRR? 50 100 - - -
TSCAE x TSCQ 50 - - 100 -
DRRQ x TSCJ 22 95,5 4,5 - -
DRRJ& x TSC?Q 50 - 10 65 25

DRR: gendtipo diploide resistente ao glyphosate, TSC: gendtipo tetraploide suscetivel ao glyphosate,
d: genitor masculino, Q: genitor feminino.

Na progénie DRRY x TSCJ, apenas 22 metafases com cromossomos
visiveis foram avaliadas, em virtude da reduzida viabilidade das sementes oriundas
deste cruzamento (Tabela 14). Apenas uma das 22 plantulas avaliadas apresentou
cromossomos triploides (3n), sendo que as demais plantulas avaliadas
apresentaram cromossomos diploides, ou seja, 95% progénie DRR? x TSCJ&
demostrou mesma ploidia apresentada pelo genitor feminino.

Ressalta-se que a progénie DRRY x TSCJ apresentou elevada
percentagem de sementes inviaveis, no teste de tetrazdlio, devido auséncia de
embrido das sementes (Tabela 12). Por outro lado, reduzido numero de plantas
triploides, nos quais eram esperados neste cruzamento. Esses resultados
corroboram com outros autores, que descrevem a incompatibilidade dos conjuntos
cromossOmicos que formam o embrido em cruzamentos 2n% x 4nd (RUCHEL et al.,
2015; MEDINA et al., 1958), levando a inviabilidade das sementes oriundas deste
cruzamento. As plantulas diploides observadas neste cruzamento (95%),
provavelmente sdo oriundas da pequena taxa de autofecundacdo decorrente da
espécie.

A progénie DRRJ x TSCQ apresentou plantulas variando de triploides a
pentaploides (5n). Esperava-se que o0s descendentes deste cruzamento
demonstrassem células com 3 copias de cromossomos, no entanto apenas 10% das
plantulas avaliadas, apresentaram-se triploides. Técnicas de reproducédo envolvendo
emasculacdo podem ser empregadas para aumentar a eficiéncia na obtencao de
descendentes triploides de azevém (BUSTAMANTE et al., 2015), no entanto como o
objetivo deste trabalho era verificar o cruzamento natural entre 0os gendétipos esse

procedimento ndo foi realizado.
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Figura 27- Cromossomos de azevém diploide 2n (A), triploide 3n (B), tetraploide 4n
(C) e pentaploide 5n (D) oriundos do cruzamento entre plantas diploides
e tetraploides, apresentando o gendétipo diploide resisténcia ao herbicida
glyphosate. FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2017.

Em cruzamentos de azevém diploide & com trés cultivares tetraploides @, na
auséncia de emasculacado, Bustamante et al. (2015) encontraram descendentes
triploides capazes de chegar a fase adulta somente de sementes colhidas da cultivar
Barjumbo®, na proporcao de uma planta triploide em cada 166 sementes colhidas do
genitor feminino tetraploide. Esses mesmos autores observaram que cultivares
tetraploides apresentaram plantas variando de diploides a tetraploides, sendo esse
fato devido a provavel mistura de sementes na multiplicacdo de sementes parentais
para uso comercial, pois € extremamente dificil separar visualmente plantas com
diferentes niveis de ploidia.

A autofecundagéo também prevaleceu no cruzamento DRRJZ x TSCQ, pois
65% das plantulas demostraram mesma ploidia apresentada pelo genitor feminino
tetraploide. Por outro lado, 25% das plantulas apresentaram cinco copias de
cromossomos, sendo esse fato pela primeira vez reportado em cruzamentos de L.
multiflorum envolvendo diferentes niveis de ploidia. Corroborando com esses
resultados, progénie de cruzamentos de citrus 4n x 2n, também foram observadas
plantas com conteddo de DNA celular variando de diploides a pentaploides (ALEZA
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et al.,, 2012). A regeneracdo a partir de cultura de células, com tratamentos
envolvendo gendtipos diploides de L. perenne e armazenamento a frio, demonstrou
que de 18 plantas albinas regeneradas, quatro eram quimeras, com conteudo de
DNA molecular variando de triploide a pentaploides (CREEMERS-MOLENAAR et al.,
1992). Cabe ressaltar que baixas temperaturas podem atuar como inibidores da
divisdo celular, apresentando efeito similar aos antimitéticos (PEREIRA et al., 2017).

A progénie do cruzamento DRRJ x TSCQ apresentava problemas de
sobrevivéncia entre a fase de plantula e seis folhas. Desta forma, o estudo de
Bustamante et al. (2015), que avaliou a ploidia na progénie de cruzamentos de
azevém diploides x tetraploides, no estadio de plantas adultas, ndo detectaram
plantas pentaploides. Provavelmente essas plantas morrem, logo apds a germinacao
devido a dificuldade de regulagdo genica, perda de genes duplicados, diversificacao
funcional e subfuncionalidade devido a alteracdo no nivel de ploidia (ADAMS;
WENDEL, 2005).

5.4 Conclusoes

A progénie DRRQ x TSCJ apresentou problemas de germinagido, sendo
detectada apenas uma planta triploide das 22 plantas avaliadas. Ja a progénie
DRRJ x TSC?Q, nao apresentou problemas de germinacao, porém 46% das plantas
morrem logo apos a fase de plantula, sendo identificadas plantulas triploides (10%) e
pentaploides (25%) nesse cruzamento.

Nao foram identificadas plantas resistentes ao glyphosate na progénie
DRRJ& x TSCQ, ja na progénie DRRQ x TSCJ, apresentou reducdo de 47% de
plantas resistentes ao glyphosate, em comparacgdo a progénie homozigota (DRRJ x
DRR?) resistente ao glyphosate. Em vista disso, a semeadura de azevém
tetraploide cv. INIA TITAN® apresenta-se como uma alternativa segura para reduzir
ou evitar o crescimento da populacao diploide resistente a glyphosate, em areas que
apresentam esse problema.



6. CONCLUSOES

Os resultados demonstram que, o azevém tetraploide apresenta ciclo mais
longo que o diploide, devido o maior periodo de afilhamento. O ndmero de afilhos,
area foliar, massa seca de raiz e numero de sementes foram superiores para o
azevém tetraploide e, este apresentou habilidade competitiva maior que o diploide
nas diferentes proporcoes testadas quando ocuparam o mesmo nicho ecolégico.

Os herbicidas bentazon, 2,4-D, saflufenacil e carfentrazone-ethyl foram
seletivos ao azevém tetraploide independente da dose empregada. O glyphosate, o
diuron + paraquat, o clethodim e o haloxyfop apresentam controle satisfatério, de
azevém tetraploide. O glufosinate apresentou controle insatisfatorio nos estadios de
afilhamento e alongamento, no entanto adequado quanto pulverizado no estadio de
florescimento das plantas de azevém.

Sementes de azevém diploide apresentam dorméncia primaria, impedindo a
germinacao imediata apds deposicdo no solo, enquanto sementes tetraploides nao
apresentam dorméncia, permanecendo no banco de sementes em estado
quiescente. Ambos o0s gendtipos apresentaram sementes potencialmente
emergentes no quarto més apds o enterrio, quando as condicées ambientais sao
favoraveis para o desenvolvimento da espécie.

Independe do gendtipo testado e do tempo apds o enterrio, quanto maior a
profundidade que s&o enterradas as sementes, maior a longevidade no banco de
sementes do solo.

A progénie oriunda do cruzamento diploide resistente ao glyphosatey x
tetraploide suscetiveld apresentou problemas de germinacdo, sendo detectada
apenas uma planta triploide das 22 plantas avaliadas. Ja a progénie oriunda do
cruzamento diploide resistente ao glyphosated x tetraploide suscetivel?, nio

apresentou problemas de germinagao, porém 46% das plantas morreram logo apés
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a fase de plantula, sendo identificadas plantulas triploides (10%) e pentaploides
(25%) nesse cruzamento. Nao foram identificadas plantas resistentes ao glyphosate
na progénie diploide resistente ao glyphosated x tetraploide suscetivel@, ja na
progénie diploide resistente ao glyphosate? x tetraploide suscetiveld, apresentou
reducao de 47% de plantas resistentes ao glyphosate, em comparacéo a progénie
homozigota resistente ao glyphosate.
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