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Resumo

SCHNEIDER, Theodoro. Distrubuicdo geografica e caracterizacao de biotipos
de Lolium multiflorum Lam. resistentes ao herbicida clethodim. 2015. 72f.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduacédo em Fitossanidade.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O azevém (Lolium multiflorum) € uma planta daninha de ciclo anual, presente em
lavouras de inverno, em pomares e vinhedos da regido Sul do Brasil. A espécie &
normalmente controlada pelo herbicida clethodim, no entanto, o uso continuado
desse produto selecionou bidtipos resistentes. Diante disso, 0s objetivos da
pesquisa foram avaliar a distribuicdo dos bidtipos de azevém resistentes ao
herbicida clethodim no Rio Grande do Sul (RS); determinar a dose necessaria de
clethodim para controlar 50% da populagéo (Cso) e reduzir 50% da producdo de
massa da matéria seca da parte aérea (MSsp) dos bibtipos resistentes, em relacao
ao bidtipo suscetivel; verificar o0 mecanismo de resisténcia através da resposta dos
biétipos a aplicacdo de inibidores do metabolismo da cyt-P450; e indicar herbicidas
alternativos para o controle de bibtipos resistentes ao clethodim. Para isso, foram
conduzidos experimentos em casa de vegetacao, laboratorio e a campo, utilizando-
se sementes provenientes de plantas que sobreviveram a aplicacdo de clethodim,
suspeitas de resisténcia, coletadas em lavouras no Estado do RS. De acordo com o0s
resultados, ndo ha bibtipos de azevém resistentes ao herbicida clethodim quando
aplicado a dose de 120g i.a. ha™ (dose maxima de registro) e estadio recomendado,
no entanto, ha bidtipos com menor suscetibilidade que sobreviveram a metade da
maxima dose de registro (60g i.a. ha™). J&, para plantas sobreviventes de aplicacdes
a campo, os biétipos sédo controlados 50% com doses do herbicida entre 28,4 e 29,5
vezes maiores comparados ao bibtipo suscetivel, e a reducdo de 50% da matéria
seca ocorre com doses entre 540 e 575 vezes superior aquela necessaria para o
biétipo suscetivel. Ensaio realizado a campo revelou que os herbicidas paraquat e
amonio-glufosinato, séo alternativas eficientes para controle de azevem. Os bidtipos
apresentaram metabolismo do clethodim pelo complexo cyt-P450, no que se refere a
inibicdo por butoxido de piperonila (PBO), indicando que o metabolismo é a provavel
causa das falhas de controle observadas a campo.

Palavras-chave: Azevém. Clethodim. Poaceae. Resisténcia.



Abstract

SCHNEIDER, Theodoro. Geographic distribution and characterization of Lolium
multiflorum Lam. biotypes resistant to clethodim herbicide, 2015. 72f. Master of
Science - Programa de P0s-Graduacao em Fitossanidade. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

The ryegrass (Lolium multiflorum) is a weed of annual cycle, growing in a winter fields,
orchards and vineyards of Brazilian southern. The specie normally is controlled with
clethodim herbicide, however, the continuous use of this product selected resistant
biotypes. Therefore, the objectives of this research were evaluating the distribution of
ryegrass biotypes resistant to clethodim in Rio Grande do Sul (RS); determine the
required dose to control 50% of population (Csp) and reduce 50% of dry matter
(GRsp) of resistant biotypes, relative to susceptible biotype; examine the mechanism
of resistance by application of cyt-P450 inhibitors; and indicate alternative herbicides
to control biotypes resistant to clethodim. Thereunto, trials were conducted in
greenhouse, lab and field, using seeds from plants that survived to clethodim
application, suspected of resistance, collected in RS state fields. According to results,
there are not ryegrass biotypes resistant to clethodim when applied 120g a.i. ha™
(maximum register dose) and phenological stage recomendate, however, there are
biotypes with less susceptible that survived to half commercial dose (60g a.i. ha™).
As for survived plants of field application, the biotypes were controlled 50% with
herbicide dose between 28,4 and 29,5 times larger compared to susceptible biotype,
and 50% of dry matter was reduced with doses between 540 and 575 times larger
than necessary to control the susceptible biotype. Field trials revealed that paraquat
and glufosinate-ammonium herbicides are efficient alternatives to ryegrass control.
The biotypes showed clethodim metabolism by cyt-P450, as regards to inhibition by
piperonyl butoxide (PBO), indicating that metabolism is probably the causes of
control failures observed in the field.

Key words: Ryegrass. Clethodim. Poaceae. Resistance.
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1 INTRODUCAO

A familia Poaceae é considerada uma das mais numerosas entre as
angiospermas, sendo representada por 707 géneros e 11.337 espécies
mundialmente (STEVENS, 2012). No Brasil, ja foram confirmados aproximadamente
215 géneros e 1.434 espécies e no Rio Grande do Sul (RS), sédo relatados 97
géneros e 452 espécies (FILGUEIRAS et al., 2014).

O azevém (Lolium multifliorum Lam.) espécie da familia Poaceae, é uma planta
anual, herbacea, de fecundacdo cruzada, amplamente utilizada como planta
forrageira e de facil adaptacao a diversas condicfes ambientais (KISSMANN, 1999).
Tem origem na regido do mar mediterrdneo, no sul da Europa e norte da Africa
(KISSMANN, 1996). Em contrapartida, € considerada planta daninha em culturas
anuais e perenes na regiao sul do Brasil (ROMAN et al., 2004). Na cultura do trigo, o
azevém compete intensamente pelos recursos do meio, principalmente devido as
semelhancas entre as duas espécies (RADOSEVICH; HOLT; GHERSA, 1997) e em
culturas de verdo, na pré-semeadura, interferindo no estabelecimento dessas
culturas.

A palha de azevém possui elevado potencial em suprimir a emergéncia e o
crescimento de plantas daninhas estivais, chegando a produzir até 5200 kg MS ha
(BALBINOT JR et al.,, 2007). Esta palha produzida dificulta a emergéncia e/ou
crescimento de varias espécies daninhas devido ao efeito fisico, sombreamento, a
reducdo da amplitude térmica do solo, ao aumento da populagdo de
microorganismos que podem afetar os diasporos de plantas daninhas e a liberagédo
de aleloquimicos (TREZZI; VIDAL, 2004; SOUZA et al., 2006).

O potencial de perda de produtividade das culturas devido a presenca de
plantas daninhas é mais elevado do que qualquer praga (OERKE, 2006). O controle

de plantas daninhas em sistemas agricolas, em todo o mundo, tem sido dominado
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pelo uso de herbicidas (BUSI et al., 2012). Por este motivo, a elevada presséo de
selecdo exercida pelos herbicidas tem contribuido para a evolucdo global de
populacdes de plantas daninhas resistentes a herbicidas (POWLES, YU, 2010). A
resisténcia é caracterizada como a habilidade adquirida e herdavel de uma planta
daninha em sobreviver e se reproduzir depois de submetida a uma dose herbicida a
qual normalmente tem um controle efetivo sobre a populagdo (VARGAS et al.,
2009).

Atualmente, ha aproximadamente 438 casos em 238 espécies de plantas
daninhas resistentes a um ou mais mecanismos de acgéo herbicida, em 84 culturas e
em 65 paises do mundo (HEAP, 2015). Destes bidtipos, 33,10% apresentam
resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS, 16,43% as triazinas, 10,5% aos
herbicidas inibidores da ACCase (Acetyl coenzima A carboxylase), 7,07% as
glicinas, 7,07% as auxinas sintéticas, 5,7% as ureias e amidas, 2,73% as
dinitroanilidas e os 17,4% restantes aos demais grupos de herbicidas (HEAP, 2015).
Bidtipos da espécie de L. multiflorum foram identificados pela primeira vez como
resistentes em 1987, no Estado do Oregon, nos Estados Unidos, ao herbicida
diclofop-methyl, cujo mecanismo de acédo é a inibicdo da ACCase (HEAP, 2015). No
Brasil, o primeiro caso de resisténcia foi registrado em 2003, ao herbicida
glyphosate, um inibidor da enol piruvil shiqguimato fosfato sintase (EPSPs), no
entanto foram registrados casos de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS e
resisténcia multipla a glyphosate e clethodim, este dltimo um inibidor da ACCase
(HEAP, 2015).

ACCase é enzima chave na biossintese de lipideos que catalisa a formacao
de malonyl-CoA oriundo da carboxilacdo do acetyl-CoA (HARWOOD, 1988;
OHLROGGE; BROWSE, 1995; DELYE, 2005a). Os &cidos graxos sdo componentes
importantes de membranas, tais como da membrana celular e do cloroplasto, que
ndo somente involucram os fluidos celulares (citosol), mas também servem como
barreira para compostos que entram ou saem da célula. Os acidos graxos sao
usados como constituintes de ceras e da suberina da cuticula e, também, para
armazenar energia (ROMAN, 2007).

Dois tipos de ACCase s&o conhecidos: A ACCase heterodimérica
procaridtica composta por multiplas subunidades, e a ACCase homodimérica
eucaridtica composta por uma unidade de proteina multifuncional (HARWOOD,
1996; NIKOLSKAYA et al., 1999; POWLES; YU, 2010). As poaceas apresentam
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formas homodiméricas similares tanto nos plastidios como no citosol, n&o
apresentando a forma heterodimérica, ja as dicotiledéneas apresentam as duas
formas da ACCase, sendo que a forma heterodimérica é insensivel aos herbicidas
inibidores da ACCase (BURTON, 1997; NIKOLAU et al., 2003; DELYE, 2005;
POWLES; YU, 2010). Sendo assim, a seletividade dos herbicidas inibidores da
ACCase em plantas dicotiledbneas esta baseada nas diferencas das formas da
ACCase heterodimérica presente nas dicotiledéneas (geralmente insensiveis) e
homodimérica presente nas gramineas (geralmente sensiveis).

Os herbicidas inibidores da ACCase sdo pds-emergentes seletivos a culturas
dicotiledoneas, sendo compreendidos  por  trés  grupos  quimicos:
ariloxifenoxipropionatos (APPs), ciclohexanodionas (CHDs) e fenilpirazolinas (FPZs).
Os APP e CHD foram introduzidos ha pouco mais de 30 anos, e FPZ, foi introduzido
no mercado mais recentemente em 2006 (DEVINE; SHIMABUKURO, 1994; HOFER
et al., 2006). A molécula clethodim pertence ao grupo das ciclohexanodionas, sendo
um dos principais herbicidas utilizados no controle de azevém em pré-semeadura de
trigo e milho. Os trés grupos quimicos possuem atividades similares em inibir a
ACCase homodimérica em poaceas, e exibem sintomas similar de fitotoxicidade
(BURTON, 1997).

A frequéncia de ocorréncia de populagbes resistentes aos inibidores da
ACCase é geralmente atribuida & alta frequéncia inicial de individuos (10 plantas)
gue apresentam o bidtipo resistente na natureza para este grupo de herbicidas
(VIDAL; FLECK, 1997). Bittipos de plantas daninhas resistentes aos inibidores da
ACCase podem surgir ap0s seis a dez anos de pressao de selecao (DEVINE, 1997).
Em adicdo, a evolucdo da resisténcia € atribuida a falta de rotacdo de culturas que
propicia a rotacdo de herbicidas com mecanismo de acdo distinto e/ou mistura de
herbicidas (BECKIE; REBOUD, 2009). O agravante deste caso é que para L.
multiflorum muitas popula¢gfes desta espécie, em todo o mundo, estdo evoluindo com
resisténcia aos poucos herbicidas pés-emergentes existentes no mercado para o
controle da espécie. Ainda que, em muitos casos, a evolucdo estd levando a
resisténcia multipla, reduzindo o “leque” de herbicidas alternativos para o controle
(KAUNDUN et al., 2013). Resisténcia multipla caracteriza-se por uma planta possuir
resisténcia a dois ou mais herbicidas de diferentes mecanismo de acédo, devido a
dois ou mais mecanismos de resisténcia, sendo que a resisténcia cruzada ocorre

quando um biotipo € resistente a dois ou mais herbicidas, devido a apenas um
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mecanismo e a diferentes grupos quimicos do mesmo mecanismo de acéo
(AGOSTINETTO; VARGAS, 2009).

A comprovacao cientifica da resisténcia de populacfes de plantas daninhas
aos herbicidas inicia-se com diagndsticos campo, seguidos de estudos de casa-de-
vegetacdo e/ou laboratorio. Experimentos de curvas de dose-resposta permitem
quantificar o nivel da resisténcia, sendo representadas através de modelos néo
lineares, como log-logisticos, utilizando parametros que sédo biologicamente
significativos quando aplicados a resposta de plantas a herbicidas (SEEFELDT,;
JENSEN; FUERST, 1995).

Os modelos log-logisticos permitem determinar o valor do fator de
resisténcia (FR), a partir da determinacdo da dose necessaria para o controle de
50% da populacdo (Cso) e da dose necessaria para reduzir em 50% a massa seca
da parte aérea da populagdo (MSso) com suspeita de resisténcia (GAZZIERO et al.,
2009). O FR refere-se ao numero de vezes que a dose necessaria para o controle
da populacdo resistente é superior do que a dose que causa 0 mesmo efeito na
populacao suscetivel (HALL, 1998).

A resisténcia de plantas daninhas € processo evolutivo, e sua dindmica e
impacto sdo dependentes de inimeros fatores. Fatores relacionados a genética
(frequéncia de genes resistentes, numero de genes envolvidos com a resisténcia, se
0 gene de resisténcia é dominante e se ocorre custo de adaptacdo dos genes de
resisténcia), a biologia da espécie (se possu polinizacédo cruzada ou autopolinizacéo,
capacidade de producéo de sementes, longevidade do banco de sementes no solo e
capacidade de dispersao do polen), ao herbicida (estrutura quimica, local de acao e
tempo de atividade residual) e praticas operacionais (dose do herbicida, habilidade
do operador e manejo adotado como, por exemplo, praticas alternativas ao controle
quimico de plantas daninhas e rotacdo de culturas) (JASIENIUK; BRULE-BABEL,;
MORRISON, 1996; POWLES; YU, 2010).

O tipo de heranca da resisténcia é aspecto fundamental no estabelecimento
da resisténcia em uma populacdo de plantas. Ha dois tipos basicos de heranca: a
citoplasmatica (materna) e a nuclear. Heranca citoplasmatica € aquela em que os
caracteres hereditarios sdo transmitidos via citoplasma, assim, somente a planta
mae podera transmitir a caracteristica para seus filhos, sendo exemplo a resisténcia
as triazinas. Por outro lado, se a heranca for nuclear, a transmissdo serd via

cromossomos, e dessa forma, tanto o pai como a méae podem transmitir a
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resisténcia, sendo exemplo a resisténcia aos inibidores da ALS. Na resisténcia com
heranca materna ndo ocorre migracdo de alelos entre populacbes adjacentes,
assim, a evolucéo deste tipo de resisténcia € mais lenta do que a do tipo nuclear, em
gue ocorre migracao de alelos via pdlen. (JASIENIUK; BRULE-BABEL; MORRISON,
1996; POWLES; YU, 2010).

O mecanismo que confere resisténcia de plantas daninhas a herbicidas pode
estar relacionado com o sitio de acdo do herbicida alterado e/ou ndo relacionado ao
sitio de acdo. Para a resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima ACCase, a
alteracdo no local de acdo do herbicida € o mecanismo de maior ocorréncia. 1Sso
ocorre devido a mutacdo pontual no gene ACCase, resultando em uma alteracédo
nos aminoacidos da enzima alvo, o que impede ou reduz a ligacdo do herbicida no
seu local de acdo (TRANEL; WRIGHT, 2002; DELYE, 2005; POWLES; YU, 2010).
No entanto, em muitos estudos o foco € somente elucidar o mecanismo relacionado
ao local alvo e ndo examinar a resisténcia nao relacionada ao local de agcdo do
herbicida (AHAMAD-HAMDANI et al., 2013; BURGOS et al., 2013).

A primeira alteracdo no gene ACCase foi encontrada em bidtipos de L.
rigidum, com alteracdo do aminoacido Leucina (Leu) por isoleucina (lle) na posicéo
1781, sendo esta a mutacdo mais ocorrente em resisténcia de plantas daninhas aos
herbicidas inibidores da ACCase (POWLES, YU, 2010). Atualmente, ha oito
mutacBes encontradas conferindo resisténcia a estes herbicidas, sendo elas:
Leucina - 1781 - lIsoleucina, Triptofano — 1999 - Cisteina, Triptofano — 2027 -
Cisteina, Isoleucina — 2041 - Asparagina, Isoleucina — 2041 - Valina, Asparagina —
2078 - Glicina, Cisteina — 2088 - Arginina, Glicina — 2096 - Alanina (DELYE, 2005;
WHITE; MOSS; KARP, 2005; CHRISTOFFERS; PEDERSON, 2007; YU et al., 2007;
POWLES, YU, 2010; PETIT et al., 2010).

O nivel e o espectro de resisténcia estdo intimamente ligados com a
mutacdo ocorrida, o herbicida e a dose utilizada para a avaliagio (DELYE;
MATEJICEK, MICHEL, 2008; KAUNDUN, 2010, YU et al., 2007). Para obter
informacdes precisas € necessario caracterizar o biotipo com resisténcia através de
sequenciamento do gene em estudo e a quais herbicidas a resisténcia esta
ocorrendo (DELYE; MATEJICEK, MICHEL, 2008; DELYE et al., 2005; YU et al.,
2007). Uma mutagéo pode causar resisténcia a um determinado herbicida e ndo a
outros, a exemplo da mutacdo Asparagina — 2078 — Glicina que confere alta

resisténcia a varios (CHD e APP) herbicidas inibidores da ACCase, mas nhao
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apresenta resisténcia ao herbicida (CHD) clethodim (DELYE; MATEJICEK,
MICHEL, 2008; YU et al.,, 2007). Para tanto, € errado assumir que todas as
mutacBes causam niveis elevados de resisténcia.

Em adicdo, o mecanismo de resisténcia ndo relacionado com o local de agéo
pode ocorrer por reducdo da absorcdo, reducdo ou aumento da translocagéo,
aumento da taxa de metabolizacdo e da compartimentalizacdo do herbicida
(POWLES, YU, 2010). Para a resisténcia aos herbicidas inibidores da ACCase, a
metabolizacdo pelo Citocromo P450 monooxigenase (cyt P450) é o segundo
mecanismo de maior ocorréncia (DELYE, 2005; POWLES, YU, 2010). Outros
mecanismos ndo foram identificados até o presente momento para resisténcia a
estes herbicidas. A metabolizacdo dos herbicidas ocorre pelo aumento da atividade
do cyt P450, reduzindo a quantidade do herbicida no sitio de acao, ficando abaixo do
nivel letal, e/ou protegendo a planta da acdo do herbicida (YU; POWLES, 2014).
Esse mecanismo de resisténcia merece especial atencdo, uma vez que pode
conferir resisténcia multipla a dois ou mais mecanismos de acdo herbicidas,
reduzindo a possibilidade de controle com herbicidas de mecanismo de acao distinto
(POWLES, YU, 2010).

O incremento da metabolizacdo pode ser estudado utilizando-se inibidores
especificos do cyt P450, que podem reduzir parcial ou totalmente a expressdo de
enzimas detoxificantes e, por consequéncia, reduzir o fator de resisténcia dos
bidtipos avaliados (LETOUZE; GASQUEZ, 2003; MATZENBACHER, 2012).

O manejo de areas infestadas com plantas daninhas resistentes é realizado
por medidas que visem a reducdo da pressdo de selecdo e praticas que tém por
finalidade impedir a dominancia de biotipos resistentes (VARGAS et al., 2009). A
associacdo de herbicidas e utilizacdo de herbicidas com mecanismos de acéo
diferentes s&@o preconizadas para o manejo de plantas daninhas resistentes
(JOHNSON; GIBSON, 2006; SHANER, 2000; VARGAS et al., 2009). Para o controle
de Lolium multiflorum existem 74 marcas comerciais registradas de 17 ingredientes
ativos herbicidas diferentes, incluindo clethodim (AGROFIT, 2015). Dessa forma,
outros herbicidas podem ser utilizados para o controle das plantas de azevém em
pré-semeadura de trigo, milho e soja.

Sendo assim, o conhecimento dos locais de ocorréncia de casos de
resisténcia de Lolium multiflorum ao clethodim no RS e o mecanismo de resisténcia dos

bidtipos podem auxiliar na determinacéo da gravidade do problema e na proposicéao
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de alternativas para o controle. Para isso, devem ser realizados estudos especificos
que visem confirmar a ocorréncia de bibtipos resistentes ao clethodim, determinar o
nivel de resisténcia destes biotipos, e identificar os fatores envolvidos no
desenvolvimento deste fendmeno. Assim, busca-se evitar que ocorra a
disseminacdo dos bibtipos resistentes, de forma que o uso do clethodim nessas
areas nao prejudique o manejo de plantas daninhas e que aumente o tempo de
utilizacao do herbicida.

Hipotetiza-se que existem bidtipos de Lolium multiflorum resistentes ao
clethodim no RS e que estes s@o sensiveis a herbicidas de outros mecanismos de
acdo. Os objetivos foram identificar a ocorréncia da resisténcia de azevém ao
clethodim no RS, determinar a Cso € MSsp, investigar o possivel mecanismo de
resisténcia, avaliar os fatores envolvidos nas falhas de controle observadas a

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



2 CAPITULO | - Distribuicdo geografica de azevém resistente ao herbicida

clethodim Rio Grande do Sul.

2.1 Introducéao

O azevém (Lolium multifiorum) € uma poaceae de inverno, de ciclo anual ou
bianual de fecundacdo cruzada, rastica, de folhas finas, adaptadas as baixas
temperaturas da regido sul do Brasil. E utilizada como cobertura de inverno no
sistema de semeadura direta, como uma cultura agricola para o uso forrageiro, ou
ainda para proporcionar cobertura morta em pomares e para 0 sistema de
semeadura direta. Apesar de ser utilizado para fins culturais, o azevém pode se
constituir uma planta daninha em diversas culturas (KISSMANN, 2007). O azevém
destaca-se dentre as plantas daninhas ocorrentes nas lavouras de trigo e milho no
Brasil e em outros paises (ROMAN et al., 2004), competindo intensamente por
recursos do meio (RADOSEVICH; HOLT; GHERSA, 1997) e interferindo no
estabelecimento dessas culturas.

No sistema de semeadura direta ou em pomares, o controle do azevém é
normalmente realizado com a aplicacdo de herbicidas nao-seletivos, sendo o
glyphosate o mais utilizado. O uso intensivo do glyphosate para esse fim deve-se a
sua alta eficiéncia, em diferentes estagios vegetativos das espécies, combinado ao
seu custo baixo comparado aos demais herbicidas (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-
OVEJERO, 2003). O uso intensivo de um herbicida impde alta pressao de selecéo
sobre a populacdo de plantas resultando na selecdo de bidtipos resistentes
preexistentes na populagido (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2003;
VARGAS et al.,, 2009; POWLES; YU, 2010). O uso repetido de glyphosate
selecionou bibtipos de azevém resistentes a este herbicida (ROMAN et al., 2004).
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A resisténcia é definida como a capacidade inerente e herdavel de um biétipo,
dentro de uma determinada populacdo, de sobreviver e se reproduzir apos
exposicao a dose de registro do herbicida para o controle da espécie, obedecidos os
critérios de aplicacdo (GAZZIERO et al., 2009). A resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas é um processo evolutivo, e a dindmica e o impacto sdo dependentes de
diversos fatores. Os fatores capazes de determinar como a resisténcia é
impulsionada séo a diversidade genética da populacdo, a existéncia de genes de
resisténcia a um herbicida especifico e fatores operacionais (POWLES; YU, 2010).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas € um problema de carater
mundial. No Brasil, nos ultimos anos, ganhou importancia devido ao surgimento de
inUmeros casos de espécies resistentes a diferentes mecanismos de acéo herbicida.
No Rio Grande do Sul (RS) destacam-se as espécies com resisténcia ao glyphosate
Conyza bonariensis, Conyza canadensis € Lolium multiflorum (HEAP, 2015). O azevém possui
resisténcia multipla ao glyphosate e aos inibidores da ACCase (HEAP, 2015). Em
nivel mundial, 0 azevém apresenta resisténcia a seis mecanismos de acao herbicida
e no Brasil, apresenta resisténcia aos Inibidores da 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato
sintase (EPSPs), acetolactato sintase (ALS) e acetil Coenzima A carboxilase
(ACCase) (HEAP, 2015).

Como alternativa de controle de populacdes de azevém resistente a
glyphosate e inibidores da ALS, principalmente em pré-semeadura de milho e trigo,
sdo utilizados os herbicidas inibidores da enzima ACCase (ROMAN et al., 2004). Os
herbicidas inibidores da ACCase sao aplicados em pdés-emergéncia das plantas
daninhas, controlam espécies poaceas e sdo seletivos para as culturas
magnoliopsidas (VIDAL; MEROTTO JR, 2001). Entretanto, alguns herbicidas
inibidores da ACCase como diclofop-methyl, clodinafop-propargyl e pinoxadem,
apresentam seletividade também para as culturas liliopsidas como o trigo
(CHHOKAR et al., 2008; KUK et al., 2008), e profoxidim e cyalofop, para a cultura do
arroz (USUI, 2001).

O uso repetido de herbicidas inibidores da ACCase resultou na selecdo de
biotipos resistentes a esse mecanismo de agdo no Brasil. As caracteristicas
bioecolégicas do azevem como: variabilidade genética, alogamia, e elevada
producdo de sementes, associada a estratégias de manejo inadequadas torna a
selecdo de bidtipos resistentes previsivel e preocupante (CHRISTOFFOLETI,
LOPEZ-OVEJERO, 2003).
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Diante de um cenério de aumento da ocorréncia de casos de resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas, medidas que preconizem o manejo da resisténcia sao
fundamentais, sendo que o monitoramento constante da lavoura para identificacédo
dos focos de resisténcia e eliminacéo das plantas suspeitas sao importantes (HUGH,
2006; LAZAROTO; FLECK; VIDAL, 2008). Depois de identificada a resisténcia a
campo, a adocdo de préaticas como rotacdo de culturas, misturas de herbicidas,
aplicacoes localizadas e a associacdo de métodos de controle reduzem o impacto
do problema (HUGH, 2006). O controle proativo de resisténcia com a utilizacdo de
herbicidas pré-emergentes pode levar a um custo 26% maior, no entanto, este
aumento se justifica frente ao custo de controle reativo, quando as plantas séo
resistentes aos glyphosate, onde se faz necessario a mistura de herbicidas,
tornando o custo 358% maior para viabilizar o cultivo livre da interferéncia de plantas
daninhas resistentes (MUELLER et al., 2005).

O conhecimento das espécies resistentes e da extensdo da area infestada
fornece conhecimento da gravidade do problema e permite determinar o manejo da
resisténcia e tornar o processo de selecdo de bidtipos resistentes mais lenta,
auxiliando na tomada de decisdes reativas no controle destas populagbes (OWEN;
MARTINEZ; POWLES, 2014). Além disso, 0 mapeamento da resisténcia permite
estabelecer os custos da resisténcia, definicdo de politicas publicas e assisténcia
técnica direcionada.

No Brasil ndo existe levantamento de area infestada com azevém resistente
aos herbicidas inibidores da ACCase. A realizacédo de levantamento de populacdes
de azevém com resisténcia aos herbicidas inibidores da ACCase é uma ferramenta
qgue permitira identificar os locais de ocorréncia desta resisténcia e determinar
estratégias de manejo especificas para cada regido de acordo com suas
caracteristicas. De posse destas informacdes, a tomada de decisdo e a adoc¢éo de
estratégias de prevencéo e controle da resisténcia se tornam aplicavel, recuperando
a viabilidade de cultivo nessas éareas.

Hipotetiza-se neste trabalho que existem bidtipos de azevém resistentes ao
herbicida clethodim no Estado do Rio Grande do Sul e o objetivo foi avaliar a
distribuicdo geografica dos bidtipos de azevém resistentes a este no Estado do Rio
Grande do Sul.
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2.2 Material e Métodos

Para a realizacdo do trabalho, foram coletadas sementes de plantas de
azevém que sobreviveram a aplicacdo de herbicidas inibidores da ACCase em
lavouras da regido norte do Estado do Rio Grande do Sul. As sementes que
compunham as amostras eram provenientes de uma planta e todos os pontos de
coleta foram identificados por coordenadas geodésicas, através da utilizacdo do
Global Positioning System (GPS).

A coleta das sementes ocorreu entre os meses de setembro e novembro de
2013, em propriedades localizadas nos municipios: Agua Santa (3), Alto Alegre (2),
Augusto Pestana (2), Barra Funda (2), Barracédo (4), Boa Vista do Cadeado, Boa
Vista do Incra (3), Bom Progresso, Campo Novo, Capédo Bonito do Sul, Carazinho
(3), Caseiros (2), Ciriaco (2), Colorado, Condor, Coqueiros do Sul (5), Coronel
Bicaco, Coxilha (2), Crissiumal (4), Cruz Alta (3), David Canabarro (2), Ernestina,
Erval Seco (3), Espumoso (2), Frederico Westphalen, Gentil, Horizontina (2),
Humaita (2), Ibiaca (2), Ibiraiaras (2), Independéncia (2), Jéia (3), Julio de Castilhos
(3), Lagoa Vermelha (3), Machadinho (4), Mato Castelhano, Maximiliano de Almeida,
Muitos Capdes (2), Nova Candelaria, Novo Barreiro, Paim Filho (2), Palmeira das
Missdes (2), Panambi (4), Passo Fundo, Pejucara (3), Saldanha Marinho (2), Salto
do Jacui, Sananduva (3), Santa Rosa, Santa Barbara do Sul (3), Santa Cecilia do
Sul, Santo Augusto, Santo Cristo (2), S&o Jodo da Urtiga, Sdo José do Inhacora,
Sao José do Ouro (2), Sdo Miguel das Missbes, Seberi (2), Selbach, Tapejara (2),
Tapera, Taquarucu do Sul (2), Tenente Portela (2), Tio Hugo (2), Trés de Maio (4),
Trés Passos (2), Tucunduva (3), Tupanciretd (2), Tuparendi, Vacaria (2), Victor
Graeff, Vila Langaro (4) e Vista Alegre (Fig. 1), totalizando 152 amostras de
sementes coletadas em 74 municipios.

ApGs as coletas as sementes foram limpas, identificadas e armazenadas até o
momento de serem utilizadas em experimentos. O experimento, realizado para
confirmacdo da resisténcia, foi conduzido entre outubro e dezembro de 2013, em
casa de vegetacdo da Embrapa Trigo, no municipio de Passo Fundo-RS, em
delineamento completamente casualizado e os tratamentos arranjados em esquema
fatorial, onde o fator A constou dos biétipos de diferentes locais de coleta e fator B
constou de duas doses do herbicida clethodim, 60 e 120g i.a. ha™, representando a

metade da maxima dose de registro e a maxima dose de registro, respectivamente,
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para o controle de azevém em pré-semeadura de milho e trigo (AGROFIT, 2014).
Adicionou-se ainda um tratamento testemunha sem aplicagdo herbicida. As
unidades experimentais constituiram-se de vasos plasticos, com capacidade
volumétrica de 500mL, contendo substrato comercial, sendo compostas por cinco
plantas vaso™.

Quando as plantas atingiram o estadio vegetativo de quatro folhas a um
afilho, foi aplicado o herbicida, utilizando-se pulverizador costal, pressurizado a CO,,
calibrado para proporcionar volume de aplicacdo de 120L ha™ de calda herbicida,
equipado com pontas de pulverizacdo do tipo leque 110.015. Utilizou-se
adicionalmente na calda o adjuvante Lanzar® na dose de 0,5% V/v.

Figura 1 — Localizagdo geografica dos municipios onde foi realizada coleta de
sementes de plantas de azevém com suspeita de resisténcia ao
herbicida clethodim no Estado do Rio Grande do Sul. Adaptado de
Geolivre — Mapas tematicos RS, 2011.

A variavel avaliada foi controle visual aos 28 dias apds a aplicacdo do
tratamento (DAT), sendo os biotipos identificados de acordo com a resposta aos
herbicidas como suscetiveis ou resistentes, adotando-se escala binaria onde zero
(O) representou a morte das plantas e um (1) sobrevivéncia. Os dados obtidos foram

analisados por estatistica descritiva, procurando-se estabelecer relagbes entre a
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distribuicdo de casos de azevém com suspeita de resisténcia aos inibidores da

enzima ACCase.
2.3 Resultados e Discussao

A andlise dos dados revelou que todos os 152 bidtipos coletados foram
controlados com a dose de 120g i.a. ha® de clethodim, evidenciando a n&o
ocorréncia de resisténcia a este herbicida (tab. 1). No entanto, 14 biotipos
sobreviveram & aplicacdo de metade da méxima dose de registro (60 g i.a. ha™) para
o controle de azevém, mostrando diferenca de sensibilidade (tab. 1). Resultados
similares foram observados em estudos de sensibilidade de bi6tipos de Euphorbia
heterophylla € Eleusine Spp. com suspeita de resisténcia ao herbicida glyphosate,
oriundos de lavouras de soja RR do RS (NOHATTO, 2010; ULGUIM, 2012; VARGAS
et al., 2013).

Tabela 1 — Localizagéo e resposta (O=morte, 1= sobrevivéncia) de biétipos de Lolium
multifiorum em funcéo da aplicacdo de 60 e 120g i.a. ha™ de clethodim
avaliado visualmente aos 28 dias apds o tratamento (DAT). Embrapa-
Trigo, Passo Fundo/RS, 2013.

Resposta ao

Coordenadas
Biotipo Municipio Clethodim
Latitude Longitude 60 g 120 g

AGS 01 Agua Santa 28°17’ 38” 51°58’ 34” 0 0
AGS 02 Agua Santa 28°15" 11” 51°58’ 50” 1 0
AGS 03 Agua Santa 28° 14’ 38" 51° 58’ 57" 1 0
ALA 01 Alto Alegre 28° 46’ 34" 52° 56’ 15” 0 0
ALA 02 Alto Alegre 28° 46’ 45” 52° 59’ 06” 0 0
APE 01 Augusto Pestana 28° 31’ 43” 54° 01’ 11~ 0 0
APE 02 Augusto Pestana 28° 33’ 04” 54° 03’ 51” 0 0
BAF 01 Barra Funda 28° 55’ 55” 53° 03 27" 0 0
BAF 02 Barra Funda 27° 55’ 59” 53° 00’ 30” 0 0
BAR 01 Barracao 27° 48’ 60" 51° 26’ 42” 0 0
BAR 02 Barracao 27° 39’ 51~ 51° 32” 55” 0 0
BAR 03 Barracao 27° 35’ 55” 51° 38’ 25” 0 0
BAR 04 Barracao 27° 41’ 04” 51° 30’ 53” 0 0
BVC 01 Boa Vista do Cadeado 28° 32’ 45" 53° 47’ 40” 0 0
BVI 01 Boa Vista do Incra 28° 56’ 40” 53° 24’ 59” 0 0
BVI 02 Boa Vista do Incra 28° 56’ 45” 53° 24’ 49” 0 0
BVI 03 Boa Vista do Incra 28° 52’ 38” 53° 27 51” 0 0
BOP Bom Progresso 27° 34’ 25” 53° 51’ 58” 0 0
CAN Campo Novo 27° 40’ 48” 53° 50’ 31~ 0 0
CBS Capéo Bonito do Sul 28° 18’ 60” 51° 21’ 09” 0 0
CAR 01 Carazinho 28° 20’ 09” 52° 55’ 34” 0 0
CAR 02 Carazinho 28° 20’ 36" 52°51' 19” 0 0
CAR 03 Carazinho 28° 20’ 34” 52° 54’ 39” 0 0
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CAS 01
CAS 02
CIR 01
CIR 02
coL 01
CON 01
coQ1
COQ 2
COQ 3
COQ 4
COQ5
COB

COX 01
COX 02
CRI 01
CRI 02
CRI 03
CRI 04
CRA 01
CRA 02
CRA 03
DAC 01
DAC 02
ERN 01
ERS 01
ERS 02
ERS 03
ESP 01
ESP 02
FRW 01
GEN 01
HOR 01
HOR 02
HUM 01
HUM 02
IBI 01

IBI 02

IBR 01
IBR 02
IND 01
IND 02
Jol 01
JOI 02
JOI 03
JCA 01
JCA 02
JCA 03
LAV 01
LAV 02
LAV 03
MAC 01
MAC 02
MAC 03
MAC 04
MCA 01
MAX 01
MUC 01
MUC 02
NCA 01
NBA 01

Caseiros
Caseiros

Ciriaco

Ciriaco

Colorado

Condor
Coqueiros do Sul
Coqueiros do Sul
Coqueiros do Sul
Coqueiros do Sul
Coqueiros do Sul
Coronel Bicaco
Coxilha

Coxilha
Crissiumal
Crissiumal
Crissiumal
Crissiumal

Cruz Alta

Cruz Alta

Cruz Alta

David Canabarro
David Canabarro
Ernestina

Erval Seco

Erval Seco

Erval Seco
Espumoso
Espumoso
Frederico Westphalen
Gentil
Horizontina
Horizontina
Humaita
Humaita

Ibiaca

Ibiaca

Ibiraiaras
Ibiraiaras
Independéncia
Independéncia
Joéia

Joéia

Joéia

Julio de Castilhos
Julio de Castilhos
Julio de Castilhos
Lagoa Vermelha
Lagoa Vermelha
Lagoa Vermelha
Machadinho
Machadinho
Machadinho
Machadinho
Mato Castelhano
Maximiliano de Almeida
Muitos Cap0es
Muitos Cap0es
Nova Candelaria
Novo Barreiro

28° 13’ 30”
28° 16’ 44”
28° 18’ 26”
28° 19’ 06”
28°22° 18"
28° 09’ 497
28° 11’ 20”
28°11°09”
28°11° 23"
28°11° 37
28° 11’ 33”
27° 46’ 13”7
28° 07’ 01”7
28° 10’ 06”

27°30 * 55”

27°32' 37"
27° 33’ 06”
27° 30’ 47"
28° 51’ 52"
28° 47 26”
28°42 47
28° 23’ 53”
28° 22’ 57
27° 33’ 19”
27° 31’ 16”
27° 31’ 24”
27° 31’ 57"
28° 49’ 39”
28°52’ 18”
27°24° 127
28° 18’ 57~
27° 36’ 23”
27° 35’ 09”
27° 33 127
27° 34’ 197
28° 03’ 37”
28° 03’ 47
28° 20 47~
28° 20’ 34
27° 52’ 64~
27° 52’ 28”
28° 44’ 18”
28°43 33"
28° 44’ 14”
29° 16’ 01”
29° 06’ 56”
29° 11’ 02”
28° 04’ 23”
28° 17 52”7
28°17 31
27° 35 55”
27° 39 37”7
27° 34 18”
27° 36’ 46”
28° 18’ 53”
27° 36’ 58”
28° 19’ 327
28° 19’ 34”
27° 38’ 06”
27° 55 Q7”

51° 38 27~
51°40” 44"
51° 57" 11~
51° 54’ 34”
52°17° 217
53° 28’ 05”
52° 44’ 33”
52° 44’ 19”
52° 44’ 38”
52° 44’ 23”
52°44’' 17~
53° 34’ 37~
52° 15’ 51”7
52° 18 51”7
54° 08’ 13”
54° 01’ 18”
54° 15’ 34”
54°12’ 12
53° 36’ 44”
53°36’ 16”
53° 35’ 07”
51°48 02
51°51" 11~
52° 30’ 35”
53° 28 31”
53°28 17~
53° 28’ 39”
52° 54’ 08”
52°43’ 19
53°24’ 41~
51°02’ 06”
54° 21’ 30”
54° 20’ 57”
53° 55’ 39”
53° 55’ 54”
51°49 44~
51° 50’ 43”
51° 38’ 49”
51° 38’ 45”
54° 11’ 49”7
54° 11’ 52”
54° 10’ 07~
54° 09’ 56”
54° 10’ 06”
53°39’ 19”
53° 39’ 57”
53° 40’ 40”
51° 27’ 58”
51°27 01~
51° 23 48~
51° 38’ 25”
51° 33 53”
51°40’ 38”
51042’ 18”
51°08’ 35”
51°47 35”
51°15’ 04”
51°14’ 10”
54° 08 17”
53° 05 11~

[cNeoNoNoloNolololololololoNoNoNoloNoloNoNolol lolNeoloNoloNoloNol NeoloNol Neoh JeollojolNoNolNoloNoloNoNol Neolol NeolololNoNeNoNe]
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PAF 01
PAF 02
PAM 01
PAM 02
PAN 01
PAN 02
PAN 03
PAN 04
PAS 01
PEJ 01
PEJ 02
PEJ 03
SAM 01
SAM 02
SAJ 01
SAN 01
SAN 02
SAN 03
SAR 01
SAB 01
SAB 02
SAB 03
SAC 01
SAG 01
SCR 01
SCR 02
SJu 01
sJi o1
SJO 01
SJO 02
SMM 01
SEB 01
SEB 02
SEL 01
TAP 01
TAP 02
TPE 01
TAQ 01
TAQ 02
TPO 01
TPO 02
TIH 01
TIH 02
TRM 01
TRM 02
TRM 03
TRM 04
TRP 01
TRP 02
Tuc 01
TUC 02
TUC 03
TUP 01
TUP 02
TPA 01
VAC 01
VAC 02
VGR 01
VLA 01
VLA 02

Paim Filho

Paim Filho

Palmeira das Missfes
Palmeira das Missbes
Panambi

Panambi

Panambi

Panambi

Passo Fundo
Pejucara

Pejucara

Pejucara

Saldanha Marinho
Saldanha Marinho
Salto do Jacui
Sananduva
Sananduva
Sananduva

Santa Rosa

Santa Barbara do Sul
Santa Barbara do Sul
Santa Barbara do Sul
Santa Cecilia do Sul
Santo Augusto

Santo Cristo

Santo Cristo

S&o Joao da Urtiga
Sao José do Inhacora
Sao José do Ouro
Sao José do Ouro
S.Miguel das Missbdes
Seberi

Seberi

Selbach

Tapejara

Tapejara

Tapera

Taquarugu do Sul
Taquarugu do Sul
Tenente Portela
Tenente Portela

Tio Hugo

Tio Hugo

Trés de Maio

Trés de Maio

Trés de Maio

Trés de Maio

Trés Passos

Trés Passos
Tucunduva
Tucunduva
Tucunduva
Tupanciretd
Tupanciretd
Tuparendi

Vacaria

Vacaria

Victor Graeff

Vila Langaro

Vila Langaro

27° 43’ 30”
27° 41’ 48”
27° 53’ 53”
27° 45’ 51”
28° 20’ 317
28° 15’ 36”
28° 21’ 50”
28° 21’ 03”
28°14’'13”
28° 19’ 30”
28° 19 27
28° 25’ 53"
28° 25’ 59”
28° 23’ 40”7
29° 03’ 43”
27° 58’ 20”
27° 53 37
27° 58’ 20”
27° 50’ 59”
28° 24’ 27
28° 22’ 48”
28° 23’ 25”
28° 15’ 30”
27° 43’ 08”
27° 50’ 30”
27° 50’ 30”
27° 51 15”
27 41 377
27° 46’ 55”
27° 43 127
28° 59’ 317
27° 25’ 44”
27° 25’ 36”
28° 38’ 02”
28° 03’ 44”
28° 04’ 11”7
28° 38’ 44”
27° 23’ 56”
27° 24’ 01”7
27° 23 327
27° 23’ 34”
28° 35’ 28”
28° 33’ 28”
27° 44’ 407
27° 48’ 52”
27° 49’ 00”
27° 47107
27° 25’ 33”
27° 29 47
27° 36’ 39”
27° 39’ 26”
27° 36’ 39”
29° 02’ 59”
20° 02’ 43”
27° 44 22
28° 25’ 25”
28° 30’ 39”
28° 37’ 52”7
28° 08’ 28”
28° 08’ 03”

51° 44’ 27"
51° 47 53"
53° 15’ 45”
53° 30’ 06”
53° 33 60”
53° 28’ 18”
53° 27’ 39”
53° 27’ 39”
52° 34' 15”
53° 39’ 52”
53° 39’ 48”
53° 33’ 24”
53° 08’ 11”
53° 03’ 15”
53° 09 32”
51° 47 35”
51° 49’ 15”
51° 47’ 34”
54° 32 59”
53° 13’ 53”
53° 24’ 13”
53° 24’ 13”
51° 59’ 47"
53° 50’ 58”
54° 34’ 44”
54° 35’ 23”
51° 49’ 26”
54° 09’ 12”
51° 38’ 29”
51° 32° 15”
54° 22’ 35”
53° 25’ 17”
53° 25’ 24”
52° 56’ 07"
51° 54’ 58”
51° 58’ 21”
52° 51’ 14”
53° 28’ 45”
53° 27’ 54”
53° 49’ §9”
53° 47’ 54”
52° 38’ 02”
52° 34’ 18”
54° 12’ 53”
54° 15’ 16”
54° 15’ 05”
54° 14’ 59”
53° 55’ 22”
53° 53’ 36”
54° 28’ 49”
54° 27 10”
54° 28’ 58”
53° 40’ 65”
53° 40’ 18”
54° 24’ 23"
51° 01’ 19”
50° 51’ 49”
52° 45° 32”
52° 12’ 28”
52° 09’ 09”

ol NeoleoloNeolololNololololooNoNoloNoloNeol Noll leoNeoloNoloNoloNoNoloNeol NeoNeoloNeooloNoNolNoloNoloNol NeoNoloNeoloNeol NeolNeNoNe]

eNeoololololololololoNeoooololololololololNoNeoloololololololNoNoNoloololololololololoNolololololololoNolololoNoNeNeNe]




29

VLA 03 Vila Langaro 28° 08’ 34” 52° 09’ 08” 0 0
VLA 04 Vila Langaro 28° 08 19” 52° 09’ 18” 0 0
VIA 01 Vista Alegre 27° 22’ 35” 53° 29’ 34” 0 0

A utilizacdo da maxima dose de registro do herbicida deve-se ao fato de que
uma planta somente pode ser classificada como resistente a herbicida, se ela
sobreviver e se reproduzir apos a exposicdo da dose de registro do produto para o
controle da espécie, obedecido os critérios de aplicacdo (estadio vegetativo
indicado, condicdes de clima, entre outros) (GAZZIERO et al., 2009). J&, a utilizacdo
da metade da maxima dose de registro, se justifica pelo fato de que o processo de
selecdo de resisténcia pode ser influenciado pela utilizacdo de sub-doses dos
herbicidas e por haver suscetibilidade diferencial de bi6tipos a aplicacdo do herbicida
(NEVE; POWLES, 2005; YU et al., 2013; YU; POWLES, 2014).

Os 14 bidtipos que sobreviveram a aplicacdo da metade da dose de registro
apresentaram diferenca de suscetibilidade ao herbicida clethodim, estando
concentrados em 12 municipios das regibes Noroeste, Nordeste e Centro-oeste,
sendo eles: localizados nos municipios de Agua Santa (2), Coqueiros do Sul (2),
David Canabarro, Erval Seco, Espumoso, Ibiraiaras, Panambi, Pejucara, Santo
Cristo, Taquarucu do Sul, Tenente Portela e Vila Langaro (Fig. 2).

As falhas de controle de azevém observadas em areas com aplicacdo de
clethodim, em lavouras de trigo e milho do RS, e o resultado deste estudo
evidenciam o controle dos bibtipos com suspeita de resisténcia, indicando que a
causa destas falhas de controle pode ser devido a outros fatores. Praticas de
manejo como uso de sub-doses de clethodim, utilizacdo intensiva do herbicida e
auséncia de rotacdo de culturas foram sugeridas como causas das falhas de
controle de Euphorbia heterophylla ao herbicida glyphosate no RS (NOHATTO, 2010;
VARGAS et al., 2013), podendo também ser os motivos para tal observacdo em
azevém com o herbicida clethodim.

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é um processo evolucionério e
pré-existente na natureza, influenciado pela biologia da espécie, fatores genéticos e
relacionados com o herbicida em questdao (MAXWELL; MORTIMER, 1994), dentre
eles, a pressao exercida pela taxa de aplicagdo de herbicidas € um importante fator
de selecdo de biotipos resistentes (POWLES; YU, 2010). No entanto, recentes
estudos tém demonstrado que recorrentes selecdes com doses reduzidas (menores

do que a dose de registro) de herbicidas inibidores da ACCase resultam em rapida
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evolucédo da resisténcia a herbicidas em apenas trés geracdes (NEVE; POWLES,
2005; MANALIL et al., 2011). A diferenca de suscetibilidade encontrada nos 14
biétipos que sobreviveram a aplicacdo da metade da dose do herbicida pode ser
resultado da utilizacdo de baixas doses, como 72 a 84g i.a. ha™ de clethodim, por

parte dos produtores.

Figura 2 — Localizacdo geografica dos municipios onde ocorreram bi6tipos com
menor suscetibilidade ao herbicida clethodim no Estado do Rio Grande
do Sul.Adaptado de Geolivre — Mapas teméticos RS, 2011.

Em geral, na maioria dos casos de resisténcia aos herbicidas inibidores da
ACCase 0 mecanismo de resisténcia esta relacionado com uma alteracdo no local
de acao do herbicida devido a uma mutacdo no gene que codifica a expressédo da
enzima ACCase. No entanto, a metabolizacdo que permite que a planta detoxifique
o herbicida a compostos ndo toxicos também é um importante mecanismo que
confere a resisténcia e em muitos casos este mecanismo confere resisténcia
cruzada ou multipla a diferentes herbicidas de grupo quimico e mecanismo de acao
distintos (DELYE, 2005; POWLES; YU, 2010). O modo de acdo priméario de
herbicidas inibidores da ACCase consiste na inibicdo da sintese de lipideos, por
inibir a enzima (ROMAN, 2007). A ACCase presente em poaceas €& sensivel a
inibicdo por estes herbicidas (RODRIGUES, 1994). Entretanto, algumas condi¢des
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sao recomendadas para que os herbicidas possam alcancar maior eficiéncia, como,
por exemplo, a aplicagdo nos momentos em que as plantas apresentam elevada
atividade metabolica (PEREIRA et al., 2011).

Assim, de acordo com os resultados obtidos rejeita-se a hipdtese da
ocorréncia da resisténcia de Lolium multifliorum ao clethodim, entretanto, ndo se pode
descartar a ocorréncia da diferenca de suscetibilidade. Em nivel de campo, h&
inumeros relatos de falhas de controle de azevém com a aplicacao de clethodim, o
gue sugere a ocorréncia de resisténcia, fato este ndo confirmado neste trabalho. A
sobrevivéncia das plantas em nivel de campo ocorre sem uma explicacao ldgica,
uma vez que isso ocorre com aplicagcbes tratorizadas e em aplicacdbes com
pulverizador de precisdo com até o dobro da dose de registro. A mudanca de
ambiente e época de crescimento diferente daquela que ocorre o controle quimico a
campo, ocasionado pela coleta no campo e semeado em casa de vegetacdo, pode
resultar em menor interferéncia de fatores ambientais, talvez interferindo no
metabolismo das plantas. Desta forma, ndo se tem uma explicacdo cientifica para a
sobrevivéncia dessas plantas.

Por outro lado, ndo se pode ignorar o fato que falhas de controle estéo
ocorrendo a nivel de campo e que as plantas remanescentes ndo sao controladas
com doses acima das indicadas na bula do clethodim (120g i.a. ha™). Considerando
gue a caracteristica ndo é transmitida hereditariamente as opc¢cfes resumem-se a
fatores epigenéticos. A resisténcia epigenética ocorre quando um gene € acionado e
resulta na superexpressdo da enzima alvo do herbicida, ou, até mesmo na
expressdo de enzimas de metabolismo ou sequestro no vacuolo ou espacos
intercelulares da molécula herbicida (GRESSEL, 2009). Os efeitos epigenéticos
podem ou nédo ser transferidos a proxima geracao por meio da meiose, contrariando
a teoria da herdabilidade da resisténcia (BRUCE et al., 2007).

Considerando o0s resultados obtidos neste trabalho fica evidente a
necessidade de avaliacdo da ocorréncia de resisténcia epigenética em azevém.
Além disso, vale destacar a importancia do manejo do azevém, sobretudo com a
utiizagdo do manejo integrado de plantas daninhas, fundamentados com a
implementacédo de rotacdo de culturas, rotacdo e/ou associacao de herbicidas com
mecanismo de acao distinto a fim de retardar o surgimento e evolugdo de bibtipos

resistentes a herbicidas.
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2.4 Conclusdes

Os bidtipos AGS 02, AGS 03, COQ 02, COQ 05, DAC 02, ERS 01, ESP 01,
IBR 01, PAN 01, PEJ 03, SCR 01, TAQ 01, TPO 01 e VLA 01 apresentam menor
suscetibilidade, ndo sendo controlados com a aplicagdo da metade da maxima dose
de registro de clethodim para o controle de azevém.

N&o ha diferenca entre os bidtipos sensiveis e suspeitos de resisténcia capaz
de justificar a sobrevivéncia, em nivel de campo, a aplicacdo de 120g i.a. ha™ de

clethodim.



3 CAPITULO II - Resisténcia de biotipos de azevém ao herbicida clethodim

3.1 Introducéao

O manejo da vegetacdo para o estabelecimento das culturas tem grande
importancia para formacgéo da palhada e controle de daninhas. A dessecagao evita
gue as espécies presentes na area continuem vegetando juntamente com a cultura,
resultando em danos tanto na quantidade como na qualidade dos grdos. Os
herbicidas s&o a principal ferramenta utilizada no manejo de plantas daninhas e a
associacdo do intenso uso desses produtos e a frequéncia inicial de individuos
resistentes na populacédo torna inevitavel a evolucdo de populacbes de espécies
daninhas resistentes (POWLES; YU, 2010; JASIENIUK et al., 1996).

Resisténcia é a capacidade inerente e herdavel de alguns biétipos, dentro de
uma determinada populacao, de sobreviver e se reproduzir apés a exposi¢do a dose
de um herbicida, que normalmente seria letal a uma populagdo normal (suscetivel)
da mesma espécie (CHRISTOFFOLETI et al., 2008).

Evidéncias sugerem que o surgimento da resisténcia a um herbicida em uma
populacdo de plantas deve-se a selecdo de bibtipos resistentes preexistentes que,
devido a pressdo exercida por repetidas aplicacdes do mesmo ingrediente ativo,
eliminando plantas sensiveis, permanecem as plantas resistentes, com espaco para
se desenvolver e se multiplicar (ROMAN, 2007).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas € um problema de carater
mundial, de rapida evolucdo, que causa preocupacao e prejuizos a agricultura em
diversos paises. Depois de detectada a resisténcia em uma lavoura, medidas que
minimizem a pressdo de selecédo e a evolucdo devem ser adotadas. O surgimento

de bidtipos resistentes tem ocorrido para todos os mecanismos de herbicidas,
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embora alguns desses tenham selecionado biotipos resistentes com mais frequéncia
que outros (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2003).

No sistema de semeadura direta ou em pomares, 0 controle de azevém
normalmente € realizado com a aplicacdo de herbicidas nao seletivos, sendo o
glyphosate o mais utilizado, no entanto, o uso repetido desse herbicida proporcionou
o surgimento de bidtipos resistentes no Estado do Rio Grande do Sul (ROMAN et al.,
2004). Com isso, os herbicidas inibidores da ACCase tornaram-se alternativa de
controle. Dentre os herbicidas inibidores da enzima ACCase destaca-se o clethodim,
herbicida do grupo quimico ciclohexanodionas, utilizado para o controle de plantas
daninhas poaceas anuais e perenes em pds-emergéncia e com reduzido dano a
espécies ndo alvo (COX; ALLEN, 2008).

Os herbicidas inibidores da ACCase séo o terceiro mecanismo de acdo com o
maior nimero de casos de resisténcia, sendo que o género Lolium se constitui no
mais numeroso em casos de resisténcia a estes herbicidas (HEAP, 2015).
Atualmente, 238 espécies sao relatadas como apresentando resisténcia a um ou
mais mecanismos de acao herbicidas, totalizando 438 casos e, destas, 46 espécies
apresentam resisténcia aos herbicidas inibidores da ACCase. No Brasil, as espécies
Urochloa plantaginea, Digitaria ciliaris, Eleusine indica, Lolium multiflorum € Avena fatua, S80
registradas como resistentes a herbicidas inibidores da ACCase (HEAP, 2015).

De modo geral, o rapido desenvolvimento da resisténcia aos herbicidas
inibidores da ACCase deve-se a elevada frequéncia inicial de individuos resistentes
e pelo fato dos genes envolvidos na resisténcia serem nucleares, sendo transferidos
via semente e pdllen, o que contribui também para a rapida evolugcdo da resisténcia
(DELYE, 2005).

No Brasil, nas ultimas safras verificou-se reducao da eficiéncia de controle do
azevém com o0 uso dos herbicidas inibidores da enzima ACCase. As falhas sdo
observadas em é&reas tratadas com diferentes herbicidas ariloxifenoxipropionatos e
ciclohexanodionas e ocorrem em manchas ou plantas isoladas. A andlise dos casos
ndo evidencia uma explicagdo plausivel para justificar as falhas, uma vez que os
fatores de aplicacdo como a dose, 0 estadio vegetativo, condicdes ambientais,
equipamentos, adjuvantes, entre outros, sdo adequados. Além disso, as falhas
ocorrem somente em uma espécie presente na area, no caso Lolium multiflorum €

aplicacdes com pulverizadores de precisdo apresentaram resultados semelhantes.
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Esses fatos sugerem que 0 Lolium multiflorum, além da resisténcia ao glyphosate,
adquiriu resisténcia ao herbicida clethodim.

A caracterizacdo quantitativa do nivel de resisténcia pode ser realizada por
meio de curvas de dose-resposta, as quais permitem identificar a dose do herbicida
que proporciona 50% de controle da populagdo (Csp) ou de reducdo de 50% da
producdo de matéria seca da parte aérea (MSsp) (CHRISTOFFOLETI, 2002,
BURGOS et al., 2013). Com o conhecimento destas variaveis obtém-se o fator de
resisténcia (FR), que se refere ao numero de vezes que a dose necessaria para o
controle da populacao resistente € maior do que a dose que causa o0 mesmo efeito
na populacdo suscetivel (HALL; STROME; HORSMAN, 1998). Neste contexto,
hipotetiza-se que existem bibtipos de Lolium multiflorum resistentes ao herbicida
clethodim no Brasil e que os bidtipos resistentes necessitam de maior dose do
herbicida clethodim do que os bibtipos suscetiveis para controle de 50% da
populacdo (Csp) reduzir em 50 % a producdo de massa seca (MSsp). Objetivou-se
com este trabalho, determinar os parametros Cso € MSso dos bidtipos resistentes e

suscetivel ao clethodim.
3.2 Material e Métodos

A fim de comprovar a resisténcia de azevém ao herbicida clethodim, foi
realizado um experimento no periodo de julho a setembro de 2013, em casa de
vegetacao pertencente ao CEHERB/FAEM/UFPel.

Inicialmente, realizou-se coleta em lavouras comerciais, no municipio de
Coqueiros do Sul, Rio Grande do Sul, de oito bi6tipos que sobreviveram a dose de
400mL ha™ do herbicida Select® (96g i.a. de clethodim). As plantas coletadas
possuiam entre 6 e 8 afilhos que foram separados ap0s a coleta e originaram as
plantas (clones) que foram avaliadas nos experimentos posteriores. As plantas de
azevém das quais se extrairam os afilhos foram isoladas. Os afilhos foram
transplantados para vasos com capacidade de 500mL, contendo solo e submetidos
a selecdo massal, em casa de vegetacéo, utilizando-se a dose de 450mL ha™ do
herbicida Select® (108g i.a. de clethodim). Deste experimento, foram selecionados
0s bibtipos que apresentaram maior nivel de resisténcia, nominados como COQ 6 e
COQ 7. Em nova separacéo de afilhos das plantas-mée, obtiveram-se clones para a

formacdo das unidades experimentais para conducdo dos ensaios de curva dose-
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resposta. Como testemunha foi utilizado plantas oriundas do mesmo local de coleta
dos biétipos resistentes, também separadas por afilhos.

O delineamento experimental utilizado foi blocos completamente
casualizados, com quatro repeticdes, sendo as unidades experimentais compostas
por vasos com capacidade volumétrica de 550mL, com uma planta por vaso.Os
tratamentos foram arranjados em esquema fatorial onde o fator A testou biétipos de
azevém suscetivel (SUS) e resistentes (COQ 6 e COQ 7), enquanto o fator B
comparou doses crescentes do herbicida clethodim (Select 240EC®).

Para determinar os valores de Csp e MSs, aplicaram-se doses crescentes de
herbicida clethodim (0, 13,5, 27, 54, 108, 216, 432 e 864g i.a. ha™), considerando
108g i.a. ha™ a dose para o controle de azevém (AGROFIT, 2015). Os tratamentos
foram aplicados em pos-emergéncia, quando as plantas clones estavam no estadio
de quatro folhas. Para isto, utilizou-se pulverizador costal de precisao, pressurizado
com CO,, equipado com pontas tipo leque 110.015, distribuindo-se volume de calda
equivalente a 120L ha™. Adicionou-se & calda o adjuvante Lanzar® na dose de 0,5%
v/v.

As variaveis avaliadas foram taxa fotossintética (no bibtipo suscetivel e no
bi6tipo resistente COQ 6), controle e massa da matéria seca da parte aérea
(MMSPA) de todos os biétipos. A taxa fotossintética foi avaliada aos 14 DAT, sendo
realizada na folha mais jovem, com limbo foliar totalmente expandido, utilizando
analisador de gases no infravermelho (IRGA), marca LI-COR, modelo LI-6400 entre
8 e 9 horas da manha, em dia de céu limpo. O controle foi avaliado visualmente por
dois avaliadores, aos 10, 20 e 32 dias apds a aplicacdo dos tratamentos (DAT),
utilizando-se escala percentual, onde zero representou auséncia de sintomas e cem
a morte das plantas (Frans et al., 1986).

Aos 32 DAT realizou-se a colheita das plantas para determinacdo da
producdo da MMSPA. Para isso, submeteu-se o material vegetal a secagem em
estufa de circulacdo forcada de ar a 60°C, até se obter massa constante.
Transformou-se a matéria seca para valores percentuais, comparando-se a matéria
obtida nos tratamentos que receberam herbicida com a matéria obtida na
testemunha, considerada 100%.

Os dados foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro Wilk) e,
posteriormente, foram submetidos a analise de variancia (p<0,05). Para os dados

onde foi constatada significancia estatistica, foi realizada a analise de regresséo
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para o fator dose, e para o fator biétipo foi procedida comparacgéo entre Csp ou MSsg
dos biétipos em estudo.

A analise de regressao foi realizada com auxilio do programa SigmaPlot 10.0
(SIGMAPLOT, 2007), ajustando-se os dados a equacao de regressdo sigmoidal do
tipo logistico, conforme segue:

y=al[l+(x/xo)"]
onde: y = porcentagem de controle; x = dose do herbicida; e a, Xo € b = parametros
da equacédo, sendo que a é a diferenca entre 0s pontos maximo e minimo da curva,
Xo € a dose que proporciona 50% de resposta da variavel e b é a declividade da
curva.

Os valores de Cso e MSso foram obtidos através do calculo aritmético do valor
necessario para promover 50% da resposta, de acordo com 0s parametros gerados
nas equacoes das curvas. A partir dos valores de Csp e MSs, Obtiveram-se os FR
para cada bi6tipo com suspeita de resisténcia em comparacdo com o0 suscetivel.
Para a utilizacdo do FR, foi necessario verificar o intervalo de confianga (p=0,95) do
biétipo suscetivel em relacéo ao resistente.

Para a confirmacdo da resisténcia, se adotard os critérios sugeridos pelo
comité internacional de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas (HRAC), sendo
considerada resistente a planta daninha que ndo é controlada pela dose comercial
do herbicida, que em condi¢cdes normais controla a populag¢édo suscetivel da mesma
espécie. Com base nos valores de Csp € MSsy, a diferenca significativa indica a

ocorréncia de resisténcia (HEAP, 2015).
3.3 Resultados e Discussao

Verificou-se interacdo entre os fatores bi6tipo e dose para todas as variaveis
avaliadas. O teste de Shapiro Wilk demonstrou ndo ser necessaria a transformacéao
dos dados.

O efeito do herbicida clethodim na taxa fotossintética ajustou-se a equagéo de
regressao sigmoidal do tipo logistico, sendo que os valores de coeficiente de
determinacao (R?) variaram de 0,82 a 0,99 para o bibtipo resistente e suscetivel,
respectivamente (Fig. 3).

A partir da andlise do grafico de taxa fotossintética dos biétipos resistente e

suscetivel observou-se que a auséncia de sobreposicao dos intervalos de confianca
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do biotipo suscetivel em relacdo ao bibtipo resistente, é possivel afirmar que a taxa
fotossintética foi afetada em funcéo da aplicacdo do herbicida clethodim (Fig. 3). A
taxa fotossintética do bidtipo resistente foi levemente afetada com o incremento das
doses do herbicida, no entanto este efeito foi menor quando comparado com o
biotipo suscetivel. Nao foi possivel medir a taxa fotossintética do bibtipo suscetivel
nas maiores doses do herbicida clethodim (432 e 864g i.a. ha™) em funcéo da morte
das plantas.

Apesar do mecanismo de acdo dos herbicidas inibidores da ACCase nao
estar ligado diretamente com o processo fotossintético, pelo fato de inibir um
processo metabdlico, estes herbicidas podem causar modificagdes na fotossintese
(CHRISTENSEN; TEICHER; STREIBIG, 2003; XIA, 2006). Em fun¢&o da aplicacéo
do herbicida, mesmo quando ainda ndo séo visiveis 0s sintomas, ocorrem injdrias
causadas no aparelho fotossintético, reduzindo a capacidade de realizacdo de
fotossintese pela planta (BARBAGALLO et al., 2003).

20 1

18 1 1,41
—&— (S)=16,56/1+(x/22,7) 1 R2=0,99
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Figura 3 — Taxa fotossintética (umol m? s™) dos biétipos de Lolium multiflorum
resistente e suscetivel, em funcéo da aplicacdo de diferentes doses do
herbicida clethodim, avaliada aos 14 dias ap6s o tratamento (DAT).

Capao do Ledo/RS, 2013. Os pontos representam os valores as barras verticais
a diferenca minima significativa da média (DMS). A linha no gréfico indica o ponto na
dose de registro.
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A diferenca da taxa fotossintética dos bidtipos resistentes provavelmente esta
ligada & capacidade deste biotipo sobreviver a aplicacdo do herbicida, independente
do mecanismo de resisténcia. A analise da taxa fotossintética em complemento a
curva dose resposta se justifica, uma vez que os resultados serdo complementares
aos resultados de controle visual, caracterizado como fator subjetivo.

Os dados da avaliacdo de controle do azevém com herbicida clethodim
ajustou-se a equacao de regressao sigmoidal do tipo logistico nas trés épocas de
avaliacdo, sendo que os valores do coeficiente de determinacdo (R?2) variaram de
0,94 a 0,99, para os bio6tipos, demonstrando ajuste satisfatério dos dados ao modelo
(Fig. 4, 5 e 6). A partir das equacbes calcularam-se os valores de Csp para 0s
biétipos de azevém resistentes e suscetivel.

Na avaliacdo aos 10 DAT o controle dos bidtipos resistentes COQ 6 e COQ 7
nao atingiu nivel de 50% e, dessa forma, ndo foi possivel calcular os valores de Cs
para essa época de avaliacdo. Contudo, observou-se maior fitotoxicidade para o
biétipo suscetivel comparado aos biétipos resistentes. A dose de 108g i.a. ha™ de
clethodim, equivalente a maxima dose registrada, apresentou controle préximo de
50% para o biotipo suscetivel e de 13% e 8% para os biétipos resistentes COQ 6 e
COQ 7, respectivamente (Fig.4). A menor fitotoxicidade do clethodim detectada na
avaliacdo de 10 DAT deve-se a velocidade de a¢do mais lenta quando comparado

aos herbicidas inibidores da EPSPs, por exemplo.
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Figura 4 —Controle (%) dos bidtipos de Lolium multiflorum resistentes e suscetivel, em
funcdo da aplicacédo de diferentes doses do herbicida clethodim, avaliado

aos 10 dias apos o tratamento (DAT). Capao do Ledo/RS, 2013. Alinha no
gréfico indica o ponto na dose de registro.

Na avaliacdo realizada aos 20 DAT os biotipos resistentes foram menos
afetados, considerando-se a mesma dose comparada ao suscetivel (Fig. 5).
Observou-se que para obter controle de 50% do bi6tipo suscetivel foi necesséria a
dose de 17g i.a. ha™ de clethodim e para os biétipos resistentes COQ 6 e COQ 7,a
dose foi de 520 e 410g i.a. ha™, respectivamente. A dose recomendada de clethodim
resultou em controle de 88% do biétipo suscetivel e de 32 e 35% para os biotipos

resistentes COQ 6 e COQ 7, respectivamente (Fig. 5).
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Figura 5 — Controle (%) dos bibtipos de Lolium multifiorum resistentes e suscetivel, em
fungéo da aplicagao de diferentes doses do herbicida clethodim, avaliado

aos 20 dias ap6s o tratamento (DAT). Capao do Ledo/RS, 2013. . A linha
no grafico indica o ponto na dose de registro.

A avaliacdo realizada aos 32 DAT evidenciou, para o bibtipo suscetivel,
controle de 50% com a dose de 9,5g i.a. ha' de clethodim. J4 para os biétipos
resistentes COQ 6 e COQ 7 foi necessaria a dose de 270 e 280g i.a ha®,
respectivamente, para obter 50% de controle (Fig.6). Observou-se, também, que a
dose de 54g i.a. ha™, correspondente a 50% da dose de registro do clethodim para
azevéem, foi suficiente para obter controle acima de 95% do bi6tipo suscetivel. Este
biétipo foi controlado quando se utilizou a maxima dose de registro do produto, ou
seja, 108g i.a. ha. Ja os bidtipos resistentes COQ 6 e COQ 7, quando se utilizou a
dose de 864g i.a. ha™, correspondente a 8 vezes a dose de registro e a maior dose
avaliada neste estudo, evidenciaram controle de 68 e 66%, respectivamente (Fig.6).

A variabilidade genética das populacbes de plantas daninhas é afetada por
diversos fatores evolutivos, como o sistema de producdo (praticas culturais),
interacdes entre cultura e planta daninha, fluxo génico (dispersdo de pdlen e
sementes), distribuicdo geografica e selecdo natural (HUANGFU; SONG; QIANG,
2009). Desta forma, as diferencas observadas, entre os bibtipos de azevém
avaliados, podem decorrer de caracteristicas genéticas intrinsecas dos biétipos e

que influenciam a resposta aos herbicidas, neste caso ao clethodim. A constituicao
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genética de uma espécie pode determinar graus varidveis de resisténcia ou
suscetibilidade aos herbicidas (HARTWING, et al., 2008). Contudo, considerando
gue tanto o biotipo suscetivel quanto os bidtipos resistentes possuem o mesmo local
de origem, é possivel afirmar que as diferencas observadas entre os bidtipos
avaliados sdo resultado das praticas culturais utilizadas, especialmente pela acdo do
herbicida.
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Figura 6 —Controle (%) dos bi6tipos de Lolium multifiorum resistentes e suscetivel, em
funcéo da aplicacéo de diferentes doses do herbicida clethodim, avaliado

aos 32 dias apo6s o tratamento (DAT). Capéo do Ledo/RS, 2013. Barras de
erro correspondem ao intervalo de confian¢ca em 95% de probabilidade de erro da dose

que causa 50% de controle da planta. A linha no gréfico indica o ponto na dose de
registro.

Com base no Cso foi possivel determinar o fator de resisténcia (FR) que
representa o numero de vezes que a dose necessaria para controlar 50% dos
biétipos resistentes é superior a dose para ocasionar 0 mesmo controle ao biétipo
suscetivel. Foi possivel determinar o FR para duas (20 e 32 DAT) das trés épocas
de avaliadas (Tab. 2). O FR aos 20 DAT foi de 30,5 e 24,11 para os biotipos
resistentes COQ 6 e COQ 7, respectivamente. Ja, aos 32 DAT, ultima época de
avaliacdo, o valor do FR para os bidtipos COQ 6 e COQ 7 foi de 28,4 e 29,5,
respectivamente. Esses valores de FR indicam que a dose do herbicida clethodim
necessaria para proporcionar 50% de controle é 28,4 e 29,5 vezes maior do que a
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necesséria para produzir o mesmo efeito sobre o bibtipo suscetivel. Os altos valores
do FR podem ser explicados pelas datas de coleta das plantas para determinacéo
da MMSPA, ja que 32 DAT foi tempo suficiente para os bidtipos resistentes
evidenciarem crescimento vigoroso, enquanto o biétipo suscetivel foi controlado ja
aos 20 DAT (Fig. 5).

Resultados semelhantes foram observados em estudos com bibtipos de
Eleusine indica, Digitaria ciliaris € Lolium multiflorum resistentes a herbicidas inibidores da
ACCase, cujos FR foram 18, 33 e 15,3, respectivamente (VIDAL, 2006; LOPEZ-
OVEJERO, 2006; VARGAS et al., 2013). J& biotipos de Lolium multiflorum oriundos dos
Estados Unidos apresentaram FR de 5 (KUK; BURGOS; SCOTT, 2008).

Tabela 2 -Valores de Cso com intervalos de confianca (IC) e fator de resisténcia dos
biétipos de Lolium multiflorum resistentes e suscetivel, em resposta a
aplicagéo de diferentes doses do herbicida clethodim (0, 13,5, 27, 54, 108,
216, 432 e 864g i.a. ha™) avaliado aos 20 e 32 dias apds o tratamento
(DAT). Capao do Le&o/RS, 2013.

At Cso' IC FR?2
Biotipo gi.a. ha” 95%
20 DAT
COQ6 520 (-118121,8) — 119161,8 30,5
COQ 7 410 (-732,1) — 1552,1 24,11
SUS 17 16,3-17,7 -
32 DAT
COQ 6 270 211,3 -328,7 28,4
CcoQ7 280 166,8 — 393,1 29,5
SUS 9,5 8,8 -10,2 -

'Cs, = dose necessaria para obter 50% de controle;
“Fator de resisténcia ao herbicida clethodim dos biétipos de Lolium multiflorum, obtido da divisédo do
Cso do bidtipo resistente em relacdo ao bidtipo suscetivel ao clethodim.

Herbicidas inibidores da enzima ACCase sdo a principal alternativa para o
controle de bidtipos de azevém resistentes ao glyphosate, no entanto, seu uso
repetido tem ocasionado a selecdo de bidtipos com resisténcia mdultipla aos
inibidores da EPSPs e ACCase. Estudos comprovam resisténcia de bi6tipos de
azevém ao herbicida clethodim quando aplicado na dose de 192g i.a. ha™ (VARGAS
et al., 2013).

A maioria dos casos de resisténcia aos herbicidas inibidores da ACCase
estédo relacionados com mutacéo do gene que codifica esta enzima (POWLES; YU,
2010). Ja os niveis diferenciais de resisténcia podem estar relacionados com o tipo

de mutacéo e de acordo com o aminoacido que foi alterado no DNA, exigindo maior



44

ou menor dose para o controle (BECKIE; WARWICK; SAUDER, 2012; YU et al.,
2012).

A avaliacdo da massa da matéria seca da parte aérea aos 32 DAT confirmou
os resultados de controle observados, quando ocorreu decréscimo sigmoidal das
curvas com o incremento da dose do herbicida clethodim, para os trés biotipos,
sendo mais acentuado para o biotipo suscetivel (Fig. 7). A varidvel ajustou-se a
equacdo de regressdo sigmoidal do tipo logistico, sendo que os valores de
coeficiente de determinacdo (R?) variaram de 0,96 a 0,99 para os biotipos,

demonstrando novamente ajuste satisfatorio dos dados ao modelo.
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Figura 7 — Massa da matéria seca da parte aérea (%) dos bidtipos de Lolium
multifiorum resistentes e suscetivel, em funcdo da aplicacdo de
diferentes doses do herbicida clethodim, avaliada aos 32 dias apés o

tratamento (DAT). Capao do Le&o/RS, 2013. Barras de erro correspondem
ao intervalo de confianca em 95% de probabilidade de erro da dose que causa 50%
de controle da planta. A linha no grafico indica o ponto na dose de registro.

A dose necessaria para reduzir 50% da MMSPS (MSsp) do bibtipo suscetivel
foi de 0,2g i.a. ha™ de clethodim, e para os biétipos resistentes COQ 6 e COQ 7 a
dose foi de 108 e 115g i.a. ha™* de clethodim, respectivamente. Considerando o valor
de FR 540 e 575 para os hiétipos COQ 6 e COQ 7, respectivamente, confirma-se a
evidéncia de que os bidtipos avaliados sao resistentes ao herbicida clethodim (Tab.

3). Para biotipos de Lolium multifiorum resistentes aos herbicidas inibidores da ACCase
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foram observados valores de FR de 400 para o herbicida diclofop e 165 para o
herbicida clodinafop (KUK; BURGOS; SCOTT, 2008). Ja para biotipos de Phalaris
paradoxa 0S Vvalores observados foram de 19,07 para o herbicida cycloxydim e 5,05
para clethodim (CRUZ-HIPOLITO et al., 2012).

Tabela 3 — Valores de MS5p com intervalos de confianca (IC) e fator de resisténcia
dos bidtipos de Lolium multifiorum resistentes e suscetivel, em resposta a
aplicacao de diferentes doses do herbicida clethodim (0, 13,5, 27, 54,
108, 216, 432 e 864g i.a. ha™), avaliado aos 32 dias ap6s o tratamento
(DAT). Capao do Ledo/RS, 2013.

L MSso’ IC FR2
Biotipo gia. ha' 95%
COQ 6 108 70,1— 1459 540
COQ 7 115 97,9-132,1 575
SUS 0,2 0,1-0,3 -

1Ggp = dose necesséria para obter 50% de reduc¢do de matéria seca;
2Fator de resisténcia ao herbicida clethodim dos biétipos de Lolium multiflorum, obtido da divisdo do
Gsg do bibtipo resistente em relac@o ao bibtipo suscetivel ao clethodim.

Apesar da maioria dos casos de resisténcia de plantas daninhas aos
herbicidas inibidores da enzima ACCase estar relacionada a alteracdes no sitio de
acao da enzima, existem relatos correlacionando a resisténcia a estes herbicidas a
processos metabdlicos (POWLES; YU, 2010; BUSI; VILA-AIUB; POWLES, 2010).
Quando o mecanismo de resisténcia se deve a alteracdo no sitio de acédo, as
mutaces podem ser agrupadas da seguinte forma: alta resisténcia a
ariloxifenoxipropionatos (APPs), ciclohexanodionas (CHDSs) e fenilpyrazolinas (FPZs)
(ex.: bibtipos de Setaria Spp., Alopecurus myosuroides € Avena fatua); alta resisténcia a
APPs e a FPZs e baixa as CHDs (ex.: Lolium rigidum, Avena sterilis € Alopecurus
myosuroides); alta resisténcia a APPs e muito baixa ou nenhuma resisténcia a CHDs e
FPZs (ex.: Lolium rigidum, Avena fatua, A. sterilis € Lolium multiflorum); uma ou mais
mutacdes conferem niveis intermediarios de resisténcia a ambos os grupos de
herbicidas (ex.: Avena fatua); e, alta resisténcia a ambos os grupos de herbicidas (ex.
Avena fatua) (BOURGEOIS; KENKEL, 1997; DEVINE, 1997; MOSS et al.,, 2003;
DELYE et al., 2005b; WHITE; MOSS; KARP, 2005; ZHANG; POWLES, 2006a;
ZHANG; POWLES, 2006b; LIU et al., 2007; YU et al., 2007;HOCHBERG; SIBONY;
RUBIN, 2009; PETIT et al., 2010; KAUNDUN, 2010).

O azevém é uma espécie daninha importante nos sistemas de cultivo do Rio

Grande do Sul (RS). Biodtipos de azevém resistentes aos herbicidas inibidores das
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enzimas EPSPs e ALS e com resisténcia multipla a inibidores da EPSPs e ACCase
ja foram identificados no RS (HEAP, 2014). Este fato torna complexo o manejo
dessa espécie, exigindo maior conhecimento técnico e cientifico para manejo dessas
populacdes resistentes.

Estudos complementares, objetivando elucidar os mecanismos envolvidos na
resisténcia dos bidtipos de azevém aos herbicidas inibidores da enzima ACCase,
sdo importantes para estabelecimento de estratégias de manejo. O conhecimento
dos mecanismos de resisténcia é fundamental para escolha de alternativas de

manejo e controle e na tomada de deciséo relacionada aos sistemas produtivos.

3.4 Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo confirmam que os bi6tipos de azevém
COQ 6 e COQ 7 sao resistentes ao herbicida clethodim; que o FR para os biétipos
COQ 6 e COQ 7 € 28,4 e 29,5, respectivamente; e que a reducdo de 50% da
matéria seca desses bi6tipos ocorre com as doses 540 e 575 vezes maior do que

aquela necessaria para o biétipo suscetivel.
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4 CAPITULO Il - Mecanismo de resisténcia e controle alternativo de biétipos

de azevém resistentes ao clethodim

4.1 Introducao

A evolucdo da resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas inibidores da
enzima acetil coenzima A carboxilase (ACCase) é uma ameaca para a eficiéncia no
controle de espécies poaceas em sistemas agricolas. Os inibidores da ACCase
foram lancados no mercado no final da década de 1970, e desde entdo ja foram
registradas 46 espécies de plantas daninhas resistentes a esses herbicidas
(SHANER, 2014; HEAP, 2014). Entre as poaceas resistentes, o azevém (L.
multiflorum), identificado como resistente pela primeira vez em 1987 nos Estados
Unidos, possui grande importancia no sul do Brasil, sendo que apos o registro do
primeiro caso de azevém resistente foram relatados casos na Argentina, Chile,
Dinamarca, Franga, Itdlia e no Brasil. No Brasil, os casos foram confirmados no ano
de 2010, no estado do Rio Grande do Sul (HEAP, 2014).

O clethodim € um herbicida que atua inibindo a enzima ACCase, impedindo a
biossintese de acidos graxos. Os acidos graxos sdo componentes importantes de
membranas, tais como membrana celular e do cloroplasto, que ndo somente
involucram os fluidos celulares, mas também servem como barreira para compostos
gue entram ou saem da célula. Os acidos graxos sdo usados como constituintes de
ceras e da suberina da cuticula e, também, para armazenar energia (NIKOLAU;
OHLROGGE; WURTELE, 2003; ROMAN et al., 2006; YU et al., 2007).

O mecanismo de resisténcia das plantas daninhas a herbicidas pode estar
relacionado com o sitio de acdo do herbicida e/ou ndo relacionado ao sitio de agéo
do herbicida. O mecanismo de resisténcia relacionado com o sitio de ac¢do do

herbicida pode ocorrer devido a mutacdo pontual no gene, resultando em uma
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alteracdo nos aminoacidos da enzima alvo, o que impede ou reduz a ligagdo do
herbicida com o local de agdo (TRANEL; WRIGHT, 2002; DELYE, 2005; POWLES;
YU, 2010). Em contraste, a resisténcia nao relacionada ao sitio de acdo do herbicida
pode ser conferida pelo aumento na atividade das enzimas metabdlicas, reduzindo a
quantidade do herbicida no sitio de acdo, ficando abaixo do nivel letal, e/ou
protegendo a planta da ag&o do herbicida (YU; POWLES, 2014).

A insensibilidade da enzima é o mecanismo mais comum de plantas daninhas
resistentes aos inibidores da ACCase (POWLES; YU, 2010). Este fato ocorre devido
a mutagcdo no gene ACCase, diminuindo a afinidade da enzima ACCase com 0s
herbicidas inibidores desta (YU et al., 2007; BURGOS, et al., 2013). A primeira
mutacdo encontrada foi em Lolium rigidum, identificando uma alteracdo do aminoacido
leucina (Leu) para isoleucina (lle) na posicdo 1981 do gene da ACCase, conferindo
assim resisténcia, sendo esta a mutagéo ocorrente com maior frequéncia (DELYE;
WANG; DARMENCY, 2002; ZAGNITKO et al, 2001; POWLES; YU, 2010).
Atualmente, oito mutacées no gene ACCase sao conhecidas, sendo que 0 espectro
de resisténcia é determinado por particularidades da molécula do herbicida, da
mutacéo ocorrida, da homozigose ou heterozigose e, mais importante, do herbicida
e a dose utilizada para a avaliagdo (DELYE; MATEJICEK; MICHEL, 2008; KAUDUN,
2010; YU et al., 2007).

A resisténcia de plantas daninhas ocasionada pela metabolizacdo € o
segundo mecanismo mais comum de resisténcia para os inibidores da ACCase. Este
mecanismo de resisténcia merece especial atencéo, pois pode conferir resisténcia
multipla a dois ou mais mecanismos de acao herbicida, reduzindo a possibilidade de
controle com diferentes herbicidas de mecanismo de acédo distinto (POWLES; YU,
2010). Citocromo P450 monooxigenase (P450), glicosiltransferase (GT) e glutationa
s-tranferase(GST) sdo 0s maiores complexos enzimaticos envolvidos na resisténcia
metabdlica (KREUZ; TOMMASINI, 1996; SIMINSZKY, 2006; YUAN; TRANEL;
STEWART, 2007). O primeiro caso de resisténcia envolvendo a metabolizacdo de
herbicidas foi identificado em 1980 em bi6tipos de Alopecurus myosuroides € Lolium
rigidum, resultando em resisténcia mdltipla a diversos mecanismos de acdo, até
mesmo a herbicidas nunca utilizados anteriormente (HEAP; KNIGHT, 1986; MOSS;
CUSSANS, 1985). Para os herbicidas inibidores da ACCase, a resisténcia
metabdlica foi identificada para as seguintes espécies: A. myosuroides, L. rigidum, L.

multiflorum, Avena sterilis, Echinochloa phyllopogon € Digitaria sanguinalis (BAKKALI et al.,
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2007; COCKER et al., 2001; LETOUZE; GASQUEZ, 2003; TARDIF; POWLES, 1999;
YASUOR et al., 2009).

Os complexos P450 e GST podem ser inibidos pela acdo de alguns inibidores
e a resisténcia ser revertida, tornando a planta novamente suscetivel a determinados
herbicidas (PRESTON et al., 1996; CUMMINS et al.,, 2013). Os inibidores do
complexo P450, matathion, aminobenzotriazole e butdxico de piperonila, podem
inibir in vivo 0 metabolismo de alguns herbicidas, assim revertendo a resisténcia
(PRESTON et al., 1996). Biotipos de A. myosuroides, L. rigidum apresentaram
metabolismo do herbicida diclofop e Poa annua metabolismo de fenoxaprop-P-ethyl,
evidenciado pela aplicagdo do inibidor do complexo P450 butéxico de piperonila
(PRESTON et al., 1996; LETOUZE; GASQUEZ, 2003; WANG, et al.,2013).

Ainda assim, medidas de controle de bibtipos resistentes necessitam ser
adotadas, podendo ser realizadas através da aplicagcdo de herbicidas com
mecanismo de acgéo distinto. A associacédo de herbicidas e utilizacdo de herbicidas
com mecanismos de acdo diferente sdo preconizadas para o manejo de plantas
daninhas resistentes (JOHNSON; BIBSON, 2006; SHANER, 2000; VARGAS et al.,
2009). Para o controle de azevém resistente a clethodim, a aplicacdo de paraquat e
sulfometuron em pods-emergéncia, e triflurarina, s-metolachlor e pyroxasulfone em
pré-emergéncia, sao alternativas eficientes de controle (OWEN; MARTINEZ;
POWLES, 2012). Desta maneira, alternativas para o manejo de azevém resistente
ao clethodim devem ser avaliadas/desenvolvidas e indicadas aos produtores.

O conhecimento do mecanismo pelo qual as plantas de azevém apresentam
reducdo de controle ao clethodim em lavouras do RS e a indicacdo de herbicidas
alternativos ao controle destes bi6tipos sédo importantes para a implementacdo de
praticas de manejo integrado dessa planta daninha. As hipéteses para este trabalho
foram que o bi6tipo de azevém resistente ao herbicida clethodim apresenta alteracéo
no metabolismo do herbicida e que estes bibtipos sdo controlados por herbicidas
com outros mecanismos de acdo. Assim, objetivou-se com esse trabalho investigar a
resposta de bidtipos de azevém a aplicacdo de clethodim apds o tratamento com
inibidor de metabolismo da Cyt-P450 monooxigenase, e propor alternativas de

controle quimico.
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4.2 Material e Métodos

Para atingir os objetivos foram conduzidos experimentos em casa-de-
vegetacao, pertencente ao CEHERB/FAEM/UFPel, e em area agricola localizada no
municipio de Coqueiros do Sul, RS (coordenadas geograficas S 28°11°13” O
52°44°34”).

As plantas utilizadas nos experimentos de metabolizacdo do herbicida
clethodim originaram-se de plantas que sobreviveram (COQ 8) a aplicacdo de
clethodim em &rea agricola no municipio de Coqueiros do Sul. Para tanto, aplicou-se
o herbicida clethodim em uma area de 6 hectares, coletando-se as plantas que
sobreviveram 30 dias apés a aplicacdo do herbicida. Para a confirmacdo plena,
repetiu-se a aplicagdo em casa-de-vegetacdo, conforme metodologia descrita no
Capitulo 1l. A descricdo do material e métodos especificos de cada experimento
estdo descritos a seguir.

4.2.1 Experimento de controle alternativo de biotipos resistentes ao clethodim

No periodo de julho a agosto de 2013, realizou-se experimento em area
agricola localizada no municipio de Coqueiros do Sul, RS, onde havia histérico de
sucessivas aplicacdes do herbicida clethodim e falhas de controle haviam sido
relatadas no ano anterior a realizacdo do experimento. O delineamento experimental
utilizado foi blocos casualizados, com trés repeticbes, sendo que cada unidade
experimental ocupou a é&rea de 6m2 (3m x 2). Os tratamentos constaram de
herbicidas pertencentes a diferentes mecanismos de acao (tab. 4), sendo aplicados
na sua dose comercial de registro e o dobro da dose. A aplicacdo dos herbicidas
ocorreu no dia 05/07/2013, no momento as plantas de azevém possuiam de 5 a 6
afilhos. Para isso, utilizou-se pulverizador costal de precisao, pressurizado com CO»,
equipado com pontas tipo leque 110.015, distribuindo-se volume de calda

equivalente a 150L ha™.



51

Tabela 4. Mecanismo de acdo, ingrediente ativo, produto comercial e dose dos
herbicidas utilizados. Coqueiros do Sul/RS, 2013.

Produto Dose
Mecanismo de Acdo Ingrediente Ativo ) gi.a. ha
Comercial 1
Nicosulfuron Sanson® 60
Inib. da ALS Iodosullf.uron- Hussar® 5
metilico
Inib. do Fotossistema | Paraquat Gramoxone® 400
Inib. da Glutamina Sintetase Amor.uo- Finale® 600
Glufosinato
Inibi. da Sintese de Clomazone Gamit® 750
Carotenoides Tembotrione Soberan® 100
) Clethodim Select® 144
Inib. da ACCase Haloxifop-methyl Verdict® 60

Foi adicionado 6leo mineral aos herbicidas Hussar (0,3%v/v), Finale (0,2% v/v), Soberam (1L/ha),
Select (0,5% v/v) e Verdict (0,5% v/v).

As variaveis analisadas foram controle aos 14, 21 e 28 DAT, e posteriormente
os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade e homocedasticidade, e
posteriormente foram submetidos a analise de variancia (p<0,05). Em caso de

significancia estatistica, compararam-se as médias pelo teste de Duncan (p<0,05).

4.2.2 Estudo do metabolismo do herbicida clethodim

Realizou-se um experimento em casa de vegetacdo, no periodo de agosto a
outubro de 2014, em delineamento experimental blocos casualizados, com quatro
repeticbes. Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial sendo o fator A
composto pelos biétipos de azevém (COQ 8 e SUS); e, o fator B constou da
aplicacdo do inibidor do Cyt-P450 monooxigenase butéxido de piperonila (PBO),
isolado ou antecedendo o herbicida clethodim; clethodim isolado; e a testemunha
sem aplicagao.

As plantas foram submetidas a aplicacdo dos tratamentos herbicidas quando
estavam em estadio de quatro folhas a um afilho. Trinta minutos antes da aplicagéo
do herbicida clethodim, na dose de 120g i.a. ha™, aplicou-se o inibidor de
metabolizacdo PBO, na dose de 2100g i.a. ha™ (PRESTON et al., 1996). Para

ambas as aplicacbes foi utilizado pulverizador costal, pressurizado a CO,, com
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pontas de pulverizagcdo do tipo leque 110.015, que proporcionaram volume de
aplicacdo de 120L ha™.

As variaveis analisadas foram: controle aos 14 e 28 dias apoés a aplicacdo dos
tratamentos (DAT), e massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) aos 28 DAT.
A avaliagdo de controle foi realizada utilizando-se escala percentual, onde zero
representou auséncia de injurias e cem a morte das plantas (FRANS et al.,1986).
Para a determinacdo da MMSPA, realizou-se a coleta do material com posterior
secagem em estufa de circulacdo forcada de ar a 60°C até obter-se massa
constante, quando o material foi pesado e o valor transformado para MMSPA planta
1

Os dados foram analisados quanto a normalidade, pelo teste de Shapiro-Wilk,
com posterior anadlise da variancia (p<0,05). Quando observada significancia
estatistica, realizou-se o teste de Tukey (p<0,05) para os fatores bidtipos e

inibidores.

4.3 Resultados e Discussao

Os resultados e discusséo de cada experimento estdo descritos a seguir,
adotando-se a sequéncia dos materiais e métodos.

4.3.1 Metabolismo do herbicida clethodim

O teste de Shapiro-Wilk demonstrou ndo ser necesséria a transformacéo dos
dados. Observou-se interacdo entre os fatores para as variaveis controle, em todas
as épocas de avaliacdo e para a MMSPA (tab.5).

A aplicacao do herbicida clethodim isolado, aos 14 DAT, apresentou controle
em torno de 52% para o bibtipo suscetivel (SUS), sendo que para o bidtipo
resistente COQ 8 o controle mostrou-se inferior (tab.5). No entanto, aos 28 DAT o
controle do bi6tipo SUS evoluiu para aproximadamente 71%, enquanto no biotipo
resistente evoluiu menos (39%). A aplicacédo do inibidor do cyt-P450 PBO isolado
nao evidenciou diferencas entre os bidtipos avaliados. Em plantas o cyt-P450 além
de funcdes fisiologicas de biossintese de hormoénios, lipidios, acidos graxos e
metabdlitos secundarios, o complexo cyt-P450 sdo importantes na detoxificacdo de

substancias quimicas nocivas, dentre elas os herbicidas, por hidroxilacdo ou
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desaquilacdo, tornando-os menos fitotoxicos (REICHHART; HEHN; DIDIERJEAN,
2000; POWLES; YU, 2010).

Ja a associacao do clethodim e do PBO resultou em aumento de controle no
biétipo COQ 8 aos 14 e 28 DAT. Os valores de controle foram de 48 e 75% para
biétipo SUS e de 45 e 77% para os bidtipos COQ 8, aos 14 e 28 DAT,
respectivamente. Assim, o PBO elevou a fitotoxicidade herbicida no biotipo
resistente ao mesmo nivel do bidtipo suscetivel, resultando em efeito sinérgico. O
inibidor de metabolizacdo PBO, aplicado previamente ao imazethapyr, reduziu o
fator de resisténcia de bidtipos de capim-arroz (MATZENBACHER, 2012). Biotipos
de Lolium rigidum e Alopecurus myosuroides foram melhor controlados pelos herbicidas
chlorotoluron e fenoxaprop-ethyl, respectivamente, quando submetidos a aplicacao
prévia de PBO (BURNET et al., 1992; YU; LETOUZE; GASQUEZ, 2001; POWLES,
2014a.). A adicéao de inibidores do cyt-P450 como o PBO, reduz a seletividade de
inmeros herbicidas, que sdo metabolizados pelas enzimas do P450, para cultura do
trigo (BUSI; VILA-AIUB; POWLES, 2010).

Na variavel MMSPA, observou-se que para ambos os bibtipos, a aplicacéao
isolada do PBO, ndo causou reducdo em comparacdo a testemunha sem aplicacéo
(tab.5). J& na aplicacdo isolada do herbicida clethodim, o biétipo SUS mostrou uma
reducdo de 61% da MMSPA para a testemunha, e para o biétipo COQ 8, a reducéo
nao foi significativa em relacédo a testemunha. No entanto, a aplicacdo de clethodim
+ PBO resultou em reducao de 56% da MMSPA do bi6tipo suscetivel comparado a
aplicacdo somente do herbicida de forma isolada, resultando em um efeito sinérgico
desta associacao (tab.5). Estes resultados de MSPA corroboram com os resultados
de controle aos 14 e 28 DAT, onde a aplicacdo do herbicida clethodim, precedida
pela aplicacdo do inibidor do cyt-P450 PBO, ocasionou incremento de controle do

biotipo resistentes COQ 8, resultando em efeito sinérgico.



54

Tabela 5 — Controle (%) aos 14 e 28 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos (DAT) e
massa da matéria seca da parte aérea (g) de biétipos de azevém (Lolium
multiflorum) suscetivel (SUS) e resistentes (COQ 8), submetidos a
aplicacdo de clethodim, isolado ou antecedido em trinta minutos da
aplicacao do inibidor do cyt-P450 monooxigenase (PBO) e testemunha
sem aplicacdo. FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2014.

Bidtipos
Tratamentos SUS CcOQ 8
Controle (%) aos 14 DAT?
Testemunha A? 0,0 b? A 0,0 c
PBO A 1,2 b A 2,5 c
Clethodim A 52,5 a A 33,7 b
PBO + Clethodim A 48,7 a B 45,2 a
C.V (%) 18,64
Controle (%) aos 28 DAT

Testemunha A 0,0 b A 0,0 c
PBO A 1,0 b A 0,0 c
Clethodim A 71,5 a B 39,5 b
PBO + Clethodim A 75,0 a A 77,0 a
C.V (%) 9,44

Massa da Matéria seca da parte aérea

(g planta’™)

Testemunha A 3,705 a A 3,785 a
PBO A 3,332 a A 3,215 a
Clethodim B 1,452 b A 2,985 a
PBO + Clethodim A 0,925 b A 1,307 b
C.V (%) 22,39

1 Dias apés o tratamento. 2 Médias seguidas pela mesma letra nas linhas (mailsculas) e nas colunas
(minusculas), ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Dentre os inibidores de metabolizacdo, o inseticida butéxido de piperonila é
um dos utilizados para identificar a ocorréncia de metabolizacdo como mecanismo
gue confere resisténcia a plantas daninhas. O PBO atua no metabolismo oxidativo
do grupo metileno do cyt P450, levando a formacgéo de carbeno e de um complexo
praticamente irreversivel com o heme ferro de enzimas P450 (FEYEREISEN, 1999).

O mecanismo de resisténcia devido a metabolizacdo de herbicidas € relatado
para varias espécies, sendo Lolium rigidum a que apresenta resisténcia multipla ao
maior numero de herbicidas de diferentes mecanismos (YU; POWLES, 2014).

Bidtipos de L. rigidum apresentam resisténcia a dinitroanilinas, inibidores da ACCase e
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ALS; inibidores da ALS + Fotossistema ll; inibidores da ALS +ACCase+Fotossistema
II; e inibidores da ALS + ACCase (BURNET et al., 1993b; PRESTON; POWLES,
1997; TARDIF; POWLES, 1999; NEVE; POWLES, 2005b; YU et al., 2013a; YU et
al., 2013b).

Além de L. rigidum e A. myosuroides, outras espécies de plantas daninhas foram
diagnosticadas com resisténcia a herbicidas devido a metabolizacdo, entre elas:
Abutilon theophrasti a atrazina (ANDERSON; GRONWALD, 1991); Sonchus oleraceus a
simazina (FRAGA; TASENDE, 2003); Sinapis arvensis a ethametsulfuron (VELDHUIS
et al.,, 2000); stellaria media a mecoprop (COUPLAND; LUTMAN; HEATH, 1990);
Digitaria sanguinalis a imazethapyr (HIDAYAT; PRESTON, 2001); Bromus tectorum a
propoxycarbazone (PARK; FANDRICH; MALLORY-SMITH, 2004); Setaria spp. a
atrazina (DE PRADO; LOPEZ-MARTINEZ; GONZALES-GUTIERREZ, 2000); Phalaria
minor a isoproturon (SING; KIRKWOOD; MARSHALL, 1998); Avena sterilis a diclofop
(MANEECHOTE; PRESTON; POWLES, 1997); e, Echinochloa phyllopogon a varios
herbicidas (YASUOR et al., 2009).

Avaliando-se a resposta do bi6tipo COQ 8 aos 14 e 28 DAT, observa-se que
houve diferenga quando se aplicou clethodim isolado e clethodim + PBO, sendo que
para estes tratamentos o controle foi préximo a 33 e 45% e 39 e 77%
respectivamente, aos 14 e 28 DAT, respectivamente (tab.5). Em bibtipos de A.
myosuroides, a adicdo do inibidor PBO, reduziu o fator de resisténcia para o0s
herbicidas fenoxaprop-ethyl, clodinafop e haloxifop (LETOUZE; GASQUEZ, 2003).
No entanto, a aplicacdo prévia de PBO nédo proporcionou aumento de controle em
capim-arroz por quinclorac em relacdo a aplicacdo isolada do herbicida, porém
incrementou o controle com o herbicida imazethapyr. (MATZENBACHER, 2012).

Analisando-se a variavel MMSPA, observou-se que a aplicacdo de clethodim
precedida da aplicacdo de PBO resultou em menor massa seca, em comparagao
aos demais tratamentos para o bidtipo COQ 8 (tab.5). Plantas de E. phyllopogon
tratadas previamente com inibidor do cyt-P450, apresentaram aumento no controle e
menor massa da matéria fresca em relacdo as plantas tratadas apenas com
penoxsulam, sugerindo possivel envolvimento da metabolizagdo como mecanismo
de resisténcia (YASUOR et al., 2009).

Algumas culturas e plantas daninhas possuem capacidade de metabolizar
herbicidas por meio de sistemas enzimaticos, 0s quais Sao compostos

principalmente por cinco familias de proteinas: arylacilamidases (AAAS), citocromo
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P450 monooxigenase (cyt P450), glutationa-S-transferase (GSTSs), glicosiltransferase
e transportadores ABC (“ATP binding cassete”) (YUAN; TRANEL; STEWART, 2007).
Dentre esses sistemas enzimaticos, cyt-P450 e GSTs possuem maior importancia
para metabolizacdo de herbicidas como causa da resisténcia. Contudo, a expressao
dessas enzimas que conferem resisténcia por processo de metabolizacdo pode ser
influenciada por fatores ambientais ou até mesmo epigenético, o que nao resultaria
na passagem desta caracteristica para progénie (MILDER; READE; COOB, 2007,
GRESSEL, 2009).

O complexo cyt-P450 € uma superfamilia de oxigenasses, formando a maior
classe enziméatica vegetal. E compreendido por centenas de proteinas P450
presentes na maioria das plantas (WERCK-REICHHART; HEHN; DIDIERJEAN,
2000). Desempenha papel importante no metabolismo de diversas substancias,
atuando na oxidacao de xenobidticos e promovendo a desintoxica¢do do organismo
(SCHULER; WERCK-REICHHART, 2003; ZHU et al., 2008).

Os bidtipos de Lolium multifiorum avaliados apresentam alteracdes quanto ao
metabolismo que podem explicar o mecanismo de resisténcia ao herbicida clethodim
observada em lavouras do RS. O aumento de controle e redugdo da MMSPA
observado no bibtipo resistente, quando aplicado o clethodim em sucessdo ao
inibidor PBO comparado a aplicacdo do herbicida de forma isolada, indica que a
resisténcia desses bibtipos ao herbicida inibidor da ACCase (clethodim) deve-se ao
aumento da atividade de isoenzimas P450 (YU et al.,, 2009). No entanto, outros
estudos relativos a metabolizagdo devem ser realizados visando a confirmagdo mais
concreta dos resultados com a utilizagdo de outros inibidores do cyt-P450, pois
diferentes inibidores atuam na inibicdo de distintas isoenzimas P450 (LETOUZE;
GASQUEZ, 2001) e até mesmo trabalhos relacionados com a quantificacdo de

metabdlitos do herbicida.

4.3.2 Controle alternativo de bi6tipos resistentes ao herbicida clethodim

O teste de Shapiro-Wilk demonstrou nédo ser necessaria a transformacao dos
dados. Para este experimento, evidenciou haver diferencas de controle da
populacdo de azevém a campo entre os herbicidas testados. Em todas as
avaliacoes realizadas (14, 21 e 28 DAT), somente a aplicagéo de duas vezes a dose

de paraquat proporcionou controle de 90% ou mais (tab.6).
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Tabela 6 - Controle (%) aos 14, 21 e 28 dias apés a aplicacdo dos tratamentos, de
biotipos de Lolium multifiorum com 5 a 6 afilhos, suspeitos de resisténcia
ao clethodim, em resposta a aplicacdo de diferentes herbicidas.
Coqueiros do Sul/RS 2013.

Eficiéncia controle (%)

Tratamentos .Dose 1
g l.a. ha 14 DAT 21 DAT 28 DAT
Testemunha o 0 mt 0 | 0 j
Nicosulfuron 1x 60 15 g 20 h 26 gh
Nicosulfuron 2x 120 15 g 24 ¢ 30 fg
Paraquat 1x 400 80 c 80 c 74 b
Paraquat 2x 800 90 a 90 a 91 a
Amonio-glufosinato 1x 600 60 d 50 e 65 cC
Amonio-glufosinato 2x 1200 85 b 84 b 8l b
lodosulfuron-metilico 1x 6 7 ] 5 j 18 hj
lodosulfuron-metilico 2x 12 15 ¢ 15 i 13 i
Clomazone 1x 750 13 h 15 i 19 hi
Clomazone 2x 1500 20 f 25 ¢ 28 ¢
Tembotrione 1x 100 5 1 0 | 1
Tembotrione 2x 200 9 i 0 | 2
Clethodim 1x 144 16 g 50 e 44 de
Clethodim 2x 288 21 e 60 d 51 d
Haloxifop-methyl 1x 60 10 i 25 ¢ 30 fg
Haloxifop-methyl 2x 120 20 f 45 f 38 ef
CV.(%) - 3,21 3,6 13,36

"Médias seguidas pela mesma letra nas colunas néo diferem significativamente pelo teste de Duncan

(p<0,05).

No entanto, paraquat na dose de registro, aos 14 e 21 DAT, e amonio-

glufosinato, no dobro da dose, em todas as avaliagbes, proporcionaram niveis de

controle acima de 80%, que apesar de estar aquém do ideal de controle é

considerado viavel, podendo ser registrado para controle da espécie (MAPA, 2011).

O menor controle obtido pelos demais herbicidas deve-se a trés fatores: avancado

estadio de desenvolvimento das plantas; tradicional baixa eficiéncia dos herbicidas;
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e o fato da resisténcia ser confirmado. Apesar do estadio avancado, o herbicida
clethodim, tradicionalmente, controla facilmente o azevém independente do estadio
vegetativo e deveria ter proporcionado controle satisfatorio. Populacbes de azevém
resistentes ao glyphosate foram controladas em mais de 90% com os herbicidas
clethodim e haloxifop-methyl e controle de 100% por amonio-glufosinato e paraquat
(ROMAN et al., 2004; VARGAS et al., 2004).

Os herbicidas iodosulfuron-metilico e nicosulfuron possuem acdo sobre
azevém, proporcionando controle de até 100% quando aplicado em pos-emergéncia
das culturas do trigo e milho, respectivamente em estadio de 1 a 2 afilhos (SANTOS,
2012; MORAES et al., 2013; AGROFIT, 2014). No entanto, neste trabalho sua
eficiéncia foi baixa, sugerindo que possa haver bidtipos resistentes também a este
herbicida, uma vez que ja ha relatos de azevém resistente ao iodosulfuron-metilico
no RS (tab.6) (HEAP, 2014).

O aménio-glufosinato pode ser uma alternativa para o controle de azevém em
pos-emergéncia da cultura do milho, haja vista que existem gendtipos
geneticamente modificados disponiveis no mercado com caracteristica de
resisténcia a este herbicida. Os demais tratamentos foram testados com o intuito de
avaliar possiveis herbicidas com mecanismo de acao alternativos com acdo sobre
azevém, como no caso de clomazone e tembotrione, apesar da conhecida limitacéo,
principalmente em funcdo do estadio de aplicacdo. O fato da aplicacdo do
clomazone ter sido realizada em pds-emergéncia pode ser a causa da menor
eficiéncia deste herbicida, uma vez que possui maior eficiéncia quando aplicado em
pré-emergéncia (tab.6). Outros herbicidas pré-emergentes com indicacdo para
controle de Lolium multifiorum s&o alachlor, acetolachlor, trifluralin e pendimethalin
(AGROFIT, 2014). O uso de herbicidas com efeito residual é estratégia eficiente
recomendada para o manejo de plantas daninhas resistentes, principalmente por
possuirem mecanismos de ac¢do distintos (OWEN et al., 2011).

Embora o controle de plantas daninhas em pré-emergéncia das culturas do
trigo e milho seja realizado quase que exclusivamente com glyphosate e clethodim,
devem-se usar praticas para evitar o surgimento de novos casos de resisténcia a
estes herbicidas, que podem em casos extremos inviabilizar a producdo dessas
culturas. Portanto, a preocupac¢do com as falhas de controle de Lolium multiflorum €
pertinente, e os resultados deste experimento indicam que as falhas de controle em

areas tratadas com o herbicida clethodim se devem a resisténcia. E recomendavel
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que os produtores utilizem alternativas de controle envolvendo a aplicacdo de
herbicidas alternativos, a fim de mitigar a evolucdo da resisténcia de azevém ao
clethodim e, além disso, o uso de culturas com resisténcia a outros herbicidas aliado
a rotacdo de culturas e de mecanismo de ac¢ao herbicida, com culturas como o milho

resistente ao amonio-glufosinato.

4.4 Conclusoes

A aplicagdo de PBO reverte a insensibilidade do biétipo de azevém COQ 8 ao
herbicida clethodim, indicando que o metabolismo € a provavel causa das falhas de
controle observadas a campo;

O herbicida paraquat e amonio-glufosinato sédo alternativas eficientes ao

herbicida clethodim para controle de Lolium multiflorum.



5 CONCLUSOES

Os 152 bidtipos testados ndo apresentam resisténcia ao herbicida clethodim,
no entanto, os biétipos AGS 02, AGS 03, COQ 02, COQ 05, DAC 02, ERS 01, ESP
01, IBR 01, PAN 01, PEJ 03, SCR 01, TAQ 01, TPO 01 e VLA 01 apresentam menor
suscetibilidade, ndo sendo controlados com a aplicagdo da metade da maxima dose
de registro de clethodim para o controle de azevém. Ja os biétipos COQ 6 e COQ 7
gue sobreviveram a aplicacdes a campo, sao resistentes ao herbicida clethodim; que
o FR para os bitétipos COQ 6 e COQ 7 é 28,4 e 29,5, respectivamente; e que a
reducdo de 50% da matéria seca desses bi6tipos ocorre com as doses 540 e 575
vezes maior do que aquela necessaria para o biétipo suscetivel.

A aplicagdo de PBO reverte a insensibilidade do bidtipo de azevém COQ 8 ao
herbicida clethodim, indicando que o metabolismo é a provavel causa das falhas de
controle observadas a campo.

O herbicida paraquat e amonio-glufosinato s&o alternativas eficientes ao
herbicida clethodim para controle de Lolium multiflorum.
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