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Resumo

MARIANI, Franciele. Caracterizacao de biotipos de Lolium multiflorum Lam.
resistentes a herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS), 2014.
112f. Tese (Doutorado) - Programa de Poé6s-Graduacdo em Fitossanidade.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A pressao de selecao imposta pelo uso intensivo de herbicidas inibidores da enzima
ALS tem selecionado bi6tipos de azevém resistentes. A caracterizacdo desses
biétipos é imprescindivel para estabelecer estratégias de manejo que evitem a
disseminacgéo da resisténcia. Dessa forma, estudos foram conduzidos com o objetivo
de avaliar o nivel de resisténcia; identificar herbicidas alternativos para o controle
dos biotipos resistentes; avaliar as caracteristicas cinéticas in vitro da enzima ALS;
avaliar a velocidade de absorcdo e metabolizacdo do herbicida iodosulfurom em
bidtipos de azevém resistentes e suscetiveis ao herbicida; identificar e comparar
valores adaptativos dos bibtipos de azevem resistentes e suscetiveis ao herbicida
iodosulfurom; avaliar a habilidade competitiva de bibtipos de azevém resistente ou
suscetivel com a cultura do trigo; e, identificar o tipo de heranga, numero de genes
envolvidos e o grau de resisténcia dos bibdtipos de azevém. Os estudos foram
conduzidos com biétipos oriundos do Brasil (Col e Joi) e EUA (NC e AR). De acordo
com os resultados, os biétipos Joi e Col sdo controlados e reduzem 50% da matéria
seca com doses do herbicida entre 6-10 vezes maiores comparado com o biétipo
suscetivel. O biétipo Col é controlado alternativamente, em p6s emergéncia, com 0s
herbicidas glifosato e cletodim, e o biétipo Joi, apenas com o cletodim. Em pré-
emergéncia, todos os herbicidas testados sdo alternativas para o controle dos
biétipos resistentes (Joi e Col). O mecanismo de resisténcia dos bibtipos Joi e Col
nao decorre do metabolismo pelas isoenzimas P450. A resisténcia dos bi6tipos NC e
AR decorre da insensibilidade da enzima ao herbicida iodosulfurom, e o rapido
metabolismo nos biétipos resistentes pode ser outro mecanismo de resisténcia. Os
biétipos de azevém resistente (Joi) ou suscetivel, em geral, possuem similar valor
adaptativo. A cultura do trigo apresenta maior habilidade competitiva em relacao aos
biétipos de azevém resistente (Joi) ou suscetivel. Para o bidtipo de azevém
resistente (Joi) a competicao interespecifica € prejudicial. A resisténcia do bibtipo de
azevém Joi é codificada por gene dominante nuclear, e o biétipo heterozigoto nao é
controlado com a dose de registro do herbicida iodosulfurom.

Palavras-Chave: Azevém. lodosulfurom-metilico. Resisténcia. Sulfonilureia.



Abstract

MARIANI, Franciele. Characterization of biotypes Lolium muiltiflorum Lam. resistant
to herbicides inhibitors of the acetolactate synthase enzyme (ALS), 2014. 112f.
Dissertation (Doctorate) - Graduate Program in Plant Protection. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

The selection pressure imposed by the intensive use of ALS enzyme inhibitors
herbicides have selected resistant ryegrass biotypes. The characterization of
resistant biotypes is indispensable to establish management strategies to prevent the
spread of resistance. Thus, were conducted studies in order to evaluate the level of
resistance; identify alternative herbicides to control biotypes resistant; evaluate the
kinetic characteristics in vitro of the ALS enzyme; evaluate the absorption rate and
metabolism of the iodosulfuron herbicide in ryegrass biotypes resistant and
susceptible to iodosulfuron herbicide; identify and compare adaptive value of the
resistant and susceptible ryegrass biotypes to iodosulfuron herbicide; evaluate the
competitive ability between resistant or susceptible ryegrass biotypes with the wheat;
and, indentify the inheritance type, the genes number involved with the resistance
and the resistance degree from ryegrass biotypes. Were conducted studies with
biotypes from Brazil (Col and Joi) and the USA (NC and AR). As results, a rate
between 6-10 times higher herbicide is required to control and reduce 50% dry
matter in resistant biotypes (Joi and Col) compared with susceptible. Alternatively in
post emergence Col biotype is controlled with herbicides glyphosate and clethodim
and Joi biotype with clethodim herbicide. The mechanism of resistance of the Joi and
Col biotypes does not result from metabolism by P450 isoenzymes. The resistance of
NC and AR biotypes follows from the insensitivity of the enzyme to iodosulfuron
herbicide and the rapid metabolism in resistant biotypes may be another mechanism
of resistance. In assessing the adaptive value between biotypes resistant ryegrass
(Joi) and susceptible, in general, this is similar. The biotypes resistant ryegrass (Joi)
or susceptible, in general, have similar adaptive value. The wheat crop has greater
competitive ability in relation to ryegrass biotypes resistant (Joi) or susceptible. For
the ryegrass biotype resistant (Joi) the interspecific competition is harmful. The
resistance to ryegrass biotype Joi is encoded by nuclear dominant gene, and
heterozygote biotype is not controlled with the registration rate of the iodosulfuron
herbicide.

Key words: Ryegrass. lodosulfuron-methyl. Resistance. Sulphonylurea.
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1 INTRODUCAO

O azevém (Lolium multiffiorum Lam.) € planta anual, herbacea, de fecundacéo
cruzada e amplamente utilizada como planta forrageira. Em contrapartida, é
considerada planta daninha em culturas anuais e perenes na regido Sul do Brasil
(ROMAN et al., 2004). Na cultura do trigo, 0 azevém compete intensamente pelos
recursos do meio, principalmente devido as semelhangas entre as duas espécies
(RADOSEVICH; HOLT; GHERSA, 1997) e em culturas de verao, na pré-semeadura,
interferindo no estabelecimento dessas culturas.

O potencial de perda de produtividade das culturas devido a presenca de
plantas daninhas sdo mais elevadas (34%), do que qualquer outra praga (OERKE,
2006). O controle de plantas daninhas em sistemas agricolas, em todo o mundo, tém
sido dominado pelo uso de herbicidas (BUSI et al., 2011). Essa forte e persistente
pressao de selecao tem contribuido para a evolucéo global de espécies resistentes a
herbicidas (POWLES; YU, 2010). A resisténcia é caracterizada como a habilidade
adquirida da planta daninha em sobreviver e se reproduzir apdés submetida a dose
herbicida a qual normalmente tem controle efetivo sobre a populacao (VARGAS et
al., 2009).

Atualmente, j4 foram relatados 429 casos em 234 espécies de plantas
daninhas resistentes aos diferentes mecanismos de agao herbicida, em 80 culturas e
em 25 diferentes paises do mundo. Dentre os mecanismos de agéo, os inibidores da
acetolactato sintase (ALS) possuem o0 maior numero de relatos de espécies
resistentes, 144, incluindo trés espécies de Lolium (HEAP, 2014). O primeiro caso de
azevém resistente aos herbicidas inibidores de ALS foi registrado na Italia em 1995,
a partir de entdo, foram relatados casos nos Estados Unidos, Chile, Brasil,

Dinamarca e Argentina (HEAP, 2014). No Brasil, os casos foram confirmados no ano
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de 2010 no Estado do Rio Grande do Sul e existem casos relatados no Parana e
Santa Catarina.

Os inibidores da ALS agem inibindo a enzima acetolactato sintase, também
conhecida como acetohidroxiacido sintase (AHAS), interrompendo a sintese dos
aminoacidos valina, leucina e isoleucina (VARGAS et al., 2009). A ALS catalisa a
descarboxilacdo da molécula de piruvato e sua condensagao com outra molécula de
piruvato ou a-cetobutirato. A primeira reagdo produz acetolactato, precursor da
valina e da leucina, e a segunda reacao produz acetohidroxibutirato, precursor da
isoleucina (CHIPMAN; BARAK; SCHLOSS, 1998). Os grupos quimicos que
pertencem a esse mecanismo de agdo sdo as sulfonilureias, imidazolinonas,
pirimidiloxibenzoatos, sulfonamidas e triazolopirimidinas (SENSEMAN, 2007). A
molécula iodosulfurom-metilico sddio pertence ao grupo das sulfonilureias e é o
principal herbicida para o controle do azevém, em p6s emergéncia, na cultura do
trigo.

A frequéncia de ocorréncia de populacdes resistentes aos inibidores da
enzima ALS pode ser atribuida a utilizacao generalizada desses herbicidas, com o
maior niumero de moléculas registradas, num total de 56 (HEAP, 2014) e os mais
utilizados no mundo (TRANEL; WRIGHT, 2002). Em outros casos, a evolugao da
resisténcia é atribuida a falta de rotagdo ou mistura de herbicidas (BECKIE;
REBOUD, 2009). Outros fatores como alta eficiéncia para bibtipos sensiveis e
atividade residual no solo contribuem para o aumento de casos de resisténcia
(TRANEL; WRIGHT, 2002). Em populag¢des de L. rigidum a alta frequéncia inicial de
individuos resistentes aos herbicidas inibidores da enzima ALS (2,2 x 10°a 1,2 x 10°
%), que nunca antes foram expostos a esses herbicidas, também ajuda a explicar a
rapida evolucao da resisténcia (PRESTON; POWLES, 2002).

Um grande problema para azevém, é que muitas populagbes da espécie,
em todo o mundo, estdo evoluindo com resisténcia aos poucos herbicidas pos
emergentes que existem no mercado para o controle da espécie (KAUNDUN et al.,
2013). Em 75 populag¢des de azevéem coletadas no leste de Washington e norte de
ldaho, 25% sao resistentes a trés grupos quimicos dos inibidores da ALS e 27%
possuem resisténcia multipla, tanto aos inibidores de ALS como aos inibidores da
enzima acetil coenzima A carboxilase (ACCase) (RAUCH et al., 2010). A resisténcia
multipla caracteriza-se por uma planta possuir dois ou mais mecanismos distintos de

resisténcia a herbicidas de diferentes grupos quimicos, sendo que a resisténcia
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cruzada ocorre quando bidtipo é resistente a dois ou mais herbicidas, devido a
apenas um mecanismo (AGOSTINETTO; VARGAS, 2009).

O desenvolvimento da resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas é
influenciado por varios fatores. Podem estar ligados a genética (frequéncia de genes
resistentes, nimeros de genes envolvidos com a resisténcia, se 0 gene de
resisténcia é dominante e se ocorre custo de adaptacao dos genes de resisténcia), a
biologia das plantas daninhas (se possuem polinizagdo cruzada ou autopolinizagao,
capacidade de producao de sementes, longevidade do banco de sementes no solo e
capacidade de dispersao do pdlen), ao herbicida (estrutura quimica, local de acao e
tempo de atividade residual) e préaticas operacionais (dose do herbicida, habilidade
do operador e manejo adotado como, por exemplo, praticas alternativas ao controle
quimico das plantas daninhas e rotagéo de culturas) (POWLES; YU, 2010).

A evolucdo da resisténcia em populacdo de plantas daninhas pode ser
resultado da absor¢cdo ou translocacdo diferencial, metabolismo diferencial,
alteracdo na enzima-alvo, compartimentalizacdo ou sequestro e por possuir maior
capacidade de exsudacao do composto para o ambiente (HALL et al., 1998).

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

A maior parte dos casos reportados de resisténcia aos inibidores da enzima
ALS envolvem um Unico ponto de mutagdo no gene alvo que reduz a afinidade da
enzima ao herbicida (BURGOS et al., 2013). Porém, a maioria dos estudos focam
apenas em elucidar o mecanismo relacionado ao local alvo e ndo examinam a
resisténcia relacionada ao local ndo alvo de agao do herbicida (AHMAD-HAMDANI
et al., 2013; BURGOS et al., 2013). Em alguns casos, ambos 0s mecanismos podem

estar envolvidos, como no caso de Avena spp. aos inibidores da ACCase (AHMAD-
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HAMDANI et al., 2013). Portanto, € necessario examinar tanto o local alvo, como
nao alvo, de agdo dos herbicidas considerando a possibilidade de coexisténcia
(AHMAD-HAMDANI et al.,, 2013). Quando o mecanismo de resisténcia nédo é
relacionado a alteracao do local de agdo, uma ou mais formas atuam impedindo que
o herbicida chegue em quantidades letais no ponto de inibicdo, impedindo sua
inibigdo completa (POWLES; YU, 2010). Estes mecanismos envolvem a diminui¢do
da absor¢cdo e/ou da translocagcdo dos herbicidas, aumento das taxas de
metabolismo ou sequestro do herbicida (FENG et al., 2004; DINELLI et al., 2008;
POWLES; YU, 2010).

As plantas daninhas que evoluiram com um ou mais mecanismos de
resisténcia, podem apresentar algum tipo de efeito pleitrépico. A comparacao do
valor adaptativo ou adaptabilidade ecolégica e habilidade competitiva do biétipo
resistente em relacdo ao suscetivel sdo fatores que podem influenciar de forma
significativa na taxa de evolugao da resisténcia e/ou frequéncia inicial, ou mesmo na
manutencado da proporcao de plantas resistentes dentro da populacdo quando da
auséncia da pressdo de selecdo do herbicida (JASIENIUK; BRULE-BABEL;
MORRISON, 1996). Biétipos mais adaptados sdo normalmente mais competitivos e
capazes de aumentar sua proporcao ao longo do tempo, eliminando, assim, os
individuos menos aptos a ocupar determinado nicho ecolégico (CHRISTOFFOLETI;
WESTRA; MOORE, 1997).

Em algumas espécies de plantas a resisténcia aos inibidores da enzima ALS
dissemina-se facilmente na populacdo, tornando-se uma ameaga para 0O USO
continuado dos herbicidas. Isso ocorre, quando mutacdes na enzima ALS que
conferem resisténcia possuem genes parcialmente dominantes e nuclear, sendo
transmitida pela semente ou pdlen (TRANEL; WRIGHT, 2002). Os estudos de
heranca fornecem importantes subsidios para compreender a evolugao de
resisténcia a herbicidas, estrutura genética de populagdes de plantas daninhas,
dindmica da adaptacdo e como manejar a resisténcia (NEVE; VILA-AIUB; ROUX,
2009). Em Euphorbia heterophylla, por exemplo, a resisténcia a inibidores da enzima
ALS é codificada por gene dominante nuclear, com rapida disseminacdo na
populagdo (VARGAS; BOREM; SILVA, 2001). Em uma populagéo de L. rigidum, com
resisténcia ao paraquat, a resisténcia é transmitida por um gene nuclear, dominante
ou semi-dominante (YU et al.,, 2009). Em semelhanca a populacdes de azevém,

resistentes ao glifosato, em que a resisténcia é codificada por gene semi-dominante
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e nuclear, em que o bibtipo heterozigoto possui sensibilidade intermediaria ao
glifosato (VARGAS; MORAES; BERTO, 2007).

O diagnoéstico de populacdo de plantas daninhas resistentes e sua
caracterizacdo é imprescindivel para propor estratégias de manejo que evitam a
disseminagao da resisténcia. O controle quimico € uma ferramenta importante de
manejo e tem proporcionado o cultivo de areas agricolas em grande escala de forma
econbmica.

Diante disso, o trabalho teve como hip6teses gerais que bidtipos de azevém
apresentam resisténcia ao herbicida iodosulfurom, pertencente ao mecanismo de
acao inibidor da enzima ALS; bibtipos resistentes de azevém séo controlados por
herbicidas pertencentes a diferente mecanismo de acado recomendados para a
espécie; o mecanismo responsavel pela resisténcia ao herbicida iodosulfurom
decorre da insensibilidade da enzima ALS ao herbicida; a velocidade de absorcao e
metabolizagdo do iodosulfurom em bibtipos de azevém € mais rapida em bibtipos
resistentes ao herbicida; bi6tipos de azevém resistentes e suscetiveis ao herbicida
iodosulfurom nao diferem quanto ao valor adaptativo quando crescem na auséncia
do agente de selecédo (herbicida); o trigo apresenta habilidade competitiva superior
aos bibtipos de azevém resistente e suscetivel ao herbicida iodosulfurom; e, bidtipos
de azevém resistentes ao herbicida inibidor da enzima ALS apresentam heranca da
resisténcia monogénica e nuclear.

Dessa forma, os objetivos do trabalho foram: avaliar o nivel de resisténcia
em bidtipos de azevém ao herbicida iodosulfurom; identificar os herbicidas
alternativos para o controle da espécie; caracterizar o local de acao dos herbicidas
inibidores da ALS de azevém comparando bioquimicamente plantas resistentes e
suscetiveis ao herbicida iodosulfurom; avaliar a velocidade de absorgédo e
metabolizagdo do herbicida iodosulfurom em bidtipos de azevém resistentes e
suscetiveis ao herbicida; identificar e comparar valores adaptativos dos bio6tipos de
azevém resistentes e suscetiveis ao herbicida iodosulfurom; avaliar a habilidade
competitiva dos bidtipos de azevém resistente ou suscetivel com trigo; e, identificar o
tipo de heranga, nimero de genes envolvidos e o grau de resisténcia dos biotipos,
de azevém, homozigotos e heterozigotos resistentes ao herbicida iodosulfurom.



2 CAPITULO | - Resisténcia de biétipos de azevém ao herbicida

iodosulfurom-metilico sédio e alternativas de controle
2.1 Introducao

O azevém (Lolium multifiorum Lam.) € uma graminea anual amplamente
utilizada como forrageira em regides temperadas e considerada importante planta
daninha competidora nas lavouras de trigo no Brasil e em varios paises. Na cultura
do trigo o azevém compete intensamente pelos recursos do meio, principalmente
devido as semelhancas entre as duas espécies (RADOSEVICH; HOLT; GHERSA,
1997). O controle quimico do azevém é realizado basicamente com o herbicida
iodosulfurom-metilico, seletivo a cultura do trigo. A caréncia de herbicidas
alternativos para o controle de azevém no trigo aumentou a pressao de selecdo e
propiciou 0 aumentou dos casos de populagdes resistentes ao iodosulfurom-metilico.
A resisténcia é habilidade adquirida de planta daninha em sobreviver e se reproduzir
apoés submetida a dose herbicida a qual normalmente tem controle efetivo sobre a
populacado (VARGAS et al., 2009).

O iodosulfurom-metilico pertence ao mecanismo de agéo inibidor da enzima
acetolactato sintase (ALS), grupo quimico das sulfonilureias. Esse grupo de
herbicidas age inibindo a enzima ALS, interrompendo a sintese dos aminoacidos
valina, leucina e isoleucina (VARGAS et al., 2009).

Bidtipos da espécie azevém foram identificados pela primeira vez como
resistentes em 1987, no Estado do Oregon, nos USA, ao herbicida diclofop metilico
cujo mecanismo de acao é a inibicdo da ACCase. No Brasil, o primeiro caso de
resisténcia foi registrado em 2003, ao herbicida glifosato, inibidor da EPSPs. Aos
inibidores da ALS os primeiros casos foram registrados em 1995 em Arkansas e

Mississippi nos USA, e mais tarde foram registrados casos de resisténcia no Chile
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(2002) e ldaho (2003), também nos USA. No Rio Grande do Sul ja foram
identificados bi6tipos de azevém resistente ao glifosato e mais recentemente a
inibidores de ACCase e ALS (HEAP, 2014).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é um problema de carater
nacional e mundial, de rapida evolugdo, causando preocupagado para agricultura.
Uma vez detectada a resisténcia deve-se adotar alternativas de manejo para
diminuir a pressao de sele¢cdo. Uma maneira de caracterizar quantitativamente o
nivel de resisténcia é através de curvas dose-resposta. Através destas, é possivel
identificar a dose do herbicida que promove 50% de controle (Csp) ou reducao da
matéria seca (MSsp) de ambos os bidtipos (CHRISTOFFOLETI, 2002). O fator de
resisténcia (FR), que corresponde a razdo entre o Cso ou MSs, do bidtipo resistente
pelo correspondente do bidtipo suscetivel, expressa o numero de vezes em que a
dose necessaria para controlar 50% do biétipo resistente € superior a dose que
controla 50% do biétipo suscetivel (HALL et al., 1998).

A identificacdo do mecanismo que envolve a resisténcia é fundamental para
estabelecer medidas de controle e evitar a evolugcao da populacao resistente. Entre
0S principais mecanismos responsaveis pela resisténcia aos inibidores da ALS esta
a metabolizacado e alteracao no local alvo de acao do herbicida (TRANEL; WHIRGH,
2002; YU et al., 2009; KAUNDUN; DALE; BAILLY, 2012). Quando a resisténcia
envolve a metabolizacdo, as isoenzimas P450 sao as principais responsaveis pela
rapida degradacao do herbicida. Em biétipos de L. rigidum a combinacao de malation
e uma sulfonilureia aumentaram a mortalidade das plantas resistentes ao herbicida
(CHRISTOPHER; PRESTON; POWLES, 1994). A utilizagdo de inibidores da P450
pode ser uma forma de avaliar a metabolizagéo, pois inseticidas organofosforados,
como o malation, inibem a enzima e revertem a resisténcia (YU et al., 2009).

Uma vez caracterizado o nivel e mecanismo de resisténcia dos bibtipos sao
importantes medidas de controle entre elas, a utilizagdo de herbicidas que
apresentam mecanismos distintos aos inibidores da enzima ALS. O azevém é um
caso preocupante em diversas partes do mundo quanto a evolugéo da resisténcia a
herbicidas, devendo ser rotacionado o mecanismo de agdo para evitar o
aparecimento de novos casos de resisténcia. De acordo com Powles e Holtum
(1994), quando uma populacdo apresenta resisténcia a apenas uma classe de
herbicida, o sucesso no manejo da resisténcia pode ser alcancado através de

herbicidas alternativos. Desse modo, foram selecionados herbicidas com acao em
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pdés e pré-emergéncia, com distintos mecanismos de acdo, com potencial para
controlar o azevém resistente e servir de opcao de manejo, contribuindo para evitar
a pressao de selecao.

Assim, os objetivos deste trabalho foram avaliar o nivel de resisténcia em
bidtipos de azevém ao herbicida iodosulfurom-metilico, o metabolismo baseado na
inibicdo das isoenzimas P450 e a identificacdo dos herbicidas alternativos para o

controle da espécie.

2.2 Material e Métodos

Inicialmente foram realizadas coletas de plantas de azevém suspeitas de
resisténcia em cidades do Rio Grande do Sul, com o objetivo de confirmar a
resisténcia. No total, foram coletados 307 biétipos. As sementes coletadas foram
semeadas em caixas e quando apresentavam de 2-3 folhas foi realizada a aplicagéao
iodosulfurom-metilico na dose de 5 g i.a ha'. Apés 30 dias da aplicacdo do
tratamento, as plantas foram avaliadas quanto a fitotoxicidade, adotando-se a escala
percentual, onde zero (0) e cem (100) corresponderam a auséncia de dano e a
morte de plantas, respectivamente. Foram identificados 102 bidtipos resistentes,
destes, optou-se por trabalhar com dois bibtipos, 0os quais apresentavam menores
sintomas de fitotoxicidade, ou seja, maior grau de resisténcia. Essa etapa de coleta
e identificacao dos bibtipos fez parte de um trabalho de dissertagéo (SILVA, 2012). A
partir desse trabalho, foram produzidas sementes dos bi6tipos escolhidos, oriundos
das cidades de Jéia (Joi) e Colorado (Col), localizados a uma latitude de 28° 38' 51"
e longitude de 54° 07' 21" para o Joi, e, latitude de 28° 28' 55" e longitude de 53° 01'
13" para o Col. O biétipo suscetivel (Susc) foi coletado em area sem histérico de
aplicacao de herbicida (latitude 31° 48' 04" e longitude 52° 24' 50"), localizado na
cidade de Pelotas.

Os experimentos foram conduzidos na casa de vegetagdo pertencente ao
Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM)
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e na Embrapa Trigo/Passo Fundo.
Foram realizados cinco experimentos: estabelecimento da curva de dose resposta,
avaliagdo do metabolismo com o inibidor malation e controle alternativo com

herbicidas pré e pés-emergentes.
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2.2.1 Curva de dose resposta

Para o experimento de dose resposta foram utilizados vasos com
capacidade de 550 mL, preenchidos com substrato comercial Germina Plant® e
arranjados em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticées e uma
planta por unidade experimental. Para a determinacdo da dose que controla 50% da
populacao (Cso) e reduz 50% da massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA)
(MSs), foram realizadas aplicagbes crescentes do herbicida iodosulfurom-metilico
sodio (Hussar®) nas doses 0, 0,375, 0,75, 1,5, 3,0, 4,5, 12, 18, 24, 48, 96, 192 e 384
g i.a ha', em estadio de 2-3 folhas, considerando 3,5 g i.a ha™ ou 70 g PC. ha™,
como a dose de registro. A calda de aplicagdo foi adicionado o espalhante adesivo
Hoefix® na dose de 0,3% v/v. A aplicacdo dos tratamentos foi realizada com auxilio
de pulverizador costal, pressurizado a CO,, equipado com bico do tipo leque com
ponta de pulverizagdo 110.015, calibrado para aplicar 150 L ha™* de calda herbicida.

As variaveis avaliadas foram controle visual e MMSPA. O controle foi
avaliado aos 14, 21 e 28 dias apos a aplicacao dos tratamentos (DAT), adotando-se
a escala percentual, onde zero (0) e cem (100) corresponderam a auséncia de dano
e a morte de plantas, respectivamente. A MMSPA foi determinada apdés avaliacao do
controle pela secagem do material vegetal em estufa a temperatura de 60°C até atingir
massa constante.

Os dados obtidos foram analisados quanto a sua homocedasticidade, e
posteriormente submetidos a analise de variancia (p<0,05). Quando significativo, os
dados foram ajustados ao modelo de regressao nao linear log-logistico e Cso € MSsg
calculados a partir dos parametros da equacdo (SEEFELDT; JENSEN; FUERST,
1995). A analise de regressao foi realizada com auxilio do programa SigmaPlot 10.0
(SIGMAPLOT, 2007), ajustando-se os dados a equagao de regressao sigmoidal do
tipo logistico, conforme segue:

y=a/[l+(x/xo)"]

Onde: y = porcentagem de controle; x = dose do herbicida; e a, x0 e b =
parametros da equacgado, sendo que a € a diferengca entre 0s pontos maximo e
minimo da curva, xp € a dose que proporciona 50% de resposta da variavel e b é a
declividade da curva.
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O fator de resisténcia (FR) foi calculado pela divisdo do Cso ou MSs, do
bidtipo resistente pelos correspondentes ao do bibtipo suscetivel. O intervalo de
confianga foi calculado através de estimagdo por intervalo para média p com
variancia estimada, conforme a equacao:

P(X-ta2VS?n << X 414oVS%n =1-q

Onde, X corresponde ao Csy ou FSso, o2 valor da tabela t de student, S2 o
quadrado médio do erro do Xp, obtido na regressdo nao-linear e n o numero de
repeticées (STORCK; LOPES; LUCIO, 2001).

2.2.2 Metabolismo

O estudo para verificar se o0 mecanismo de resisténcia envolve a
metabolizacéo foi realizado com um inseticida organosfosforado conhecido por inibir
as izoenzimas P450, o malation. O experimento foi conduzido apenas com os
bidtipos resistentes (Col e Joi), sendo a instalacao foi semelhante ao experimento de
dose resposta, com trés repeticdes, com e sem a aplicacdo do malation e 5 doses
do herbicida iodosulfurom (0, 3, 6, 12 e 24 g i.a ha™"). O malation foi aplicado na dose
de 1000 g i.a ha”, meia hora antes da aplicacdo do herbicida. Os dados obtidos
foram analisados quanto a sua homocedasticidade, e posteriormente submetidos a
analise de variancia (p<0,05). Cada biétipo foi analisado separadamente. Quando
significativo, os dados foram ajustados ao modelo de regressdo nao linear log-
logistico ou polinomial.

2.2.3 Controle alternativo em pos e pré-emergéncia

Para os experimentos de controle alternativo com herbicidas pré e pos-
emergentes foram utilizados vasos com capacidade de 550 mL, preenchidos com
solo (Latossolo Vermelho distréfico tipico) e substrato comercial Germina Plant®,
respectivamente. Os tratamentos foram arranjados em delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes. Os herbicidas pds-emergentes foram aplicados
conforme descrito no experimento de dose resposta e para os pré-emergentes as
sementes foram semeadas (5 sementes/vaso) e logo em seguida os herbicidas

foram aplicados em solo pré umedecido. Os tratamentos constaram de herbicidas
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pertencentes a diferentes mecanismos de acdo, conforme tab. 1 para os pos-
emergentes e tab. 2 para os pré-emergentes.

As variaveis avaliadas foram controle visual aos 14, 21 e 28 DAT e MMSPA
aos 28 DAT para o experimento com os herbicidas aplicados em pds-emergéncia,
seguindo 0os mesmos procedimentos descritos no experimento de dose resposta.
Para os herbicidas aplicados em pré-emergéncia os tratamentos foram avaliados
aos 10 DAT com a contagem do numero de plantas emergidas e aos 10 e 17 DAT, o

controle visual.

Tabela 1 - Mecanismo de ag&o, grupo quimico, ingrediente ativo, produto comercial
e dose dos herbicidas utilizados nos tratamentos em pés-emergéncia do
azevém. FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2011.

. . - Ingrediente Produto Dose

Mecanismo de acdo Grupo quimico Ativo comercial gia. ha’

. Lo lodosulfurom-
Inib. de ALS Sulfonilureia metilico Hussar 3,5
Inib. de protox Triazolinona Carfee?itﬁ?;ona— Aurora 45,0
Inib. da sintese de .o olidinona Clomazona ~ CaMit360 3444
carotendides CS

. Glicina . Glifosato
Inib. da EPSPs substituida Glifosato Nortox 960,0
Inib. de ALS Imidazolinona Imazetapir Pivot 100,0
Inib. de ACCase ~ C'clohexanodio o0 i Select 240 96,0

nas EC

Foi adicionado 6leo mineral aos herbicidas Hussar (0,3% v/v), Aurora e Select (0,5% v/v).

Tabela 2 - Mecanismo de ag&o, grupo quimico, ingrediente ativo, produto comercial
e dose dos herbicidas utilizados nos tratamentos utilizados em pre-
emergéncia do azevém. FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2011.

Mecanismo de acdo Grupo quimico Ingrediente Produto Dose 1
Ativo comercial gi.a. ha

Inib. de ALS Imidazolinona I'r;“;azz:;gu“; Kifix 7?5’5*

Inib. de

polimerizagdo da Dinitroanilina  Pendimentalina  Herbadox 1.500

tubulina

Inib. da sintese de Gamit 360

Isoxazolidinona Clomazona 648

carotenodides CS

Inib. Fotossistema |l Triazinona Metribuzim Sencor 480 480
Inib. Fotossistema Il Triazina Atrazina Proof 2.250
Inib. da sintese de

acido nucleicos e Cloroacetamida S-metolacloro Dual Gold 1.920

proteinas
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Os dados obtidos foram analisados quanto a sua homocedasticidade, e
posteriormente submetidos a analise de variancia (p<0,05). Quando significativo, os

bidtipos e herbicidas foram comparados pelo teste Tukey (p<0,05).
2.3 Resultados e Discussao
2.3.1 Curva de dose resposta

O teste de Shapiro-Wilk demonstrou n&o ser necessaria a transformacao dos
dados. O teste F pela analise de variancia demonstrou interagé@o significativa entre
os fatores dose e bidtipo para todas as varidveis no experimento de dose resposta.

Aos 14 DAT os bittipos Susc e Joi ndo atingiram o controle de 50% (Fig. 1).
O bidtipo resistente Col apresentou maior fitotoxicidade comparado ao biétipo Susc.
Foram calculadas as doses necessaria para atingir o controle de 30%, com valores
de 5 e 4,9 g i.a ha” para os biétipos Col e Susc, respectivamente, sem diferenca
significativa entre eles (tab. 3). Dose maior, de 47 g i.a ha' foi necessaria para
atingir o mesmo controle de 30% para o biétipo Joi, com fator de resisténcia de 10.

Quando avaliado o controle aos 21 DAT ambos os bibtipos resistentes
necessitaram uma dose maior para o controle comparado ao Susc (Fig. 2). O Cso
foram de 19,8, 252 e 2,65 g i.a ha' para os bidtipos Col, Joi e Susc,
respectivamente (tab. 3). As doses para os bibtipos resistentes diferiram do biotipo
Susc e os fatores de resisténcia foram de 7,47 e 9,50 para o Col e Joi,
respectivamente.

Aos 28 DAT o controle também foi superior para o bidtipo Susc, com dose
de 2,65 g i.a ha™' para atingir o controle de 50%, j& para os resistentes as doses
foram de 20 e 16,4 g i.a ha™ para o Col e Joi, respectivamente (Fig. 3). Os fatores de
resisténcia foram de 10 e 8 para o Col e Joi, respectivamente (tab.3). Considerando
que a dose de registro do herbicida iodosulfurom-metilico para controle do azevém é
de 3,5 g i.a. ha™!, ambos os biétipos resistentes apresentaram a dose do Csy acima
da recomendada. No entanto, esperava-se que essas doses fossem maiores, pois
na maioria dos casos a resisténcia aos inibidores da enzima ALS € uma mutacao na
enzima (YU et al., 2012), exigindo doses altas para controle das plantas resistentes
(LAMEGO et al., 2009; BECKIE et al., 2012).
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70 -
® y.,=63,31/1+(x/5,60)**' R2=0,95
601 oy, _=3546/1+(x/6,09)°% Re=0,90
Y Vsue=38.86/1+(x/1,55) " Re=0,92 ¢

50

Controle (%)

0.375 075 15 3 456 12 1824 48 96 192 384
lodosulfurom-metilico sédio (g i.a ha™)

Figura 1 - Controle visual (%) de bi6tipos de azevém, resistentes (Joi e Col) e
suscetivel (Susc), em fungdo da aplicacdo de diferentes doses do
herbicida iodosulfurom-metilico sédio, avaliado aos 14 dias ap6s o

tratamento. FAEM/UFPel, Capao do Le&do/RS, 2011. Os pontos representam
os valores médios das quatro repeticdbes e as barras horizontais os intervalos de
confianca para a dose que causa 30% de controle na planta, com 95% de significancia.

A explicagdo para niveis diferenciais de resisténcia esta no tipo de
aminodacido alterado, quando o mecanismo envolvido é alteragdo na enzima,
exigindo doses maiores ou menores para o controle dependendo da mutagéo (YU et
al., 2012). E provavel que diferenca maior fosse encontrada em avaliagdes apés os
28 dias, pois as plantas resistentes estavam recuperando seu crescimento.
Considerando que temperaturas entre 20 e 25 °C sejam as oOtimas para o
crescimento da espécie (HANNAWAY; COOL, 2004). O experimento foi realizado
nos meses de julho, agosto e inicio de setembro de 2011, a média de temperatura
nesse periodo foi de 13,1 °C, conforme dados meteorolégicos da Embrapa Clima
Temperado, Pelotas, ou seja, abaixo das condi¢ges étimas de desenvolvimento.
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Tabela 3 - Valores de Cso com intervalos de confianga (IC) e fator de resisténcia dos
biotipos de azevém, resistente (Col e Joi) e suscetivel (Susc), em
resposta a aplicacdo de diferentes doses do herbicida iodosulfurom-
metilico sédio, avaliado aos 14, 21 e 28 dias apdés o tratamento.
FAEM/UFPel, Capao do Leado/RS, 2011.

Cso' Fator de resisténcia®
Bidtipo gi.aha’ 95% IC
14 DAT
Col 5,00 3,70-6,30 ns
Joi 47,00 45,97-48,03 10
Susc 4,90 4,49-5,30 -
Cso°
21 DAT
Col 19,80 17,81-21,79 7
Joi 25,20 23,79-26,61 10
Susc 2,65 2,30-2,99 -
28 DAT
Col 20,00 17,42-22,58 10
Joi 16,40 14,96-17,84 8
Susc 1,93 1,56-2,29 -

% Cg0; Cso = dose necessaria para obter 30 e 50% de controle, respectivamente;
% Fator de resisténcia ao herbicida iodosulfurom-metilico sédio dos biétipos de azevém, obtido da
divisao do Cs, do bidtipo resistente em relacdo ao bidtipo suscetivel.

100 -
®  y.,=79,82/1+(x/10,73)°% R2=0,95

O y,,=74,76/1+(x/12,47)"%° R2=0,92
804 W Yg.=63,49/1+(x/1,23)""" R2=0,89

Controle (%)

0.375 0.75 15 3 456 12 1824 48 96 192 384
lodosulfurom-metilico sédio (g i.a ha™)

Figura 2 - Controle visual (%) de bidtipos de azevém, resistentes (Joi e Col) e
suscetivel (Susc), em fungdo da aplicacdo de diferentes doses do
herbicida iodosulfurom-metilico sédio, avaliado aos 21 dias ap6s o
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tratamento. FAEM/UFPel, Capao do Ledao/RS, 2011. Os pontos representam
os valores médios das quatro repeticbes e as barras horizontais os intervalos de
confianga para a dose que causa 50% de controle na planta, com 95% de significancia.

120 - i .
® y.,=9582/1+(x/18,02)°% R?=0,96

O y,,=87,49/1+(x/12,14) %% R2=0,91

1007 VY Vous=93,08/1+(x/1,75) %% R2=0,94 v v v

Controle (%)

0375 075 15 3 456 12 1824 48 96 192 384
lodosulfurom-metilico sédio (g i.a ha™)

Figura 3 - Controle visual (%) de bi6tipos de azevém, resistentes (Joi e Col) e
suscetivel (Susc), em fungdo da aplicacdo de diferentes doses do
herbicida iodosulfurom-metilico sodio, avaliado aos 28 dias apds o

tratamento. FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2011. Os pontos representam
os valores médios das quatro repeticbes e as barras horizontais os intervalos de
confianga para a dose que causa 50% de controle na planta, com 95% de significancia.

A avaliacdo da MMSPA aos 28 DAT, confirmou os resultados do controle,
sendo necessario doses de 4,04, 4,8 e 0,612 g i.a ha™' para reducdo de 50% da
MMSPA nos biotipos Col, Joi e Susc, respectivamente (Fig. 4; tab. 4). Os fatores de
resisténcia foram de 6 e 8 para os bittipos Col e Joi, respectivamente.
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O y5,=104,32/1+(x/3,80)"* R2=0,97
° v y,,=99,40/1+(x/4,94)"*° Re=0,96
A yg,=100,44/1+(x/0,61)"*° R2=0,98

MMSPA (%)

0375 075 15 3 456 12 1824 48 96 192 384
lodosulfurom-metilico sédio (g i.a ha")

Figura 4 - MMSPA (%) de biétipos de azevém, resistentes (Joi e Col) e suscetivel
(Susc), em funcdao da aplicacdo de diferentes doses do herbicida
iodosulfurom-metilico sédio, avaliado aos 28 dias apds o tratamento.

FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2011. Os pontos representam os valores
médios das quatro repeticées e as barras horizontais os intervalos de confianga para a
dose que causa 50% de controle na planta, com 95% de significancia.

Tabela 4 - Valores de MSs, com intervalos de confianga (IC) e fator de resisténcia
dos bibtipos de azevém, resistente (Col e Joi) e suscetivel (Susc), em
resposta a aplicacdo de diferentes doses do herbicida iodosulfurom-
metilico sddio, avaliado aos 28 dias apds o tratamento. FAEM/UFPel,

Capao do Leao/RS, 2011.

MSs,' Fator de resisténcia®
Bi6tipo gi.aha’ 95% IC
Col 4,04 3,22-4,85 6
Joi 4.8 4,16-5,43 8
Susc 0,612 0,44-0,78 -

" MSs, = dose necessaria para obter 50% de reducdo da massa seca;
% Fator de resisténcia ao herbicida iodosulfurom-metilico sédio dos biétipos de azevém, obtido da

divisdo do MSs, do bibtipo resistente em relagao ao bibtipo suscetivel.
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2.3.2 Metabolismo

Houve interacdo para os fatores doses de iodosulfurom e malation para
ambos os bio6tipos (Joi e Col) (dados nao apresentados). Para a variavel controle e
MMSPA na presenga de malation, para o biétipo Col, os dados n&o se ajustaram ao
modelo de regresséo. O controle diferiu com o uso do malation apenas na dose 12 g
i.a ha™ do herbicida, com controle superior quando utilizado o malation, no entanto,
nessa mesma dose, a MMSPA nao diferiu entre os tratamentos. Houve diferenga
quanto a MMSPA do biétipo Col apenas na dose 6 g i.a ha” do herbicida, com maior
reducdo sem utilizar o malation. Para o biétipo Joi, o controle foi superior quando
associado ao malation na dose 6 g i.a ha' do herbicida porém, em relagdo a
MMSPA, nessa mesma dose, houve menor redugcédo. Pode-se concluir para ambos
os biétipos que o mecanismo de resisténcia associado a metabolizagdo, mediada
pelo grupo das isoenzimas P450, € pouco provavel ser o responsavel pela
resisténcia. Uma maior inibicdo da enzima com o uso do inseticida malation era
esperado se a hipétese fosse confirmada.

Plantas de capim-arroz resistentes ao imazetapir sdo melhor controladas
quando utilizado o malation (MATZENBACHER et al.,, 2011). Em L. rigidum a
resisténcia aos inibidores da ALS é revertida utilizando o malation, com uma
diminuigdo de 8 vezes a dose do herbicida necessaria para controlar 50% da
populacdao (YU et al., 2009), comprovando que o mecanismo de resisténcia

associado envolve o aumento do metabolismo mediado pelas isoenzimas P450.
2.3.3 Controle alternativo em pés-emergéncia

O teste F pela analise de variancia demonstrou interagéo significativa entre
os fatores biotipo e herbicida para todas as variaveis avaliadas. De acordo com os
resultados, aos 14 e 21 DAT o controle do biétipo Susc nao diferiu do resistente Col,
sendo que os menores sintomas de fitotoxicidade foram observados para o bi6tipo
Joi (tab. 5). Aos 14 DAT os biétipos Col e Joi apresentaram menor controle com o
herbicida imazetapir e o bi6tipo Susc ao imazetapir e carfentrazone. Aos 21 DAT os
herbicidas carfentrazona e imazetapir proporcionaram o menor controle, entre 0s
herbicidas avaliados, para ambos os biotipos resistentes e Susc. Entre os biétipos, o

Susc apresentou menor controle com o imazetapir comparado aos biotipos
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resistentes. Isso indica uma provavel resisténcia cruzada dos bi6tipos para as

sulfonilureias e imidazolinonas.

Tabela 5 - Controle (%) de bi6tipos de azevém resistentes (Col e Joi) e suscetivel
(Susc) ao iodosulfurom-metilico sodio avaliado aos 14 e 21 dias apés o
tratamento (DAT) em pés-emergéncia. FAEM/UFPel, Capao do
Ledo/RS, 2011.

14 DAT 21 DAT

Tratamento Col Joi Susc Col Joi Susc
Testemunha "“0d 0d 0d "“0d 0d Oe
lodosulfurom AB49ab B36b Ab52ab AB52b B43bc AG68D
Carfentrazona "S35b 31b 36¢c S 28 ¢ 33c¢c 41d
Clomazona B49ab A64a Bb52ab C47b A65a B55c¢
Glifosato AB 51 a B41b A63a A76a B 55 ab A87a
Imazetapir B18c C13c A41Dbc B20c B25c A50cd
Cletodim A58 a A60a Bb52ab A 87 a C66a B 79 ab
CV (%) 19 14 15 17 23 10

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e antecedida de mesma letra maiuscula na
linha, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p=0,05).
ns = nao significativo (p=0,05).

Considerando o controle aos 28 DAT, para o herbicida iodosulfurom, o
biétipo Susc apresentou um controle 40 e 60% superior comparado com os biodtipos
Joi e Col, respectivamente (tab. 6). O herbicida imazetapir, cujo mecanismo de acao
ocorre por inibicdo da enzima ALS, controlou eficientemente o biétipo Susc e
apresentou controle insatisfatorio dos bibtipos resistentes, confirmado também na
avaliacao da MMSPA. O herbicida que proporcionou melhor controle para ambos os
biétipos foi o cletodim além do glifosato para o biétipo Col. Quando avaliada a
MMSPA os resultados indicam eficiéncia como alternativa de controle aos bibtipos
resistentes os herbicidas glifosato, cletodim e clomazona. Para o herbicida
clomazona, quando considerado o controle aos 28 DAT, os percentuais ficaram
abaixo de 50%, nao consistindo em opgao para o controle de azevém resistente.
Resultado semelhante foi observado para o herbicida glifosato considerando o
biétipo Joi, com controle de 52%, nesse caso, a menor sensibilidade ao herbicida faz
com que este ndo seja uma boa opg¢ao de controle. Considerando que existem
populacées de azevém resistentes ao herbicida glifosato no Rio Grande do Sul
(HEAP, 2014) esse biotipo pode ter certo nivel de resisténcia ao glifosato.

Os herbicidas glifosato e cletodim apresentaram niveis de controle préximos
de 90% e reduziram a MMSPA dos bio6tipos Col e Susc, sendo eficientes como
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alternativas de controle. Para o biétipo Joi apenas o cletodim foi o mais eficiente
como alternativa. Dessa forma, o cletodim pode ser indicado para manejo de
azevém resistente aos inibidores de ALS e o herbicida glifosato pode ser utilizado
em populagcédo conhecida por ser suscetivel ao mesmo. Considerando que ja ha
registro da resisténcia de azevém para glifosato e cletodim no Brasil (HEAP, 2014)
recomenda-se monitoramento constante da populagcdo e adocdo de medidas
adicionais de manejo, como rotagdo do uso de herbicida com diferente mecanismo
de acao, eliminagdo de plantas suspeitas de resisténcia, entre outras, para evitar

acumulo de diferentes mecanismos de resisténcia em um mesmo bidtipo.

Tabela 6 - Controle (%) e massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) (%) de
biétipos de azevém resistentes (Col e Joi) e suscetivel (Susc) ao
iodosulfurom-metilico sédio avaliado aos 28 dias apdés o tratamento
(DAT) em pés-emergéncia. FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS, 2011.

28 DAT MMSPA
Tratamento Col Joi Susc Col Joi Susc
Testemunha "S0d 0d Oe "S100 a 100 a 100 a

lodosulfurom B43b B28c A 73 bc A 46 bc A 52 bc B6¢c
Carfentrazona B9cd B17cd A 38d B36¢c AB8Db B30b

Clomazona B44b B49b A59c 13 d 28 cd 14 ¢
Glifosato A 86 a B52b A 92 ab B7d A29cd B3c
Imazetapir B22c B22c A58c A57b A68Db Bi12c
Cletodim A90a B 84 a A94a B4d A7d B5c
CV (%) 18 22 14 14 25 26

Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna e antecedida de mesma letra mailscula na
linha, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p=0,05).
ns = nao significativo (p=0,05).

2.3.4 Controle alternativo em pré-emergéncia

O bidtipo Joi apresentou baixa germinagdo das sementes mesmo na
testemunha. Para o biétipo Col a menor germinacdo ocorreu quando utilizado o
herbicida s-metalacloro, seguido de pendimentalina e imazapir+imazapique,
semelhante ocorreu para o biétipo Susc (tab. 7).
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Tabela 7 - Numero de plantas emergidas de bidtipos de azevém resistentes (Col e
Joi) e suscetivel (Susc) ao iodosulfurom-metilico sédio avaliado aos 10
dias ap6s a semeadura. FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS, 2011.

Tratamento N? de plantas emergidas

Col Joi Susc
Testemunha A5a B1" A5a
Imazapir + Imazapique "® 2 bc 1 3 bc
Pendimentalina "S2bc 0 2 cd
Clomazona AB 4 ab B2 A5a
Metribuzim "S4a 2 4 ab
Atrazina Ab5a BO A4dab
S-metolacloro "SOc 0 0d
CV (%) 23 79 23

Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna e antecedida de mesma letra mailscula na
linha, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p=0,05).
ns = nao significativo (p=0,05).

Controle satisfatério foi observado aos 10 dias apds a semeadura para todos
os herbicidas, e confirmado com a morte de todas as plantas germinadas apos 17
dias da semeadura (tab. 8). Portanto, todos os herbicidas sdo eficientes para o
controle do azevém, no entanto, nenhum deles € registrado para 0 mesmo, apenas a
atrazina em mistura com nicossulfurom. Os herbicidas pré-emergentes sdo menos
utilizados devido a preferéncia pelos herbicidas pds-emergentes, que normalmente
possuem maior eficiéncia e principalmente alta seletividade as culturas. Em pés-
emergéncia da cultura do trigo, por exemplo, as Unicas duas moléculas registradas
para o controle do azevém pertencem aos inibidores de ALS e ACCase, no entanto,
como existem casos de resisténcia para ambos (HEAP, 2014), as alternativas vem a
ser os pré-emergentes. Dessa forma, todos os herbicidas estudados se apresentam
como alternativas para controlar o azevém resistente ao iodosulfurom. A utilizagao
de multiplos mecanismos de agdo, como tém sido relatado para diversas espécies
de plantas daninhas € uma ferramenta importante para reduzir € manejar a evolugéao
de plantas daninhas resistentes (VENCILL et al.,, 2012). Além de diversificar os
mecanismos de acdo é importante utilizar herbicidas que sdo detoxificados por
diferentes vias na planta (DELYE; JASIENIUK; LE COORE, 2013).
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Tabela 8 - Controle (%) de bi6tipos de azevém resistentes (Col e Joi) e suscetivel
(Susc) ao iodosulfurom-metilico sodio avaliado aos 10 e 17 dias apés o
tratamento (DAT), em pré-emergéncia. FAEM/UFPel, Capao do
Leao/RS, 2011.

Tratamento 10 DAT 17 DAT

Col Joi Susc Col Joi Susc
Testemunha "“0d Ob Ob Ob Ob Ob
:mazap!r + " 83 b 83 a 77 a 90a 90a 100a
mazapique
Pendimentalina "S83 b 100 a 87 a 100a 100a 100a
Clomazona "S98 a 100 a 100 a 100a 100a 100a
Metribuzim "S80b 95 a 73 a 100a 100a 100a
Atrazina B70c A100a AB&89a 97a 100a 97 a
S-metolacloro "S98 a 100 a 98 a 100a 100a 100a
CV (%) 5 7 16 5 4 3

Médias seguidas de mesma letra minUscula na coluna e antecedida de mesma letra mailuscula na
linha, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p=0,05).
ns = nao significativo (p=0,05).

2.4 Conclusoes

Os bidtipos de azevém resistentes ao iodosulfurom-metilico sdo controlados
com doses entre 8-10 vezes maiores do que o suscetivel e a redugdo de 50% da
matéria seca dos bidtipos resistentes ocorre com doses entre 6-8 vezes maior
comparado ao suscetivel.

O mecanismo de resisténcia ndo envolve a metabolizacdo mediada pelas
isoenzimas P450.

Os Dbidtipos de azevém apresentam resisténcia cruzada para as
sulfonilureias e imidazolinonas.

Os herbicidas glifosato e cletodim sao alternativas em pos emergéncia para
o controle do biétipo Col resistente ao iodosulfurom-metilico e apenas o herbicida
cletodim para o biétipo Joi.

Todos os herbicidas pré-emergentes avaliados s&o opgdes para o controle
dos biétipos de azevém resistentes aos inibidores da ALS.



3 CAPITULO Il - Propriedades enzimaticas e mecanismo de resisténcia de

azevém ao herbicida iodosulfurom-metilico sddio
3.1 Introducao

A primeira enzima na biossintese dos aminoacidos de cadeia ramificada é a
acetolactato sintase (ALS), também conhecida como acetohidroxiacido sintase
(AHAS). A enzima catalisa a condensacado de duas moléculas de piruvato para
formar acetolactato (precursor de valina e leucina) e a condensacao de piruvato e
cetobutirato para formar aceto-hidroxibutirato (precursor de isoleucina) (SINGH;
SHANER, 1995; DUGGLEBY; MCCOURT; GUDDAT, 2008). A atividade da enzima
ALS é regulada pela concentracéo final dos aminoacidos e sensivel a inibicdo pelo
grupo dos herbicidas inibidores da enzima ALS, como exemplo, a classe das
sulfonilureias e imidazolinonas (CHIPMAN et al, 1998). Essas classes representam
um mercado multibilionario de ddlares, representando mais de 30% dos herbicidas
registrados para o uso em todo o mundo (MCCOURT et al., 2006).

Os inibidores da enzima ALS sdo essenciais para o controle de amplo
espectro de plantas daninhas, gramineas e folhas largas, nas principais culturas
agricolas e possuem vantagens como ndo toxicidade aos animais, sdo altamente
seletivos e requerem baixas taxas de aplicacdo por area (ENDO et al., 2013). A
evolucdo da resisténcia de espécies daninhas a esses herbicidas tem se tornado
preocupagao em nivel mundial, com o maior numero de casos relatados comparado
com os demais mecanismos de acao (HEAP, 2014). Entre as espécies, encontra-se
o L. multiflorum, conhecido como azevém, importante planta daninha em cereais de
inverno. Essa espécie tem evoluido como resistente aos inibidores da ALS em
diversos paises como Argentina, Brasil, Chile, Dinamarca, Italia e Estados Unidos
(HEAP, 2014).
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A maioria dos casos de resisténcia aos inibidores da ALS ocorre devido a
alteracdo no local de acao do herbicida (TAN; PRESTON; WANG, 2007; YU; HAN;
POWLES, 2008; DELYE et al., 2009; KALOUMENOS et al., 2012; KAUNDUN;
DALE; BAILLY, 2012). Nesse caso, a substituicdo de um aminoacido muda a
conformacao da enzima impedindo ou limitando a liga¢ao do herbicida (DUGGLEBY;
MCCOURT; GUDDAT, 2008). A maior parte dos estudos demonstra ndao haver
mudangas drasticas na afinidade da enzima pelo substrato (Kn) em bibtipos
resistentes, mas que eles mudam a sensibilidade da enzima ALS a inibicdo por
retroalimentacdo dos aminoacidos de cadeia ramificada, resultando em acumulo
desses aminoacidos (EBERLEIN et al., 1997; PRESTON et al., 2006; ASHIGH,;
TARDIF, 2007). Como consequéncia, essa alteracdo na concentragdo de
aminoacidos pode alterar o metabolismo da planta durante seu ciclo de vida
(ASHIGH; TARDIF, 2007) como também representar custo de adaptacdo que
mantém os alelos mutantes em baixas frequéncias em populagdes nao tratadas
(PRESTON et al., 2006). Biétipos de L. rigidum, cada um com especifica mutagdo na
enzima, apresentam crescimento das plantas e funcionalidade da enzima com pouca
alteracdo e essas quando ocorrem dependem do tipo de substituicdo envolvida na
resisténcia (YU; HAN; VILA-AIUB, 2010).

A atividade catalitica da enzima ALS é regulada pela concentracao final dos
produtos da biossintese, os aminoacidos (DUGGLEBY; MCCOURT; GUDDAT,
2008). Porém, a sensibilidade da enzima na regulacédo da retroalimentacao pode ser
influenciada pelas mutacbes que ocorrem em plantas resistentes ao inibidor
(DUGGLEBY; PANG, 2000). A insensibilidade pela inibicao por retroalimentacao de
alguns ou todos os trés aminodacidos pode ser afetada pelo tipo de substituicao que
confere a resisténcia (EBERLEIN et al. 1997). A quantificacdo dos efeitos
pleitrépicos em plantas daninhas resistentes é necessaria para o controle estratégico
dessas espécies (MENCHARI et al., 2008).

A principal forma de controle de azevém continua sendo o quimico, no
entanto, com a rapida evolugdo da resisténcia cada vez mais sdo escassas as
opcoes de moléculas disponiveis. Como nao ha previsdao do langamento de novos
mecanismos de agdo como alternativa de controle, 0 manejo das plantas resistentes,
bem como o entendimento do mecanismo que confere a resisténcia, sao importantes

para impedir e/ou desacelerar a evolugao da resisténcia.
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Desta forma, o objetivo geral do trabalho foi caracterizar o local de acao dos
herbicidas inibidores da enzima ALS de azevém comparando bioquimicamente
plantas resistentes e suscetiveis ao herbicida iodosulfurom-metilico sédio. Os
objetivos especificos foram: 1) estabelecer alguns parémetros para otimizar a
atividade da enzima ALS em azevém; 2) investigar as propriedades cinéticas da
enzima ALS 3) determinar a dose necessaria para inibir 50% da atividade in vitro da
enzima; e, 4) avaliar a atividade da enzima ALS sob retroalimentando dos

aminoacidos valina, leucina e isoleucina.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Material vegetal

Os experimentos foram realizados no laboratério Weed Science/Herbicide
Chemistry do Soil and Crop Science Department (Texas A&M University - U.S.).
Foram utilizadas sementes de bibtipos resistentes de azevém oriundas da Carolina
do Norte (NC) e Arkansas (AR) e um suscetivel (Susc) ao iodosulfurom-metilico
sodio. Essas foram semeadas em substrato Fafard 2 MIX® em vasos com
capacidade para 2 L. As plantas cresceram em camara de crescimento sob
condicoes controladas com 12 horas de fotoperiodo, temperatura de 22/18 °C e 250
umol fétons m2 s de intensidade de luz. As plantas foram irrigadas manualmente
sempre que necessario. Em cada vaso foram mantidas 12 plantas, quando estas
atingiram o estadio de 2 a 3 folhas foram cortadas, colocas imediatamente em

nitrogénio liquido para proceder com o ensaio enzimatico.

3.2.2 Extracao da enzima

O método de extragdo enzimatica seguiu a metodologia proposta por Singh;
Stidham; Shaner (1988) com modificagdes. A propor¢gdo de material vegetal
(plantas) utilizadas para a extragao foi previamente testada, com seis diferentes
propor¢cdes de peso da amostra em relagdo ao tampéo de extragéo, sendo elas: 1/2,
1/4, 1/6, 1/8, 1/10 e 1/12 (p/v). Cada amostra de material vegetal foi composta de
varias plantas, suficiente para obter o peso desejado. As plantas congeladas em

nitrogénio liquido (Nz) foram maceradas até formar p6 fino em almofariz e
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homogeneizadas com o tampéao de extragédo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5, a
4°C. O tampao foi preparado com: cloreto de magnésio (MgClz) 0,5 mM; piruvato de
s6dio10 mM; tiamina pirofosfato (TPP) 0,5 mM; flavina adenina dinucleotideo (FAD)
10 uM; glicerol 10% v/v; ditiotreitol TmM e polivinilpolipirolidona (PVPP) 5% (p/v). O
homogeneizado foi mantido sob agitagdo por 20 minutos a 4°C, e apos filtrado em
duas camadas de gaze para remocao e descarte dos residuos sélidos. Em seguida,
centrifugado a 5.800 xg durante 80 minutos a 4°C. Ap6s a centrifugagédo, o
sobrenadante foi retirado e o residuo solido descartado.

3.2.3 Bioensaio “in vitro” com a enzima ALS

Os experimentos foram realizados em delineamento experimental
completamente casualizado com trés repeticées. Para os bioensaios in vitro foram
preparadas reagbes em tubos de ensaio, onde cada tubo recebeu 200 pL da solucao
enzimatica, o tampao de reacdo com diferentes concentragcdes do substrato
(Experimento 1), o tamp&o com diferentes concentragées do herbicida (Experimento
II), tampao com diferentes concentragcdes de aminoacidos (lll) ou apenas o tampao
de reagdo em plantas que se desenvolveram em diferentes condigbes de
temperatura e luminosidade, ambas para volume final de reagdo de 1 mL. Ao
tratamento zero (testemunha), foi adicionado 50 pyL de solucdo H.S04 3 M para
impedir a atividade da enzima. Os valores de absorbancia da testemunha foram
utilizados para descontar dos valores das leituras dos demais.

Ao tampao de fosfato de potassio 75 mM, pH 7,5 para a reacao foi
adicionado: MgCl, 20 mM; piruvato de sédio 100 mM; TPP 2 mM; FAD 20 uM,
conforme metodologia proposta por Yu; Han; Vila-Aiub (2010), com modificagdes.

ApGs o preparo da reacao, as amostras foram incubadas por 60 minutos a
35°C para a formagao do acetolactato. A reagao foi interrompida com adicao de 50
uL de solucdo de Ho.SO4 3M em cada tubo de ensaio, exceto no controle zero, que
continha o acido antes da incubagéo. A segunda incubagéao, por 15 minutos a 60°C,
foi realizada para a formacao da acetoina, a partir da reacéo do acido sulfarico com
o acetolactato, formado durante a primeira reacdo. A etapa seguinte foi realizada
para a formagao do complexo colorido onde foram adicionados 1 mL de solugédo de
creatina 0,5% p/v e 1 mL de a-naphtol 5% p/v, preparado em NaOH 2,5 M no

momento do uso. Apds a mistura, as amostras foram novamente incubadas por 15
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minutos a 60°C, para o desenvolvimento da cor. Os tubos foram entéo resfriados a
temperatura ambiente e a absorbancia lida em espectrofotdmetro a 530 nm.

Os valores referentes a atividade da enzima ALS foram padronizados pela
concentracdo de proteina, quantificada pelo método Bradford, e apresentados por
quantidade de acetoina produzida (umol mg™' h™), determinado pela curva padrio de
acetoina (Fig. 5). Para a determinacao da curva padrao de acetoina foram preparadas
reacbes em tubos de ensaio, com trés repeticdes. Cada tubo continha 200uL de
solugcdo de acetoina nas concentracées de 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 pM e
completadas até 1 mL com &gua. Para a formacdo do complexo colorido foi
adicionado em cada tubo 1mL de solugédo de creatina 0,5% p/v e 1 mL de 1-naphtol
5% plv, preparado em NaOH 2,5 M no momento do uso. Apds, a mistura foi
incubada por 15 minutos a 60°C, para o desenvolvimento da cor. Os tubos foram

resfriados a temperatura ambiente e a absorbancia lida em espectrofotémetro a 530 nm.

0,137 ~

® y=1,0914x-0,0193 R?=0,99

0,093 ~

0,063 ~

0,054 ~

Absorbancia (nm)

0,024 ~

0,001

0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,15
Acetoina (mmol)

Figura 5 - Variagdo na absorbancia em diferentes concentragcdes de acetoina. Texas
A&M University, U.S., 2012.
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Os primeiros testes foram realizados para determinar o tempo e temperatura
da primeira incubacdo, pH da reacdo e concentracdo de fosfato no tampao de
reacao, sendo que para ambos os testes foi utilizado amostras do biétipo Susc.

Para determinacdo do tempo de incubacédo na formacao do produto foram
avaliados oito tempos: 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 minutos com temperatura de
30°C e pH 7,5. Para determinacdo da temperatura ideal para a primeira reacao,
foram realizadas incubagdes em oito temperaturas: 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 e 55°C
com tempo de primeira incubacao de 60 minutos e pH 7,5. As concentragdes de
fosfato para o estudo foram de 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mM. Para avaliacdo do
melhor pH para a reacéo, foram testados os valores de pH: 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 e 8 com
tempo de primeira incubacdo de 60 minutos e temperatura de 35°C. O tempo de
incubacéo foi determinado pelo modelo linear (p<0,05), que segue:

y =a+ bx.

Onde, a= valor maximo estimado para a variavel resposta; b= inclinacao da

reta e x= tempo de incubacao. A temperatura de incubacao, concentracdo de fosfato

e o pH da reagao foram ajustados ao modelo ndo-linear quadratico.

3.2.4 Experimento |. Determinagoes de Kn € Vmax

Os parametros cinéticos da enzima como a constante de Michaelis (Km)
(concentracao de substrato para a qual a velocidade da reacdo enzimatica é metade
da velocidade maxima da reagdo) e a velocidade maxima de reagao (Vmax) informam
a afinidade da enzima com o substrato. Para a obtencao do Kn € Vnax 0S ensaios
foram realizados com diferentes concentragdes do substrato. Nesse caso, o piruvato
na extragdo nao foi utilizado. Dez concentragdes finais de piruvato foram utilizadas
na reacdo: 0 a 100 mM para ambos os bidtipos (resistente e suscetivel). Os valores
de Kn e Vnax foram inicialmente determinados a partir da equagéao de Michaelis
Menten (p<0,05) (NELSON; COX, 2006), conforme segue:

Y = Vinax " [S)/ K + [S]

Onde, y = atividade da enzima ALS (umol mg' h"); Vs = velocidade
maxima de reacao; S = concentragdo do substrato (piruvato) e, Kn= concentracéo de
substrato (piruvato) que fornece velocidade inicial igual a metade da velocidade
maxima de reacado. Para melhor representacdo a equacao de Michaelis Menten foi

linearizada resultando no grafico de Lineweaver-Burke ou duplo reciproco, sendo o
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ponto de intercepgcao entre a reta e o eixo das ordenadas equivalente a 1/Viyax, € 0
ponto de intercepcdo entre a reta e o eixo de abcissas equivalente a -1/Kp,
representado pela equacao:
1/V=Kn+[S]/ Vmax[S] = Kn/ Vimax*1/[S] + 1/ Vimax

Onde, V = é a velocidade da reagcdo, km = € a constante de Michaelis
Menten, Vmax = é a velocidade maxima da reacédo e [S] = a concentracdo do
substrato (piruvato). Os dados foram sujeitos a andlise de varidncia usando o
programa estatistico SAS 9.3 e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel
de 5% de probabilidade.

3.2.5 Experimento Il. Ensaio in vitro da enzima ALS na presenca de herbicida

O segundo experimento teve por objetivo verificar se 0 mecanismo de
resisténcia de azevém a herbicidas inibidores da enzima ALS é decorrente da
insensibilidade da enzima ao herbicida. Os procedimentos da reagado foram idénticos
aos descritos no item 3.2.3.

A partir da solugédo estoque de 1000 uM do herbicida iodosulfurom-metilico
foram feitas diluicbes para as concentracdées de trabalho desejadas. Em cada tubo
de ensaio foram adicionados 100 uL da solucédo herbicida para uma concentracao
final de 0 a 100 uM para os biotipos resistentes (AR e NC) e 0 a 0,5 uM para o
bidtipo Susc. Os bioensaios tiveram dois tratamentos padrdes sem o herbicida,
denominados 0 (zero) e 100% (cem) de atividade, onde o primeiro recebeu 50 L de
solugdo de é&cido sulfurico 3 M no inicio do bioensaio e o segundo constou do
tratamento-padrao, correspondendo a testemunha sem inibidor.

Os valores de absorbancia foram corrigidos por meio da subtragdo do valor
do controle zero. Os valores obtidos foram usados para calcular o Isp, 0 qual
representa a quantidade do inibidor necessaria para inibir 50% da atividade da
enzima, utilizando o modelo logistico de regresséao nao linear (SEEFELDT; JENSEN;
FUERST, 1995). Foi determinado também o fator de resisténcia (FR), o qual foi
calculado pela divisdo do Isp do bibtipo resistente pelo correspondente ao do biétipo
suscetivel. O FR expressa o numero de vezes em que a dose necessaria para inibir
50% da atividade da enzima do bio6tipo resistente é superior a dose que inibe 50%
do biétipo suscetivel (HALL et al., 1998).
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3.2.6 Experimento Ill. Ensaio in vitro da enzima ALS na presenca de

aminoacidos

Para avaliar a inibicdo da enzima por retroalimentagcdo dos aminoacidos, a
analise da atividade foi realizada na presencga de cada amino&cido (valina, leucina e
isoleucina). Os procedimentos foram idénticos aos citados anteriormente (item
3.2.3), sendo que cada tubo recebeu diferentes concentragbées de valina, leucina ou
isoleucina. As concentracodes finais do respectivo aminoacido em cada tudo foram de
0, 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10 e 100 mM. Os dados obtidos com os tratamentos de cada
aminoacido foram submetidos a analise estatistica separadamente e apresentados
em porcentagem em relacdo ao tratamento sem a presenga do respectivo
amino&cido.

3.3 Resultados e Discussao

A analise de variancia para os dados proporcado de plantas em relacdo ao
volume do tampéao de extracao demonstrou haver diferenga entre os tratamentos. A
comparacao entre as médias evidenciou a proporcao 1/10 p/v superior as demais,
com maior producao de acetoina, sendo essa proporcao, utilizada para os demais
experimentos (Fig. 6). Considerando que a atividade da enzima foi realizada com o
extrato bruto da enzima, essa proporcéao de plantas proporcionou extrato mais limpo,
sendo que a proporcao de 1/4 p/v tem sido adotada na maioria dos trabalhos com a
espécie em estudo.

A partir dos dados com o tempo de incubagdo versus a quantidade de
produto formado observa-se que a inclinagdo da reta corresponde a velocidade da
reacao (Fig. 7). Houve linearidade de resposta, ou seja, quanto maior o tempo de
incubagéo, maior a quantidade de acetoina produzida. Até os 60 min a producéo €
linear, com grande producao de acetoina e, a partir dos 60 min a produgéo torna-se
menos acentuada. A cada unidade de tempo de incubacéo a producao de acetoina
aumentou 0,08 pmol mg™ min™. Considerando que a maioria dos trabalhos utiliza
tempo de incubacéo entre 45 e 60 min, optou-se por trabalhar com 60 mim, sendo

um tempo seguro para a quantificagcao do produto formado.
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Figura 6 - Atividade da enzima ALS para diferentes propor¢des de planta em relacao

ao volume do tampéo de extragdo. Texas A&M University, U.S., 2012. As
barras indicam o erro padrdao da média (Tukey 0,05).

Para a atividade da enzima em funcao de diferentes temperaturas, houve
tendéncia de aumento da atividade com o aumento da temperatura e decréscimo em
temperatura alta (Fig. 8). O ponto maximo de temperatura calculado através da
equacao foi de 42,5 °C, no entanto, temperaturas altas, acima de 40°C, podem
alterar a cinética da enzima, como observado pela reducdo na sensibilidade da
enzima para os aminodacidos leucina e valina (SINGH; STIDHAM; SHANER, 1988).

Portanto, optou-se por trabalhar com temperatura intermediaria de 35 °C.
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Figura 7 - Atividade da enzima acetolactato sintase (ALS) de azevém expressa em
producdo de acetoina em fungdo do tempo de incubacao. Texas A&M
University, U.S., 2012. Os pontos representam os valores médios das repetigdes, o

ajuste da curva foi realizado com as trés repeticdes e as barras verticais representam os
intervalos de confianga.

A concentracéo de fosfato para o tampao de reacdo que permite a maxima
atividade enzimatica, calculado através da equagdo foi de 75 mM (Fig. 9).
Concentragbes entre 60 e 100 mM nao diferem da concentracdo maxima pelo
intervalo de confianga, assim, também podem ser utilizados.

O pH do tampé&o de reacao para a maxima atividade enzimatica, calculado
através dos parametros da equacao gerada com os dados foi de 7,5 (Fig. 10). A
fonte utilizada para o tampao foi o fosfato de potassio, conforme a maioria das fontes
pesquisadas para a espécie. De acordo com Singh; Stidham; Shaner (1988), para
cada espécie a atividade 6tima da enzima pode variar de acordo com a fonte

utilizada, por isso é importante a otimizacao do pH para cada espécie.
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Figura 8 - Atividade da enzima acetolactato sintase (ALS) de azevém expressa em
producdo de acetoina em funcdo da temperatura de incubacdo. Texas

A&M University, U.S., 2012. Os pontos representam os valores médios das
repeticoes, o ajuste da curva foi realizado com as trés repeticdes e as barras verticais
representam os intervalos de confianga.

Nas condi¢des de condugéo do experimento, foi possivel determinar que as
condigbes necessdrias para atividade da enzima ALS de azevém sao de 60 minutos
de reagdo para a primeira incubacgéo, temperatura de 35°C, concentragéo de fosfato

no tampao de reacdo de 75 mM e pH da reacao de 7,5.
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Figura 9 - Atividade da enzima acetolactato sintase (ALS) de azevém expressa em
producédo de acetoina em fungédo da concentragao de fosfato no tampéao

de reacdo. Texas A&M University, U.S., 2012. Os pontos representam os
valores médios das repetigdes, o0 ajuste da curva foi realizado com as trés repeticdes e
as barras verticais representam os intervalos de confianca.
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Figura 10 - Atividade da enzima acetolactato sintase (ALS) de azevém expressa em
producdo de acetoina em funcdo da variacdo do pH do tampéo de
reacao. Texas A&M University, U.S., 2012. Os pontos representam os valores

médios das repetigbes, o ajuste da curva foi realizado com as trés repetigcbes e as
barras verticais representam os intervalos de confianga.

3.3.1 Kmn € Vimax

Os valores de K, (piruvato) para os biotipos avaliados foram semelhantes
entre si (Fig. 11 e tab. 9). Quando a resisténcia esta associada a altera¢do no local
de acao do herbicida este pode ou nao representar mudanca na funcionalidade da
enzima, resultando em inalterado, insuficiente ou excessivo produto da biossintese
(VILA-AIUB; NEVE; POWLES, 2009b). A magnitude da alteracao depende do tipo de
mutagdo na enzima, ou seja, certos aminoacidos alterados podem causar impactos
adversos na ligacdo do substrato e assim, alterar a funcionalidade da enzima ALS
(YU; HAN; VILA-AIUB, 2010). Para o parametro Viax da enzima, os valores para os
biétipos AR e NC foram semelhantes ao Susc (Fig. 11 e tab. 9). Esses resultados
descartam a hip6tese de provavel resisténcia pelo mecanismo de superexpressao

da enzima alvo.
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Figura 11 - Atividade da enzima acetolactato sintase (ALS) de bibtipos de azevém
resistentes (NC e AR) e suscetivel (Susc) ao herbicida iodosulfurom-
metilico sbédio expressa em producdo de acetoina em fungdo de
diferentes concentragbes de substrato (piruvato) e inverso dos valores
da atividade e concentragdo, representando o duplo reciproco. Texas
A&M University, U.S., 2012.

Tabela 9 - K, (concentragdo de piruvato que fornece a velocidade inicial igual a
metade da velocidade maxima de reacado) e Vnax (velocidade méaxima da
reacao) de bidtipos de azevém resistentes (NC e AR) e suscetivel (Susc)
ao herbicida iodosulfurom-metilico sédio. Texas A&M University, U.S.,

2012.
Bi6tipo K (mM) Vinax (umol mg™' h™)
Susc 1,20 11,62
AR 1,35 11,76
NC 1,45 9,43

Tanto as sulfonilureias quanto as imidazolinonas obstruem o canal que leva
ao sitio ativo da enzima. Qualquer alteracdo nesse canal, impede a ligacao dos
herbicidas, mantendo a conformidade da enzima e sua funcionalidade (MCCOURT
et al., 2006). Em Raphanus raphanistum € L. rigidum foram avaliadas populacdes
homozigotas com diferentes tipos de mutagbes. A ocorréncia de mudangas na
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ecologia e fisiologia das plantas ocorre em poucos tipos de mutagcao, no entanto, sao
as mutacdes que ocorrem com menor probabilidade (LI et al., 2013; YU; HAN; VILA-
AlUB, 2010). Isso também explica o porqué da rapida evolugcdo das plantas
resistentes aos inibidores da ALS, pois sdo necessarias pequenas alteracoes para a
resisténcia aos herbicidas sem, portanto, representar penalidade as plantas (YU;
HAN; VILA-AIUB, 2010).

3.3.2 Ensaio in vitro da enzima ALS na presenca de herbicida

Os ensaios in vitro com a enzima ALS, para avaliar a atividade enzimatica,
demonstraram que é necessdria uma dose de 0,001 uM do herbicida iodosulfurom
para inibir 50% da atividade da enzima (/50) no biotipo suscetivel (Fig. 12). Quando
comparado com os bibtipos resistentes as doses foram de 0,779 e 0,395 uM para o
AR e NC, respectivamente, resultando em relagéo de 779,1 e 395,1 vezes maior em
comparagcao com o bidtipo suscetivel (tab. 10). Esses resultados confirmam a
sensibilidade alterada da enzima ALS em biétipos resistentes. Quando esses
mesmos bibtipos foram analisados em casa de vegetacdo, foi necessaria dose
acima de 200 vezes, comparada ao suscetivel, para reduzir 50% da massa seca
(dados nao apresentados). Quando populacées de L. rigidum, isoladas com diferentes
tipos de substituicdo de aminoacido foram avaliadas quanto a atividade da enzima
observaram-se relacdes para o Isy entre resistente e suscetivel (R/S) variando de 95
até >1333 vezes dependendo da localizagao e do tipo de aminoécido alterado (YU;
HAN; VILA-AIUB, 2010).
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Figura 12 - Inibi¢do in vitro da atividade da enzima ALS em bidtipo suscetivel e dois
resistentes pelo herbicida iodosulfurom-metilico sédio. Texas A&M

University, U.S., 2013. Os pontos representam os valores médios das repeticdes, o
ajuste da curva foi realizado com as trés repetigoes e as barras verticais representam
os intervalos de confianga.

Tabela 10 - Equacao sigmoidal logistica, coeficiente de determinacao (R2), dose de
iodosulfurom que inibe 50% da atividade da enzima ALS (/sy) e razao
entre os bibtipos resistente e suscetivel (R/S), em bi6tipos de azevém
resistentes e suscetivel ao iodosulfurom-metilico sodio, submetidos a
diferentes doses do mesmo in vitro. Texas A&M University, U.S., 2013.

Biotipo Equacéao R2 I50 (UM) R/S
Susc y=95,82/(1+(x/0,0015)%>* 0,94 0,001 -

AR y=98,56/(1+(x/0,81)*" 0,95 0,779 779
NC y=104,33/(1+(x/0,33)%3 0,88 0,395 395

3.3.3 Ensaio in vitro da enzima ALS na presenca de aminoacidos

Houve interagao entre bidtipos e concentracao dos aminoéacidos, no entanto,
os dados para os trés aminoacidos nao se ajustaram ao modelo matematico. Os

biétipos resistentes (NC e AR) foram pouco sensiveis a inibicdo da atividade da
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enzima na presenca dos aminodacidos. Na presenca de isoleucina (100 mM) a
atividade para os biétipos resistentes foi superior a testemunha sem o aminoacido,
sendo observada inibigdo de 31% na concentragdo de 0,01 mM para o biétipo AR
(Fig. 13). Na presenca do aminodcido leucina (100 mM) o bidtipo AR diminuiu a
atividade em 50% e o comportamento para o biétipo NC foi semelhante quando na
presenca de isoleucina, ou seja, atividade maior que a testemunha (Fig. 14). A maior
inibicdo da atividade foi observada na presencga de valina (100 mM) com diminuicao
de 94% na atividade do AR e 17% do NC (Fig. 15). O biotipo suscetivel diminuiu a
atividade em 50% na concentracdo de 0,1 mM de ambos o0s trés aminoécidos,
chegando a 100 % na presencga de leucina (100 mM).
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Figura 13 - Atividade da enzima ALS na presenca de diferentes concentragdes do
aminoacido isoleucina em relagcdo ao controle, sem a presenga do
aminoacido, em bibtipos de azevém resistentes e suscetivel ao
herbicida iodosulfurom-metilico sédio. Texas A&M University, U.S.,
2013. Os pontos representam os valores médios das trés repeticbes e as barras
verticais representam os intervalos de confianga.
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Figura 14 - Atividade da enzima ALS na presenca de diferentes concentragdes do
aminoacido leucina em relagdo ao controle, sem a presenga do
aminoacido, em biotipos de azevém resistentes e suscetivel ao herbicida

iodosulfurom-metilico sédio. Texas A&M University, U.S., 2013. Os pontos
representam os valores médios das trés repeticbes e as barras verticais representam
os intervalos de confianga.

Quando ha alteracdo na estrutura da enzima pode ocorrer desequilibrio na
producdo de aminoacidos (YU; HAN; VILA-AIUB, 2010). Para os biotipos resistentes
talvez seja necessdria concentragdo maior de aminoacido para a total inibig&o.
Esses resultados confirmam que ha alteragdo na enzima, pois possui menor
sensibilidade a inibicado por retroalimentagdo dos aminoacidos. Uma quantificacdo
dos aminoacidos na folha seria necessaria para confirmar os dados obtidos, sendo
possivel observar se ocorre ou ndao maior acumulo dos mesmos. A resposta
diferencial de bibtipos a inibicdo por retroalimentagcdo pode ser devido a alteracao
especifica que causa a resisténcia e como consequéncia da menor sensibilidade a
inibicdo ocorre 0 acumulo dos aminoacidos (TANAKA, 2003). A atividade do bidtipo
resistente de Lactuca serriola com substituicado Pro 197 para His no dominio A € menos

sensivel a inibicdo pelos aminoacidos valina, leucina e isoleucina comparado com o
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bidtipo sensivel. Essa reduzida sensibilidade esta correlacionada com maior
concentracao desses aminoacidos nas sementes do biotipo resistente (EBERLEIN et
al., 1997).
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Figura 15 - Atividade da enzima ALS na presenca de diferentes concentragdes do
aminoacido valina em relagdo ao controle, sem a presengca do
aminoacido, em bibtipos de azevém resistentes e suscetivel ao
herbicida iodosulfurom-metilico sodio. Texas A&M University, U.S.,
2013. Os pontos representam os valores médios das trés repeticbes e as barras
verticais representam os intervalos de confianga.

A enzima ALS é dividida em duas subunidades, uma catalitica e outra
reguladora. A reguladora estimula a atividade da subunidade catalitica e confere
sensibilidade a inibicdo por realimentagdo dos aminodcidos de cadeia ramificada
(DUGGLEBY; MCCOURT; GUDDAT, 2008). Em bactérias o aminoacido valina é o
mais potente inibidor, j& nas plantas a leucina atua sinergicamente com a valina ou
isoleucina (DUGGLEBY; MCCOURT; GUDDAT, 2008). Em A. thaliana a enzima ALS é

inibida com concentragéo de leucina e valina de 336 e 231 mM, respectivamente,
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mas a inibicdo cai para 12,3 mM quando ambos sao utilizados juntos (LEE;
DUGGLEBY, 2001).

Existem dois sitios reguladores separados, um para leucina e outro para
valina e isoleucina. Em bactérias quando as subunidades foram testadas
separadamente, a subunidade catalitica foi insensivel a inibicdo por valina, quando
combinada com a subunidade reguladora, a atividade foi estimulada de 7-10 vezes e
esta tornou-se sensivel a inibicado (PANG; DUGGLEBY, 2001). Em plantas a inibigao
da enzima pelos aminoacidos geralmente ocorre na ordem de poténcia
leucina>valina>isoleucina. Em estudo com plantas de arroz com alteracdo na
subunidade catalitica da enzima ALS ocorre alto grau de resisténcia e também
resisténcia a inibicdo da enzima por retroalimentacdo dos aminodacidos (ENDO et al.,
2013). Segundo os autores, uma hipotese para explicar o resultado é que a mutagéo
na subunidade catalitica muda a conformacdo da enzima e inibe a ligacdo dos
aminoacidos na subunidade reguladora.

O desequilibrio de aminoacidos nas plantas pode modificar o
comportamento fenotipico dos bibtipos. Em S. juncoides a insensibilidade a inibigao
por valina, permite acimulo desse aminoacido nas sementes e rapida germinacao e
crescimento durante periodos de baixas temperaturas (TANAKA, 2003). Mutacoes
no mesmo gene podem apresentar diferentes efeitos pleitropicos, sendo muitos
deles considerados mais como vantagem adaptativa das plantas do que custo
propriamente dito (DELYE; JASIENIUK; LE COORE, 2013).

3.4 Conclusoes

O Km e Vmax para os biotipos resistentes AR, NC s&o semelhantes ao
suscetivel

A resisténcia dos biétipos NC e AR decorrem da insensibilidade da enzima
ao herbicida iodosulfurom-metilico sodio.

N r e

por retroalimentacao dos aminoacidos valina, leucina e isoleucina.



4 CAPITULO Il - Velocidade de absorgcdo e metabolizagdo do herbicida
iodosulfurom-metilico so6dio em bidtipos de azevém
resistente e suscetivel.

4.1 Introducao

A evolucdo de plantas daninhas resistentes aos inibidores da enzima
acetolactato sintase (ALS) € uma ameaca para a eficiéncia no controle dessas
espécies em sistemas agricolas. Os inibidores da ALS foram lan¢gados no mercado
em 1982, e desde entdo, ja foram registradas 144 espécies de plantas daninhas
resistentes a esses herbicidas (HEAP, 2014). Entre elas o L. muitiflorum, registrado
pela primeira vez em 1995, como resistente, na Italia. A partir de entdo ja foram
relatados casos nos Estados Unidos, Chile, Brasil, Dinamarca e Argentina (HEAP,
2014). No Brasil, os casos foram confirmados no ano de 2010 no estado do Rio
Grande do Sul e existem casos relatados no Parana e Santa Catarina (HEAP, 2014).

A insensibilidade da enzima €& o mecanismo mais comum de plantas
daninhas resistentes aos inibidores da enzima ALS (TRANEL; WHIRGH, 2002;
CORBETT; TARDIF, 2006). Ocorre devido a mutagdo no gene ALS, diminuindo a
afinidade da enzima ALS com os herbicidas (CORBETT; TARDIF, 2006). Em L.
rigidum, estudos elucidaram alguns dos alelos mutantes no gene ALS que confere
resisténcia dessa espécie aos herbicidas inibidores da ALS (TAN; PRESTON;
WANG, 2007; YU; HAN; POWLES, 2008; DELYE et al., 2009; KALOUMENOS et al.,
2012; KAUNDUN; DALE; BAILLY, 2012). De acordo com Tranel e Whirgh (2002), o
aumento do metabolismo resultando em desintoxicacdo rapida do herbicida é o
segundo mecanismo mais comum de resisténcia para os inibidores de ALS. Em L.

rigidum esse mecanismo pode ser mediado pelas enzimas do grupo P450 (YU et al.,
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2009). A dificuldade é que espécies como 0 L. rigidum podem adquirir mais de um
mecanismo de resisténcia para 0 mesmo grupo de herbicidas, como exemplo, tanto
devido a insensibilidade da enzima como pelo aumento da metabolizacdo do
herbicida (CHRISTOPHER; POWLES; HOLTUM, 1992).

Outros mecanismos de resisténcia também podem ser a causa da
resisténcia de espécies aos inibidores da enzima ALS. Baixas concentragdes de
herbicida no local de acdo podem ocorrer em virtude da redugcdo no tempo de
retencdo do herbicida pela superficie da folha e reducdo da absorcdo e/ou
translocagdo do herbicida pela planta, ou devido a ocorréncia de fenbmenos de
sequestracao em organelas celulares onde o herbicida permanece metabolicamente
inativo (POWLES; HOLTUM, 1994). Reducao na absor¢ao e translocagéo diferencial
do herbicida foram observadas em diferentes espécies resistentes aos herbicidas
inibidores da enzima ALS (CAREY et al., 1997; GALLAHER et al., 1999).

O processo mais comum de detoxificagdo do herbicida em plantas é a
modificacdo quimica do composto para substancias menos toxicas, sendo essas
exportadas do citosol para serem compartimentalizadas no vacuolo (COLEMAN;
BLAKE-KLAFF; DAVIES, 1997). Outras formas de compartimentalizacdo na planta
envolvem a exportacdo para espagos extracelulares e deposicdo em lignina ou
outros compostos da parede celular (COBB; READE, 2010). A transformacao
envolve uma ou mais enzimas e a taxa de transformacdo e tipo de metabdlito
formado dependem da espécie de planta (COLEMAN; BLAKE-KLAFF; DAVIES,
1997). Em L. rigidum a resisténcia ao clorosulfuron ocorre pelo aumento da inativagao
metabdlica do herbicida devido a conjugacao com glicose, comparada com o bi6tipo
suscetivel (COTTERMAN; SAARI, 1992). Esses residuos podem permanecer na
planta por periodos consideraveis, como varios dias apés a aplicacdo (COLEMAN;
BLAKE-KLAFF; DAVIES, 1997).

A necessidade de compreender as diferengas entre populagdes de plantas
resistentes e suscetiveis aos herbicidas € importante para a adogao de praticas de
manejo que desacelerem a evolugéo da resisténcia. Os bi6tipos a serem estudados
foram avaliados quanto a sensibilidade in vitro da enzima a qual revelou ser pouco
sensivel ao herbicida iodosulfurom para os bidtipos resistentes comparado ao
suscetivel. Como hip6tese tem-se que os bidtipos possuem alteragdo na enzima
alvo, mesmo assim objetiva-se investigar se mais que um mecanismo de resisténcia

possa coexistir. De acordo com Ahmad-Hamdani et al. (2013), muitos estudos focam
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apenas em estabelecer o mecanismo de resisténcia examinando somente a
mutacdo no gene alvo, ignorando a possibilidade que outro mecanismo possa
coexistir. Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a velocidade de absorcéo e
metabolizagdo do herbicida iodosulfurom-metilico sédio em bidtipos de azevém

resistentes e suscetiveis ao herbicida.
4.2 Material e Métodos

Os biédtipos utilizados no experimento sdo oriundos dos Estados Unidos e
foram identificados como NC e AR, ambos resistentes aos herbicidas inibidores da
enzima ALS, além de um bi6tipo suscetivel (Susc). Os experimentos foram
realizados no laboratério Weed Science/Herbicide Chemistry do Soil and Crop
Science Department (Texas A&M University).

Um experimento inicial, de curva dose resposta, foi utilizado para identificar
a dose do herbicida que promove 50% de controle (Csp) ou redugdo da matéria seca
(MSsp) de ambos os bi6tipos. Como também o fator de resisténcia (FR), que
corresponde a razédo entre o Cso ou MSs, do bidtipo resistente pelo correspondente
do biétipo suscetivel e expressa 0 nimero de vezes em que a dose necessaria para
controlar 50% do biotipo resistente € superior a dose que controla 50% do biétipo
suscetivel (HALL et al., 1998).

Foram utilizados vasos com capacidade de 500 mL, preenchidos com
substrato Fafard 2 MIX® e arranjados em delineamento inteiramente casualizado,
com trés repeticdes. Cada unidade experimental foi composta por uma planta. Foi
utilizado o herbicida iodosulfurom-metilico (Autumn™) nas doses 0, 1,8, 2,6, 3,5, 7,
14, 21, 28 e 56 g i.a ha', aplicado em estadio de 2-3 folhas, considerando 3,5 g i.a
ha™' como a dose de registro. A calda de aplicacdo foi adicionado 1% v/v de 6leo
concentrado. A aplicagédo dos tratamentos foi realizada com auxilio de uma camera de
pulverizacdo automatica, calibrado para aplicar 200 L ha™' de calda herbicida. As
variaveis avaliadas foram controle visual e massa da matéria seca da parte aérea
(MMSPA). O controle foi avaliado aos 28 dias apds a aplicagdo dos tratamentos
(DAT), adotando-se a escala percentual, onde zero (0) e cem (100) corresponderam
a auséncia de dano e a morte de plantas, respectivamente. A MMSPA foi
determinada apdés avaliacao do controle pela secagem do material vegetal em estufa a

temperatura de 60°C até atingir massa constante. Os dados obtidos foram analisados
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quanto a sua homocedasticidade, e posteriormente submetidos a analise de
variancia (p<0,05). Quando significativo, os dados foram ajustados ao modelo de
regressao nao linear log-logistico e Cso € MSs calculados a partir dos parametros da
equacao (SEEFELDT; JENSEN; FUERST, 1995). A anadlise de regressao foi
realizada com auxilio do programa SigmaPlot 10.0 (SIGMAPLOT, 2007), ajustando-
se os dados a equacado de regressao sigmoidal do tipo logistico, ou polinomial
quadratica, ou exponencial, conforme segue:
y=a/[1+ (x/xo)"]
y=a+bx+cx®

y=a e(0¥)

Onde: y = porcentagem de controle; x = dose do herbicida; e a, x0 e b =
parametros da equacao, sendo que a € a diferengca entre os pontos maximo e
minimo da curva, xp € a dose que proporciona 50% de resposta da variavel e be ca
declividade da curva.

O fator de resisténcia (FR) foi calculado pela divisdo do Cso ou GRsp do

bidtipo resistente pelos correspondentes ao do bibtipo suscetivel.

4.2.1 Preparacao dos padroes e fortificacao de amostras

Os reagentes utilizados foram padrao herbicida iodosulfurom-metilico sodio,
com pureza de 99% obtido da Sigma. Acetonitrila (ACN), toluene e metanol com o
padrao HPLC e agua purificada utilizando o sistema Millipore Milli-Q Plus.

Para a preparacéo da solugéo estoque foi dissolvido 5 mg de iodosulfurom-
metilico s6dio em 10 mL de ACN. Uma solucéo de trabalho de 1000 ng mL™ também
foi preparada. A curva de calibragao foi feita a partir da solu¢do de trabalho com sete
diferentes niveis, numa amplitude de 0.01-1000 ng mL". Para verificar a
recuperacdo do método seis amostras foram enriquecidas com 100 uL da solugéo
de trabalho 1000 ng mL™", antes da extracdo, todas atingiram recuperacdo acima de

85% (dados ndo mostrados).
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4.2.2 Estabelecimento e conducao dos experimentos

Foram realizados dois experimentos, um para determinar a velocidade de
absorcdo do herbicida e outro para comparar a degradacdo do herbicida entre os
bi6tipos. Para ambos o0s experimentos, bibétipos de azevém com diferentes
suscetibilidades ao herbicida iodosulfurom-metilico sédio (NC e AR resistentes e
Susc suscetivel) foram semeadas em vasos com capacidade de 500 mL. O
delineamento experimental foi inteiramente casualisado com 4 repeticbes. As
plantas foram mantidas em camera de crescimento com luminosidade de 250 pmol

fétons m™ 2 s7', fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 22/18 °C. Quando as
plantas apresentavam de 3-4 folhas procedeu-se a aplicagdo do herbicida
iodosulfurom-metilico sédio (Autumn™), na dose de 3,5 e 56 g ia ha’, para o
primeiro e segundo experimento, respectivamente. Foi adicionado a calda 1% de

6leo concentrado.
4.2.3 Coleta das amostras

Para o experimento de velocidade de absorg¢ao foram realizadas 8 datas de
coleta das amostras (0, 0,67, 0,5, 0,75, 1, 4, 8 e 10 horas ap6s a aplicagdo do
herbicida). Como procedimento da coleta, cada amostra (uma planta) foi mergulhada
em 15 mL de agua ultra pura e mantida em agitacao durante 1 min. Logo apés a
retirada das plantas foi adicionado 5 mL de ACN na agua. As plantas foram
pesadas, para correcdo da massa seca, € as amostras de agua mantidas em
geladeira para no dia seguinte serem quantificadas em Cromatografo Liquido de
Ultra Eficiéncia (UPLC). Antes da andlise, as amostras foram passadas em filtro 0.2
um PVDF. Um teste preliminar para observar a estabilidade do iodosulfurom em
agua, ACN e 4gua+ACN (3:1), foi realizado. As amostras foram enriquecidas com o
herbicida em zero, 1, 8 e 24 horas antes da analise, constatou-se que a recuperagao
foi acima de 90%. Portanto, ndo houve problema em degradagdo da amostra entre o
dia da coleta até no maximo de 24 horas apds, para a analise.

Para o estudo de degradacgéo foram realizadas coletas das plantas aos 0, 1,
2, 4,6, 8,10, 14 e 20 dias apds a aplicacao do herbicida, sendo cortadas rente ao
solo e pesadas. Como procedimento da coleta, as amostras eram previamente

lavadas com 20 mL de agua ultra pura + metanol (3:1), repetido duas vezes e
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mantido em agitacdo por 1 min. O material vegetal foi mantido em ultra freezer e a

solucao de lavagem em refrigerador até a extracao e/ou quantificacéao.
4.2.4 Extracao acelerada por solvente (ASE)

A extracado do herbicida da planta foi realizada através de extrator acelerado
por solvente (ASE) (Dionex 200), equipado com células de ago inoxidavel (11 mL) e
vials para a coleta de 20 mL. As condigdes de trabalho do ASE foram: 100% de ACN
como solvente de extragdo; temperatura de 80°C; 1500 psi; 2 min de pré-
aquecimento; 5 min de aquecimento; 2 ciclos estaticos com 3 min. cada; volume de
flush, 60%; e 100 segundos de purga. As células foram preenchidas com 3 g de
azevém (massa verde), macerado com nitrogénio liquido e 1 g de terra de
diatomaceas (Chem Tube-Hydromatrix-Agilent Technologies), como agente secante.

Apoés a extragdo com o ASE as amostras foram centrifugadas a 2000 xg
durante 30 min com objetivo de eliminar os residuos sélidos. As amostras foram
concentradas em evaporador de nitrogénio (TurboVap LV) até 1 mL em temperatura
de 40°C. Esse 1 mL foi entéo filtrado em cartucho SPE (Supelclean™ Envi™ -Carb
SPE tubes - 3 mL/25g) com o objetivo de limpar a amostras, eliminando
principalmente a clorofila. A filtragem foi realizada com o auxilio de Vacuum
manifold. O cartucho foi previamente condicionado com 6 mL de ACN-tolueno, 3:1,
com fluxo de 5mL/min. Ap6s o condicionamento as amostras foram passadas
através da coluna. Apo6s secar foram eluidas com 15 mL de ACN-toluene, 3:1. As
amostras foram entdo evaporada até secar e redissolvida com 1 mL de ACN. Antes

da analise em UPLC foram passadas em filtro 0.2 um PVDF.
4.2.5 Analise UPLC-MS

A identificacdo do iodosulfurom-metilico sédio foi realizado com o auxilio do
UPLC Acquity® (Waters Corp., Milford, MA) que consiste em sistema de manejo do
solvente binario, manejo da amostra e aquecimento da coluna. A coluna utilizada foi
a Acquity BEH C18 (Waters Corp., Milford, MA) (50 x 2,1 mm, 1,7 pym), mantida a
uma temperatura de 30°C. Para a fase mével foram utilizados dois solventes, sendo
0,05% de acido formico em H>O (solvente A) e ACN (solvente B), com eluicdo

isocratica (1:1), tempo de corrida de 3,5 min, fluxo de 0,4 mL min™ e volume de
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injecao da amostra de 5 yL. Os dados foram processados com o software Empower
2 (Waters Corp., Milford, MA). Para a deteccao do herbicida estava acoplado ao
cromatégrafo o espectro de massa ACQUITY quadruplo tandem (Waters Corp.,
Milford, MA), com sonda de ionizacao ESI. As condigdes do detector foram voltagem
da capilaridade de 3,0 kV, temperatura da fonte 150°C, temperatura da
dessolvatacdo de 400°C, fluxo de gas na dessolvatacdo 800 L h™', fluxo de gas no
cone 50 L h e colisdo 0,1 mL min™. Os gases utilizados para dessolvatacdo e cone
foram o nitrogénio (AOC, Bryan, TX) e de colisdo o argénio (AOC, Bryan, TX). As
condicoes utilizadas para detectar o iodosulfurom foram: tempo de retengdo médio
de 0,922 min, modo de ioniza¢do positivo, precursor de ion 508,00 (m/z), fragmento
ion 167,05 (m/z), voltagem do cone 30 (V) e energia de colisdo 20 (eV).

A quantificagdo do herbicida em ng.mL™ foi transformada para porcentagem
em relacao ao total de herbicida que atingiu a planta (data zero), no experimento de
velocidade de absorgdo. Os dados obtidos foram analisados quanto a sua
homocedasticidade, e posteriormente submetidos a analise de variancia (p<0,05)
pelo programa SAS 9.3. Quando significativo, foram submetidos ao modelo de
regressao linear utilizando o programa SigmaPlot 10.0. Para o experimento de
degradagédo os dados obtidos em ng.mL™, foram transformados para porcentagem
considerando 100% o total que atingiu a planta no momento da aplicacdo. Foram
analisados quanto a sua homocedasticidade, e posteriormente submetidos a analise
de variancia (p<0,05) pelo programa SAS 9.3. Quando significativo, foram
submetidos ao modelo de regressdo nao linear sigmoidal, utilizando o programa
SigmaPlot 10.0.

4.3 Resultados e Discussao

O teste de Shapiro Wilk demonstrou ndo ser necessério transformar os
dados. Verificou-se interagdo para os fatores bidtipos e doses para as variaveis
controle visual e MMSPA aos 28 dias ap0s a aplicagdo dos tratamentos. Ambas as
variaveis ajustaram-se a equacao de regressao sigmoidal do tipo logistico (Fig. 16 e
17), exceto os bidtipos NC e AR para a variavel controle, os quais ajustaram-se a
equacao polinomial quadratica. A partir das equacgdes, calcularam-se os valores do

GRso e Csp para os bidtipos de azevém resistente e suscetivel.
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Figura 16 - Controle visual (%) de biodtipos de azevém, resistentes (NC e AR) e
suscetivel (Susc), em funcdo da aplicagdo de diferentes doses do
herbicida iodosulfurom-metilico, avaliado aos 28 dias apbés o
tratamento. Soil and Crop Science Department/Texas A&M University,
2013. Os pontos representam os valores médios das repetigbes, o ajuste da curva
foi realizado com as trés repeticdes e a barra horizontal representa o intervalo de

confianga para a dose que causa 50% de controle do biétipo suscetivel, com 95% de
significancia.

Para o biodtipo Susc, aos 28 DAT, obtiveram-se valores de 50% de controle
com o uso de 2,52 g i.a ha™' de iodosulfurom-metilico. Um controle de 90% desse
biétipo foi atingido com a dose aproximada de 6 g i.a ha™'. Mesmo essa dose sendo
acima da registrada (3,5 g i.a ha), a dose que o produtor normalmente utiliza varia
entre 5 e 6 i.a ha'. Para os bi6tipos resistentes, na mesma época de avaliagdo, o
controle foi inferior a 35%, em todas as doses utilizadas no experimento (Fig. 16).
Em relagdo a MMSPA o GRs, para os biétipos foram de 1,44, 415 e 610 g i.a ha™
para os biétipos Susc, AR e NC, respectivamente. Considerando o fator de
resisténcia os valores foram de 288 para o bidtipo AR e 424 para o biétipo NC. A
maxima dose utilizada no experimento ndo foi suficiente para atingir controle de

100% dos bidtipos resistentes, demonstrando alto nivel de resisténcia.
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Figura 17 - Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) (%) de biétipos de
azevém, resistente (NC e AR) e suscetivel (Susc.), em fungdo da
aplicagdo de diferentes doses do herbicida iodosulfurom-metilico,
avaliado aos 28 dias apdés o tratamento. Soil and Crop Science

Department/Texas A&M University, 2013. Os pontos representam os valores
médios das repeticdes, o ajuste da curva foi realizado com as trés repetigbes e a
barra horizontal representa o intervalo de confianga para a dose que causa 50% de
controle do bidtipo suscetivel, com 95% de significancia.

Para o experimento de velocidade de absorcao a analise de variancia revela
que o teste F para a interacao bi6tipo e tempo foi significativo (Prob>F=0.0038). De
acordo com a andlise de regressao os biotipos NC e Susc possuem velocidade de
absorcdo do herbicida de 2,19 e 2,06 % por hora, respectivamente (Fig. 18). As
doses nao foram significativas para o biétipo AR e a absorcdao média foi de 11,6%. A
maxima absor¢ao foi encontrada as 10 horas para os biétipos NC (36,70%) e Susc
(33,07%), ambos diferindo significativamente do biétipo AR. A menor absorgéo para
o bi6tipo AR pode indicar mecanismo de resisténcia relacionado a menor absorcao
do herbicida. Em populagbes de azevém, no Mississippi, a tolerancia ao glifosato
ocorre pela absorgcdo e translocacéo diferencial. A populacdo T1 absorveu 43%
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menos '*C-glifosato comparado com a populagdo suscetivel (59% do aplicado) 48
horas ap6s o tratamento (NANDULA et al., 2008).
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Figura 18 - Velocidade de absor¢do do herbicida iodosulfurom-metilico sédio em
biétipos de azevém resistentes e suscetivel ao herbicida, em horas
apdés a aplicacdo. Soil and Crop Science Department/Texas A&M

University, 2013. Os pontos representam os valores médios das repeticdes, o
ajuste da curva foi realizado com as quatro repeticbes e as barras verticais
representam os intervalos de confianga.

Para os dados de metabolizagdo houve interacao significativa entre biotipo e
periodo apds a aplicagdo. As diferengas entre bidtipos foram observadas até 6 dias
apos a aplicacao do herbicida, com menor metabolizacao para o biétipo Susc (Fig.
19). Pela equacado é possivel calcular o tempo necessario para os bidtipos
degradarem 50% do herbicida, sendo que os valores encontrados foram de
aproximadamente 1 dia para ambos os bi6tipos resistentes e 4 dias para o biétipo
Susc. Entre os bittipos resistentes houve diferenga aos 1 e 2 dias, sendo que no
primeiro dia a degradagao foi maior para o bidtipo AR (46%), comparada ao NC
(37%) e, aos 2 dias 87% e 79% para os bidtipos NC e AR, respectivamente. A
degradacgao acima de 90% foi alcangada aos 9 dias para o biétipo Susc, no entanto,
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esse longo tempo para a metabolizagdo tem como consequéncia a morte da planta,
confirmado através do experimento de dose resposta (Fig. 16 e 17). Portanto, os
bidtipos resistentes possuem taxa de metabolizacdo mais rapida comparada ao
biotipo Susc. Considerando que o experimento de dose resposta demonstrou alto
grau de resisténcia dos bibtipos resistentes, € possivel que além do maior
metabolismo a insensibilidade da enzima também esta presente.

Em trigo a tolerancia ao clorosulfuron (inibidor da ALS) deve-se ao rapido
metabolismo do herbicida, sendo que a meia vida do herbicida em folhas tratadas foi
de 2 a 3 horas (SWEETSER; SCHOW; HUTCHINSON, 1982). Em Kochia insensivel
aos inibidores da ALS devido & insensibilidade da enzima, o metabolismo de *C
clorosulfuron, entre o bidtipo resistente e suscetivel foi similar até 21 horas apo6s a
aplicagéo (SAARI; COTTERMAN; PRIMIANI, 1990). Em bi6tipos de azevém perene
resistente e suscetivel aos inibidores da ALS o mecanismo de resisténcia pelo
rapido metabolismo néo foi observado, pois apo6s 24 horas da aplicagédo a
porcentagem encontrada do herbicida foi de aproximadamente 70% para ambos o0s
biotipos (SAARI et al., 1992). Em biétipos de Avena spp. resistentes ao diclofope-
metilico, com conhecida mutacdo da enzima, foram encontrados niveis superiores
de herbicida nos biétipos suscetiveis nos dois periodos avaliados, 48 e 72 horas
apés a aplicagdo (AHMAD-HAMDANI et al., 2013). Essa menor quantidade
encontrada nos bi6tipos resistentes ocorre devido a mais rapida taxa de
metabolismo comparada a populacao suscetivel, sendo que esses dois mecanismos
que coexistem conferem alto nivel de resisténcia aos herbicidas inibidores da
ACCase (AHMAD-HAMDANI et al., 2013).

De acordo com a analise de variancia houve interagdo entre bidtipo e
periodo apds a aplicagdo do herbicida quando analisado o herbicida recuperado na
agua de lavagem das folhas (Fig. 20). Os dados foram submetidos a andlise de
regressao e ajustados a equagéo polinomial inversa. Houve diferengca apenas no
primeiro dia de coleta da agua, sendo que a menor recuperagao foi encontrada para
o bidtipo AR (40%), comparado aos bidtipos NC (73%) e Susc (72%). Ja aos 2 dias
apos a aplicacado a quantidade encontrado foi menor que 5% para os trés bibtipos.
Observou-se que o tempo necessario para a total absor¢do do herbicida varia entre
24 e 48 horas apos a aplicacao, portanto, o tempo de 10 horas utilizado no
experimento de velocidade de absorcao foi insuficiente para comparar os biotipos.

Sao necessarios mais datas de coleta entre 10 e 48 horas para se obter melhor
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comparacao entre os bidtipos. Comparando com o experimento de velocidade de
absorcao o resultado para o bidtipo AR foi contraditério, pois a menor recuperacao
pode representar maior absor¢cdao do herbicida. Desta forma, verifica-se que a
velocidade de absorcdo para o biétipo AR é lenta até 10 horas e rapida a partir de
aproximadamente, 24 horas apds, comparada com os demais bibtipos. Para os
biotipos NC e Susc a absorcao é completada entre 1 e 2 dias ap6s a aplicacao.
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Figura 19 - Metabolizacdo de iodosulfurom-metil sédio em bibtipos de azevém
resistentes (NC e AR) e suscetivel (Susc) ao herbicida, entre 1 e 20
dias apdés a aplicacdo do mesmo. Soil and Crop Science

Department/Texas A&M University, 2013. Os pontos representam os valores
médios das repetigdes, 0 ajuste da curva foi realizado com as quatro repeticoes e as
barras verticais representam os intervalos de confianga.
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Figura 20 - Recuperagao de iodosulfurom-metil sédio na agua de lavagem das folhas
em dias apds a aplicacao do herbicida. Os dados foram transformados
em porcentagem considerando 100% o que atingiu a planta no tempo

zero. Soil and Crop Science Department/Texas A&M University, 2013. Os
pontos representam os valores médios das repetigdes, o0 ajuste da curva foi realizado
com as quatro repetigdes e as barras verticais representam os intervalos de confianga.

Em L. rigidum 50% do clorosulfuron foi absorvido dentro de 48 horas apés a
aplicacao, em ambos os biotipos, resistentes e suscetiveis (COTTERMAN; SAARI,
1992). Desta forma, acredita-se que absorcdo diferencial ndo € o mecanismo de
resisténcia desses bidtipos, pois o bidtipo NC apresentou comportamento
semelhante ao Susc e o bidtipo AR absorveu mais rapidamente o herbicida. Em
populacées de azevém resistentes ao glifosato foram observadas diferengas entre
duas populagoes resistentes, sendo uma devido a menor absor¢gao do herbicida e a
outra devido a translocacao diferencial. A quantidade de herbicida que permaneceu
na folha tratada foi significativamente maior em ambas as populagoes resistentes,
comparada com a suscetivel 48 horas ap6és a aplicagdo. Ao analisarem a quantidade
de cera epicuticular, ndo encontraram diferencas entre as populagées (NANDULA et
al., 2008).
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4.4 Conclusao

Os bidtipos resistentes AR e NC metabolizam mais rapidamente o herbicida
comparado com o suscetivel e ndo possuem mecanismo de resisténcia relacionado

a velocidade de absorcao do herbicida.



5 CAPITULO IV — Valor adaptativo de bidtipos de azevém resistente e
suscetivel ao herbicida iodosulfurom-metilico sédio e
habilidade competitiva com a cultura do trigo

5.1 Introducao

As praticas de manejo realizadas com o objetivo de eliminar as plantas
daninhas exercem pressao de selegéo influenciando a evolugao de caracteristicas
adaptativas dentro da populagdo (DELYE et al., 2013). Entre as caracteristicas esta
a resisténcia, denominada como a habilidade herdada de uma planta em sobreviver
a dose de registro do herbicida, que em condicdes normais, controlam o restante da
populacao (VARGAS et al., 2009).

Com a evolucado de populagdes de dificil controle, o valor adaptativo de
alelos resistentes pode ser acompanhado da existéncia de custos de adaptacéo,
sendo que estes efeitos pleiotrépicos podem ser negativos ou positivos em dado
ambiente dependendo do alelo relacionado (VILA-AIUB; NEVE; POWLES, 2009b;
DELYE et al., 2013).

Um exemplo de alteragdo no valor adaptativo ocorre para a espécie de L.
rigidum, com mecanismo de resisténcia devido ao aumento do metabolismo mediado
pela P450, o qual possui reduzida taxa de crescimento relativa (TCR), taxa de
assimilagdo liquida (TAL) e menor habilidade de competicdo (VILA-AIUB; NEVE;
POWLES, 2009a). Outro exemplo, sdo os bibtipos de azevém suscetiveis ao
herbicida glifosato os quais acumulam mais matéria seca, possuem maior
capacidade de producédo de sementes e apresentam maior capacidade competitiva
que biotipos resistentes (VARGAS et al., 2005; FERREIRA et al. 2008). Portanto, as
plantas se adaptam as mudancas e modificam a alocacao dos recursos (VILA-AIUB;
NEVE; POWLES, 2009b).
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O impacto da mutacao que causa resisténcia aos inibidores da ALS depende
do ponto da mutacdo e da espécie envolvida, podendo conferir maior efeito no
crescimento de plantas e competitividade (TARDIF; RAJCAN; COSTEA, 2006) ou
nao representar nenhum efeito (YU; HAN; VILA-AIUB, 2010; LI et al., 2013).

Para analisar as caracteristicas dos bibtipos, frequentemente sdo utilizados
estudos de crescimento, que detectam possiveis diferencas funcionais e estruturais
entre biodtipos (CHRISTOFFOLETI, 2001). Ja, os experimentos em série de
substituicdo sao utilizados para estudar a competicao inter e intraespecifica, ou seja,
determinar o melhor competidor de duas espécies ou bibtipos e entender como eles
interagem (COUSENS, 1991). Nesse tipo de experimento a populagdo total &
mantida constante e a proporcdo entre as duas espécies é variavel (HARPER,
1977). Com isso, é possivel comparar as produtividades das associagdes com a do
monocultivo e indicar qual gendtipo ou espécie é mais competitiva (COUSENS,
1991). Bidtipos de plantas daninhas resistentes a herbicidas podem apresentar
maior valor adaptativo comparado ao suscetivel e, consequentemente, resultar em
maior potencial de competicdo (ELLSTRAND, 1999).

Ressalta-se que a competicado de plantas daninhas com as culturas tem sido
considerada a principal causa biética que gera perdas de produtividade (DELYE;
JASIENIUK; LE COORE, 2013), chegando a 34%, em média, em todo o mundo
(OERKE, 2006). Agravando o problema, a resisténcia de plantas daninhas aos
inibidores da ALS tem evoluido rapidamente, confirmada pelo grande numero de
espécies registradas como resistentes (HEAP, 2014).

E evidente que na presenca do herbicida o bidtipo resistente possui
vantagens em sobreviver comparado ao suscetivel (DELYE; JASIENIUK; LE
COORE, 2013). No entanto, como os bi6tipos resistentes possuem um mecanismo
de resisténcia envolvido, quando na auséncia do herbicida, os bidtipos podem sofrer
algum tipo de efeito pleiotropico. Portanto, a caracterizagcéo de biotipos resistentes e
suscetiveis aos inibidores da ALS ¢é importante para a compreensdao do
comportamento desses bidtipos no ambiente e para propor praticas de manejo que
reduzam a evolucao da resisténcia. Portanto, os objetivos do estudo foram identificar
e comparar valores adaptativos dos bibtipos de azevém resistentes e suscetiveis ao
herbicida iodosulfurom-metilico e avaliar a habilidade competitiva entre os biétipos

de azevém resistente ou suscetivel e desses com trigo.
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5.2 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao, pertencentes a
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM) da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel), no Municipio de Capao do Ledo - RS. Os tratamentos foram dispostos em
delineamento experimental completamente casualizado, com quatro repeticoes, sendo
conduzidos entre os meses de agosto a novembro de 2011.

No primeiro experimento cada unidade experimental foi composta por vasos
com capacidade de 8 litros e diametro de 23 cm e preenchidos com solo classificado
como Planossolo Hidromérfico Eutréfico solodico, pertencente a unidade de
mapeamento Pelotas (EMBRAPA, 2006). A correcdo da fertilidade do solo foi
realizada pela analise do solo, conforme as recomendagdes para a cultura do trigo
(SOCIEDADE, 2004).

Os tratamentos constaram de plantas de bidtipos resistente (Joi) e suscetivel
(Susc), de azevém ao herbicida iodosulfurom-metilico s6dio e de oito épocas de
coletas das plantas (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 dias apds a emergéncia - DAE). O
bioétipo Joi foi oriundo da cidade de Joia (latitude de 28° 38' 51" e longitude de 54° 07"
21") e 0 Susc da cidade de Pelotas (latitude 312 48' 04" e longitude 52° 24' 50").

As variaveis avaliadas, em cada coleta, foram estatura de plantas (EST),
area foliar (AF) e massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) (folhas+caules). A
AF foi determinada com medidor de area foliar, Modelo LI-3100C. A MMSPA foi
quantificada pela secagem do material vegetal em estufa, a temperatura de 60°C, até
atingir massa constante.

Foram calculadas variaveis indiretas como: a taxa de crescimento absoluto
(TCA) em g dia”, usada para medir a velocidade média de crescimento ao longo do
periodo de observagéao, através da féormula:

TCA=(MMSPA,-MMSPA,)/(T1-Ty)

Onde, MMSPA; e MMSPA;, é a variagcdo da MMSPA em duas amostras
consecutivas tomadas nos tempos T¢ e Ty; taxa de crescimento foliar relativo (TCFR)
em g g dia™, representa o aumento de AF em determinado periodo de tempo, obtida
através da equagéo:

TCFR=(LnAF2-LnAF)/(T2-T4)
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Onde, Ln é o logaritmo neperiano, AF. e AF; representa a AF nos tempos T+ e
T»; razdo de area foliar (RAF) em cm2 g™, expressa a AF (til para a fotossintese, obtida
através da formula:

RAF=(AF+AF.)/(MMSPA+MMSPA,)

Também foi calculada a taxa assimilatéria liquida (TAL) em g cm? dia”,
representa a capacidade da planta em aumentar sua MMSPA em funcdo de sua
superficie assimilatéria, em determinado periodo de tempo, calculada através da
formula:

TAL=(MMSPA>-MMSPA;)(LnAF2-LnAF+)/(AF2-AF+)(T2-T)
(MAGALHAES, 1979).

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro
Wilk) e, posteriormente, submetidos a andlise de variancia (p<0,05). No caso de ser
constatada significancia estatistica, realizou-se a analise de regressao para o fator
épocas de avaliagdo utilizando o programa SigmaPlot 10.0 (SIGMAPLOT, 2007),
para todas as variaveis.

Para as variaveis EST, AF, MMSPA, TCA e RAF os dados foram ajustados a
equacao exponencial que se concluiu como a mais adequada:

y = a.e®

Onde, y = variavel resposta de interesse; x = numero de dias acumulados; e
= funcdo exponencial; e, a e b = paradmetros estimados da equacdo, sendo a
diferenga entre os pontos maximo e minimo da variavel, e b a declividade da curva.

Os dados da variavel TCFR foram ajustados a equacédo de regressao
sigmoidal do tipo logistico, conforme segue:

y=a/[1+ (x/x0)Db].

Onde,: y = representa a taxa de crescimento; x = dias apds a emergéncia; e
a, x0 e b = parametros da equacao, sendo que a € a diferenga entre os pontos
maximo e minimo da curva, x0 dias que proporciona 50% de resposta da variavel e
b é a declividade da curva.

Para avaliar a habilidade competitiva entre azevém e a cultura do trigo foi
conduzido estudo composto por dois experimentos. Ambos os experimentos foram
realizados em vasos, capacidade volumétrica de 1 L e didmetro da superficie de
17,5 cm. O tipo de solo e corregao foram idénticos ao descrito anteriormente.

O primeiro experimento foi realizado para determinar a populacao de plantas

(m? a partir da qual a MMSPA por unidade de area torna-se independente da
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populacdo, de acordo com a “lei de producao final constante” (RADOSEVICH;
HOLT; GHERSA, 1997). Foram testadas as populacoes de 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 e
128 plantas vaso™ (equivalentes a 42, 83, 167, 333, 667, 1333, 2667 e 5333 plantas
m?). Foram utilizadas sementes da cultivar de trigop FUNDACEP Horizonte e
sementes de azevém Susc e Joi, 0S mesmos descritos anteriormente.

A variavel MMSPA foi quantificada aos 60 DAE pela pesagem da parte
aérea das plantas apos serem secas em estufa com circulagao for¢cada de ar a 60°C
por 72 horas. Para andlise dos dados, foi utilizada a producdo reciproca para
determinar a populacdo de plantas onde a MMSPA torna-se constante. De acordo
com os resultados, a populacdo de plantas em que a MMSPA tornou-se
independente da populagdo, na média das espécies, foi de 1992 plantas m?,
equivalente a 48 plantas por vaso (dados nao apresentados).

O segundo experimento foi conduzido com o intuito de determinar a
habilidade competitiva dos bidtipos de azevém com o trigo, sendo utilizado
populacdo de 48 plantas por unidade experimental, determinada no experimento de
monocultivo. Os tratamentos constaram de proporcdes dos bibtipos de azevém Susc
e Joi e da cultivar de trigop FUNDACEP Horizonte. As proporgdes testadas foram:
100:0 (estande puro do trigo), 75:25, 50:50, 25:75 e 0:100% [estande puro do biétipo
de azevém (resistente ou suscetivel)]. A semeadura foi realizada em densidade
superior as populacées desejadas em cada tratamento e 10 DAE foi realizado
desbaste para retirada do excesso de plantas.

As variaveis avaliadas foram AF e MMSPA aos 60 DAE, determinadas como
descrito anteriormente. Para analise dos dados foi utilizado o método da andlise
grafica da produtividade relativa (PR) (RADOSEVICH, 1987; COUSENS, 1991).
Quando a PR resultou em linha reta, a habilidade da espécie ou bidtipo em interferir
sobre a outra é equivalente. Quando a PR resultou em linha cbéncava, ocorre
prejuizo no crescimento de uma ou de ambos os competidores. Quando a linha
apresentada pela PR foi convexa, ha beneficio no crescimento de um ou de ambos
os competidores. A produtividade relativa total (PRT) sendo igual a um (linha reta)
significa que ocorre competicao pelo(s) mesmo(s) recurso(s); sendo superior a um
(linha convexa), ndo ocorre competi¢cao, devido ao suprimento de recursos superar a
demanda ou porque as espécies possuem diferentes demandas pelo(s) recurso(s)
do meio e, quando inferior a um (linha concava) significa ocorrer antagonismo,

havendo prejuizo mutuo ao crescimento de ambas as espécies (COUSENS, 1991).
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Os indices de competitividade relativa (CR), os coeficientes de agrupamento
relativo (K) e os de competitividade (C) foram calculados na propor¢cao de 50% dos
competidores. A CR representa o crescimento comparativo do biotipo (1) (azevém
resistente ou suscetivel) em relacdo ao competidor (2) (trigo); K indica a dominancia
relativa de uma espécie ou bidtipo sobre a outra e C aponta qual espécie ou bidtipo
manifesta-se mais competitiva (COUSENS, 1991). A interpretacao conjunta desses
valores indica com maior seguranga a competitividade das espécies ou bidtipos
envolvidos. A espécie X € mais competitiva que Y quando CR > 1, Ky > K, e C > 0;
por outro lado, a espécie Y é mais competitiva que X quando CR <1, Ky, <KyeC <0
(HOFFMAN; BUHLER, 2002). Para calcular esses indices foram usadas as
proporgdes 50:50 das espécies, utilizando-se as seguintes equagdes: CR = PR,/PRy;
Ky = PRy/(1-PRy); Ky = PRy/(1-PRy); C = PRy - PR,. (COUSENS; O'NEILL, 1993). Os
indices CR, K e C foram considerados diferentes, quando no minimo em duas
propor¢des, ocorreram significancias pelo teste t (BIANCHI; FLECK; LAMEGO,
2006).

Para a andlise estatistica da PR, primeiro foram calculadas as diferencas
para os valores de PR obtidos nas proporcdes de 25, 50 e 75% de plantas, em
relacdo aos valores pertencentes as retas hipotéticas que foram obtidas nas
respectivas proporcdes (PASSINI; CHRISTOFFOLETI; YADA, 2003). O teste t
(p=<0,05), foi utilizado para testar as diferencas nos indices estimados em relacéao a
reta hipotética (PASSINI; CHRISTOFFOLETI; YADA, 2001; HOFFMAN; BUHLER,
2002).

Os resultados obtidos para AF e MMSPA das plantas de azevém resistente
e suscetivel e trigo, expressos em valores médios por planta, foram submetidos a
analise de variancia. Quando o teste F indicou significancia (p<0,05), as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Dunnett (p<0,05), considerando-se as

respectivas monoculturas como testemunhas.

5.3 Resultados e Discussao

O teste de Shapiro Wilk demonstrou ndo ser necessaria a transformacéao dos
dados para o experimento de valor adaptativo. Verificou-se interacao entre os
fatores bidtipo e época de avaliacao para todas as variaveis, exceto para a variavel

TAL onde se verificou efeito principal de biétipo.
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A EST dos biétipos aumentou exponencialmente com o avango das épocas
de avaliacao (Fig. 21). Considerando o coeficiente exponencial das equagdes o
comportamento entre os bibtipos foi similar, porém o bi6tipo Joi apresentou maior
EST a partir dos 40 DAE, a excecao dos 60 DAE. Resultados semelhantes foram
encontrados para biotipos de azevém com resisténcia de baixo nivel e suscetivel ao
fluazifop (FRAGA et al., 2013).

1007 oy 819" R2=0,95

O Ygu=7,996"%* R2=0,96

Estatura (cm)

0 T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80

Dias apés a emergéncia

Figura 21 - Estatura (EST) de bibtipos de azevém resistente (Joi) e suscetivel (Susc)
ao herbicida iodosulfurom-metilico sodio, avaliada dos 10 aos 80 dias
apos a emergéncia. FAEM/UFPel, Capao do Leado/RS, 2011. Os pontos

representam os valores médios das repeticbes entre bidtipos e as barras, os
respectivos intervalos de confianga da média.

Em relacdo a variavel AF, houve aumento exponencial conforme o avanco da
época de avaliacdo (Fig. 22). O comportamento entre os bidtipos foi similar,
considerando o coeficiente exponencial das equacbes, sendo que o bidtipo
suscetivel, comparativamente ao resistente, apresentou maior AF de plantas
somente no final do periodo de avaliacdo. A AF é importante para a interceptacao da

luz, no entanto, a eficiéncia depende da area fotossinteticamente ativa.
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Figura 22 - Area foliar (AF) de biétipos de azevém resistente (Joi) e suscetivel (Susc)

ao herbicida iodosulfurom-metilico sédio, avaliada dos 10 aos 80 dias

apos a emergéncia. FAEM/UFPel, Capao do Leado/RS, 2011. Os pontos
representam os valores médios das repeticbes entre bidtipos e as barras, os
respectivos intervalos de confianga da média.

Em relacdo ao acumulo MMSPA o comportamento entre os biodtipos foi
semelhante, diferindo apenas aos 70 e 80 DAE, com maior acumulo para o bi6tipo
resistente (Fig. 23). Em bibtipos de azevém suscetivel ao herbicida glifosato houve
maior producdo de MMSPA comparado ao resistente (VARGAS et al., 2005). O
acumulo de MMSPA ¢ o resultado desempenho do sistema assimilatério, sendo que
90% da MMSPA produzida pela planta ao longo do seu crescimento resulta da
atividade fotossintética (BENINCASA, 2003). Individuos com maior acumulo de
massa da matéria seca em menor espaco de tempo demonstram maior habilidade
competitiva, quando em competicdo (CARVALHO et al.,, 2005; RADOSEVICH,;
HOLT; GHERSA, 2007).
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Figura 23 - Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) de bibtipos de azevém
resistente (Joi) e suscetivel (Susc) ao herbicida iodosulfurom-metilico
sodio, avaliada dos 10 aos 80 dias apds a emergéncia. FAEM/UFPel,

Capéo do Ledo/RS, 2011. Os pontos representam os valores médios das
repetigoes entre bibtipos e as barras, os respectivos intervalos de confianga da média.

Para a variavel TCA a relagdo entre os bidtipos foi similar, considerando o
coeficiente exponencial das equacbes (Fig. 24). Houve diferenca apenas aos 70
DAE com maior velocidade de crescimento para o biétipo Joi. Essa variavel pode ser
util para diferenciar a habilidade de competigdo entre os bidtipos, considerando mais
competitivo o que possui TCA inicial mais alto, entretanto, ndo foi observada essa
diferenca entre os bidtipos avaliados no inicio do desenvolvimento. Bi6tipos de Bidens
pilosa, resistentes aos inibidores da ALS, tiveram TCA inicial menor que o biétipo
suscetivel, porém entre os 28 e 42 dias apds a semeadura a TCA foi superior e
igualou-se ao suscetivel a partir dos 49 dias (CHRISTOFFOLETI, 2001). De acordo
com os autores, esses resultados explicam por que o bi6tipo resistente € mantido

em baixa frequéncia na auséncia do herbicida como agente de pressao de selegao.
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Figura 24 - Taxa de crescimento absoluto (TCA) de bi6tipos de azevém resistente
(Joi) e suscetivel (Susc) ao herbicida iodosulfurom-metilico sdodio,

avaliada dos 10 aos 80 dias apds a emergéncia. FAEM/UFPel, Capao
do Ledo/RS, 2011. Os pontos representam os valores médios das repeticbes

entre biotipos e as barras, os respectivos intervalos de confianga da média.

A TCFR foi semelhante para ambos os biétipos ao longo das avaliagdes,
portanto, os bidtipos ndo se diferenciam na capacidade produtiva diaria de matéria
por grama de planta (Fig. 25). A TCFR diminuiu para ambos os biétipos, apds os 40
DAE, isso porque, inicialmente a AF das plantas é constituida de folhas jovens e a
medida que se desenvolvem diminuem a capacidade fotossintética, aumentando as
perdas por respiracdo. Em bi6tipos de B. pilosa, resistentes aos inibidores da enzima
ALS, foram observadas diferencas apenas em fase intermedidria de crescimento,
com superioridade para o biotipo resistente (CHRISTOFFOLETI, 2001).

A variavel RAF declinou com o avanco das avaliagdes (Fig. 26), diferindo
apenas aos 20 DAE, com menor RAF para o biétipo Joi. Este resultado decorre do
autossombreamento, 0 que acarreta diminuicdo da area util para a fotossintese,
além do surgimento dos 6rgaos reprodutivos funcionando como drenos
(BENINCASA, 2003).
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Figura 25 - Taxa de crescimento foliar relativo (TCFR) de bidtipos de azevém
resistente (Joi) e suscetivel (Susc) ao herbicida iodosulfurom-metilico

sodio, avaliada dos 10 aos 80 dias ap6s a emergéncia. FAEM/UFPel,

Capéao do Ledo/RS, 2011. Os pontos representam os valores médios das
repeticdes entre bidtipos e as barras, os respectivos intervalos de confianga da
média.

Para a variavel TAL foi observada diferenca, na média das avaliagbes, entre
os bidtipos, com maior eficiéncia fotossintética para o bidtipo Joi (Fig. 27). Em
contrapartida para biotipos de B. pilosa, resistentes aos inibidores da enzima ALS, a
eficiéncia até os 30 dias apdés a semeadura foi maior para o suscetivel
(CHRISTOFFOLETI, 2001).

Considerando as variaveis avaliadas, pode-se inferir que os bibtipos
resistente e suscetivel possuem poucas diferengas adaptativas, sendo mais provavel
essas diferengas terem ocorrido pela diferenca de origem dos biétipos. Resultados
semelhantes foram observadas entre bi6tipos resistentes e suscetiveis aos
herbicidas inibidores da enzima ALS, quanto as caracteristicas de desenvolvimento
para as espécies de Bidens subalternans (LAMEGO; VIDAL; BURGOS, 2011), Cyperus
difformis (DAL MAGRO, 2011), Euphorbia heterophylla (VARGAS; SILVA, 2009), Bidens
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pilosa (CHRISTOFFOLETI, 2001) e Raphanus raphanistum (LI et al., 2013). Ja, para
bidtipos de Fimbristylis miliacea resistente e suscetivel a herbicidas inibidores da
enzima ALS, houve diferengcas quanto aos seus valores adaptativos no inicio do
florescimento, porém nao houve diferencas em estadios iniciais de desenvolvimento
(SCHAEDLER et al., 2013). A auséncia de efeitos negativos no crescimento de
plantas com diferentes muta¢cdes na enzima ALS contribui para explicar a alta
frequéncia de alelos de resisténcia na populagdo (PRESTON; POWLES, 2002; YU,
HAN; VILA-AIUB, 2010; LI et al., 2013).
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Figura 26 - Razdo de area foliar (RAF) de bi6tipos de azevém resistente (Joi) e
suscetivel (Susc) ao herbicida iodosulfurom-metilico sédio, avaliada
dos 10 aos 80 dias apdés a emergéncia. FAEM/UFPel, Capédo do

Ledo/RS, 2011. Os pontos representam os valores médios das repeticdes entre
biétipos e as barras, os respectivos intervalos de confianga da média.

A modificagdo causada na enzima ALS, que confere resisténcia, ndo esta
correlacionada a decréscimo de produtividade da planta (CHRISTOFFOLETI, 2001).
Portanto, de acordo com os autores, estratégias preventivas de resisténcia devem
ser adotadas, pois, uma vez estabelecida a populacao resistente, naturalmente ela

nao retorna para a frequéncia original de suscetibilidade. Cuidados maiores devem
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ser tomados quando as espécies de plantas daninhas possuem polinizacao cruzada,
podendo ocorrer cruzamento entre os bibtipos resistentes e suscetiveis, aumentando

rapidamente a frequéncia do biétipo resistente.
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Figura 27 - Taxa assimilatoria liquida (TAL) de bidtipos de azevém resistente (Joi) e
suscetivel (Susc) ao herbicida iodosulfurom-metilico sodio, avaliada dos
10 aos 80 dias apds a emergéncia. FAEM/UFPel, Capao do Le&do/RS,

2011.

Em relacdo ao experimento de habilidade competitiva de bidtipos de azevém
resistentes e suscetivel ao iodosulfurom-metilico, com o trigo, o teste de
normalidade demonstrou ndo ser necessaria a transformacao dos dados.

Analisando os resultados obtidos para a PR, para as variaveis AF e MMSPA,
constatou-se, de forma geral, que a cultura do trigo foi mais competitiva que ambos
os bi6tipos de azevém, sendo as curvas de PR para a cultura com forma convexa e
dos bidtipos de azevém cdncava (Fig. 28 e 29). Em ambos os casos houve beneficio
para a cultura e prejuizo para a planta daninha, demonstrando que a competicao
ocorreu pelos mesmos recursos do meio, sendo a cultura a mais eficiente em utiliza-
los. Porém, considerando que para haver significancia, pelo menos duas propor¢des



87

devem apresentar diferencas, os desvios da PR para o biétipo suscetivel ndo foram
significativos, para ambas as variaveis, competindo com o trigo (tab. 13). Dessa
forma, a habilidade competitiva do azevém suscetivel foi equivalente a cultura. Ja, a
PRT apresentou resultados variados, sendo que nao foram observados desvios
entre os valores esperados e estimados, para ambas as variaveis, quando na
competicdo entre a cultura e o azevém resistente. Em contrapartida, foram
observados desvios da PRT, nas propor¢des 50:50 e 25:75, para ambas as
variaveis, quando na competicao entre a cultura e 0 azevém suscetivel.

Foram observados desvios de PR da cultura, para MMSPA nas trés
propor¢des, quando competindo com o azevem suscetivel comparado com a
respectiva reta hipotética (tab. 13). J& quando competindo com o bibtipo resistente
foram observados desvios de PR da cultura e do biétipo nas proporgdes 50:50 e
25:75, para ambas as variaveis. Essas variacdes foram positivas para a cultura e
negativa para o azevém, confirmando que a cultura foi mais competitiva.

Para a cultura do trigo, competindo com o azevém suscetivel, ndo houve
diferenca na AF comparado ao monocultivo, porém, competindo com o biétipo
resistente houve incremento na AF nas propor¢des 50:50 e 25:75 (tab. 14). Em
relagdo a MMSPA do trigo, houve incremento para essa variavel em relacao ao
monocultivo em todas as propor¢des quando competindo com o biétipo suscetivel e
na menor proporgéo da cultura quando em competicdo com o resistente. Ao analisar
as diferencas para ambas as variaveis AF e MMSPA, entre as misturas, ndo houve
diferenga para a cultura ao competir com o bibtipo suscetivel, no entanto, houve
incremento, em geral, quando a cultura participava com igual ou menor proporcéao de
plantas na mistura com o resistente. Portanto, em 50% das comparagdes houve
diferenga para a cultura competindo com ambos os biotipos, com incremento de
MMSPA e AF, sendo que nesses casos, a cultura prefere competir com a planta
daninha em relagcdo a competicdo intraespecifica. No entanto, em 50% das
comparagdes nao foram observadas diferengas significativas. Em trabalhos com a
cultura do arroz em competicdo com Cyperus difformis (DAL MAGRO et al., 2011) e em
trigo competindo com azevém (RIGOLI et al., 2008), foram observadas maior

habilidade competitiva da cultura em relagdo a espécie daninha.
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Produtividade relativa (PR) e total (PRT) para area foliar (AF) e massa da
matéria seca da parte aérea (MMSPA) de bi6tipos de azevém, resistente

ao

iodosulfurom-metilico sédio, e trigo,

FAEM/UFPel,

Capao do

Leao/RS, 2011. Circulos vazios (o) representam a PR do biétipo resistente, circulos
cheios () a PR do trigo e triangulos (V) indicam a PRT. Linhas tracejadas referem-se
as produtividades relativas hipotéticas, quando ndo ocorre interferéncia de uma espécie
sobre a outra.
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Figura 29 - Produtividade relativa (PR) e total (PRT) para area foliar (AF) e massa da
matéria seca da parte aérea (MMSPA) de biétipos de azevém suscetivel
ao iodosulfurom-metilico sodio e trigo, FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS,

2011. Circulos vazios (o) representam a PR do bio6tipo suscetivel, circulos cheios (e) a
PR do trigo e triangulos (V) indicam a PRT. Linhas tracejadas referem-se as
produtividades relativas hipotéticas, quando ndo ocorre interferéncia de uma espécie
sobre a outra.
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Tabela 11 - Diferencas relativas de produtividade para as variaveis area foliar (AF) e
massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) e produtividade
relativa total (PRT), nas propor¢cdes de plantas 75:25, 50:50 e 25:75 de
bidtipos de azevém suscetivel e resistentes ao iodosulfurom-metilico
sodio, competindo com trigo cultivar FUNDACEP Horizonte. UFPel,
Capao do Ledo-RS, 2011

Proporgao de plantas associadas

75:25 50:50 25:75
AF (cm® planta’™)
PRa (trigo) 0,04 (+ 0,02)™ 0,07 (+ 0,00)* 0,09 (+ 0,01)*
PRb (resistente) 0,00 (+ 0,00)" -0,16 (+ 0,01)* -0,13 (+ 0,02)*
PRT 1,05 (£ 0,02)" 0,92 (+ 0,01)” 0,96 (+ 0,03)™
PRa (trigo) 0,04 (+ 0,06)™ 0,04 (+ 0,03)™ 0,04 (£ 0,01)*
PRb (suscetivel) 0,02 (+ 0,02)" -0,16 (+ 0,01)* 0,05 (+0,03)"™
PRT 1,05 (+ 0,05)"™ 0,88 (£ 0,03) 1,09 (£ 0,02)
MMSPA (g planta’™)
PRa (trigo) 0,08 (£ 0,03)™ 0,13 (£ 0,02) 0,18 (+ 0,06)*
PRb (resistente) -0,04 (+ 0,02)"™ -0,16 (+ 0,02)* -0,14 (+ 0,02)*
PRT 1,05 (+ 0,02)" 0,97 (£ 0,02)" 1,04 (+ 0,08)*
PRa (trigo) 0,15 (£ 0,05)° 0,10 (£ 0,02) 0,09 (+ 0,01)*
PRb (suscetivel) 0,01 (£ 0,02)" -0,21 (£ 0,01)* 0,02 (£ 0,03) "
PRT 1,17 (£ 0,05)" 0,89 (£ 0,03) 1,11 (£ 0,04)*
* Diferenga significativa pelo teste “t” (p < 0,05). Valores entre parénteses representam o erro-padrao

da média.

Para a maioria das comparagbes do bidtipo suscetivel competindo com a
cultura, ndo houve diferenca em relacdo ao monocultivo, ou seja, o tipo de
competicao é indiferente (tab. 14). Ja o resistente competindo com a cultura diminuiu
a MMSPA e AF na maioria das comparacées em relagdo ao monocultivo, sendo,
portanto, a competicdo interespecifica desvantajosa. Com relagdo as misturas,
ambos os biétipos diminuiram a AF e MMSPA quando competindo com igual
proporcao a cultura, com excecao do bibtipo resistente para essa ultima variavel.

Em trabalho com bi6tipos de azevém resistente e suscetivel ao glifosato, em
diferentes populacées dos bidtipos, competindo com a cultura do trigo, o biétipo
suscetivel possui maior capacidade competitiva que o resistente (FERREIRA et al.,
2008). Com aumento na populacdo de azevém, a reducdo das porcentagens de
perfilho, de massa seca foliar, de massa seca da parte aérea, de area foliar e de
estatura das plantas de trigo, foi menor quando este competiu com o azevém
resistente (FERREIRA et al., 2008). Em condi¢cées normais, em alta populacédo e
isento da aplicacao de glifosato, o bidtipo suscetivel € mais competitivo que o
resistente, dominante na populacdo (FERREIRA et al., 2006).
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Tabela 12 - Resposta de bidtipos de azevém suscetivel e resistentes ao herbicida
iodosulfurom-metilico sédio, competindo com trigo cultivar FUNDACEP
Horizonte. UFPel, Capao do Leao-RS, 2011

Propor¢éo de plantas

100:0 75:25 50:50 25:75 0:100
Bi6tipo AF (cm? planta™)
Trigo 26,20 c27,61™ b 29,95 a 35,38 -
Resistente - a52,41™ c 35,76 b 43,07 51,85
Trigo 26,20 a27,43" a28,42™ a 30,85™ -
Suscetivel - a 55,28"™ b 35,07 a 53,08™ 52,00

MMSPA (g planta™)

Trigo 0,34 b 0,37" ab 0,42" a 0,57: -
Resistente - a 0,37 a 0,30 a 0,36 0,44
Trigo 0,34 a 0,40 a 0,40: a0,45 -
Suscetivel - a0,38" b 0,21 a0,37" 0,37
Médias seguidas na linha por "> e * indicam diferenca ndo significativa e significativa,

respectivamente pelo teste de Dunnet (p<0,05) em relagao a testemunha (T). ® Medias antecedidas
por mesma letra mindscula na linha, em proporgées com mistura de plantas, ndo diferem entre si pelo
Duncan (p=0,05).

Os indices CR, K e C indicam qual espécie se manifesta mais competitiva, e
sua interpretagcdo conjunta indica com maior seguranca a competitividade das
espécies (COUSENS, 1991). Observou-se que para ambas as variaveis o trigo foi o
mais competitivo em relacdo aos biodtipos de azevém, e o bi6tipo suscetivel, mais
competitivo que o resistente (tab. 15). Esses resultados corroboram em parte com os
observados para a competicao de trigo com azevém suscetivel e com resisténcia de
baixo nivel ao fluazifop, em que o trigo apresentou habilidade competitiva superior
apenas ao bibtipo com resisténcia de baixo nivel e, quando os bibtipos competiram
entre si a habilidade competitiva foi equivalente (FRAGA, 2013). Em outro trabalho,
a habilidade competitiva do trigo também foi superior ao azevém, porém, inferior ao
nabo em proporgdes iguais, sendo que ambas as plantas daninhas ocupam o
mesmo nicho ecolégico do trigo (RIGOLI et al., 2008).

Nao foram observadas diferengas na capacidade competitiva para bidtipos
resistentes aos inibidores da enzima ALS em Amaranthus retroflexus L., em condi¢cdes
de campo (SIBONY; RUBIN, 2003), em casa de vegetagado para Bidens subalternans
DC. (LAMEGO; VIDAL; BURGOS, 2011), em Solanum ptychanthum (ASHIGH; TARDIF,
2009), e Kochia scoparia (LEGERE et al., 2013). A falta de efeitos negativos em
biétipos resistentes aos inibidores da enzima ALS favorece a evolugéo, propagacao

e competitividade dessas espécies nos sistemas agricolas (LEGERE et al., 2013).
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Tabela 13 - indices de competitividade entre o trigo e 0 azevém suscetivel e trigo e
azevém resistente, expressos por competitividade relativa (CR),
coeficientes de agrupamentos relativos (K) e de competitividade (C)
aos 60 DAE (dias apo6s a emergéncia). FAEM/UFPel, Capao do Leao,

2011.
Trigo x azevém resistente
CR K: (trigo) K: (azevém) C
MMSPA 1,87 (£ 0,14)* 1,72 (£ 0,13)* 0,52 (£ 0,04) 0,29 (+ 0,03)*
AF 1,66 (+ 0,06)* 1,33 (+ 0,01)* 0,52 (£ 0,02) 0,23 (x 0,01)*
Trigo x azevém suscetivel
CR Ki (trigo) Ks (azevém) C
MMSPA 2,04 (+ 0,09)* 1,50 (+ 0,15)* 0,41 (£ 0,02) 0,30 (x 0,02)*
AF 1,60 (£ 0,06)™ 1,18 (x 0,11)” 0,51 (£ 0,02) 0,20 (+ 0,02)*

* Diferencga significativa pelo teste “t” (p<0,05). Valores entre parénteses representam o erro-padrao
da média. K; K, e K; sdo os coeficientes de agrupamentos relativos do trigo com o azevém suscetivel
e resistente, respectivamente.

Alguns trabalhos demonstram haver efeitos pleiotrépicos, como em Lactuca
serriola, onde a susbtitu¢gdo Pro-197 na enzima ALS, causou custo evidente com 15%
reducado da massa da matéria vegetal do resistente em comparacao com individuos
sensiveis crescendo em condigbes competitivas em iguais proporgdes (ALCOCER-
RUTHLING; THILL; SHAFII, 1992). Efeitos negativos na morfologia e anatomia
vegetal também tem sido descritos para Amaranthus powellii resistente a enzima ALS
com mutacdo Trp-574-Leu (TARDIF; RAJCAN; COSTEA, 2006). Para bidtipos de
Solanum ptychanthum, resistente aos inibidores da enzima ALS ocorre custo devido a
mutagdo em condi¢des 6timas de crescimento, porém possuem maior germinagao e
crescimento vegetativo que bidtipos suscetiveis em temperaturas baixas (ASHIGH,;
TARDIF, 2011). Isso evidéncia que o custo também depende das condi¢oes
ambientais em que as plantas sdo submetidas.

No entanto, para chegar a conclusées seguras quanto ao custo de
adaptacao de bibtipos, € necessario trabalhar com bidtipos oriundos de diferentes
regides geograficas, com a mesma alteracdo na enzima e com seus respectivos
controles locais (biétipo suscetivel) (LEGERE et al., 2013), ou seja, multiplas
populacées (COUSENS; GILL; SPEIJERS, 1997). Portanto, faz-se necessario
realizar novos estudos com maior nimero de bibtipos, com controle genético e
caracterizacdao molecular para assegurar-se dos resultados.

Quanto a maior habilidade do trigo em competir com o azevém, esse

resultado ndo pode ser tomado como base para inferir que ndo ha prejuizo para a
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cultura, ja que o experimento foi conduzido até os 60 DAE, além do mais, em

condicoes de campo sao diferentes e a populagédo de plantas daninhas é variavel.

5.4 Conclusoes

O valor adaptativo entre bidtipos de azevém resistente ou suscetivel ao
iodosulfurom-metilico sodio, em geral, € similar.

A cultura do trigo apresenta maior habilidade competitiva em relagdo aos
bi6tipos de azevém resistente ou suscetivel ao iodosulfurom-metilico.

Para o bidtipo de azevém resistente a competicdo interespecifica €
prejudicial.



6 CAPITULO V - Heranca da resisténcia de azevém ao iodosulfurom-
metilico sédio

6.1 Introducao

Os herbicidas inibidores da enzima ALS foram langados no mercado em
1982, e atualmente representam grande parte do mercado, com aproximadamente
56 diferentes moléculas distribuidas em 5 grupos quimicos (HEAP, 2014; SAARI;
COTTERMAN; THILL, 1994; SENSEMAN, 2007). Esses herbicidas atuam
bloqueando o acesso do substrato ao sitio ativo da enzima ALS, impedindo a sintese
dos aminodacidos de cadeia ramificada (DUGGLEBY; MCCOURT; GUDDAT, 2008).
Apesar dos herbicidas serem efetivos no controle de plantas daninhas, a utilizacdo
de um Unico herbicida ou mesmo grupo com o mesmo mecanismo de acao, tem
resultado na selecdo de espécies resistentes (TRANEL; WHRIGHT, 2002). Como é
o caso do azevem resistente aos inibidores da enzima ALS, selecionado,
principalmente, pelo uso continuo do herbicida iodosulfurom em culturas anuais
como o trigo. No Brasil, o primeiro registro da espécie resistente foi realizado no ano
de 2010, no estado do Rio Grande do Sul (HEAP, 2014).

O azevém é considerado uma das mais problematicas plantas daninhas em
cereais de inverno em todo o mundo. A espécie germina antes da implantagdo e
durante o crescimento das culturas de inverno, afetando negativamente os
componentes de produtividade da cultura do trigo pela competicdo pelo nitrogénio
(PAULA et al., 2011), interferindo no afilhamento da cultura e reduzindo a qualidade
do produto colhido. Dissemina-se facilmente por sementes e a polinizacdo da
espécie é cruzada, realizada principalmente pelo vento.

A rapida evolucao da resisténcia de espécies aos herbicidas, e sobretudo

aos inibidores da enzima ALS, que representam o0 maior numero de casos
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registrados, é influenciada por varios fatores. Entre eles, os ligados a genética, como
a frequéncia inicial de genes resistentes, niumeros de genes envolvidos com a
resisténcia, dominancia do gene e custo de adaptacdo dos genes de resisténcia
(POWLES; YU, 2010). Outros fatores como alta eficiéncia dos herbicidas para os
bidtipos sensiveis e atividade residual no solo contribuem para o aumento de casos
de resisténcia (TRANEL; WRIGHT, 2002). Em populagdes de L. rigidum a alta
frequéncia inicial de individuos resistentes aos herbicidas inibidores da enzima ALS
(2.2 x 10° a 1.2 x 10™), que nunca antes foram expostos a esses herbicidas,
também ajuda a explicar a rapida evolugcédo da resisténcia (PRESTON; POWLES,
2002).

Estudos de heranca em espécies resistentes aos inibidores da enzima ALS
tem mostrado que a resisténcia é controlada por um Unico gene nuclear com
incompleta (BOUTSALIS; POWLES, 1995) ou completa dominancia (WANG et al.,
2003), como também foi encontrada a resisténcia controlada por um unico gene
semidominante (BRUNIARD; MILLER, 2001). Em outro estudo com Monochoria
vaginalis 0S resultados sugerem que a resisténcia € controlada por um unico gene
nuclear com resisténcia dominante em baixas doses e suscetibilidade dominante em
altas doses (IMAIZUMI; WANG; TOMINAGA, 2008). O grau de dominancia pode
estar relacionado com o genétipo, como exemplo, em espécies dipléides os alelos
de resisténcia aos inibidores da ALS sdo dominantes sobre espécies suscetiveis em
doses de campo recomendadas e 0s heterozigotos sobrevivem a dose normal de
campo, facilitando a rapida disseminagao dos alelos de resisténcia (YU; POWLES,
2014).

Os estudos de heranca geram importantes entendimentos sobre a evolugéao
da resisténcia, estrutura genética de uma populagdo, dindmica da adaptagédo e
manejo da resisténcia (NEVE; VILA-AIUB; ROUX, 2009). Com o aumento nos casos
de azevém resistentes aos inibidores da enzima ALS, a caracterizagdo da
resisténcia, quanto ao niumero de genes e tipo de herancga, é fundamental para que
técnicas de manejo sejam recomendadas e utilizadas no sentido de evitar e/ou
retardar o aparecimento e a multiplicacdo das plantas resistentes (VARGAS;
BOREM:; SILVA, 2001). Portanto, o objetivo deste estudo foi identificar o tipo de
heranca, numero de genes envolvidos e o grau de resisténcia dos bibtipos de
azevém, homozigotos e heterozigotos, resistentes ao herbicida iodosulfurom-metilico

sodio.
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6.2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, pertencente ao
Departamento de Fitossanidade da FAEM/UFPel e Embrapa Trigo/Passo Fundo,
nos anos de 2011, 2012 e 2013. O delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado.

Os biédtipos utilizados foram oriundos das cidades de Jdéia (resistente),
localizado a latitude de 28° 38' 51" e longitude de 54° 07' 21", e o suscetivel de
Pelotas, em latitude 31° 48' 04" e longitude 52° 24' 50", selecionados conforme
descrito no capitulo 1. Apds a producdo de sementes estas foram semeadas para
comprovar que os bidtipos sdo homozigotas resistentes e suscetiveis ao herbicida.
Foram semeadas 10 sementes de cada genitor em bandeja e quando as plantas
atingiram 3-4 folhas foi realizada a aplicagdo de iodosulfurom-metilico sédio nas
dose de 7 g i.a ha'. Os genitores que tiveram as plantas sobreviventes foram
consideradas em homozigose para a resisténcia e aqueles que todas as plantas
morreram foram consideradas homozigotas suscetiveis. Foram selecionados seis
genitores homozigotos resistentes e seis homozigotos suscetiveis ao iodosulfurom.
Para realizar os cruzamentos, selecionou-se seis genitores homozigotos resistentes
e seis genitores homozigotos suscetiveis e foram constituidos seis pares (R x S).

Sementes de cada genitor foram semeadas em vasos com capacidade para
5L. Apo6s a emergéncia das plantas, foi procedido desbaste, deixando-se uma planta
por vaso. Um vaso contendo o genitor resistente e um vaso contendo o genitor
suscetivel foram colocados em estufas individualizadas e vedadas para evitar
contaminagdes com polen externo. Dessa forma, foi aceito que os genitores foram
polinizados somente com polén oriundo de seu par obtendo-se a F1. Sementes F;
foram semeadas em vasos e as plantas originadas destas sementes foram cruzadas
para obtengcdo da F,. Por fim, foram selecionados trés pares de genitores e
realizados retrocruzamentos entre plantas Fi e os respectivos genitores masculinos
e femininos resistentes (RCr) e sensiveis (RCs).

As sementes Fq, F;, RCr e RCs e dos genitores foram semeadas em
bandejas com capacidade para 5 kg de solo e avaliadas, por meio da aplicagdo do
herbicida iodosulfurom (5 g i.a. ha™), quanto a sua suscetibilidade ou resisténcia. As

frequéncias das classes obtidas foram testadas pelo teste de qui-quadrado. Além
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disso, foram semeadas, em bandejas, sementes Fi e dos genitores resistente e
suscetivel. As plantas originadas destas sementes, foram tratadas com doses
crescentes de iodosulfurom (0, 0,88, 1,75, 3,5 e 7 g i.a. ha”), sendo a dose 3,5 g i.a
ha™ registrada para o controle do azevém. Foram avaliados o controle visual e a
massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA). O controle foi avaliado aos 14, 21
e 28 dias apos a aplicacao dos tratamentos (DAT), adotando-se a escala percentual,
onde zero (0) e cem (100) corresponderam a auséncia de dano e a morte de
plantas, respectivamente. A MMSPA foi determinada ap6s avaliagao do controle pela
secagem do material vegetal em estufa a temperatura de 60°C até atingir massa
constante. Os dados obtidos foram analisados quanto a sua homocedasticidade, e
posteriormente submetidos a andlise de variancia (p<0,05). Quando significativo as
doses foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

6.3 Resultados e Discussao

O numero total de plantas, nimero de plantas resistentes e sensiveis,
frequéncias observadas e esperadas, bem como os valores do teste x* e as
respectivas probabilidades estao contidas na tab. 14. Para todas as frequéncias foram
aceitas as hip6teses de igualdade entre os numeros observados e esperados, com
95% de probabilidade, ou seja, os desvios obtidos ndo foram significativos. Os
genitores resistente (R) e suscetivel (S) confirmaram, respectivamente, sua resisténcia
e sensibilidade ao herbicida.

No primeiro cruzamento simples suscetivel x resistente (S x R), o F;
apresentou-se totalmente resistente evidenciando que o genitor masculino transmitiu a
caracteristica de resisténcia para a prole. A geracdo F, apresentou segregacao
resistente/suscetivel 2,2:1 com teste qui-quadrado fornecendo probabilidade de
21,43% desta ser 3:1. O retrocruzamento resistente (RCr) apresentou probabilidade de
82,3% de ser 1:1, sendo que a segregacao apresentou 1 planta suscetivel das 20
testadas. O retrocruzamento  suscetivel (RCs) apresentou segregacao
resistente/suscetivel 1,2:1, quando o esperado era 1:1, com probabilidade de 67,06%

de ser 1:1.
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Tabela 14 - Avaliacdao da segregacao de cruzamentos simples, retrocruzamentos e
cruzamentos reciprocos entre plantas de azevém suscetiveis e
resistentes ao herbicida iodosulfurom-metilico sédio. Embrapa Trigo,
Passo Fundo/RS, 2013.

NuUmero Frequéncia -
Cruzamento de Resistente  Suscetivel E X2 Probac?llldade
sperada Observada (%)
plantas
Suscetivel 6 - 6 - - - -
Resistente 6 6 - - - - -
SxR
F1 68 68 0 1:0 1:0 0,000 100,00
F2 70 48 22 3:1 2,2:1 1,542 21,43
RCr 20 19 1 1:0 19:0 0,050 82,30
RCs 22 12 10 1:1 1,2:0 0,181 67,06
RxS
F1 45 45 0 1:0 1:0 0,000 100,00
F2 81 59 22 3:1 2,71 0,201 65,39
RCr 56 50 6 1:0 8,3:0 0,642 42,30
RCs 19 12 7 1:1 1,7:1 1,310 25,24

No segundo cruzamento simples, agora resistente x suscetivel (R x S), a
geracgao Fy, como no primeiro cruzamento, mostrou-se totalmente resistente, indicando
que a resisténcia também € transmitida hereditariamente pela planta mae e,
novamente, que a resisténcia € uma caracteristica dominante. A F, apresentou
segregacao resistente/suscetivel 2,7:1, com probabilidade de 65,39% ser 3:1. Na
segregacao do RCr foram testadas 56 plantas e destas 50 foram resistentes, sendo
que a segregacdo esperada era de 1:0 resistente/suscetivel, com probabilidade de
42,3% ser a esperada. No RCs a segregacao observada foi de 1,7:1 e a esperada era
1:1, com probabilidade de 25,24% ser a esperada.

A geracéo F1, em ambos os cruzamentos, mostrou-se totalmente resistentes
ao herbicida, evidenciando que a resisténcia € uma caracteristica dominante
transmitida hereditariamente tanto pelo pai quanto pela mae, ou seja, a resisténcia é
transmitida por genes nucleares. Estes resultados sao confirmados pelos
retrocruzamentos. A F, apresentou tendéncia para o padrdo de segregacao 3:1,
indicando que a resisténcia é codificada por gene dominante. Estes resultados sao
semelhantes aos obtidos para diferentes espécies de plantas aos herbicidas
inibidores da ALS (BOUTSALIS; POWLES, 1995; VARGAS; BOREM; SILVA, 2001;
VAN EERD et al., 2004)

Houve efeito significativo da interacdo entre bidtipos (suscetivel,
heterozigoto e resistente) e doses do herbicida para todas as variaveis avaliadas

(p<0,05) (tab. 15). Os resultados quanto ao teste de dominancia das plantas F1,
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evidenciam que as plantas, homozigotas resistentes e as heterozigotas, apresentam
grau de resisténcia semelhante, pois até a maxima dose (7 g i.a ha"') ndo sao
controladas pelo herbicida. Ja as plantas suscetiveis diminuem significativamente a
MMSPA a partir da menor dose do herbicida (0,88 g i.a ha™') e a partir da dose de
registro (3,5 g i.a ha™'), apresentam controle acima de 60%.

Tabela 15 - Avaliagdo do controle e MMSPA, em porcentagem, em fungdo da
aplicagédo de doses crescentes do herbicida iodosulfurom-metilico
sédio em bidtipos de azevém suscetivel, heterozigoto (F1) e
resistente, em casa-de-vegetacdo, Embrapa Trigo, Passo Fundo/RS,

2013.
Io(zﬂsglﬁgr_%m Suscetivel Heterozigoto Resistente

Controle (%) 14 DAT

0,0 Oc ™ Oc Ob

0,88 25b A 10 bc B 14 ab AB

1,75 20b " 22 ab 19 a

3,50 25ab ™ 22 ab 12 ab

7,00 35a ™ 27 a 23 a
Controle (%) 21 DAT

0 Oc "™ 0b 0b
0,88 30b A 18 a AB 10abB
1,75 40ab A 26 a AB 16 ab B
3,50 45 ab A 30aAB 17 ab B
7,00 48a A 33aAB 24a B

Controle (%) 28 DAT

0 Oc ™ 0b o
0,88 20c "™ 18 ab 5
1,75 48b A 20ab B 5B
3,50 62 ab A 20ab B 8B
7,00 80a A 32a B 19B

MMSPA (%)

0 100a "™ 100 a 100 a
0,88 35bB 83 abc A 87ab A
1,75 21bB 90ab A 83ab A
3,50 20bB 52c AB 77 ab A
7,00 17b B 60bc A 62b A

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. DAT: dias apds a aplicagdo do herbicida.
MMSPA: massa da matéria seca da parte aérea.

Aos 14 DAT os biétipos diferiram apenas na dose 0,88 g i.a ha' do
herbicida, com maior controle para o bibtipo suscetivel e menor para o heterozigoto
(tab. 15). Aos 21 DAT, observou-se diferenga entre bidtipos para todas as doses,

sendo maior controle para o bibdtipo suscetivel, menor para o resistente e,
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intermediario para o heterozigoto. Porém, aos 28 DAT, o controle e a reducao da
MMSPA foram maiores para o biétipo suscetivel, e ndo diferiram entre o resistente e
o heterozigoto, comprovando a dominancia para resisténcia das plantas F1.

Esperava-se controle maior para o bibtipo suscetivel, no entanto, era
necessario maior tempo de avaliagdo, sendo evidente que a partir da dose de
registro o bi6tipo chegaria ao controle préximo de 100%. Dessa forma, evidencia-se
que a resisténcia apresentada pelos bidtipos de azevém é codificada por um gene
nuclear com dominancia completa. As caracteristicas com herancga do tipo nuclear
tém disseminagao rapida na populacao, via pélen, em espécies com alta taxa de
fecundacgéao cruzada, como € o caso do azevém.

A resisténcia dos gendtipos heterozigotos tem implicagbes praticas
importantes em lavouras infestadas com essas plantas, pois 0 aumento da dose de
iodosulfurom, ndo resultara em controle e somente os bi6tipos suscetiveis serdao
controlados, selecionando a populagado dos gendtipos resistentes e heterozigotos na
area. De acordo com Tranel e Whright (2002), quando o mecanismo de resisténcia
envolvido ocorre pela mutagcdo na enzima alvo, a resisténcia é, pelo menos,
parcialmente dominante, com gene de heranca nuclear, transmitido por ambos,
sementes e pdlen. Além disso, na maioria dos casos, ndao sao observados custos para
0 gene de resisténcia na auséncia do herbicida, auxiliando na compreensao do porqué

da rapida evolucao das populacdes resistentes a esses herbicidas.
6.4 Conclusao
Conclui-se que a resisténcia do azevém ao herbicida iodosulfurom é codificada

por gene dominante nuclear, e que o biétipo heterozigoto ndo é controlado com a dose
de registro do herbicida iodosulfurom.
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7 CONCLUSOES

Os bittipos de azevém resistentes (Col e Joi) ao iodosulfurom-metilico séo
controlados com doses entre 8-10 vezes maior que o suscetivel e a reducao de 50%
da matéria seca dos bibtipos resistentes ocorrem com doses entre 6-8 vezes maior

comparado ao suscetivel.
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O mecanismo de resisténcia para os bidtipos Col e Joi ndo envolve a
metabolizacdo mediada pelas isoenzimas P450.

Os Dbidtipos de azevém apresentam resisténcia cruzada para as
sulfonilureias e imidazolinonas.

Os herbicidas glifosato e cletodim sdo alternativas em pos emergéncia para
o controle do bi6tipo Col resistente ao iodosulfurom-metilico e apenas o herbicida
cletodim para o biétipo Joi.

Todos os herbicidas pré-emergentes avaliados sdo opg¢ao para o controle
dos bibtipos de azevém resistentes (Col e Joi) aos inibidores da ALS.

O Kmn e Vmax para os biotipos resistentes AR, NC s&o semelhantes ao
suscetivel

A resisténcia dos bidtipos NC e AR decorrem da insensibilidade da enzima
ao herbicida iodosulfurom-metilico sodio.
por retroalimentacdo dos aminoéacidos valina, leucina e isoleucina.

Os bidtipos resistentes AR e NC metabolizam mais rapidamente o herbicida
comparado com o suscetivel e ndo possuem mecanismo de resisténcia relacionado
a velocidade de absor¢cao do herbicida.

O valor adaptativo entre bidtipos de azevém resistente ou suscetivel ao
iodosulfurom-metilico sédio, em geral, é similar.

A cultura do trigo apresenta maior habilidade competitiva em relagdo aos
bi6tipos de azevém resistente ou suscetivel ao iodosulfurom-metilico.

Para o bidtipo de azevém resistente a competicdo interespecifica €
prejudicial.

A resisténcia do biotipo Joi ao herbicida iodosulfurom é codificada por gene
dominante nuclear, e o heterozigoto ndo € controlado com a dose de registro do
herbicida iodosulfurom.
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