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RESUMO

SILVEIRA, Hellen Martins da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2017. Confirmagao e caracterizacao fisiologica de Digitaria insularis
resistente ao glyphosate. Orientador: Tocio Sediyama. Coorientadores:
Antonio Alberto da Silva e Francisco Claudio Lopes de Freitas.

Desde a introdugédo das culturas resistentes ao glyphosate, este herbicida
tem sido aplicado repetidas vezes por ano numa mesma area e safra. Esta
pratica contribui para sele¢cdo de bidtipos de plantas daninhas resistentes.
Espécies como Digitaria insularis, que possuem grande capacidade de
disseminagao, podem infestar grandes areas num curto periodo de tempo.
Isto gera maior consumo de herbicidas e eleva os custos de produgao das
culturas. Assim, esta pesquisa consistiu na identificagdo e caracterizagao
fisiolégica de bidtipos de D. insularis resistentes ao glyphosate. A eficacia do
glyphosate foi avaliada em trés biotipos de D. insularis (MT, BA e GO) com
indicio de resisténcia (R) e um bidtipo suscetivel (S) como controle (MG), por
meio de ensaios de dose-reposta, assim como as caracteristicas fisioldgicas
(taxa fotossintética, consumo de CO,, condutancia estomatica, taxa
transpiratoria e eficiéncia do uso da agua) usando um analisador de gases
infravermelho (IRGA), visando estabelecer padrées que permitissem
discriminar a resisténcia de D. insularis ao glyphosate. Os bidtipos de MG e
GO foram caraterizados como suscetiveis ao glyphosate. Os biétipos MT e
BA apresentaram elevado nivel de resisténcia ao glyphosate com fatores de
resisténcia que oscilaram entre 3,1 a 26,7, e o biétipo GO apresentou
potencial para desenvolvé-la. A ordem de susceptibilidade ao glyphosate dos
biétipos foi MG < GO < MT < BA. As maiores diferengas nas alteracoes
fisiologicas em plantas de D. insularis foram observadas nas doses de 360 e
720 g ha™ do glyphosate. Nas doses de 1440 e 2880 g ha™, estas foram
afetadas de forma semelhante. Concluiu-se que os biétipos de D. insularis
de MG e GO sao suscetiveis ao glyphosate; enquanto os de MT e BA sao
resistentes a este herbicida. Além disso, ndo foi possivel estabelecer
padrdes fisioldgicos que permitiram discriminar a resisténcia de plantas de

D. insularis ao glyphosate usando o IRGA.



ABSTRACT

SILVEIRA, Hellen Martins da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2017. Confirmation and physiological characterization of glyphosate
resistant Digitaria insularis. Adviser: Tocio Sediyama. Co-advisers:
Antonio Alberto da Silva and Francisco Claudio Lopes de Freitas.

Since the introduction of glyphosate resistant crops, this herbicide has been
applied repetitively per year in the same area and cropping season. This
practice contributes to the selection of resistant weed biotypes. Species such
as Digitaria insularis, which have great dissemination capacity, can infest
large areas in a short period of time, leading to higher consumption of
herbicides and high crop production costs. This research consisted in the
identification and physiological characterization of glyphosate resistant D.
insularis biotypes. The glyphosate efficacy was evaluated in three D. insularis
biotypes (MT, BA and GO) with suspect of resistance (R) and one
susceptible (S) biotype as control (MG), by means of dose-response assays,
as well as their physiological characteristics (photosynthetic rate, gas
exchange, stomatal conductance, transpiration rate and water use efficiency)
using an infrared gas analyzer (IRGA), aiming to establish physiological
patterns that allowed to discriminate the glyphosate resistance of D. insularis.
The biotypes from MG and GO were characterized as being susceptible to
glyphosate, meanwhile the MT and BA biotypes as being resistant to this
herbicide. The two latter biotypes showed a high level of resistance to
glyphosate with resistance factors ranging from 3.1 to 26.7, and the GO
biotype presented potential to develop it. The glyphosate susceptibility
ranking of the D. insularis biotypes was MG < GO < MT < BA. The greatest
differences on the physiological alterations of D. insularis were observed at
360 and 720 g ha™ of glyphosate, meanwhile at 1440 and 2880 g ae ha™,
these were similarly affected. It was concluded that the D. insularis biotypes
MG and GO were susceptible to glyphosate, while the MT and BA biotypes
as being resistant this herbicide. In addition, it was not possible to establish
physiological patterns that allowed discriminating the resistance to
glyphosate of D. insularis using IRGA.



INTRODUGAO GERAL

A agricultura € uma atividade importante para o desenvolvimento do
Brasil, mas é afetada por fatores bioticos e abiéticos reduzindo o rendimento
das culturas. Um dos fatores bidticos com maior impacto na produtividade
sdo as plantas daninhas (Oerke, 2006). Estas plantas competem com a
cultura diretamente por luz, agua e nutrientes (Pimentel et al., 2001). Além
disso, causam danos indiretos dificultando os tratos culturais e sao
hospedeiras de pragas e doencgas (Liebman et al., 2001). Na agricultura
moderna, os herbicidas s&o a principal ferramenta para o controle de plantas
daninhas (Davis e Frisvold, 2017).

A engenharia genética e o melhoramento convencional de plantas
permitiram a introducdo e comercializacdo de culturas resistentes a
herbicidas (glyphosate; glufosinate; imidazolinonas; etc.) oferecendo
vantagens significativas no controle de plantas daninhas (Green, 2012;
Bonny, 2016). Estas culturas foram introduzidas em meados dos anos 90 e
foram adotadas rapidamente pelos agricultores (Duke, 2015). No entanto, a
utilizagdo de culturas resistentes a herbicidas com um unico modo de acéo,
associado a utilizacao incorreta da tecnologia (Lopez-Ovejero et al., 2014),
causaram o rapido aparecimento de um grande numero de plantas daninhas
resistentes a estes herbicidas (Powles e Yu, 2010).

A resisténcia a um herbicida se deve a selecao de bidtipos resistentes
preexistentes que, devido a pressdo de selegcdo exercida por repetidas
aplicagdes de um mesmo herbicida ou mecanismo de acdo, encontra
condigbes para multiplicagdo (Vencill et al., 2012). De acordo com Heap
(2014), a resisténcia aos herbicidas é devida a cinco mecanismos primarios:
1) mutagdes na sequéncia de DNA, alterando a tradug¢ao de proteinas (sitio
de acao), reduzindo a afinidade do herbicida; 2) metabolizacdo da molécula
do herbicida para substancias nao téxicas; 3) absorcao e/ou translocagao
reduzida do herbicida ao sitio de agao; 4) compartimentalizagdo da molécula
de herbicida em locais inativos da planta; e 5) a superexpressdo do gene
que traduz a proteina alvo (sitio de agdo).

Atualmente sdo 480 casos unicos (espécie x sitio de acdo) de

resisténcia a herbicidas no mundo (Heap, 2017). No Brasil, desde que foi



reportada a primeira espécie resistente em 1993, até hoje ja existem 46
casos de resisténcia, algumas delas com resisténcia multipla (Heap, 2017).
Os casos mais importantes de resisténcia sdo ao glyphosate. Este herbicida
age inibindo a enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS)
responsavel pela sintese de aminoacidos aromaticos essenciais (Duke,
2017).

No Brasil, o azevém (Lolium perenne ssp. multiflorum) foi a primeira
espécie identificada resistente ao glyphosate em 2003 no Sul do pais
(Roman et al., 2004). Em 2005, identificaram-se duas espécies de buva
(Conyza bonariensis e C. canadensis) no estado de Sao Paulo (Moreira et
al., 2007; Lamego e Vidal, 2008); em 2008, o capim-amargoso (Digitaria
insularis) no estado do Parana (Carvalho et al., 2011); em 2010, outra
espécie de buva (C. sumatrensis) no estado do Parana (Santos et al., 2014);
em 2014, o capim-branco (Chloris elata) nos estados de Sao Paulo e Parana
(Brunharo et al., 2016), em 2015, o caruru-palmeri (Amaranthus palmeri) no
estado de Mato Grosso (Carvalho et al., 2015); e em 2016, o pé-de-galinha
(Eleusine indica) foi identificada no estado do Parana (Takano et al., 2017).

Das espécies com resisténcia ao glyphosate no Brasil, o capim-
amargoso tem sido o principal problema, devido a sua grande capacidade de
sobreviver e multiplicar-se em ambientes dificultando seu controle (Machado
et al., 2006). Ocorre em culturas perenes (café, citrus) e anuais (como, soja
e milho) onde a aplicagéo de glyphosate é eficaz para outras, mas néo para
o capim-amargoso (Carvalho et al., 2011). Portanto, maiores esforcos tém
sido feitos na caracterizagcdo dos fatores envolvidos em seu resisténcia,
dispersado e manejo (Carvalho et al., 2011, 2012; Barroso et al., 2015; Gilo et
al., 2016; Martins et al., 2016; Lopez-Ovejero et al., 2017), constatando-se
que a origem de bidtipos resistentes desta espécie foi por eventos evolutivos
independentes, mas sua dispersdo por atividades antropogénicas, pois 0s
primeiros bidtipos resistentes identificados no Brasil procederam do Paraguai
(Lopez-Ovejero et al., 2017).

O capim-amargoso (Digitaria insularis (L) Mez ex Ekman/Fedde) é
uma planta daninha C,4 (Kissmann e Groth, 1997), cujo aproveitamento da
luz solar e resposta fotossintética sdo maiores em condi¢ées ambientais de

alta irradiancia e temperatura elevada (Taiz e Zeiger, 2013). Esta espécie
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apresenta insensibilidade ao fotoperiodo para seu florescimento, mas quanto
maior € o fotoperiodo, mais rapida € a emissao da panicula e maior € a o
acumulo de matéria seca por planta (Pyon et al., 1977; Machado et al.,
2006).

O controle quimico das plantas daninhas € essencial, porém falhas de
controle podem ocorrer particularmente observando se a causa foi
decorrente da selegcdo de resisténcia ao herbicida na populacdo (R4P
Network, 2016). Técnicas para identificar e caracterizar a resisténcia a
herbicidas torna-se vital nessas situagdes (Burgos et al., 2013). Métodos
eficazes foram desenvolvidos para caracterizar a resisténcia a herbicidas
tais como ensaios de: planta inteira, placa de Petri, atividade enzimatica e
biologia molecular relacionados ao sitio de acao (target-site). No entanto,
sua aplicagdo esta restrita a laboratérios e/ou instituicbes de pesquisa
especializadas, e ainda é dificil discriminar a resisténcia no campo durante o
controle quimico de plantas daninhas na mesma safra (Zhang et al., 2016).

A fluorescéncia da clorofila vem sendo utilizada eficientemente para a
deteccdo de resisténcia aos herbicidas inibidores do fotossistema Il (FSII),
da acetil-CoA carboxilase (ACCase), da acetolactato sintase (ALS), da
protoporfirinogénio oxidase (PPO), glutamina sintetase (GS) e biossintese de
carotenoides por meio de fluorbmetros de clorofila (Zhang et al., 2016). Os
primeiros efeitos do glyphosate estdo relacionados com a fotossintese
(Gomes et al., 2017; Zobiole et al., 2010). A taxa fotossintética e condutancia
estomatica, mensuradas com um analisador de gas infravermelho (IRGA),
apresentaram diferencas entre plantas de Lolium perenne resistentes e
susceptiveis ao glyphosate, durante os primeiros 7 dias apos a aplicacao do
herbicida (Yannicarri et al., 2012). No entanto, avaliar estes parametros a
campo € inviavel durante este periodo, porque as densidades de populagao
de plantas daninhas s&o maiores que a cultura (Andrew et al., 2015).

Dada a importancia do uso do glyphosate em culturas RR e outros
sistemas de cultivo, neste trabalho foi avaliada a eficacia do glyphosate em
bidtipos de capim-amargoso com indicio de resisténcia por meio de ensaio
dose-resposta. Além disso, foram identificadas as principais mudancas
fisiolégicas que ocorrem nas plantas sensiveis e resistentes ao glyphosate

quando pulverizadas com esse herbicida.
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EFICACIA DO GLYPHOSATE EM BIOTIPOS DE CAPIM-~AMARGOSO
COM INDICIO DE RESISTENCIA COLETADAS EM CULTIVOS RR

RESUMO - No Brasil, as infestagcbes de areas agricolas com bibtipos de
capim-amargoso (Digitaria insularis (L) Mez ex Ekman/Fedde) resistentes ao
glyphosate, resultam em aumento nos custos de producdo das culturas.
Avaliou-se a eficacia do glyphosate em trés bidtipos de capim-amargoso
com indicio de resisténcia (GO, BA e MT) ao glyphosate e um bidtipo
suscetivel (MG) como controle. As plantas de cada biétipo de capim-
amargoso foram tratadas com as seguintes doses de glyphosate: 0, 180,
360, 540, 720, 1440, 2880, 5760, 8640 e 11520 g ha™'. Constatou-se que os
biétipos MG e GO foram suscetiveis ao herbicida (controle > 90%). O bidtipo
MG apresentou reducao do crescimento e mortalidade em 50% (GRsg e Csp,
respectivamente) nas doses de glyphosate de 243,7 e 431,6 g ha™'. Os
fatores de resisténcia dos biétipos com indicio de resisténcia oscilaram entre
2,8 a 6,1 em relagdo ao GRsp; € entre 1,4 e = 26,7 em relacdo ao Cso. A
ordem de susceptibilidade dos biétipos de capim-amargoso foi MG < GO <
MT < BA. Conclui-se que os biétipos de MT e BA apresentaram elevado
nivel de resisténcia ao glyphosate, e o bidtipo de GO tém potencial para

desenvolvé-la.

PALAVRAS-CHAVE: Digitaria insularis, dose-resposta, fator de resisténcia,

herbicida.



GLYPHOSATE EFFICACY ON SOURGRASS BIOTYPES WITH
SUSPECTED RESISTANCE COLLECTED IN GR-CROP FIELDS

ABSTRACT - In Brazil, infestations of crop areas with glyphosate-resistant
sourgrass (Digitaria insularis (L.) Mez ex Ekman/Fedde) biotypes has risen
significantly, increasing crop production costs. Glyphosate efficacy on three
biotypes (GO, BA and MT) of sourgrass with suspected resistance was
evaluated. A susceptible biotype (MG) was used as the control. The plants of
each sourgrass biotype were sprayed with the following doses of glyphosate:
0, 180, 360, 540, 720, 1440, 2880, 5760, 8640 e 11520 g ae ha™". The results
confirmed that the MG and GO biotypes were susceptible to glyphosate
(control > 90%). The MG biotype exhibited growth reduction and mortality by
50% (GRsp and LDsg, respectively) with mean glyphosate doses of 243.7 and
431.6 g ae ha'. The resistance factors of the biotypes with suspected
resistance ranged from 2.8 to 6.1 in relation to GRsp and from 1.4 to 26.7 in
relation to LDsy. The glyphosate susceptibility ranking of the sourgrass
biotypes was MG < GO < MT < BA. The MT and BA biotypes demonstrated
high glyphosate resistance levels, and the GO biotype had a high potential to

develop resistance.

KEYWORDS: Digitaria insularis, dose-response, herbicide, resistance factor.



INTRODUGAO

Capim-amargoso (Digitaria insularis (L.) Mez ex Ekman/Fedde) é uma
espeécie nativa de regides tropicais e subtropicais da América.
Frequentemente encontrado em pastagens, cafezais, pomares e areas
ruderais, como beira de estradas e terrenos baldios (Machado et al., 2008).
E uma planta daninha de crescimento inicial lento, principalmente em
condigcbes de sombreamento ou de baixas temperaturas (Machado et al.,
2006). Entretanto, sua rapida adaptacéo permite sobrevivéncia em diferentes
condi¢cdes ambientais, limitando o crescimento de outras espécies (Brighenti
& Oliveira, 2011). Em algumas areas agricolas do Centro-Sul brasileiro, as
populagdes adultas dessa espécie tém exigido doses ainda maiores de
glyphosate sem sucesso no controle (Correia & Durigan, 2009). O
glyphosate € o principal herbicida usado para o controle de plantas daninhas
nessa regiao.

O glyphosate (N-fosfonometilglicina) € um herbicida sistémico nao
seletivo usado amplamente para o controle de plantas daninhas desde 1974
(Orcaray, Zulet, Zabalza & Royuela, 2012; Székacs & Darvas, 2012). Este
herbicida atua inibindo a enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintetase
(EPSPS), resultando no acumulo de acido shiquimico e na reducado da
biossintese de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina e fenilalanina)
nas plantas sensiveis (Duke & Powles, 2008). O glyphosate reduz
rapidamente a atividade fotossintética (Duke, Baerson & Rimando, 2003). E
translocado com fotoassimilados das folhas para o tecido meristematico até
alcangar o local-alvo, atingindo a absor¢do maxima 96 horas apds o
tratamento (Cruz-Hipolito et al., 2011).

A expansdo de areas agricolas no Brasil Central com culturas
resistentes ao glyphosate (culturas RR), principalmente soja e milho, tém
contribuindo para a forte selecdo de bidtipos resistentes de plantas
daninhas. Isto devido a elevada pressado de selecdo exercida pelo uso de
glyphosate nas culturas RR, promovendo a selegcdo de plantas daninhas
resistentes (Yanniccari, Vila-Aiub, Istilart, Acciaresi & Castro, 2016). A
resisténcia aos herbicidas ocorre quando as plantas daninhas sobrevivem,

completam seu ciclo de vida e reproduzem-se por sementes apos aplicagao
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de herbicidas em doses normalmente letais para bidtipos de plantas
daninhas selvagens (Vencill et al., 2012). Biologicamente, populagcbes de
plantas daninhas resistentes a herbicidas estdo naturalmente presentes,
mas ocorrem em baixas densidades (Alcantara-de la Cruz et al., 2016). O
surgimento de bidtipos resistentes é decorrente de diferentes mecanismos
de resisténcia, que podem estar relacionados ao local de agao do herbicida
(Powles 2008; Powles & Yu, 2010).

Por mais de 20 anos nao houve relatos de resisténcia de plantas
daninhas ao glyphosate (Székacs & Darvas, 2012). No entanto, o primeiro
caso de resisténcia registrado foi em 1996 em Lolium rigidum, em um campo
na Australia (Heap, 2017). At¢é o momento, ha 37 espécies de plantas
daninhas resistentes ao glyphosate. Em 2005, o primeiro relato sobre um
bidtipo de capim-amargoso resistente ao glyphosate, ocorreu no Paraguai.
Posteriormente, em 2008, no estado do Parana, também foi identificado
como resistente ao glyphosate em campos de soja e milho (Heap, 2017).
Desde entdo, o numero de casos de capim-amargoso resistente foi
aumentando consideravelmente no pais (Cerdeira, Gazziero, Duke &
Matallo, 2011). A rapida adogao de culturas RR e a perda da patente do
glyphosate pela Monsanto em 2000 foram fatores decisivos para sua ampla
adocgao e uso como principal ferramenta no controle de plantas daninhas
(Duke & Powles, 2008).

Dada a importancia do uso do glyphosate em culturas RR e outros
sistemas de cultivo, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia do
glyphosate em trés bidtipos de capim-amargoso com indicio de resisténcia,
coletados em lavouras de culturas RR de diferentes estados brasileiros, em

comparagao com um biétipo sensivel mediante ensaios de dose-resposta.

MATERIAL E METODOS
Origem dos biétipos de capim-amargoso

Sementes de trés bidtipos com indicio de resisténcia (R) ao
glyphosate foram coletadas em regides produtoras de milho e soja RR das
cidades de Correntina — Bahia (13°20'36"S, 44°38'12"W), Bom Jesus —
Goias (18°12"11"S, 49°44'3"W), e Confresa - Mato Grosso (10°38'38"S,

51°34'08"W), nomeados BA, GO e MT, respectivamente. As sementes foram
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colhidas de plantas que sobreviveram a uma aplicagdo de glyphosate de
1440 g ha'. As sementes de um bidtipo suscetivel (S) utilizado como
controle foi coletado em Vigcosa - Minas Gerais (MG) (20°45'14"S,
42°52'55"W), em uma area que nao apresentava histérico de aplicagéo do

herbicida.

Ensaio de dose-resposta

As sementes foram semeadas em bandejas de poliestireno
preenchidas com substrato (Tropstrato HT — Vida Verde Industria) em casa
de vegetacdo. Apds a germinagdo, as plantulas foram transplantadas
individualmente para vasos de 300 cm® preenchidos com substrato e areia
(1:1). As plantas de cada biétipo de capim-amargoso foram tratadas no
estadio de trés a quatro folhas com as seguintes doses de glyphosate
(Roundup Original, 360 g L™; Monsanto, Brasil): 0, 180, 360, 540, 720, 1440,
2880, 5760, 8640 e 11520 g ha™'. As aplicacdes de glyphosate foram feitas
utilizando um pulverizador costal pressurizado a CO,, equipado com ponta
de pulverizac&o do tipo leque 110.015, calibrado para aplicar 150 L ha™ de
calda.

Aos 7, 14 e 21 dias apods aplicacao (DAA) foram realizadas avaliagoes
visuais de controle das plantas daninhas tratadas com glyphosate nas doses
de 720 e 1440 g ha™', utilizando uma escala de classificacdo percentual, em
que zero corresponde a nenhum dano e 100% a morte da planta. Aos 21
DAA, a mortalidade dos bidtipos foi quantificada. A parte aérea das plantas
foram colhidas ao nivel do solo e colocadas individualmente em sacos de
papel. As amostras foram secas em estufa com circulacéo forgada de ar por
72 horas e pesadas para determinar a matéria seca (MS). O experimento foi
organizado de forma aleatéria com seis repeticdes por dose e foi repetido

novamente.

Analise estatistica

Os dados da matéria seca e da mortalidade foram transformados em
percentagem em comparagdo com plantas de controle ndo tratadas. A
analise de regress&o ndo linear foi utilizada para determinar a dose média

que causou a redugao do crescimento e mortalidade em 50% (GRsp € Csyo,
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respectivamente). Um modelo log-logistico de quatro parédmetros foi
conduzido usando o pacote estatistico drc (Ritz, Baty, Streibig & Gerhard,

2015) do programa R versao 3.2.5. O modelo estatistico é:

Y=c+ d——xc
1+@@"

Onde, c e d sao coeficientes correspondentes aos limites superior e
inferior da curva, b € a inclinagdo da linha, g € o ponto médio de inflexao
entre a parte superior e inferior da assintota (este ponto corresponde ao
GRs5p ou Csp), € x € a variavel independente (corresponde as doses de
glyphosate). Os dados foram plotados utilizando o software SigmaPlot 11.0
(Systat Software, Inc., EUA).

Os dados de avaliagdes visuais aos 7, 14 e 21 dias apos aplicagdo do
glyphosate, foram submetidos a analise de varidancia (ANOVA). Quando
necessario, as médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey a 5%
de probabilidade. As andlises estatisticas foram conduzidas usando o

programa Statistix 9.0 (Analytical Software, EUA).

RESULTADOS

Nas avaliagdes visualizadas aos 7 DAA, na dose de 720 g ha™ de
glyphosate, o nivel de controle das plantas daninhas foi superior a 70% para
o bidtipo suscetivel MG, enquanto que para os bidtipos de MT, BA e GO
exibiram menos de 5% de controle. Para a mesma dose, aos 14 e 21 DAA,
observou-se um controle de 97 e 100%, respectivamente, para o bidtipo de
MG. O biodtipo R de GO mostrou controle superior a 85% aos 14 DAA,
sugerindo que este ndo é resistente ao glyphosate. A sobrevivéncia dos
outros bidtipos R de MT e BA o controle foi inferior a 20%, aos 14 e 21 DAA
(Figura 1A).

Resultados semelhantes foram observados na dose de 1440 g ha™ do
glyphosate. O bi6tipo MG teve controle maior que 60% aos 7 DAA, enquanto
que nao excedeu a 10% para os biétipos R de MT, BA e GO. Ja aos 21
DAA, observou controle superior a 95% para os bidtipos de MG e GO,

enquanto que foi inferior a 24% para os biotipos de MT e BA (Figura 1B).
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Figura 1. Porcentagem de controle dos bidtipos de Digitaria insularis com
indicio de resisténcia MT, GO e BA comparada com o biotipo
suscetivel MG na dose de 720 (A) e 1440 (B) g ha™' do glyphosate
avaliadas aos 7, 14 e 21 dias apds aplicacdo. Barras verticais
representam + desvio padréo (n=6).

O experimento de dose-resposta com glyphosate mostraram
diferencas significativas entre os bi6tipos de capim-amargoso (baseados nos
intervalos de confianga), confirmando a resisténcia dos biétipos de BA e MT.
O GRsp (dose necessaria para reduzir 50% da matéria seca) estimado para
o bidtipo S de MG foi de 243,7 g ha™. Os fatores de resisténcia (FR) para os
biétipos R foram de 3,1 e 6,1 (Figura 2A, Tabela 1).

Em relacdo a mortalidade, a dose necessaria para controlar 50% das
plantas (Cso) foi de 431,6 g ha™ para o biétipo S de MG. Na dose maxima
(11520 g ha™") avaliada, o bidtipo de MT apresentou maior mortalidade que o
bidtipo de BA; entretanto, ambos apresentaram sobrevivéncia superior a
50%. Portanto, ndo foi possivel estimar a Csy para estes bidtipos. A
estimativa da Cs para o biétipo de GO foi de 605,9 g ha™, ou seja, 1,4 vezes
maior que ao biétipo de MG (Figura 2B, Tabela 1). No entanto, o bi6tipo GO
apresentou falhas de controle das plantas daninhas em doses superiores a
720 g ha™ (Figura 3).
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Figura 2. Curvas log-logisticas dos biotipos de Digitaria insularis com
suspeita da resisténcia ao glyphosate (GO, MT e BA) em comparagao
ao bidtipo suscetivel MG avaliados aos 21 dias apds aplicagao. (A)
Curva dose-resposta em relagdo a percentagem de reducédo da
matéria seca. (B) Curva dose-resposta em relagdo a percentagem de
sobrevivéncia. Barras verticais representam o erro padrao (n= 6).
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Tabela 1. Parametros da equagado sigmoidal utilizada para estimar os

valores da GRsp e Cso dos bidtipos de Digitaria insularis.

Bidtipos c D b R’aj Dose (g ha™)(95% IC) FR
Parametros do valor da GR5g
MG (S) 18,74 100,05 0,930 0,95 243,7 (169,7; 317,7)
MT (R) 18,86 101,05 0,709 0,91 756,8 (140,0; 1373,6) 3,1
BA(R) 25,79 101,27 1,067 0,94 1492,2 (793,1; 2191,2) 6,1
GO (R) 16,91 103,35 1,539 0,93 679,8 (553,6; 806,1) 2,8
Parametros do valor da Csg
MG(S) 0,85 89,75 517 0,96  431,6 (408,4; 454,8)
MT (R) - - - - >11520 > 26,7
BA (R) - - - - >11520 > 26,7
GO(R) 5,88 101,28 1,93 0,92 605,9 (540,7; 671,1) 1,40

c= limite inferior; d= limite superior; b= declividade da curva; R?aj=1 - (soma
dos quadrados da regressao/soma dos quadrados total corrigido); Cso= dose
necessaria para obter 50% de controle; GRsp= dose necessaria para obter
50% de reducdo de matéria seca; FR= fator de resisténcia expresso pela
relagdo entre Cso(R)/Cso(S) ou GRso(R)/GRso(S) e IC= Intervalo de Confianga

(n=6).
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Figura 3. Plantas de bidtipos de Digitaria insularis, em ensaios de dose-
resposta, aos 21 dias apos aplicacdo do glyphosate. Biotipo
susceptivel de MG (A). Bidtipos com indicio de resisténcia ao
glyphosate BA (B), MT (C) e GO (D).

DISCUSSAO

O capim-amargoso € uma planta daninha com o maior numero de
casos de resisténcia ao glyphosate no Brasil (Gazola, Belapart, Castro,
Cipola Filho & Dias, 2016). Nas doses de 720 e 1440 g ha™ as plantas de
capim-amargoso avaliadas aos 7, 14 e 21 DAA nao proporcionaram controle
aceitavel para os biétipos de MT e BA. As avaliagbes foram conduzidas
nestes periodos de tempo, pois o capim-amargoso pode apresentar habitos
de crescimento anual e perene (Brighenti & Oliveira, 2011); e dependendo
da dose de glyphosate e das condigdes ambientais, os sintomas sao visiveis
dentro de 2 a 4 DAA na maioria das plantas daninhas anuais e ap6s 7 dias
em perenes (Franz et al., 1997). Os bi6tipos de MT e BA sobreviveram em
altas doses de glyphosate durante um periodo prolongado, demonstrando o
elevado nivel de resisténcia destes bidtipos.

Em oliveiras na Espanha, areas com histérico de 5 anos de aplicagéo
de glyphosate, populagbes de Eleusine indica e Paspalum distichum com
suspeita de resisténcia exibiram niveis de controle na dose de 720 g ha™' de
glyphosate superiores a 68 e 78%, respectivamente, aos 60 DAA. Na dose

de 1440 g ha™, foi de 78% e 83%, respectivamente (Alcantara, Fernandez,
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Smeda, Alves & Prado, 2016). Isto sugere que estas doses de glyphosate
(as mesmas utilizadas nas avaliagbes de capim-amargoso) sdo suficientes
para o controle de plantas daninhas quando a resisténcia ainda nao se
desenvolveu. Além disso, alguns pesquisadores evidenciaram a alta
suscetibilidade do capim-amargoso a este herbicida, documentando valores
de GRsp inferiores a 100 g ha™' para bidtipos suscetiveis (Carvalho et al.,
2011; Reinert, Prado & Christoffoleti, 2013). No entanto, alguns agricultores
aplicam amplamente doses maiores do que a recomendada a campo, como
1440 g ha™ (Carvalho et al., 2012, Melo, Rosa, Brunharo, Nicolai &
Christoffoleti, 2012, Gomes, Santos, Gasparino & Correia, 2017), causando
maior pressao de sele¢do no capim-amargoso e outras plantas daninhas.

O baixo nivel de controle dos biétipos MT e BA e as falhas de controle
exibidas pelo bidtipo GO séo preocupantes, uma vez que o0 capim-amargoso
pode se recuperar de danos causados pelo glyphosate. Por exemplo,
aplicacdes de 2880 g ha”' ndo foram eficazes no controle do capim-
amargoso, e apesar da alta taxa de controle inicial, 70% das plantas
voltaram a rebrotar, demonstrando grande capacidade de recuperagao
(Correia & Durigan, 2009).

O glyphosate pode controlar plantas jovens de capim-amargoso,
quando originarias de sementes, mas quando as plantas se desenvolvem e
formam rizomas, seu controle é ineficaz (Machado et al., 2006). As reservas
de amido acumuladas nos rizomas podem ser responsaveis pela tolerancia
do capim-amargoso ao glyphosate, limitando a translocacdo e permitindo
rapida rebrota da parte aérea apds o tratamento com herbicidas (Machado et
al., 2008; Carvalho et al., 2012). Portanto, o melhor periodo para o controle
desta espécie seria até 35 dias apdés a emergéncia, quando os rizomas
ainda néo se formaram (Machado et al., 2006).

Quando os bidtipos de capim-amargoso desenvolvem a resisténcia ao
glyphosate, os valores do fator de resisténcia (FR) séo elevados. Reinert et
al. (2013) relataram valores de FR> 16 para o biétipo R de capim-amargoso,
com valores de GRsp e Csp de 108,7 e 85,5 g ha™', respectivamente, para o
bidtipo S. Além disso, este ultimo apresentou reducdo da matéria seca maior
que 90% com 900 g ha™', enquanto o biétipo R foi de apenas 20% na mesma

dose (Reinert et al., 2013). Resultados semelhantes foram observados por
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Carvalho et al. (2011), enfatizando a necessidade de doses maiores para
reduzir 50% da matéria seca dos biotipos de capim-amargoso R em relagéo
aos bidtipos S.

Diferentes niveis de resisténcia ao glyphosate observados nos
bidtipos BA e MT sugerem que seus mecanismos de resisténcia podem
diferir entre eles. De acordo com Carvalho et al. (2012), o capim-amargoso
pode apresentar mecanismos que contribuem para a resisténcia ao
glyphosate, incluindo a absorcao e translocagao reduzida do glyphosate, a
metabolizagcdo em substancias ndo téxicas, ou mutagdes no sitio de agaéo no
gene da EPSPS.

Espécies de gramineas como Echinochloa colona (Alarcon-Reverte et
al., 2015); E. indica (Yu et al., 2015) e Lolium perenne ssp. multiflorum
(Salas, Scott, Dayan & Burgos, 2015) apresentaram FR que oscilaram entre
1,4 até 31,1 com base no GRsp, e entre 4 e 15 com base no Csp, exceto de
um bidtipo de E. indica que o FR foi > 182 (Yu et al., 2015). Estas grandes
diferencas da sensibilidade ao glyphosate se deve aos diferentes
mecanismos de resisténcia que cada biotipo apresenta. No caso da E.
colona, a resisténcia ao glyphosate foi devido as mutag¢des na posigcao Pro-
106 do sitio de agao e da atividade basal melhorada da EPSPS (Alarcon-
Reverte et al., 2015). O gendtipo mais resistente de E. indica desenvolveu
uma dupla mutagao, conhecida como TIPS nas posicées Thr-102-lle e Pro-
106-Ser (Yu et al., 2015); e em L. perenne ssp. multiflorum, a resisténcia foi
devida ao numero de copias multiplas e a superexpressdo do gene da
EPSPS (Salas et al., 2015).

CONCLUSAO

A resisténcia ao glyphosate foi confirmada nos biétipos de MT e BA de
capim-amargoso coletados em campos cultivados com culturas RR,
apresentando alto nivel de resisténcia a esse herbicida. Embora o biétipo
GO tenha sido caracterizado como suscetivel, possui alto potencial para
desenvolver a resisténcia, pois apresenta falhas de controle em doses

superiores a 720 g ha™.
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E POSSIVEL IDENTIFICAR A RESISTENCIA DO CAPIM-AMARGOSO AO
GLYPLOSATE NO CAMPO?

RESUMO: Capim-amargoso (Digitaria insularis (L.) Mez ex Ekman/Fedde) é
a planta daninha resistente ao glyphosate de maior ocorréncia no Brasil. No
entanto, identificar rapidamente sua resisténcia a campo ainda é dificil.
Neste trabalho foram caracterizados os padrdes fisioloégicos em plantas de
capim-amargoso tratadas com glyphosate visando discriminar a resisténcia
desta espécie a este herbicida no campo. As caracteristicas fisiolégicas
(taxa fotossintética, consumo de CO,, carbono interno, razdo Ci/Ca,
condutancia estomatica, taxa de transpiracéo e eficiéncia do uso da agua)
foram medidas em dois biotipos resistentes (R) e um suscetivel (S) de
capim-amargoso tratados com glyphosate (0, 360, 720, 1440 e 2880 g ha™).
Para isso, foi utilizado um analisador de gas infravermelho (IRGA) e as
avaliagdes foram realizadas aos 7 dias apds a aplicacao do herbicida. As
maiores alteragbes causadas pelo glyphosate nas plantas de capim-
amargoso foram observadas nas doses de 360 e 720 g ha'. A taxa
fotossintética, o consumo de CO,, a taxa de transpiracao e a eficiéncia do
uso da agua foram menores nas plantas S do que nas R, a medida que as
doses de glyphosate aumentaram. A concentracdo de CO, na camara
subestomatica, a razao Ci/Ca e a condutancia estomatica foram maiores nas
plantas S comparadas com as plantas R. No entanto, as caracteristicas
fisiologicas foram afetadas de forma semelhante nas doses de 1440 (dose
de campo) e 2880 g ha™, e/ou quando houve diferencas, ndo foi possivel
estabelecer padrbes fisiolégicos, devido a grande variabilidade dos
individuos dentro de um bidtipo. Concluiu-se que a medigcdo das
caracteristicas fisiologicas pelo IRGA nado deve ser recomendada para

discriminar a resisténcia ao glyphosate do capim-amargoso a campo.

PALAVRAS-CHAVE: caracteristicas fisiologicas; Digitaria insularis; IRGA;

resisténcia a herbicidas.

23



IS IT POSSIBLE TO IDENTIFY GLYPHOSATE RESISTANCE OF
SOURGRASS IN THE FIELD?

ABSTRACT: Sourgrass (Digitaria insularis (L.) Mez ex Ekman/Fedde), is the
commonest glyphosate-resistant weed in Brazil. However, identifying its
resistance in the field during chemical weed control is still difficult. In this
work, the physiological patterns were characterized in sourgrass plants
treated with glyphosate aiming to discriminate the glyphosate resistance of
this species in the field. Physiological patterns (photosynthetic rate, CO,
consumption, stomatal conductance, transpiration rate and water use
efficiency), were measured in resistant (R) and susceptible (S) sourgrass
plants treated with glyphosate (0, 360, 720, 1440 and 2880 g ae ha™). The
evaluations were carried out at 7 days after the application of the herbicide
using an infrared gas analyzer (IRGA). The greatest alterations caused by
glyphosate in the sourgrass plants were observed at 360 and 720 g ae ha™.
Photosynthetic rate, CO, consumption, transpiration rate and water use
efficiency were lower in S sourgrass plants than in thee R ones, as the
glyphosate doses increased. The CO, concentration in the substomatic
chamber, the ratio of internal to atmospheric CO, concentration and stomatal
conductance were higher in S plants compared to R ones. However, the
physiological parameters were affected similarly at 1440 (field dose) and
2880 g ae ha™', and/or when there were differences, these was not possible
to establish the physiological patterns, due to the great variability within
individuals of a biotype. It was concluded that the measurement of the
physiological parameters by IRGA cannot be used to discriminate the
glyphosate resistance of sourgrass in the field.

KEYWORDS: Digitaria insularis; herbicide resistance; IRGA; physiological

characteristics.
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INTRODUGAO

O glyphosate [(N-fosfonometil) glicina] € um herbicida ndo seletivo e
sistémico utilizado globalmente ha mais de 40 anos para o controle de
plantas daninhas (Székacs e Darvas, 2012). Este herbicida atua
rapidamente na redugao da atividade fotossintética por meio de seus efeitos
complexos na rota metabdlica do shiquimato, processo fotossintético e
eventos oxidativos das plantas (Gomes et al., 2017), causando desregulagao
do fluxo de carbono, nutricdo mineral e outras vias essenciais (Orcaray et al.,
2012; Gomes et al., 2014).

O capim-amargoso (Digitaria insularis (L.) Mez ex Ekman/Fedde) é
uma planta daninha com mecanismo fotossintético C4 (Machado et al.,
2006), cujo aproveitamento da luz solar e resposta fotossintética séo
maiores em condi¢des ambientais de alta irradiancia e temperatura elevada
(Sage, 2004). O aumento de areas cultivadas com culturas resistentes ao
glyphosate (culturas RR) também levou ao aumento de bidtipos resistentes
desta espécie no Brasil (Gazola et al., 2016).

O controle quimico das plantas daninhas é essencial, porém falhas de
controle podem ocorrer particularmente observando se a causa foi
decorrente da selecao de resisténcia ao herbicida na populacdo (R4P
Network, 2016). Assim, o emprego de técnicas que identifiquem e
caracterizem a resisténcia aos herbicidas torna-se vital em tais situacdes
(Burgos et al., 2013). Varios métodos bioquimicos, enzimaticos e
moleculares foram desenvolvidos para diagnosticar a resisténcia aos
herbicidas (Burgos, 2015; Dayan et al., 2015; Déyle et al., 2015). No entanto,
a sua aplicacao é restrita por algumas condigdes, estando em grande parte
confinada a centros de pesquisa, de tal forma que discriminar a resisténcia
no campo durante o controle quimico das plantas daninhas, ainda é dificil
(Zhang et al. 2016). Além disso, os resultados da confirmacao da resisténcia
aos herbicidas na maioria dos casos podem levar varias safras de cultivo
(Burgos et al., 2013).

Os primeiros efeitos do glyphosate estdo relacionados com a
fotossintese (Gomes et al., 2017; Zobiole et al., 2010). Dependendo da dose

de glyphosate e as condi¢gdes ambientais, as plantas anuais apresentam
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sintomas entre 2 e 4 dias apds a aplicagado (DAA), e plantas perenes apos 7
DAA (Franz et al.,, 1997). A taxa fotossintética e condutancia estomatica,
mensuradas com um analisador de gas infravermelho (IRGA), apresentaram
diferencas entre plantas de Lolium perenne resistentes e susceptiveis ao
glyphosate, durante os primeiros 7 DAA do herbicida (Yannicarri et al.,
2012). Estes pesquisadores concluiram que a condutancia estomatica € um
potencial parametro para avaliar a susceptibilidade diferencial ao glyphosate.
No entanto, avaliar estes parametros a campo € inviavel neste curto periodo,
porque os sintomas causados pelo glyphosate ndo sédo evidentes além de
que as densidades de populacdo de plantas daninhas sdo maiores que a
cultura (Andrew et al., 2015). A caracterizagao destas variaveis fisiologicas e
outras, apos este periodo e uma vez que as plantas apresentam sintomas,
poderiam ajudar a discriminar a resisténcia a campo.

O objetivo foi avaliar as caracteristicas fisiologicas (transpiragéao,
consumo de CO,, eficiéncia de uso da agua, abertura estomatica, entre
outros) do capim-amargoso aos 7 DAA usando o IRGA, visando identificar
padrées destas variaveis fisioldgicas para a discriminagédo da resisténcia ao

glyphosate.

MATERIAL E METODOS
Origem dos biétipos de capim-amargoso

Foram utilizadas sementes de trés bidtipos previamente
caracterizados com diferentes niveis de susceptibilidade ao glyphosate.
Sendo, dois bidtipos resistentes ao glyphosate (R) coletados em lavouras de
soja RR e milho, nas regides de Correntina - Bahia (BA) (13°20'36"S,
44°38'12"W) e Confresa - Mato Grosso (MT) (13°20'36"S, 44°38'12"W). Um
biétipo susceptivel (S), coletado em uma area nao tratada com glyphosate
em Vigosa - Minas Gerais (MG) (20°45'14"S, 42°52'55"W). Sementes de
cada bidtipo foram semeadas em bandejas de poliestireno preenchidas com
substrato (Tropstrato HT — Vida Verde Industria). Apds a germinagao, as
mudas foram transferidas para vasos individuais contendo 300 cm?® de
substrato e areia (1:1).
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Aplicacoes de glyphosate

As plantas de cada bi6tipo de capim-amargoso foram tratadas no
estadio de 3 a 4 folhas com as seguintes doses de glyphosate (Roundup
Original, 360 g de equivalente acido (ea) L™, Monsanto, Brasil): 0, 360, 720,
1440 (dose recomendada de campo) e 2880 g ha”'. As aplicacdes do
herbicida foram feitas utilizando um pulverizador costal pressurizado a CO,
equipado com uma ponta de pulverizagao do tipo leque 110015, calibrado

para aplicar 150 L ha™ de calda.

Mensuragao das caracteristicas fisiolégicas

As caracteristicas fisioldgicas dos biétipos de capim-amargoso foram
determinadas aos 7 DAA do glyphosate, utilizando um analisador de gases
no infravermelho (IRGA) marca ADC, modelo LCA PRO+ (Analytical
Development Co. Ltd, Hoddesdon, UK), em ambiente protegido. As
avaliagbes foram realizadas na penultima folha completamente expandida
das plantas de capim-amargoso entre as 7 e 10 horas da manha. As
variaveis analisadas foram a taxa fotossintética (A - pmol m? s7), a
concentracdo de CO, na camara subestomatica (Ci - pmol mol™), sendo
calculado o CO; consumido pela planta (AC - umol mol™) e a razdo entre a
concentracdo interna e no ambiente de CO; (Ci/C, - pmol COy), a
condutancia estomatica (gs - mol m™" s7), a taxa de transpiragdo (E - mol
H,O m?s™) e a eficiéncia do uso da agua (EUA - mol CO, mol H,O™") obtida
pela relacdgo entre A e E. O experimento foi organizado de forma
completamente aleatdoria com seis repeticoes por dose e foi repetido

novamente.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Quando
necessario, as médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey a 5%
de probabilidade para diferenciar os efeitos das doses nos bidtipos de
capim-amargoso. Para o fator quantitativo, foi utilizada regressao linear. O
modelo selecionado foi baseado na explicagdo biolégica do fenbmeno e na
significancia dos coeficientes (p <0,05). As andlises estatisticas foram

conduzidas usando o programa Statistix 9.0 (Analytical Software, EUA).
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RESULTADOS

O GRs (dose necessaria para reduzir 50% da matéria seca) para o
biétipo S de MG foi previamente estimado em 243,7 g ha™'. Com base nesse
valor, os bidtipos de MT e BA foram de 3,1 e 6,1 vezes mais resistentes,
respectivamente (Resultados referentes ao trabalho anterior).

Os bidtipos de capim-amargoso R e S apresentaram semelhancga na
A e nos niveis de CO; no controle aos 7 DAA, demonstrando que néo ha
influéncia de outros fatores. No entanto, essas caracteristicas mostraram
diferengas entre os bidtipos e sintomas de clorose que foram observados a
medida que as doses de glyphosate aumentaram (Figura 1).

Observou-se redugao gradual da A nos biétipos de capim-amargoso.
Nas doses de 360 e 720 g ha™' de glyphosate, o biétipo MG apresentou
menores valores de A em comparagao aos R (BA e MT). Na dose de 1440
(recomendada de campo) e 2880 g ha™ n&o houve diferenca nesta variavel
entre os biétipos de capim-amargoso (Figura 1A).

Houve aumento da Ci no biétipo de MG em relagdo aos bidtipos
resistentes de MT e BA. Esta variavel nao foi afetada significativamente nos
biétipos R nas diferentes doses de glyphosate dentro do mesmo bibtipo
(Figura 1B).

Observou uma redugéo gradual do AC pela fotossintese nos bidtipos
de capim-amargoso. As maiores diferengas entre os bidtipos S e R foram
observados entre 360 e 1440 g ha™', onde o bidtipo S (MG) apresentou a
maior reducao do AC. Esta variavel também foi menor para os biétipos R em
comparagao ao seu respectivo controle, mas sem diferencas entre eles. Na
dose mais elevada, os valores de AC foram semelhantes para os trés
biotipos (Figura 1C).

O bidtipo S apresentou maior razdo Ci/Ca quando comparada aos
biétipos R. O bidtipo S apresentou altos incrementos desta variavel quando

comparado ao controle a partir da dose de 720 g ha™" (Figura 1D).
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Figura 1. Taxa fotossintética (A), Concentracdo de CO, na camara
subestomatica (B), Consumo de CO, (C) e a Razdo interna e
atmosférica de CO, (D), medida pelo IRGA na penultima folha
totalmente expandida dos bidtipos de Digitaria insularis aos 7 dias
apo6s aplicagado de glyphosate. Cada grupo de barras corresponde a
uma dose. Diferentes letras diferem estatisticamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

As respostas fisioldgicas (gs, E e EUA) dos bidtipos de capim-
amargoso foram semelhantes no controle (Figura 2).

Os valores de gs e E diminuiram para os bidtipos S e R com grande
variabilidade a medida que as doses de glyphosate aumentaram. Nas doses
de 720 e 1440 g ha™', os valores de gs e E foram maiores para o biétipo R
em comparagdo com o bidtipo S. Embora o biétipo da BA tenha sido
previamente caracterizado como o mais resistente ao glyphosate, este nao
apresentou diferengas para gs em relagéo ao bidtipo S a 2880 g ha (Figura
2A). Nesta mesma dose, ndo houve diferengas para a E entre os biétipos
(Figura 2B).

O bidtipo de MG (S) apresentou maior redugdo da EUA a 360 e 720 g
ha' em relacdo aos bidtipos R, enquanto que nas doses de 1440 e 2880 g

ha™', ambos os biétipos R e S ndo apresentaram diferengas (Figura 2C).
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aplicacao de glyphosate. Cada grupo de barras corresponde a uma
dose. Diferentes letras diferem estatisticamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

A analise de regressao nao permitiu estabelecer um padrao confiavel
para discriminar a resisténcia. Em alguns casos, o ajuste so6 foi possivel com
quatro pontos (0, 360, 720 e 1440 g ha’') para atingir um nivel de
confiabilidade (R?) maior que 50% (Tabela 1).
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Tabela 1. Equacao de regressao linear e coeficiente (R?) das caracteristicas
fisiolégicas dos biétipos de Digitaria insularis medidos pelo IRGA aos

7 dias ap0s aplicagédo do glyphosate.

Caracteristicas Bidtipo Equacao R?

MG' Y=-0,0071x + 11,78 0,58
Taxa fotossintética (A) BA Y=-0,0038x + 12,17 0,68
MT =-0,0035x + 11,65 0,69
MG Y =0,0197x + 369,55 0,48
Carbono interno (Ci) BAT Y =0,0199x + 340,46 0,73
MT Y =0,0118x + 330,42 0,77
MG' Y =-0,0026x + 6,84 0,61
Consumo de CO; (AC) BA Y=-0,0009x + 7,33 0,74
MT Y =-0,0007x + 6,92 0,48
MG Y = 5E-05x + 0,90 0,57

Razao CO; interno e
BAT Y = 2E-05x + 0,86 0,50

atmosférico (Ci/Ca)
MT Y = 2E-05x + 0,84 0,93
MG Y = -6E-05x + 0,52 0,53

Condutancia estomatica
(g5) BA Y = -6E-05x + 0,55 0,84
s

J MT Y = -4E-05x + 0,56 0,63
MG Y =-0,0009x + 14,24 0,51
Taxa transpiratoria (E) BA Y =-0,0005x + 14,74 0,55
MT Y =-0,0007x + 15,18 0,68
MG’ Y =-0,0004x + 0,78 0,55

Eficiéncia do uso da
BA Y =-0,0002x + 0,82 0,71

agua (EUA)

MT Y =-0,0002x + 0,77 0,72

'O ajuste > 50% foi realizado com quatro pontos correspondente as
seguintes doses de glyphosate: 0, 360, 720 e 1440 g ha™.

DISCUSSAO

O capim-amargoso é a espécie com resisténcia ao glyphosate mais
importante no Brasil (Gazola et al., 2016). Contudo, a identificagcéo rapida de
sua resisténcia no campo ainda é dificil (Zhang et al., 2016). As alteragcbes
fisiolégicas causadas pelo glyphosate nos bi6tipos de capim-amargoso R e S

foram mensuradas com um IRGA aos 7 DAA, tempo prudente para
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monitorar o controle de plantas daninhas, e poder visualizar sintomas em
plantas tratadas (Franz et al., 1997).

As principais diferencas em termos de caracteristicas fisiologicas de
capim-amargoso foram a doses de glyphosate de 360 e 720 g ha™'. Este
herbicida reduziu A em plantas de capim-amargoso R e S, resultado da
inibicdo da EPSPS e da biossintese de aminoacidos aromaticos (Alcantara-
de la Cruz et al., 2016). A reducado da A foi em diferentes niveis entre as
plantas R e S, sendo significativamente maior no ultimo bidtipo. Isto indica
que o glyphosate atingiu o local alvo, mas nestas doses (360 e 720 g ha™)
nao foram suficientes para reduzir completamente a A das plantas R
demonstrando a sua resisténcia ao glyphosate.

Plantas de capim-amargoso R apresentaram folhas com mais
nervuras em relacdo as S (Barroso, 2015). Estas folhas tém menor
resisténcia hidraulica e taxas fotossintéticas mais elevadas (Devine et al.,
1992). Além disso, o glyphosate para agir deve ser translocado das folhas
para os tecidos meristematico (Alcantara-de la Cruz et al., 2016), mas a
translocacao do 14C-glyphosate foi consideravelmente menor em plantas de
capim-amargoso R (Carvalho et al., 2012). Isso poderia explicar porque a A
foi menos afetada nestes biotipos R.

A maior Ci em plantas de capim-amargoso S, em comparagao com
as R, pode ser devida a maior acumulagdo de acido shiquimico causada
pelo glyphosate, ocasionando um forte dreno de carbono no ciclo de Calvin e
diminuindo a A (Shieh et al., 1991). Ci é influenciado por fatores ambientais,
bem como, variacbes em gs, que podem limitar a absorcdo de CO; nas
folhas ou na A usando o CO, da camara substomatica (Sage, 2004). As
plantas C4, como o capim-amargoso, apresentam fotorrespiragdo sob baixos
niveis de Ci causadas pelo estresse abibtico, fechando os estématos
(Ehleringer et al., 1991). Nestas condicdes, a fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEP) atua mais eficientemente do que a rubisco, como carboxilase,
mantendo o potencial fotossintético das plantas C4 (Fernando et al., 2016).
Isto sugere que as plantas R de capim-amargoso possivelmente fecham os
estbmatos mais rapidamente do que as plantas S para sobreviver, em
resposta ao estresse abidtico causado pelo glyphosate, causando maior

resisténcia ao influxo de CO;, pela gs (Kaminski et al., 2015). Portanto, as
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plantas R foram capazes de completar vias metabdlicas mais essenciais em
niveis inferiores de Ci do que o bidtipo S. Assim, o menor Ci encontrado em
plantas R pode ser devido a maior A com uma maior taxa de carboxilagao
incorporando o CO;a compostos organicos.

O alto Ci em plantas S podem explicar o baixo AC. Isto é
consequéncia do metabolismo mais lento, causando efeitos indiretos na
fotossintese pelo glyphosate e consequentemente a redugao do crescimento
(Evans, 2013). Em geral, quanto mais acelerado for o metabolismo da
planta, maior € o AC por unidade de tempo (Galon et al., 2010). Plantas de
Lolium multiforum R e S mostraram que AC diminuiu sob condi¢gbes de
competicdo, quando plantas isoladas competiram com duas ou mais plantas
do bidtipo oposto. Entretanto, quando plantas do mesmo bidtipo competiam
entre si, a redugdo de AC no bidtipo R foi baixa, em alta densidade de
plantas (Concengo et al., 2007). Isto sugere que as plantas de capim-
amargoso R captam o CO; mais eficientemente da atmosfera do que as
plantas S apos a aplicagao do glyphosate. O que justificando a maior razéo
CilCa (relagdo entre as concentragdes Ci e AC) nas trocas gasosas de
plantas S, pois a menor razao Ci/Ca no biétipo R poderia ter sido o resultado
do aumento na capacidade fotossintética, entdo, a A por unidade de area
foliar sera maior envolvendo a gs (Condon et al., 2004). Isto porque a
reduzida razdo Ci/Ca é resultado de uma baixa gs (Farquhar et al., 1989).

A diminuigcdo da gs pode reduzir a absorgdo de glyphosate pelas
plantas, o que reduz a eficacia deste herbicida (Fernando et al., 2016). As
plantas de capim-amargoso apresentaram reduzida gs, sendo maior em
plantas S do que em R. Para a manutengao da fotossintese com redugao da
abertura estomatica, é necessaria maior eficiéncia no consumo de CO; no
mesofilo foliar, o que reduz a razao Ci/Ca (Flexas et al., 2008). Portanto, isso
sugere que as plantas S nao poderiam fixar o CO, de forma eficiente. Além
disso, as células guarda controlam o fechamento estomatico e indiretamente
a transpiragdo, indicando sensibilidade a agdo do glyphosate (Shanner,
1978). Isto explica porque as plantas de capim-amargoso S apresentaram
baixo E. Plantas de soja R e S apresentaram gs e E reduzidos em
comparagao com as plantas nao tratadas (Ding et al., 2011). Zobiole et al.
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(2010), relataram reducdo de gs devido ao aumento da dose de glphosate
em soja R, com uma acentuada diminui¢cdo da E e A.

A EUA esta diretamente relacionada a abertura estomatica, pois
enquanto a planta absorve CO, para a fotossintese, também perde agua por
transpiracdo (Concenco et al., 2007). O bidtipo de capim-amargoso S
apresentou menor EUA. No entanto, essa reducdo deve-se a menor A
causada pela intoxicacdo do herbicida (Silveira et al., 2013). Isso ocorre
porque, quando a E esta ativa, ha fluxo continuo de agua das raizes para a
parte aérea, um processo essencial para transportar o herbicida absorvido
(Medrano et al., 2015), dado que o glyphosate é rapidamente absorvido e
translocado durante as primeiras 96h apds o tratamento (Alcantara-de la
Cruz et al.,, 2016). Os efeitos negativos de alguns herbicidas sobre A
causado pelo metabolismo mais lento da planta influenciam na EUA (Galon
et al., 2010). Portanto, estes processos metabdlicos (A, E e EUA) em
plantas de capim-amargoso S retardam em um grau maior do que em
plantas R aos 7 DAA.

CONCLUSAO

Embora as diferencas nas alteragdes fisiolégicas causadas pelo
glyphosate entre os biétipos de capim-amargoso R e S foram evidentes, na
dose de campo (1440 g ha™") ou superior, essas variaveis foram afetadas de
forma similar, e/ou quando houve diferencas nestas doses, nao foi possivel
diferenciar estes padroes fisioldgicos entre os bidtipos, devido a grande
variabilidade dentro dos individuos de um bidtipo. Portanto, a mensuragao
das caracteristicas fisioldgicas pelo IRGA nédo permite discriminar a

resisténcia ao glyphosate do capim-amargoso no campo.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Atualmente, a resisténcia a herbicidas € uma realidade para a maioria
dos grandes agricultores do Brasil, sendo o glyphosate um dos herbicidas
com mais casos de resisténcia. Contudo, este herbicida ndo deve ser
retirado do sistema de produgao devido ao seu amplo espectro de agcéo no
controle de plantas daninhas, além do baixo perfil toxicologico ao meio
ambiente e aos seres vivos.

Nesta pesquisa com bidtipos de capim-amargoso, os resultados de
dose-resposta concluiram que os biotipos MT e BA coletados em areas de
cultivo RR apresentaram resisténcia ao glyphosate. Enquanto que o bibtipo
de GO caracterizado como suscetivel, possui alto potencial para desenvolver
a resisténcia, pois apresentou falhas de controle em doses superiores a 720
g ha'. As alteragdes das caracteristicas fisioldgicas causadas pelo
glyphosate em doses baixas (360 e 720 g ha™') foram evidentes entre os
bidtipos R e S de capim-amargoso. Ja na dose usada amplamente pelos
agricultores no campo (1440 g ha™, dose ndo recomendada para esta
tecnologia pelo fabricante) ou superior, essas variaveis foram afetadas de
forma similar e/ou quando houve diferengas nestas doses, nao foi possivel
diferenciar os padrdes fisioldgicos entre os bidtipos R e S, devido a grande
variabilidade dentro dos individuos de um bidtipo.

Portanto a confirmagdo da resisténcia sugere a necessidade de
outros métodos de controle e/ou rotacao de diferentes mecanismos de acao
dos herbicidas. E a diagnose rapida e precisa da resisténcia € necessaria
para o manejo das populagbes e para a preservagdo da molécula dos

herbicidas.
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