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RESUMO GERAL

TAKANO, H.K., Universidade Estadual de Maringa (UEM), fevereiro de 2017, Capim pé-
de-galinha (Eleusine indica) resistente ao glyphosate no Brasil. Orientador: Prof. Dr.
Rubem Silvério de Oliveira Jr.; Co-orientador: Prof. Dr. Jamil Constantin.

Apo6s o advento das culturas geneticamente modificadas que apresentam resisténcia ao
glyphosate, a utilizacdo deste herbicida aumentou substancialmente. O uso inadequado do
glyphosate levou a selecdo de sete espécies de plantas daninhas resistentes a este herbicida no
Brasil. Além destas, falhas de controle de capim pé-de-galinha tém sido observados em
lavouras anuais do Oeste do Parané. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi: a) avaliar o
crescimento, desenvolvimento e producdo de sementes desta espécie; b) confirmar a
resisténcia de capim pé-de-galinha ao glyphosate; c) identificar o mecanismo que confere a tal
caracteristica; d) validar um marcador molecular para répida deteccdo da resisténcia ao
glyphosate em populacfes de capim pé-de-galinha; e) avaliar herbicidas alternativos para o
controle de populacbes de capim pé-de-galinha resistentes ao glyphosate. Inicialmente, foi
realizado um estudo sobre a biologia da espécie avaliando o crescimento, o desenvolvimento
e a producdo de sementes de capim pé-de-galinha. Experimentos de dose-resposta ao
glyphosate também foram realizados em populacdes de capim pé-de-galinha coletadas em
areas com historico de aplicacdo deste herbicida. O mecanismo de resisténcia foi investigado
por meio da avaliagdo do acumulo de chiquimato nas plantas apds a aplicacdo do herbicida, e
também do sequenciamento de um fragmento do gene da EPSPS. Além disso, uma sonda
TagMan foi desenhada em funcdo do SNP (Single Nucleotide Polimorfism) no gene da
EPSPS responsavel pela resisténcia ao glyphosate, visando validar este marcador para rapida
deteccdo de plantas resistentes. Por fim, foram avaliados diversos herbicidas em pré e pos-
emergéncia para o controle de capim pé-de-galinha resistente ao glyphosate. Os resultados
mostraram que o inicio do perfilhamento ocorre logo aos 9 dias ap6s a emergéncia (DAE) e
aos 38 DAE a planta inicia a fase de crescimento exponencial e a producdo de sementes, 0
que aumenta sua capacidade de competigdo e disseminacdo de propégulos. Foi confirmada a
resisténcia ao glyphosate em pelo menos duas populagdes de capim pé-de-galinha. O acimulo
de chiquimato nas plantas suscetiveis foi de até sete vezes maior que nas plantas resistentes
apos a aplicacdo de glyphosate. O mecanismo que confere a resisténcia esta associado a uma
alteracdo de uma prolina para uma serina na posi¢cdo 106 (P106S). A sonda TagMan® foi

validada para a rapida detecgdo da resisténcia, apresentando reprodutibilidade e precisdo. O



uso de herbicidas residuais para o controle de capim pé-de-galinha resistente ao glyphosate
constitui uma ferramenta de extrema importancia para o seu manejo efetivo. O estadio de

aplicacdo é determinante para se obter eficacia em pds-emergéncia.

Palavras-chave: EPSPS, acumulo de chiquimato, mecanismo de resisténcia, sequenciamento,

sonda TagMan®, resisténcia de sitio de agdo, controle quimico.



GENERAL SUMMARY

TAKANO, H.K.,, State University of Maringa (UEM), February 2017, Goosegrass (Eleusine
indica) resistant to glyphosate in Brazil. Advisor: Prof. PhD. Rubem Silvério de Oliveira
Jr.; Co-advisor: Prof. PhD. Jamil Constantin.

After the beginning of the Roundup Ready crops commercialization, the use of glyphosate has
increased substantially. This led to the selection of up to seven glyphosate resistant weed
species. In addition, goosegrass control failures have been observed in annual crops fields of
the Western Parana State. In this sense, the objectives of this dissertation were: a) to evaluate
the growth, development and seed production of this species; b) to confirm glyphosate
resistance in goosegrass from Brazil; c¢) to identify the mechanism of glyphosate resistance in
this species; d) to validade a molecular marker for rapid detection of glyphosate resistant
goosegrass populations; e) to evaluate alternative herbicides for glyphosate resistant
goosegrass control. Initially, a biology study was carried out evaluating the growth,
development and seed production of goosegrass. Dose-response experiments of glyphosate
were also carried out with goosegrass populations collected in areas where plant survival after
glyphosate application was observed. Subsequently, the mechanism of resistance was
investigated through a shikimate accumulation assay in plants after glyphosate application.
We also sequenced a 330-bp fragment of the EPSPS gene. In addition, a TagMan probe was
designed based on a SNP (Single Nucleotide Polimorphism) in the EPSPS gene responsible
for glyphosate resistance in goosegrass. Finally, several pre and post-emergence herbicides
were evaluated for controlling glyphosate resistant goosegrass. The results showed that the
beginning of tillering occurs as early as 9 days after emergence (DAE) and at 38 DAE the
plant initiates the exponential growth phase and seed production, which increases its capacity
for competition and dissemination of propagules. Resistance to glyphosate was confirmed in
at least two goosegrass populations. The shikimate accumulation in susceptible plants was up
to seven times greater than in resistant plants after glyphosate application. The mechanism of
resistance is associated with an amino acid mutation from a proline to a serine at 106 position
(P106S). The TagMan® probe has been validated for rapid detection of resistance, presenting
reproducibility and precision. The use of residual herbicides for glyphosate-resistant
goosegrass control constitutes a very important tool for effective management. The

application timing is crucial for post-emergence efficacy.



Keywords: EPSPS enzyme, shikimate accumulation, mechanism of resistance, sequencing,
TagMan® probe, target site resistance, chemical control.



INTRODUCAO GERAL

Na safra 2016/17, os estados do Parana e do Mato Grosso cultivaram juntos 24,1
milhdes de hectares de graos, o que corresponde a mais de 40% da area plantada no Brasil. O
volume produzido por estes dois estados nesta safra foi de 94,4 milhdes de toneladas (43% do
total). No Estado do Mato Grosso, a resisténcia aos herbicidas inibidores da ACCase tem
limitado o controle de capim pé-de-galinha desde o ano de 2006 em lavouras de algoddo. Em
areas cultivadas com milho de segunda safra, o controle desta planta daninha também tem
sido dificil. Estudos mostram que a interferéncia imposta pela presenca de capim pé-de-
galinha nas culturas do milho e algod&o pode chegar a até 50%.

O uso de herbicidas é a principal ferramenta para 0 manejo de plantas daninhas nas
culturas de interesse econdmico. A elevada dependéncia e a utilizacdo inadequada destes
produtos constituem o motivo pelo qual a resisténcia a herbicidas, atualmente, é o tema mais
relevante da pesquisa na area da Ciéncia das Plantas Daninhas.

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas de acordo com a Weed Science Society
of America (WSSA) é a capacidade herdavel de um bi6tipo em sobreviver e se reproduzir
apos sua exposicdo a uma dose de herbicida normalmente letal para o bi6tipo selvagem. O
nimero de casos de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas no mundo tem apresentado
aumento substancial, especialmente nos ultimos anos. No Brasil, até 0 momento, existem 43
casos de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas, englobando espécies com resisténcia a
um ou mais mecanismos de acao.

O glyphosate € o herbicida com maior volume de comercializacdo no mundo, sendo
posicionado no manejo de plantas daninhas em diversas culturas. Os fatores que contribuem
para a intensiva utilizagcdo do glyphosate estéo relacionados ao baixo custo, ao amplo espectro
de controle, ao carater sistémico, & baixa atividade residual, e as culturas geneticamente
modificadas que toleram a sua aplicacio em pos-emergéncia (Roundup Ready - RR®).

Historicamente, antes da legalizagdo do cultivo da soja RR® no Brasil, apenas um
caso de resisténcia a este herbicida havia sido relatado. Ja a partir de 2005, quando foi criada a
lei nacional de biosseguranca, a qual possibilitou o cultivo de transgénicos no Brasil, novos
relatos de resisténcia a glyphosate passaram a ser documentados, totalizando sete espécies até
0 presente momento. Mesmo com o0 aumento de casos de plantas daninhas resistentes ao
glyphosate, nas principais regifes produtoras de grdos do Brasil, a ado¢do de cultivos

sucessivos de soja e milho (ambos RR®) tem levado ao aumento da frequéncia de uso de
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glyphosate e, portanto, da pressdo de selecdo de plantas daninhas resistentes a este
mecanismo.

Nos ultimos anos, reclamaces relacionadas as falhas de controle de capim pé-de-
galinha (Eleusine indica) apés a aplicacdo de glyphosate tém sido cada vez mais frequentes
em lavouras do Oeste do Parand. Possivelmente, tais falhas de controle possam estar
relacionadas a selecdo de populacdes dessa planta daninha resistentes ao glyphosate. Em
paises como Argentina, Bolivia, China, Coldmbia, Costa Rica, Japdo, Malasia e Estados
Unidos ja existem casos confirmados de populacGes de capim pé-de-galinha resistentes ao
glyphosate.

A identificacdo precoce de focos de populacdes resistentes permite o planejamento e
a introducdo rapida de alternativas de controle que sejam eficientes e adequadas. Além disso,
a confirmacdo destes casos pode contribuir também na adocdo de estratégias que possam
limitar ou retardar a expansdo das areas infestadas por estas populag@es. A deteccdo precoce
aliada a adocdo de estratégias adequadas (fisicas, quimicas e/ou culturais) pode controlar ou

pelo menos retardar os problemas de resisténcia as herbicidas nas lavouras.



CAPITULO 1

Crescimento, desenvolvimento e producdo de sementes de capim pé-de-galinha



Crescimento, desenvolvimento e producéo de sementes de capim pe-de-

galinha

RESUMO: O capim pé-de-galinha (Eleusine indica) € uma das plantas daninhas mais
importantes do mundo por estar presente em quase todos 0s continentes e por causa da
resisténcia maltipla a herbicidas que alguns bidtipos apresentam. O objetivo deste trabalho foi
analisar o crescimento, o desenvolvimento e a produgdo de sementes desta espécie, visando
gerar informacdes sobre sua biologia que podem ser Uteis para o seu manejo. O experimento
foi conduzido em casa-de-vegetacdo, durante maio a setembro de 2015. Dezesseis
amostragens foram realizadas durante o ciclo de desenvolvimento da planta: 3, 10, 17, 24, 31,
38, 45, 52, 59, 66, 73, 80, 87, 94, 101 e 108 dias apds a emergéncia (DAE). As variaveis-
resposta foram baseadas em area foliar e matéria seca de cada uma das partes da planta e no
nimero de sementes produzidas por planta. Mais de 80% das sementes emergiram aos 12
DAE, o inicio do perfilhamento ocorreu aos 9 DAE, cada planta de capim pé-de-galinha
produziu mais de 120 mil sementes, encerrando seu ciclo aos 120 DAE. Entre 38 e 43 DAE, a
planta apresentou rapida emissao de novos perfilhos, acimulo exponencial de massa seca total
e aumento substancial da taxa de crescimento absoluto. Constatou altos valores de taxa de

crescimento relativo nos estadios iniciais, 0 que caracteriza rapido crescimento inicial.

Palavras-chave: Eleusine indica, taxa de crescimento relativo, alocacdo de biomassa,

biologia de plantas daninhas.



Growth, development and seed production of goosegrass

ABSTRACT: Goosegrass (Eleusine indica) is one of the five most problematic weeds in the
world, because it is a worldwide problem and there are reports of multiple resistance to
herbicides up to four mechanisms of action. The objective of this study was to evaluate the
growth, development and seed production of goosegrass, in order to contribute to the biology
and of this species, and consequently with its integrated management. A greenhouse
experiment has done during May to September 2015. We have done 16 plant collects
throughout the plant development cycle: 3, 10, 17, 24, 31, 38, 45, 52, 59, 66, 73, 80, 87, 94,
101 and 108 days after emergence (DAE). Growth analysis parameters (relative growth rate,
absolute growth rate and net assimilation rate) were calculated from primary data (leaf area
and dry mass of each part of the plant throughout its life cycle). Goosegrass required 12 days
to emerge in 80%; tillering and seed production started at 9 and 38 DAE, respectively. On
average, one single plant produced more than 120,000 seeds at 108 DAE. Between 38 and 43
DAE, there is a pronounced growth period, when tillering, total biomass and absolute growth
rate increase substantially. Based on plant growth and morphology, management of
goosegrass should be primarily before 38 DAE, due to exponential growth after that. It was
observed high values of relative growth rate in the initial stages, which characterizes fast

initial growth.

Keywords: Eleusine indica, relative growth rate, biomass allocation, weed biology



INTRODUCAO

Eleusine indica (L.) Gaertn, popularmente conhecida no Brasil como capim pé-de-
galinha, é considerada como uma das cinco plantas daninhas mais problemaéticas do mundo,
sendo infestante de culturas anuais e perenes, hortalicas e beiras de estradas, podendo ser
encontrada principalmente na Africa, na América e em regides intertropicais da Asia (Holm et
al., 1977; Ismail et al., 2002; Mueller et al., 2011). Trata-se de uma espécie diploide, anual,
autdgama, apresenta mecanismo fotossintético do tipo C4, e pode produzir elevado nimero de
sementes (Chauhan & Johnson, 2008; Jalaludin et al., 2010).

Diversos casos de resisténcia a herbicidas em capim pé-de-galinha tém ocorrido
mundialmente. Até o momento, existem relatos de bi6tipos resistentes aos inibidores de
mitose, inibidores de ALS, inibidores de ACCase, inibidores do fotossistema | e inibidores da
EPSPs. Na Malasia, sdo descritos casos de resisténcia multipla, em que as populacdes
apresentam resisténcia aos inibidores da EPSPS e da ACCase, ou aos inibidores do
fotossistema | e aos inibidores da GS-GOGAT, ou ainda, a estes quatro mecanismos de agédo
simultaneamente (Jalaludin et al., 2014; Heap, 2017). No Brasil, a dificuldade de controle de
capim pé-de-galinha no campo esta relacionada principalmente a aplicacdo de herbicidas em
estadio inadequado e a resisténcia aos inibidores da ACCase (Vidal et al.,, 2006) e ao
glyphosate (Takano et al., 2017).

Uma das principais ferramentas para o manejo da resisténcia a herbicidas é a
implementacdo de medidas integradas de controle de plantas daninhas. No entanto, para
possibilitar o uso de estratégias de controle, € fundamental conhecer os principais aspectos
relacionados a biologia dessas plantas (\Van Acker, 2009). Neste sentido, estudos sobre analise
de crescimento de plantas daninhas tém sido realizados para algumas espécies que apresentam
algum tipo de resisténcia a herbicidas (Carvalho et al., 2005; Machado et al., 2006).

A andlise de crescimento de plantas constitui uma ferramenta analitica muito
empregada na caracterizacdo do seu desenvolvimento, baseando-se em dados de matéria seca
e area foliar, resultantes da biomassa acumulada nos diferentes 6rgéos ao longo do seu ciclo
(Poorter et al., 2012). Normalmente, as plantas que apresentam crescimento mais rapido e
maior porte sdo as que possuem maior capacidade de competir por recursos do meio (Roush
& Radosevich, 1985). Este tipo de analise detalhada de uma planta daninha permite também o
planejamento de momentos de aplicagdo de herbicidas em fases em que estas sdo mais

suscetiveis ou em que o potencial de translocacéo destes produtos € maior. No caso do capim
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pé-de-galinha, plantas com mais de trés perfilhos apresentam limitada absor¢do de herbicidas
via foliar em funcéo do acumulo de cera epicuticular (Malpassi, 2006).

Considerando que capim pé-de-galinha constitui um problema global, e que a
dificuldade de seu controle tem aumentado principalmente em funcdo da resisténcia a
herbicidas, o objetivo deste trabalho foi caracterizar o crescimento, o desenvolvimento e
quantificar a producdo de sementes de capim pé-de-galinha, de modo a contribuir com o

desenvolvimento de técnicas de manejo desta espécie.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, localizada no municipio de
Maringa-PR, durante o periodo de maio a setembro de 2015.

Inicialmente, foram coletadas sementes de capim pé-de-galinha de area agricola na
regido de Maringa (23°20°55.93"S; 52°04°13.76"W), sendo retiradas sementes maduras de
pelo menos 10 plantas aleatdrias, armazenando-as em sacos de papel. Feito isso, um exemplar
representativo de toda a populacédo foi herborizado e depositado no Herbério da Universidade
Estadual de Maringd (HUEM), sendo identificado posteriormente como Eleusine indica (L.)
Gaertn.

Logo apds a coleta, uma semente de capim pé-de-galinha foi colocada para germinar
em cada célula de bandejas pléasticas de 0,70 mm de espessura, preenchidas com substrato de
fibra de coco, dentro de camara de germinacdo (BOD) com a configuracdo diaria de 8 horas
de luz a 35°C e 16 horas sem luz a 20°C, condic¢des consideradas ideais para germinacao
(Ismail et al., 2002). O namero de plantas obtidas nesta fase foi superior ao necessario para
realizar o transplante, pois nem todas as sementes apresentaram germinagdo uniforme. Desta
forma, as plantas mais uniformes foram selecionadas e transplantadas para os vasos (uma
planta por vaso), que foi realizado aos 14 dias ap06s a semeadura (DAS), quando as plantulas
apresentavam uma folha.

As unidades experimentais foram constituidas de vasos com capacidade para 3,5
dm?, preenchidos com solo que apresentou as seguintes caracteristicas: pH em éagua de 6,30;
3,68 cmol. de H* + Al*3dm de solo; 3,17 cmolc dm™ de Ca*?; 0,67 cmolc. dm™ de Mg*?; 0,61
cmolc dm™ de K*; 47,60 mg dm= de P; 11,89 g dm de C; 640 g kg™* de areia grossa; 50 g kg
! de areia fina; 20 g kg* de silte; 290 g kg* de argila e textura franco-argilo-arenosa. Antes do
transplante, foi realizada adubago neste solo aplicando o equivalente a 200 kg ha™* de adubo
formulado (10-10-10). Durante a conducdo do experimento, foi aplicada lamina de irrigacédo
equivalente & 7 mm dia.

As coletas de plantas foram realizadas semanalmente em 16 datas durante o ciclo de
desenvolvimento: 3, 10, 17, 24, 31, 38, 45, 52, 59, 66, 73, 80, 87, 94, 101 e 108 dias apos a
emergéncia (DAE). Em cada coleta, foi feita a caracterizagdo do estadio de desenvolvimento
de acordo com a escala BBCH. A data da emergéncia foi considerada como o dia em que
aproximadamente 80% das plantulas emergiram completamente nas bandejas com substrato,

aos 12 DAS (2 dias antes do transplante). O delineamento experimental utilizado foi o

12



inteiramente casualizado, com quatro repeticoes. Em cada avaliacdo, quatro plantas
(repeticdes), foram aleatoriamente avaliadas de forma destrutiva. Cada planta foi retirada
cuidadosamente do vaso e lavada em agua corrente para retirada do solo remanescente nas
raizes.

As variaveis analisadas inicialmente foram: area foliar (AF), por meio do medidor de
area foliar modelo LICOR LI-3100 (LI-COR, inc., Lincoln, Nebraska, EUA), e estadio de
desenvolvimento por meio da escala fenoldgica para plantas daninhas BBCH (Hess et al.,
1997). Em seguida, o material amostrado foi seco em estufa a 65°C durante 72 horas, para
que, apos a secagem, fossem determinadas a massa seca de folhas (MSF), a massa seca de
colmo (MSC), a massa seca das raizes (MSR) e a massa seca total (MST) das plantas.

Também foi avaliada a massa seca de inflorescéncia (MINF) e foi contado o nimero
de racemos florais presentes em cada uma das plantas avaliadas, bem como o comprimento
médio dessas estruturas, a partir da primeira avaliagdo ap6s a emissdao da primeira
inflorescéncia (45 DAE). Em cada uma das datas de avaliacdo, para a estimativa do nimero
total de sementes produzidas por planta, procedeu-se a contagem do ndmero de sementes
presentes em 10 mm de racemo, aleatoriamente, em 100 amostras, assim como proposto por
Carvalho et al. (2005). Desta forma, foi possivel estimar a quantidade de sementes
produzidas, por meio do produto entre o nimero de sementes presentes em 10 mm de racemo,
0 comprimento médio dos racemos e 0 himero de racemos por planta.

Em cada época de avaliacdo, com os valores de massa seca total (MST), foi possivel
calcular a taxa de crescimento absoluto (TCA), a partir da formula: TCA = (MSTn — MSTh.
)/(th — tn-1), em que MST, e MSTh.1 580 as massas secas totais de duas amostras sucessivas
e (tn — tr-1) S840 0s dias decorridos entre essas duas avaliagdes. Também foi calculada a taxa de
crescimento relativo (TCR), que expressa o crescimento da planta em um intervalo de tempo,
considerando a biomassa seca acumulada no inicio desse intervalo, sendo calculada pela
férmula: TCR = (INMSTn-INMSTn-1)/(tn-tn-1).

Por fim, calculou-se a taxa de assimilagéo liquida (TAL), que representa a taxa de
fotossintese liquida e é determinada pela relagdo entre a biomassa seca produzida por area
foliar da planta, em um determinado intervalo de tempo, sendo calculada pela férmula: TAL =
[(MSTn-MSTn-1)/(tn-tn-1)].[(INAFs- INAFn-1)/AFs- AFn.1)], em que AF, é a area foliar da planta
por ocasido da avaliagdo n; e AFn.1 € a area foliar da planta por ocasido da avaliagdo n-1.
Todas os calculos e as formulas utilizadas nestas varidveis foram seguidos de acordo com
Portes & Castro Jr (1991), Hoffmann & Poorter (2002) e Poorter & Garnier (2007).
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As variaveis quantitativas relacionadas ao crescimento da planta foram analisadas
por meio da andlise da variancia e comparadas pelo teste F (p<0,05). Para as varidveis que
apresentaram significancia, foram ajustados modelos de regressdes lineares e ndo-lineares,
levando em consideracdo a significancia dos coeficientes estimados e também a explicacédo
bioldgica para o fendbmeno. Para os modelos ndo-lineares, adotou-se 0 modelo Logistico (1) e

o Lorentzian (2):

(1) y=a+——lL——

[1+(2)4]
1+ (29

Os parametros da equacdo séo representados por y, que é a varidvel resposta, x é o

2) y=a+

namero de dias acumulados e a, b, ¢ e d sdo os parametros de ajuste da equacdo, de tal forma
que a é o ponto minimo obtido, b é a diferenca entre 0 ponto maximo e o ponto minimo, ¢ é o
nimero de dias que proporciona 50% de resposta da variavel para o0 modelo (1) e 100% da

resposta da varidvel para o modelo (2); e d é a declividade da curva.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes de capim pé-de-galinha apresentaram emergéncia superior a 80% nas
condicGes didrias de temperatura e luminosidade a que foram submetidas (8 horas de luz a
35°C e 16 horas sem luz a 20°C). Trabalhos na literatura mostram que a flutuacéo térmica e
luminosa é determinante para as sementes de capim pé-de-galinha, visto que a sua germinacéo
é inferior a 10% sob temperaturas constantes entre 20 e 35°C, enquanto que se eleva para 99%
em condicdes de alternancia de temperatura as 16 horas a 20°C e 8 horas a 35°C (Nishimoto
& MacCarty, 1997; Ismail et al., 2002).

Uma caracteristica comum intrinseca das plantas daninhas é a sua capacidade de
manter o potencial germinativo de suas sementes durante longo periodo de tempo apds a
dispersdo. No presente trabalho, a emergéncia de 80% das sementes de capim pé-de-galinha
ocorreu ao longo de 12 dias, que € um intervalo de tempo relativamente maior, quando
comparado ao periodo normalmente requerido para a emergéncia de culturas anuais como a
soja e 0 milho, que apresentam tempo médio de 5 e 7 DAS respectivamente (Viana et al.,
2005; Schuab et al., 2006) (Tabela 1). Mesmo que a maioria das sementes germinarem antes
de 12 dias, aquelas que germinaram antes deste periodo se tornam competitivas com a cultura,
especialmente em areas onde ha elevada infestacdo no banco de sementes. Além disso,
periodos de dispersdo mais longos estdo relacionados a uma das estratégias de adaptacdo de

plantas daninhas no ambiente (Brighenti & Oliveira, 2011).
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Tabela 1. Estadio de desenvolvimento das plantas de Eleusine indica em funcdo do periodo
de avaliagdo (em dias apés a semeadura — DAS e dias apds a emergéncia — DAE) e

caracterizacdo por meio da escala BBCH (Hess et al., 1997).

Estadio de desenvolvimento

Data DAS DAE
Caracterizagio* Escala BBCH
28/maio 0 - Semeadura 0
09/junho 12 0 Emergéncia 9
12/junho 14 2 1-2 folhas 12
16/junho 19 7 3 folhas 13
18/junho 21 9 4 folhas, 2 perfilhos 22
22/junho 25 13 4-5 folhas, 3 perfilhos 22
24/junho 27 15 4-5 folhas, 4 perfilhos 23
30/junho 33 21 5-6 folhas, 5 perfilhos 24
03/julho 36 24 6-7 folhas, 6 perfilhos, emborrachamento 25
08/julho 41 29 6-7 folhas, 7 perfilhos, emissdo do pendéo 27
17/julho 50 38 6-7 folhas, 11 perfilhos, pendoado 59
22/julho 55 43 7 folhas, 15 perfilhos, pendoado 61
24/julho 57 45 7 folhas, 16 perfilhos, pendoado 65
31/julho 64 52 7 folhas, 31 perfilhos, pendoado 67
07/agosto 71 59 7 folhas, 53 perfilhos, pendoado 69
14/agosto 78 66 7 folhas, 85 perfilhos, pendoado 71
21/agosto 85 73 7 folhas, 61 perfilhos, pendoado 73
28/agosto 91 80 7 folhas, 64 perfilhos, pendoado 75
04/setembro 99 87 7 folhas, 67 perfilhos, pendoado 77
11/setembro 106 94 7 folhas, 69 perfilhos, pendoado 79
18/setembro 113 101 7 folhas, 69 perfilhos, pendoado 81
25/setembro 120 108 7 folhas, 69 perfilhos, pendoado 90

*Namero de folhas referente ao perfilho principal.

Inicialmente, o acimulo de matéria seca total de capim pé-de-galinha ocorreu de
forma lenta até 38 DAE (Figura 1). A partir dai se iniciou um periodo de aumento, seguindo
uma tendéncia exponencial desta variavel até o ponto de inflexdo da curva, aos 53 DAE. O
ponto de inflexdo da curva indica que a planta deixa de apresentar aumento exponencial e
passa a acumular menor massa seca ao longo do tempo. Para as folhas, colmos e raizes o
acumulo de matéria seca ao longo do ciclo de desenvolvimento da planta ocorreu de forma
semelhante. Normalmente, espécies de plantas que apresentam crescimento mais rapido

possuem maior capacidade de competir por recursos do meio (Roush & Radosevich, 1985).

16



Com isso, infere-se que a partir dos 38 DAE, a capacidade de competicdo de capim pé-de-
galinha com a cultura também aumenta, no entanto, vale destacar que em uma condicdo de

convivéncia interespecifica, esse periodo de tempo pode ser distinto.
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Figura 1. Massa seca de folhas — MSF (A), massa seca de colmos — MSC (B), massa seca de
raizes — MSR (C) e massa seca total — MST (D) ao longo do ciclo de desenvolvimento do

capim pé-de-galinha.

O inicio do perfilhamento ocorreu logo ap6s a emissao da terceira folha (9 DAE), no
entanto. A partir dai, houve intenso perfilhamento, que se estendeu até o ponto de inflexdo da
curva, aos 53 DAE. O numero de perfilhos por planta se estabilizou somente aos 71 DAE,
concomitantemente ao acimulo de MST (Figura 2). Aos 76 DAE tambem foi possivel
observar a maxima area foliar, que até entdo, apresentava acréscimo exponencial, e que a
partir deste ponto, € reduzida drasticamente.

O estédio de aplicacdo é determinante para se obter eficacia de herbicidas no controle
de capim pé-de-galinha. A camada de cera sobre a cuticula das folhas de plantas com trés

perfilnos € de até 0,2 um mais espessa que em plantas com apenas um perfilho (Malpassi,
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2006). Uma vez que o herbicida precisa ultrapassar esta camada de cera para ser absorvido
pela planta, a aplicacdo destes produtos em plantas de estddio com mais de trés perfilhos torna
a sua absorcdo bastante restrita. Portanto, a aplicacdo de herbicidas deve ser feita antes deste

estadio, o qual foi atingido aos 13 DAE no presente trabalho.
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Figura 2. Namero de perfilhos — NPER (A) e éarea foliar — AF (B) ao longo do ciclo de

desenvolvimento do capim pé-de-galinha.

Ao comparar o crescimento de capim pé-de-galinha com outras plantas daninhas
monocotileddneas, diferentes comportamentos foram observados para Digitaria insularis e
para Chloris polydactyla, as quais apresentam acimulo de massa seca lento até por volta de
45 DAE. C. polydactyla inicia seu perfilhamento aos 30 DAE, e o inicio do florescimento
ocorre somente aos 106 DAE. J& para D. insularis, o florescimento ocorre aos 70 DAE
(Carvalho et al., 2005; Machado et al., 2006). Com base nesses fatores e no fato do capim pé-
de-galinha apresentar rapida emissdo de novos perfilhos, o seu ciclo de desenvolvimento é
mais rapido que estas outras espécies, visto que se trata de uma espécie anual, com maior
adaptabilidade em ambientes com alto nivel de distirbio, devido & sua capacidade de gerar
novos individuos precocemente (Poorter & Garniner, 2007).

Com o decorrer do ciclo de desenvolvimento da planta, foram observadas variagoes
na particdo de biomassa para as folhas, os colmos, as raizes e as inflorescéncias (Figura 3).
Inicialmente, 60% da massa total da planta era constituida de folhas e os 40% restantes eram
de raizes. Aos 38 DAE, a alocacdo de biomassa entre folhas, colmos e raizes foi de 33, 40 e
27% respectivamente. A partir do inicio da emissdo de inflorescéncias, aos 29 DAE, p6de-se
observar que a participagdo da massa seca de folhas na massa seca total da planta é reduzida,
devido a reducéo da sua area foliar decorrente do dreno de fotoassimilados para a producdo de

18



sementes. A menor participacdo da massa seca de folhas em relagdo a massa seca total ao
longo do tempo também torna a absorcdo de herbicidas menor, visto que estes produtos s&o
absorvidos pela folha. Neste sentido, quanto menor o estadio da planta no momento da

aplicacdo, maior sera a sua eficacia sobre o capim pé-de-galinha.

MINF = MSF = MSC = MSR
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Figura 3. Alocacdo de biomassa nas diferentes partes da planta (%) ao longo do ciclo de
desenvolvimento do capim pé-de-galinha. Massa seca de folhas — MSF, massa seca de colmo

— MSC, massa seca de raizes — MSR e massa seca de inflorescéncias — MINF.

O modelo de regressdo linear quadratica foi ajustado para a taxa de crescimento
relativo (TCR) ao longo dos dias de ciclo de desenvolvimento do capim pé-de-galinha (Figura
4). Isso ocorre porque esta varidvel representa o acimulo de matéria seca ao longo do tempo,
considerando a biomassa pré-existente na planta, diferentemente da taxa de crescimento
absoluto (TCA) (Poorter et al., 2012). Além disso, com o aumento da massa seca acumulada
pelas plantas, ha maior necessidade de fotoassimilados para a manutencdo das estruturas ja
formadas, diminuindo a quantidade de energia disponivel para o seu crescimento (Benincasa,
2003).
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Figura 4. Taxa de crescimento absoluto - TCA (A) e taxa de crescimento relativo — TCR (B)

ao longo do ciclo de desenvolvimento do capim pé-de-galinha.

A TCR méxima ocorreu aos 10 DAE, passando a decrescer com o passar dos dias,
até atingir valores negativos no final do ciclo da planta. J& a TCA apresentou aumento
substancial a partir de 43 DAE, concomitantemente ao aumento exponencial do acumulo de
biomassa total da planta. Os valores maximos de TCR e TCA foram da ordem de 0,15 g g*
dia? e 0,82 g dia™, respectivamente. Estes valores se assemelham as taxas de crescimento de
outras espécies de plantas daninhas C4, como D. insularis (Machado et al., 2006) e Cyperus
rotundus (Brighenti et al., 1997), que apresentam TCR maxima variando entre 0,12 e 0,14 g g
L dia. A maior TCR observada nos estadios iniciais de crescimento do capim pé-de-galinha
indica que o crescimento inicial desta planta daninha é rapido, o que esta diretamente
relacionado ao seu perfilhamento precoce (9 DAE).

Com o decréscimo de area foliar em funcdo do dreno de fotoassimilados para a
formacdo de sementes, a taxa de assimilacao liquida também diminui, devido a limitacdo das
principais estruturas responsaveis pela producdo de fotoassimilados (folhas) (Figura 5).
Nestas situacOes, a planta tende a alocar a biomassa em folhas, colmos e raizes de forma
equilibrada para atender as necessidades fisiologicas e as fungfes desempenhadas por estes

orgaos (Poorter et al., 2012).
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Figura 5. Nimero de sementes por planta - NSEM (A) e taxa de assimilacdo liquida — TAL

(B) ao longo do ciclo de desenvolvimento do capim pé-de-galinha.

No presente trabalho, o inicio da produgdo de sementes de capim pé-de-galinha
ocorreu aos 38 DAE, intervalo de tempo inferior ao ciclo de muitas culturas anuais. O numero
de sementes por planta aumentou de forma continua até o final do periodo de avaliacdo, o que
indica que a espécie produz sementes ao longo de um periodo de pelo menos 70 dias (38 a
108 DAE). A continua producdo de sementes implica na desuniformidade de maturacdo das
mesmas, 0 que também constitui uma estratégia de sobrevivéncia. Em cultivos de gréos, caso
o controle de plantas de capim pé-de-galinha seja ineficaz, estas serdo capazes de produzir
sementes antes do final do ciclo das culturas, o que significa que poderdo estar aptas para
dispersar seus propagulos pela colhedora de gréos, potencializando a sua capacidade de
infestar novas areas (Walsh & Powles, 2014).

O maximo valor de nimero de sementes ocorreu aos 108 DAE, quando esta espécie
foi capaz de produzir mais de 120 mil sementes por planta (Figura 5). Neste sentido, praticas
que impecam a producdo de sementes devem ser consideradas como um dos pontos-chave
para um manejo sustentavel do banco de sementes de capim pé-de-galinha nas lavouras
(Chauhan & Johnson, 2010).

De forma geral, as culturas apresentam menor habilidade competitiva do que plantas
daninhas, porém, na maioria dos casos, a alta densidade de plantas daninhas na area exerce
elevada influéncia sobre o grau de interferéncia (Bianchi et al., 2006). No entanto, estudos de
competicdo entre capim pe-de-galinha e culturas como a soja, demonstram habilidade
competitiva semelhante entre a planta daninha e essas culturas (Wandscheer et al., 2013).
Outro ponto importante € que os estudos sobre o custo da resisténcia ao glyphosate mostram
que os bidtipos de capim pé-de-galinha cujo mecanismo de resisténcia envolve um Unico
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ponto de mutagdo na enzima EPSPS (P106S) apresentam a mesma habilidade competitiva que
0 bidtipo suscetivel (Yu et al., 2015).

O ciclo de capim pé-de-galinha foi considerado como encerrado aos 120 DAE,
qguando a planta iniciou o processo de senescéncia natural. Em condi¢Ges de competicéo,
diferentes resultados podem ser observados, pois as caracteristicas fisioldgicas normalmente
sdo alteradas, resultando em diferencas no aproveitamento dos recursos do ambiente,
principalmente no uso da agua, que influencia de modo direto a disponibilidade de CO2, a
temperatura da folha e, consequentemente, a eficiéncia fotossintética da planta (Concenco et
al., 2007).

Considerando que a partir de 38 DAE ocorre aumento exponencial do acumulo de
matéria seca, bem como elevados valores de TCA a partir de 43 DAE, a convivéncia desta
planta daninha com espécies cultivadas, em situacdes que capim pé-de-galinha apresente
estadio 59 BBCH (6-7 folhas, perfilhado e pendoado) ou acima disso, maiores prejuizos com
interferéncia pode ser observados. Nesse sentido, € importante que 0 manejo de capim pé-de-
galinha seja realizado antes que a planta atinja tal estadio. Além disso, o fato de o capim pé-
de-galinha ser uma espécie que apresenta mecanismo fotossintético C4, pode levar ao seu
crescimento e desenvolvimento ser ainda mais ser acelerado em condicBes de temperaturas
mais elevadas.

Uma vez que em muitas situacdes a principal opcdo de controle é a quimica, o
manejo precoce de capim pé-de-galinha deveria ser adotado para evitar a mato-interferéncia
inicial com as culturas. A eficiéncia de controle de capim pé-de-galinha mediante a utilizacéo
de herbicidas (glyphosate ou inibidores da ACCase) aplicados em pds-emergéncia é
inversamente proporcional ao estadio de desenvolvimento, observando-se melhores niveis de
eficacia com aplicacdes realizadas em estadios de até quatro folhas (Malpassi, 2006; Ulguim
et al., 2013). No presente trabalho, o estadio de quatro folhas foi alcancado aos 9 DAE, o que
indica que para se maximizar a chance de éxito destas aplicacfes em pds-emergéncia, as
aplicacdes deveriam ser feitas antes ou no maximo quando as plantas de capim pé-de-galinha
atingissem o estadio 22 BBCH (4 folhas, inicio do perfilhamento). A aplicagcdo de herbicidas
antes do perfilhamento é mais eficaz em funcdo da menor deposicdo de cera na superficie

cuticular da planta (Malpassi, 2006).
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CONCLUSAO

Nas condi¢des em que se realizaram este trabalho, em regime de 8 horas de luz a
35°C e 16 horas na auséncia de luz a 20°C diariamente, 80% das plantulas de capim pé-de-
galinha emergiram até 12 DAE. O intervalo entre a emergéncia e 0 inicio do seu
perfilhamento que ocorre logo ap6s a emissdo da quarta folha foi de apenas 9 dias, e o inicio
da producdo de sementes aos 38 dias. A planta encerrou o seu ciclo aos 120 DAE e produziu
mais de 120 mil sementes por planta aos 108 DAE. Entre 38 e 43 DAE, a planta apresenta
rapida emissdo de novos perfilhos, acimulo exponencial de massa seca total e aumento

substancial da taxa de crescimento absoluto.
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Confirmacao da resisténcia ao glyphosate em capim pé-de-galinha

RESUMO: Diversos casos de resisténcia de capim pé-de-galinha (Eleusine indica) tém sido
reportados mundialmente. Relatos de falhas de controle pela aplicacdo de glyphosate tém sido
cada vez mais frequentes especialmente na regido Centro-Oeste do Parana. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a existéncia de populacBes de capim pé-de-galinha resistente ao
glyphosate. Para isso, 25 populacdes coletadas em duas safras consecutivas (2013/2014 e
2014/2015) foram semeadas e cultivadas em casa-de-vegetagdo. Experimentos de curva dose-
resposta de glyphosate foram realizados utilizando-se as doses 0, 60, 120, 240, 480, 960,
1920, 3840, 7680 e 15360 g e.a. ha’. O estadio de aplicagdo foi de um perfilho (E1) para as
populacdes de 2013/2014 e E1 e quatro perfilhos (E2) para as populacdes de 2014/2015.
Além disso, trés das populacBes consideradas como supostamente resistentes nestes
experimentos (populagdes 7, 19 e 25), tiveram suas geragOes F1 submetidas ao ensaio de
dose-resposta do herbicida visando verificar se a resisténcia era herdada. A partir dos
resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que as populacGes 19 e 25, oriundas de Campo
Mour&o e Luiziana (Centro-Oeste do Estado do Parand) constituem o primeiro relato de capim
pé-de-galinha resistente ao glyphosate no Brasil (FR=3,99-6,81), atendendo a todos os
critérios estabelecidos para confirmacdo de novos casos de resisténcia. O estadio de um

perfilho é o mais adequado para o estudo de dose-resposta de glyphosate.

Palavras-chave: Eleusine indica, dose resposta, estadio de aplicacdo, fator de resisténcia
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Confirmation of glyphosate resistance in goosegrass

ABSTRACT: Several cases of herbicide resistance in goosegrass (Eleusine indica) have been
reported worldwide. In Brazil, control failures complains have been increasingly frequent,
especially in Midwest of Parana State. The objective of this study was to evaluate the
possibility of glyphosate resistance in goosegrass according to all the criteria for confirmation
of new weed resistance cases. For this, 25 populations were collected in two consecutive
seasons (2013/2014 and 2014/2015), seeded and grown in greenhouse. Random plants had
their species identified in herbarium. Glyphosate dose-response experiments were carried out
using the following doses: 0, 60, 120, 240, 480, 960, 1920, 3840, 7680 and 15360 g a.e. ha™.
The application timing was one tiller (E1) for the populations from 2013/2014 and E1 and
four tillers (E2) for the populations from 2014/2015. Three of all populations were considered
as supposedly resistant in these experiments (population 7, 19 and 25) had their F1
generations subjected to herbicide dose-response in order to verify the heritability of
resistance. The heritability was confirmed only for the population 19 and 25. The results
obtained in this study concluded that the populations 19 and 25, from Campo Mourdo and
Luiziana (Midwest of Parana State) are the first report of goosegrass resistant to glyphosate in
Brazil (FR = 3.99 to 6.81), following all the criteria for confirmation of new resistance cases.

The application timing of one tiller is more appropriate for dose-response experiments.

Keywords: Eleusine indica, dose response, application timing, resistance factor
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INTRODUCAO

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas constitui um dos principais desafios da
agricultura mundial, especialmente nos ultimos anos em que o nimero de casos de espécies
resistentes aumentou substancialmente. Atualmente existem 43 casos de resisténcia a
herbicidas no Brasil, dentre os quais, sete sdo espécies resistentes ao glyphosate, sendo elas,
Lolium perenne ssp. multiflorum, Conyza bonariensis, C. canadensis, C. sumatrensis,
Digitaria insularis, Chloris elata e Amaranthus palmeri (Carvalho et al., 2011; Heap, 2017).

Para que uma populacdo de determinada planta daninha seja considerada como um
novo caso de resisténcia, esta deve atender os seguintes critérios: 1. Sobreviver e se
reproduzir a uma dose do herbicida normalmente letal a populacéo selvagem; 2. Confirmacéo
por meio de resultados obtidos por protocolos com base cientifica; 3. A resisténcia deve ser
herdavel para as geracdes subsequentes; 4. O problema deve ter impacto pratico no campo; 5.
Identificacdo botanica da espécie da planta daninha em analise (Heap, 2005; Cristoffoleti &
Lopez-Ovejero, 2008).

O capim pé-de-galinha (Eleusine indica) é considerado uma das plantas daninhas
mais problematicas, sendo encontrada em muitas regies do mundo. Apresenta rapido
crescimento, autogamia, ciclo C4 e elevada producio de sementes (mais de 120.000 planta?),
as quais sdo disseminadas pelo vento (Kissmann e Groth, 1997; Mueller et al., 2011; Takano
etal., 2016).

O primeiro relato de resisténcia ao glyphosate em capim pé-de-galinha ocorreu em
1997, em pomares da Malasia (Lee e Ngim, 2000). A partir dai populacGes resistentes foram
encontradas em diversos continentes ao redor do mundo (Yuan et al., 2005; Kaundun et al.,
2008; Mueller et al., 2011; Molin et al., 2013; Heap, 2017). Além da resisténcia ao
glyphosate, algumas populacdes de capim pé-de-galinha podem apresentar resisténcia a até
quatro mecanismos de acdo simultaneamente (EPSPS, ACCase, Fotossistema | e GS-
GOGAT) (Jalaludin et al., 2014).

Apesar de ndo serem relatadas populacdes de capim pé-de-galinha resistentes ao
glyphosate no Brasil, popula¢es com baixo nivel de resisténcia ja foram detectadas no Rio
Grande do Sul (Vargas et al., 2013). Mesmo sendo importante para 0 meio cientifico, este tipo
de resisténcia tem baixo impacto pratico no campo, uma vez que a dose de recomendacéo €
normalmente letal para essas populacdes. No entanto, diversos técnicos e produtores da regido

Centro Oeste do Estado do Parana tém observado plantas de capim pé-de-galinha
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sobrevivendo a aplicacdo de glyphosate em suas lavouras. A partir deste contexto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a existéncia de populacdes de capim pé-de-galinha resistente ao

glyphosate no Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Sementes capim pé-de-galinha foram coletadas nas safras de 2013/2014 e 2014/2015
em areas com histérico de aplicacdes de glyphosate e cultivadas em sistema de sucessao
soja/milho, cujo cultivo de soja, em todos os casos, era com cultivares Roundup Ready®.
Nestas areas, a coleta foi realizada em pelo menos 10 plantas aleatérias ndo controladas pela
aplicacdo de glyphosate em pds-emergéncia da soja, formando um bulk.

Na safra de 2013/2014, as coletas foram realizadas em 13 localidades dos Estados do
Parand, Santa Catarina e Goias. Neste mesmo ano, uma populacdo sabidamente suscetivel foi
coletada e utilizada como padréo. Em funcdo dos resultados obtidos no primeiro ano, na safra
de 2014/2015, procedeu-se a coleta somente no Estado do Parana, em 12 localidades. Cada
local foi considerado uma populagédo distinta de capim pé-de-galinha e o periodo de coleta
compreendeu 0s meses de janeiro e fevereiro de 2014 e de 2015 (Tabela 2). A plantas de
capim pé-de-galinha em estadio reprodutivo tiveram a espécie identificada pelo Herbario da
Universidade Estadual de Maringd (HUEM) como Eleusine indica (Linn.) Gaertn., familia
Poaceae (N° de protocolo: HUEM 30031).
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Tabela 2. Coordenadas geogréaficas dos diferentes locais de coleta das populagdes de Eleusine
indica nas safras de 2013/2014 e de 2014/2015.

Populacédo Safra Coordenadas Cidade Estado
Suscetivel 2014 S 23°19'35" O 52°00'05" Mandaguagu PR
1 2014 S 24°27'24" O 54°16'16" Marechal Candido Rondon PR
2 2014 S 24°20'42" O 53°24'57" Jesuitas PR
3 2014 S 23°51'10" O 52°11'29" Quinta do Sol PR
4 2014 S 24°20'34" O 52°33'25" Mamboré PR
5 2014 S 24°13'25" O 52°56'27" Goioeré PR
6 2014 $23°19'11" O 51°18'54" Rolandia PR
7 2014 S 24°04'59" O 53°11'18" Goioeré PR
8 2014 S 18°46'37" O 52°37'02" Chapadao do Céu GO
9 2014 S 26°23'22" O 52°48'45" S&o Lourengo do Oeste SC
10 2014 S 24°12'59" O 52°57'46" Campo Mourdo PR
11 2014 S 24°18'39" O 52°43'16" Juranda PR
12 2014 S 24°12'46" O 52°48'32" Boa Esperanca PR
13 2014 S 24°06'27" O 52°51'25" Campo Mouréo PR
14 2015 S 24°04'11" O 52°52'51" Moreira Sales PR
15 2015 S 24°13'44" O 52°50'53" Goioeré PR
16 2015 S 24°14'06" O 52°52'22" Boa Esperanca PR
17 2015 S 24°01'52" O 52°49'27" Janidpolis PR
18 2015 S 24°02'27" O 52°52'33" Janiopolis PR
19 2015 S 24°0929" O 52°29'04" Campo Mouréo PR
20 2015 S 24°07'12" O 53°13'37" Mariluz PR
21 2015 S 24°01'52" O 52°49'07" Janiopolis PR
22 2015 S 24°02'42" O 52°27'55" Campo Mouréo PR
23 2015 S 24°08'19" O 52°28'50" Campo Mouréo PR
24 2015 S 24°13'51" O 52°52'31" Rancho Alegre PR
25 2015 S 24°13'09" O 52°18'05" Luiziana PR

A dose de registro recomendada de glyphosate para controle de capim pé-de-galinha
varia entre 720 e 1200 g e.a. ha em mais de 80% das marcas comerciais deste herbicida
(Rodrigues & Almeida, 2011; MAPA, 2016), sendo este, a faixa de doses normalmente
utilizado pela maioria dos produtores desta regido. Além disso, diversos trabalhos na literatura
reportam que a aplicacdo de 840 g e.a. ha* de glyphosate proporciona controle de capim pé-
de-galinha acima de 96% (Corbett et al., 2004; Thomas et al., 2006; Clewis et al., 2006). Por
isso, considerou-se o valor médio de recomendacdo como dose de referéncia para o ajuste da
curva dose resposta (960 g e.a. hal).
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Para confirmar a resisténcia em protocolo de base cientifica, foram realizados trés
experimentos. O Experimento 1 foi feito para as 14 populagdes de 2013/2014, o Experimento
2 para as 13 populacgdes de 2014/2015 e o Experimento 3 para a geracdo F1 das populacdes 7,
19 e 25. Todos os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado.
Os experimentos 1 e 3 foram dispostos em esquema fatorial duplo, sendo o primeiro fator
composto pelas diferentes populagdes e o segundo fator por 10 doses de glyphosate (0, 60,
120, 240, 480, 960, 1920, 3840, 7680 e 15360 g e.a. hat). Ja o Experimento 2, em esquema
fatorial triplo sendo o primeiro fator composto pelas diferentes populagdes, o segundo fator
pelas mesmas 10 doses de glyphosate e o terceiro fator de dois estadios de aplicacao.

Em todos experimentos, as unidades experimentais foram compostas por vasos de 1
dm?, os quais foram preenchidos até a metade com solo que apresentava valores de pH em
agua de 5,9; 11,89 g dm™ de C; 720 g kg™ de areia; 20 g kg* de silte e 260 g kg™ de argila.
Acima desta camada de solo, as unidades experimentais foram preenchidas com substrato de
fibra de coco, visando a impedir a emergéncia de possiveis sementes de plantas daninhas
presentes no solo utilizado.

Foram semeadas 30 sementes de cada populacdo por vaso, e ap0s a emergéncia foi
realizado desbaste, mantendo-se trés plantulas por unidade experimental. Para as populacfes
de 2013/2014, o estadio das plantas no momento da aplicacdo era de um perfilho por planta,
com trés folhas e 4 cm de altura (E1). J& para as populacfes de 2014/2015, além do E1,
também foram avaliadas plantas em estadio de quatro perfilhos e 13 cm de altura. Plantas
sobreviventes das populacdes 7, 19 e 25 foram cultivadas separadamente, e suas sementes
foram coletadas para constituir as respectivas geracdes F1. As doses do herbicida e o estadio
de aplicagdo foram os mesmos utilizados para o Experimento 1.

As aplicacbes foram realizadas com pulverizador costal pressurizado por COs,
munido de barra de 1,5 m de comprimento, contendo trés pontas de pulverizacdo do tipo Al
110.02 (0,5 m entre pontas), com pressdo de 2,5 kgf cm?, proporcionando volume de
aplicacdo equivalente a 200 L ha. As aplicagbes foram realizadas sempre no periodo da
manha em condi¢6es climéticas adequadas.

Foram avaliados a porcentagem de controle (escala visual de 0 a 100%) aos 28 DAA,
em que 0% representa a auséncia de injdrias e 100% a morte das plantas. Ao final deste
periodo, também foi determinada a massa seca da parte aérea, por meio da coleta da parte
aérea das plantas sobreviventes a aplicacdo e posterior secagem em estufa a 65°C por 72

horas.
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Os dados foram submetidos a analise de varidncia e regressdo, ajustando-se ao
modelo de regressdo ndo-linear logistico, proposto por Streibig (1988):

a
Y=~
X
1+G) ]
Em que: y é o controle percentual ou massa seca da parte aérea; x € a dose do herbicida (g e.a.
ha?l) e a, b e ¢ sdo os parametros estimados da equacéo, de tal forma que: a é amplitude

existente entre 0 ponto méximo e o ponto minimo da variavel; b é a dose que proporciona

50% de resposta da varidvel e c € a declividade da curva ao redor de b.

Um dos termos integrantes da equacdo do modelo logistico (b) é uma estimativa do
valor de Cso ou de GRsp, que representam a dose do herbicida necessaria para o controle ou
reducdo da massa seca das plantas em 50% (Christoffoleti, 2002). Embora um dos parametros
do modelo logistico seja uma estimativa do valor de Cso, optou-se também por realizar seu
calculo matematico por meio da equacao inversa, conforme discussdo proposta por Carvalho
et al. (2005):

Além dos valores de Cso ou GRso obteve-se também, por meio da equacgdo inversa, 0s
valores de Cgo e GRgo. A estimativa desses valores é importante do ponto de vista préatico, pois
representa a dose necessaria para atingir niveis minimos de controle considerados como
aceitaveis no campo. Baseado nos valores de Cso € GRsp, foi calculado o fator de resisténcia
(FR = Cso ou GRsp da populacdo supostamente resistente / Cso ou GRso da populagdo
suscetivel) para as populaces resistentes. O fator de resisténcia expressa 0 numero de vezes
em que a dose necessaria para controlar 50% da populacgdo resistente é superior a dose que

controla 50% da populacao suscetivel (Hall et al., 1998).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia dos dados mostrou que houve significancia para as fontes de
variacdo, bem como para a interacdo entre populacdes e doses. Houve ajuste adequado do
modelo para os dados de controle e de massa seca da parte aérea, sendo definidos os
parametros a, b e ¢ da equacgio log-logistica. Os valores de R? foram préximos de 1,0,
indicando adequado ajuste do modelo em relacdo aos dados observados. A partir dos modelos
ajustados foi possivel calcular para os dados de controle e de massa seca da parte aérea, as
doses necessarias para controle de 50% e 80% de cada populacédo avaliada.

Para a variavel controle na safra de 2013/2014, com excecdo da populacdo 8, todas
as populacdes apresentaram FR>1,0 (Tabela 3). Entretanto, na maioria delas, a dose de
glyphosate necessaria para controle ou reducdo da massa seca em 80% foi menor do que a
dose recomendada para controle da espécie. Por outro lado, as populacdes 5 e 7 apresentaram
Cso de 1217,73 e 1443,01 g e.a. ha e GRso de 1102,74 e 1248,20, respectivamente, o que é
maior que a dose média recomendada para a espécie. Nestes casos em que a dose
recomendada ndo proporcionou controle satisfatério, o FR variou entre 4,16 e 7,99. Para a
populacéo suscetivel, a massa seca da parte aérea foi reduzida em 80% com 172,18 g e.a. ha!
de glyphosate.
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Tabela 3. Doses estimadas de glyphosate para controle e reducdo de massa seca da parte
aérea em 50 e 80% e respectivos fatores de resisténcia de diferentes populacfes de Eleusine
indica em estadio de um perfilho (E1) (Safra 2013/2014).

ge.a. hal
Populacdo
Cso Cso FR GRso GRgo FR
Suscetivel 100,45 150,78 - 100,97 172,18 -
1 194,94 284,24 1,94 152,39 353,92 151
2 278,15 389,06 2,77 110,99 235,05 1,10
3 154,12 212,92 1,53 99,74 216,45 0,99
4 162,26 249,62 1,62 133,23 322,51 1,32
5 604,72 1217,73 6,02 420,34 1102,74 4,16
6 117,08 164,61 1,17 61,05 118,89 0,60
7 802,43 1443,01 7,99 726,13 1248,20 7,19
8 88,32 140,71 0,88 59,62 122,28 0,59
9 248,35 393,99 2,47 225,16 348,26 2,23
10 276,01 402,30 2,75 81,31 260,33 0,81
11 105,11 142,72 1,05 61,59 114,68 0,61
12 313,98 479,52 3,12 167,25 375,21 1,66
13 179,71 258,01 1,79 103,38 168,22 1,02

Cso ou Cgo: dose necesséria para controlar a populagcdo em 50% e 80%; GRsy ou GRgo: dose necessaria para
reduzir a massa seca da parte aérea da populacdo em 50 e 80%; FRso: fator de resisténcia (Cso ou GRso da

populacao resistente / Cso ou GRso da populagdo suscetivel.

Na safra de 2014/2015, para o primeiro estadio (E1), com base nos resultados de Cso
e GRso, todas as populacdes apresentaram FR>1,0 (Tabela 4). Os valores de Cgo € GRgo foram
maiores do que a dose de recomendada somente para as populacGes 19 e 25. No caso da
populacdo 19, o valor de GRgo foi 0 maior entre todas as demais populagdes (1653,49 g e.a.
ha't).
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Tabela 4. Doses estimadas de glyphosate para controle e reducdo de massa seca da parte
aérea em 50 e 80% e respectivos fatores de resisténcia de diferentes populacfes de Eleusine

indica para aplicacOes realizadas em estadio de um perfilho (E1) (Safra 2014/2015).

ge.a. hal
Populacdo
Cso Cso FR GRso GRgo FR
Suscetivel 113,26 204,39 - 101,14 240,22 -
14 299,43 504,80 2,64 178,45 387,66 1,76
15 273,31 419,75 2,41 155,58 341,76 1,54
16 397,20 797,43 3,51 298,28 609,01 2,95
17 367,13 629,17 3,24 444,80 688,38 4,40
18 363,66 650,49 3,21 305,72 519,79 3,02
19 503,49 1571,42 4,45 503,41 1653,49 4,98
20 320,95 620,41 2,83 277,55 873,90 2,74
21 239,14 444,47 2,11 137,88 310,16 1,36
22 267,72 428,39 2,56 249,82 495,75 2,47
23 289,94 554,91 2,36 313,94 708,92 3,10
24 320,63 594,91 2,83 107,54 222,77 1,06
25 536,54 1471,71 4,74 552,02 1524,49 5,46

Cso ou Cgo: dose necesséria para controlar a populagdo em 50% e 80%; GRso ou GRgo: dose necessaria para
reduzir a massa seca da parte aérea da populagdo em 50 e 80%; FRso: fator de resisténcia (Cso ou GRsp da

populacéo resistente / Cso ou GRso da populagdo suscetivel.

Os resultados obtidos para as populacGes avaliadas na Safra 2014/15 que receberam
aplicacdo em estadio E2 evidenciaram menor suscetibilidade ao glyphosate em todas as
populacdes comparadas com o estadio E1 (Tabela 5). Com excecdo das populacdes 23 e 24,
os valores de Cso € GRso de todas as populagdes foi maior que 960 g e.a. ha™. Isto mostra a
importancia do estadio de desenvolvimento das plantas no momento da aplicacdo, o que pode

estar colaborando com as falhas de aplicacdo observadas no campo.
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Tabela 5. Doses estimadas de glyphosate para controle e reducdo de massa seca da parte
aérea em 50 e 80% e respectivos fatores de resisténcia de diferentes populacfes de Eleusine

indica para aplicacOes realizadas em estadio de quatro perfilhos (E2) (Safra 2014/2015).

ge.a. hal
Populacdo
Cso Cso FR GRso GRgo FR
Suscetivel 190,31 478,18 - 120,67 298,42 -
14 546,29 1412,49 2,87 397,07 969,40 3,29
15 782,83 173477 4,11 259,56 1059,55 2,15
16 624,54 1727,47 3,28 219,76 1029,19 1,82
17 843,13 2137,20 4,43 444,80 1878,16 3,69
18 630,48 1508,86 3,31 469,14 1352,47 3,88
19 978,04 2451,96 5,14 648,21 1943,56 5,37
20 713,05 1873,06 3,75 397,84 1519,33 3,30
21 712,11 1796,25 3,74 466,63 1421,12 3,87
22 832,80 1900,60 3,72 401,87 1008,55 3,33
23 507,87 767,01 2,67 383,29 729,57 3,18
24 430,59 793,04 2,26 281,63 582,66 2,33
25 784,95 2575,59 4,12 511,20 1856,07 4,24

Cso ou Cgo: dose necesséria para controlar a populagdo em 50% e 80%; GRso ou GRgo: dose necessaria para
reduzir a massa seca da parte aérea da populagdo em 50 e 80%; FRso: fator de resisténcia (Cso ou GRsp da

populacéo resistente / Cso ou GRso da populagdo suscetivel.

AplicacBes de glyphosate em capim pé-de-galinha em estadio de desenvolvimento
precoce (E1) normalmente implica em maior eficacia pois € o momento de maior
suscetibilidade dessas plantas aos herbicidas (Malpassi, 2006; Ulguim et al., 2013). A eficacia
de herbicidas sobre capim pé-de-galinha com mais de trés perfilhos deve-se ao acimulo de
cera na superficie foliar da planta, o que diminui a absorcéo do produto pela planta (Malpassi,
2006).

Uma das caracteristicas de capim pé-de-galinha é a rapida capacidade de
perfilhamento, visto que o estadio de um perfilho e de quatro perfilhos pode ser atingido aos
nove e aos quinze dias apds a sua emergéncia (DAE), respectivamente (Takano et al., 2016).
O répido crescimento desta espécie sugere que, por questdes operacionais, as aplicacbes no
campo nem sempre possam ser realizadas em estadio adequado para o seu controle.

Apesar disso, todas as populagdes apresentaram maiores valores de Cso ou GRso do
que a populacdo suscetivel. As populagdes 7, 19 e 25 apresentaram valores de Cgo € de GRgo

maiores do que a dose maxima de glyphosate recomendada para o controle de capim pé-de-
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galinha, enquanto que a populagdo suscetivel foi controlada em 80% com 478,18 g e.a. ha™ de
glyphosate. Os fatores de resisténcia nestas trés populacgdes variaram de 3,69 a 5,37.

Os resultados obtidos para a geracdo F1 das populacdes 7, 19 e 25 mostraram que a
resisténcia ndo foi herdada em todas as populacGes (Tabela 6). No caso da populagdo 7, o FR
foi maior que 1,0, porém os valores de Cgo € GRgo foram abaixo da dose recomendada (653,27
e 647,27 g e.a. hal, respectivamente), ndo atendendo, para esta populacdo, o critério de
herdabilidade da resisténcia. Por outro lado, os valores destes parametros foram acima de
1200 g e.a. ha* para as populacdes 19 e 25 e os fatores de resisténcia variaram de 3,99 a 6,81,

atendendo nestas populag@es o critério de herdabilidade.

Tabela 6. Doses estimadas de glyphosate para controle e reducdo de massa seca em 50 e 80%
e respectivos fatores de resisténcia de diferentes populacdes de Eleusine indica para

aplicacdes realizadas em estadio de um perfilho (E1).

(ge.a. hat)
Populagdo
Cso Cso FR GRso GRsgo FR
Suscetivel 113,26 - 100,14 -
7-F1 419,68 653,27 3,71 397,78 647,27 3,97
19-F1 573,76 1290,77 5,07 399,59 1407,04 3,99
25-F1 554,65 1268,62 4,90 681,86 1554,95 6,81

Cso ou Cgo: dose necessaria para controlar a populacdo em 50% e 80%; GRso ou GRgo: dose necessaria para
reduzir a massa seca da parte aérea da populacdo em 50 e 80%; FRso: fator de resisténcia (Cso ou GRso da
populacdo resistente / Cso ou GRso da populagdo suscetivel. F1: representa a descendéncia ou geracdo F1 da

referida populagéo.

A populacéo de capim pé-de-galinha do Rio Grande do Sul caracterizada como de
baixo nivel de resisténcia ao glyphosate apresentou fator de resisténcia de 1,1 (Vargas et al.,
2013). Ja os fatores de resisténcia obtidos para as populacfes 19 e 25 no presente trabalho
(FR=3,9-6,8) sdo mais semelhantes aos relatos de capim pé-de-galinha resistente ao
glyphosate no Tennessee-EUA (FR=3,1-7,4) (Mueller et al., 2011) e na Malasia (FR=8-12)
(Lee e Ngim, 2000).

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que as populagdes 19 e 25 atendem a
todos os critérios descritos para a confirmacdo de um caso de resisténcia por Heap (2005)
(Figura 6). Critério 1: as plantas dessas populacfes sobreviveram e se reproduziram apds sua
exposicdo a uma dose de herbicida que foi letal para a populacdo suscetivel; Critério 2: os
fatores de resisténcia foram maiores que um (FR=3,9-6,8) e a dose recomendada para a
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espécie ndo proporcionou controle satisfatorio (Cso € GRgo > 1200 g e.a. ha); Critério 3: as
plantas da geracdo F1 dessas populacdes também foram consideradas resistentes; Critério 4:

reclamacdes de falhas de controle estdo sendo observadas no campo; Critério 5: plantas

aleatdrias dessas populac@es foram devidamente classificadas como Eleusine indica.

W 45°
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Lu ;z:.iana P R

S 25°

0 100

Figura 6. Locais em que foram confirmadas as duas populacbes de capim pé-de-galinha

resistentes ao glyphosate no Estado do Parana.

Neste sentido, medidas complementares de manejo com herbicidas devem ser
planejadas para reduzir a pressdo de selecdo, tais como a associacdo e a utilizacdo de
herbicidas com mecanismos de acgdo diferentes (Shaner, 2000; Johnson e Gibson, 2006).
Trabalhos de pesquisa mostram que os herbicidas inibidores da ACCase constituem uma das
alternativas para o controle de capim pé-de-galinha (Ulguim et al., 2013). No entanto, €
importante lembrar que ja foi relatada resisténcia de capim pé-de-galinha a este mecanismo de
acdo no Brasil (Vidal et al., 2006), o que demonstra que a aplica¢do continua de graminicidas
pode ndo ser eficaz em todas as situacOes. Alternativamente, outros mecanismos de acao

podem apresentar eficacia no controle destas populagdes, tais como inibidores da GS-
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GOGAT, inibidores da sintese de carotenoides (Ulguim et al., 2013), inibidores da divisao
celular e inibidores do fotossistema | (Molin et al., 2013).

O mecanismo de resisténcia ao glyphosate em capim pé-de-galinha de outros paises
envolve substituicdo de uma prolina por serina ou treonina na posicao 106 no gene da EPSPS
(P106S ou P106T) (Baerson et al., 2002; Ng et al., 2004; Yu et al., 2007; Kaundun et al.,
2008; Kaundun et al., 2011), ou ainda a amplificacdo do gene da EPSPS em plantas
resistentes (Chen et al., 2015). Esse tipo de mutacdo simples confere niveis intermediarios de
resisténcia ao glyphosate (FR<10). Entretanto, mutacdo dupla nas posi¢cGes 106 (T102I e
P106S) da populacdo mutante pode conferir niveis mais elevados de resisténcia (FR>10) (Yu
et al., 2015). Apesar disso, 0 mecanismo que confere resisténcia em populagbes do Brasil
ainda é desconhecido. Portanto, novos estudos visando elucidar o mecanismo que confere a
resisténcia, bem como o desenvolvimento de novas ferramentas alternativas para 0 manejo

das populacdes resistentes sdo necessarios.

41



CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que as populactes 19 e 25,
oriundas de Campo Mourdo e Luiziana (Centro-Oeste do Estado do Parana) constituem o
primeiro relato de capim pé-de-galinha resistente ao glyphosate no Brasil (FR=3,99-6,81),
atendendo a todos os critérios estabelecidos para confirmagdo de novos casos de resisténcia.
Plantas em estadio mais avancado (quatro perfilhos) apresentaram maiores valores de Cso €
GRso em fungdo da menor suscetibilidade ao herbicida, sendo assim, o estadio de um perfilho

é mais adequado para estudos de dose resposta nesta espécie.
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Mecanismo de resisténcia ao glyphosate em capim pé-de-galinha
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Mecanismo de resisténcia ao glyphosate em capim pé-de-galinha

RESUMO: Populagdes de capim pé-de-galinha resistentes ao glyphosate foram identificadas
em lavouras de grdos do Oeste do Estado do Parana. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
mecanismo que confere a resisténcia e validar um rapido marcador rapido para mapear
elevado nimero de populagdes. Um experimento de dose resposta foi realizado com as
mesmas doses, estadio de aplicacdo, equipamento de aplicacdo e analise estatistica do
Capitulo 2. Também foi quantificado o acimulo de chiquimato em plantas suscetiveis e
resistentes as 24, 48, 96 e 144 horas apds a aplicacio de glyphosate (540 e 1440 g e.a. ha).
Fragmentos de 330 pb do gene da EPSPS foram sequenciados. Por fim, um ensaio de TagMan
SNP foi desenvolvido em fungdo do fragmento sequenciado da EPSPS. O fator de resisténcia
foi de 4,8-8,4 e as doses necessarias para controle e reducdo da massa seca em 80% foram de
1248 (Cgo) e 1443 (GRgo) respectivamente. O acimulo de chiquimato no bidtipo suscetivel foi
maior que no bidtipo resistente em até sete vezes. O sequenciamento revelou uma mutacéo no
gene da EPSPS na posicdo 106 de uma prolina por uma serina (P106S) em plantas resistentes,
0 que esta associado ao mecanismo de resisténcia. A sonda TagMan pode ser utilizada para
mapear de forma répida e eficiente elevado numero de populacbes de capim pé-de-galinha

contendo a mutacdo P106S.

Palavras-chave: P106S, resisténcia de sitio de acdo, mecanismo de resisténcia, acumulo de

chiguimato.
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Mechanism of glyphosate resistance in goosegrass

ABSTRACT: Glyphosate-resistant goosegrass biotypes were recently identified in a grain
production field located in the mid-west of Parana State, southern Brazil. This study aimed to
elucidate the molecular basis of this case of resistance and to develop a molecular marker for
rapid detection of resistance in a large number of populations. A dose-response experiment
was conducted in the greenhouse with the same doses, application timing, application
equipment and data analysis of Chapter 2. A shikimate accumulation assay in susceptible and
resistant biotypes was also conducted within 24, 48, 96 and 144 hours after glyphosate
application (540 and 1440 g ae ha). Fragments of the EPSPS gene covering regions where
mutations related to target site resistance to glyphosate have been previously documented in
the literature were sequenced. A TagMan SNP assay was designed in order to develop a quick
method to survey a large number of plants for glyphosate resistance. The resistance factor
(RF) of this biotype was 4.86 - 8.45. The population can be controlled 80% with 1248 (Cso) —
1443 (GRso) g ae ha* glyphosate whereas the field use rate of glyphosate is 960 g ae ha™. The
shikimate accumulation in the susceptible biotype was higher than in the resistant one in up to
7 fold, confirming the results obtained in the dose-response experiment. The resistant plants
harbored a P106S mutation in the target gene EPSPS. The TagMan probe can be used for

surveying glyphosate resistant goosegrass populations with P106S mutation.

Keywords: P106S, mechanism of resistance, shikimate accumulation, target site resistance,
TagMan SNP assay.
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INTRODUCAO

O capim pé-de-galinha (Eleusine indica) é uma planta daninha anual de crescimento
rapido e alto potencial de competicdo interespecifica (Takano et al., 2016). Seu centro de
origem provavelmente ¢ a Asia e foi distribuida pelas regides tropicais, subtropicais e
temperadas do mundo, com maior presenca em regides entre os tropicos (Mueller et al.,
2011). As espécies do género Eleusine sdo dipldides (x=9), autdgamas e produzem elevada
quantidade de sementes, que sao disseminadas principalmente pelo vento (Ng et al., 2004a).

Historicamente, existem relatos de resisténcia de capim pé-de-galinha a diversos
mecanismos de acdo e em diversos paises: inibidores de mitose (trifluralin) nos Estados
Unidos (Mudge et al., 1984), inibidores de ALS (imazethapyr) na Costa Rica, inibidores de
ACCase na Malésia, Brasil e Estados Unidos (Leach et al., 1995; Osuna et al., 2012;
McCullough et al., 2016), inibidores do fotossistema | (paraquat) na Malasia, Austrélia e
Estados Unidos (Buker et al., 2002) e inibidores de EPSPS (glyphosate) na Malasia, Estados
Unidos, Argentina e Filipinas (Lee & Ngim, 2000; Mueller et al., 2011). O primeiro relato da
ocorréncia de capim pé-de-galinha com resisténcia ao glyphosate no mundo ocorreu em 1997,
em pomares da Maléasia (Lee e Ngim, 2000). Em termos de resisténcia multipla, o primeiro
caso foi relatado em 1997, envolvendo os inibidores da EPSPS e da ACCase. O segundo foi
registrado em 2009, com os inibidores de FSI e da GS-GOGAT, e neste mesmo ano,
populacdes que apresentam resisténcia a até quatro mecanismos de acdo simultaneamente
(EPSPS, ACCase, PSI e GS-GOGAT) também foram relatadas (Seng et al., 2010; Jalaludin et
al., 2014; Heap, 2017).

H& evidéncias de que o mecanismo de resisténcia de capim pé-de-galinha ao
glyphosate envolve mutacdo no gene da EPSPS ou super expressdo da EPSPS (Baerson et al.,
2002; Ng et al., 2004b; Kaundun et al., 2011; Yu et al., 2015). Nestes casos, uma mutacao
simples (P106S ou P106T) confere as plantas niveis intermediarios de resisténcia (FR<10), no
entanto, também pode ocorrer dupla mutacdo no sitio de agdo da enzima (T102I e P106S), o
que confere a populagdo mutante elevados niveis de resisténcia (RF>10) (Yu et al., 2015).

Single nucleotide polymorfism (SNP) s&o variagcbes ou mutacdes que ocorrem em
uma unica base nitrogenada dentro de um segmento especifico do DNA dentro do genoma de
um individuo (Shen et al., 2009). SNPs tem sido instrumentos na elucidacdo de bases
genéticas que conferem diversas caracteristicas em plantas, incluindo a resisténcia a

herbicidas (Délye et al., 2002; Ng et al., 2004a). A técnica de genotipagem utilizando sondas
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TagMan ja é bastante difundida na area da satde humana e também ja foi utilizada como um
marcador rapido para detectar plantas de Kochia scoparia resistentes aos inibidores da ALS
(Warwick et al., 2008; Beckie et al., 2011). O principio da TagMan baseia-se na atividade
exonuclease 5-3 'da Tag polimerase para clivar uma sonda dupla marcada durante a
hibridacdo com a sequéncia alvo complementar, sendo a deteccdo baseada em RT-PCR e
fluorescéncia (Holland et al., 1991). No caso do capim pé-de-galinha, em que 0 mecanismo de
resisténcia normalmente envolve um anico SNP (P106), é possivel utilizar esta técnica para
mapear um grande namero de populacdes de forma simples e eficiente.

Antes da introducdo da soja RR® no Brasil, 0 manejo de capim pé-de-galinha era
baseado em aplicacdes de herbicidas inibidores da ACCase. Atualmente, no caso do sistema
de sucessdo de soja RR® e milho RR®, alguns produtores chegam a realizar até cinco
aplicacdes de glyphosate por ano. Neste sentido, 0 uso continuo de glyphosate ao longo de 10
anos de cultivo de soja RR® no Brasil, levou a selecdo de oito espécies resistentes a este
herbicida, sendo o caso mais recentemente identificado o do capim pé-de-galinha (Capitulo
2). Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi elucidar o mecanismo de resisténcia de
capim pe-de-galinha ao glyphosate, bem como validar o marcador TagMan SNP para rapida

deteccdo de populag0es resistentes.

50



MATERIAL E METODOS

Dose resposta de glyphosate

A populacdo de capim pé-de-galinha resistente ao glyphosate utilizada foi a mesma
do Capitulo 2, proveniente do municipio de Campo Mourdo — Parana (24°09°29°’S;
52°29°04°W). A populagdo suscetivel foi coletada em area de pousio, sem historico de
aplicacdo de glyphosate, localizada no municipio de Mandaguagu — Parana (23°14°31°’S;
52°00°21°°W). Estas populacdes foram submetidas a experimento de dose resposta de
glyphosate em casa-de-vegetacdo. As doses utilizadas, condicBes de aplicacdo, estadio da
planta daninha e andlise estatistica foram os mesmos adotados no Capitulo 2.

Acumulo de chiquimato

O experimento de acumulo de chiquimato foi conduzido no Laboratorio de
Bioquimica de Plantas — UEM. Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2x2x4,
em que o primeiro fator era constituido de duas doses de glyphosate (540 e 1440 g e.a. ha*), o
segundo fator de duas populacdes de capim pé-de-galinha (resistente e suscetivel), e o terceiro
fator de diferentes tempos de coleta ap6s a aplicacdo (24, 48, 96 e 144 horas). Para cada
combinacéo, adotou-se quatro repeticbes em delineamento inteiramente casualizado.

A metodologia para extracdo do chiquimato foi baseada em protocolo utilizando
microondas (Matallo et al., 2009). Plantas foram secas em estufa de ar forcado a 65 °C
durante 48 horas e trituradas em moinho-bola por 40 segundos. Amostras de 0,4 g de cada
planta foram solubilizadas em 10 mL de &gua acidificada em é&cido fosforico (pH=2),
homogeneizando-se a solucdo durante 30 minutos em agitador horizontal a 32 rpm. Por fim,
as amostras foram levadas ao microondas (Panasonic Modelo NN-S62 B) durante 10
segundos e resfriadas a temperatura ambiente por 5 minutos.

Apos a extracdo, as amostras foram diluidas em &cido fosférico (3,5 mM) em 1:50 e
em seguida filtradas em filtro de membrana de 0,22 um (Millex-GV, Millipore). A leitura do
chiquimato foi determinada utilizando HPLC (LC-20A Prominence, Shimadzu) de injecéo
manual. O tempo total de corrida foi de 15 a 20 minutos, com retencdo de chiquimato aos 8,1
min. Para a determinagdo dos niveis de chiquimato, uma curva de calibracdo de concentracéo
deste composto foi utilizada, em que a correlagéo entre a entre a area obtida pelo HPLC e a

concentracéo de chiquimato apresentou correlagdo positiva de 0,99 (Figura 7).
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Figura 7. Curva de calibracdo da concentracdo de chiquimato em funcéo da area do pico na

leitura do HPLC.

Os valores obtidos foram apresentados por meio de intervalo de confianca (p<0,05)
(Payton et al., 2000). O critério decisério foi baseado nos limites superiores e inferiores das
médias. Uma vez que estes ndo se sobrepdem, assume-se que as médias daqueles tratamentos

séo significativamente diferentes.

Sequenciamento do gene da EPSPS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biologia Molecular do
Instituto Matogrossensse do Algoddo (IMAmt) localizado em Primavera do Leste.
Inicialmente, DNA gendmico foi extraido de dez plantas de capim pé-de-galinha suscetiveis e
dez resistentes ao glyphosate. Para isso, aproximadamente 0,2 g de tecido foliar foi utilizado
para extracdo do DNA, procedendo-se de acordo com protocolo descrito no Anexo 1.

Posteriormente, fragmentos de 330 pares de base (pb) contendo regido da mutacao ja
reportada em outros trabalhos (P106, correspondente a sequéncia EPSPS em Arabidopsis
thaliana reportada por Klee et al., 1987) foram amplificados via Polymerase Chain Reaction
(PCR). Diversos primers séo descritos na literatura, em trabalhos sobre mutacdo no gene da
EPSPS relacionados ao mecanismo de resisténcia (Ng et al., 2003; Baerson et al., 2002;
Kaundun et al., 2008; Yu et al., 2015; Chen et al., 2015).

Sete pares de primers foram testados de acordo com a temperatura de anelamento e
configuracdes de ciclagem de cada um (Tabela 7). As reagdes de PCR foram feitas por meio

do QIAgen Multiplex PCR Kit®, utilizando-se 7,5 puL de Master Mix®; 1,5 puL de Q-
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Solution®; 1,5 pL de primer em concentragéo final de 0,2 uM de cada primer (F-Foward e R-
Reverse), 2,5 uL de 4gua e 2 uL de DNA, o que proporcionou um volume final de 15 pL. As
configuracBes de ciclagem da PCR foram estabelecidas de acordo com as especificacdes do
fabricante QIlAgen: 1 ciclo de 95°C por 15 min, 36 ciclos de 94°C por 30 seg, T°C de
anelamento de cada primer (Tm) por 90 seg, e 72°C por 60 seg, e uma extenséo final de 72°C
por 10 min. Apo6s a PCR, as amostras foram analisadas por meio de eletroforese capilar

(QlAXxcel, QlAgen®), com tempo médio de corrida de 10 minutos.

Tabela 7. Pares de primers testados nas diferentes populac@es de capim pé-de-galinha.

Primer Sequéncia 5°-3’ Tm (°C)*

F: AGGAGATCTCCGGCGTCGTG

1- Ngetal. (2003) 61
R: GCAGCAGTTACGGCTGCTGTC
F: AGCGTAACTGTTACCGGTCCAC

2 - Ng et al. (2003) 59
R: ACGAAAGTGCTCAGCACGTCG
F: GCGGTAGTTGTTGGCTGTGGTG

3 - Ng et al. (2003) 54
R: GTCATTTCAACATAAGGGATGGAG
F: GAAGGTGATGCCTCAAGTGCG

4 - Ng et al. (2003) 58
R: GTCCAGTCCTTCCTCGACCG
F: GCGGTAGTTGTTGGCTGTGGTG

5 - Baerson et al. (2002) 57
R: TCAATCCGACAACCAAGTCGC
F: CTCTTCTTGGGGAATGCTGGA

6 - Kaundun et al. (2008) 60
R: TAACCTTGCCACCAGGTAGCCCTC
F: GGTGGATAACCTTTTAAACAGTGAG

7 - Chen et al. (2015) 58
R: TTAGTTCTTGACGAAAGTGCTGAGC

*Tm: temperatura de anelamento de cada primer.

Genotipagem prévia utilizando High Resolution Melting (HRM)

Além dos testes de PCR convencional, as amostras foram analisadas pela técnica de
dissociagdo em alta resolucdo ("high resolution melting"”, HRM). Para isso, 0s primers foram
diluidos para uma concentragdo de 10 uM e em cada amostra foi adicionado 0,6 uL. de primer
(F e R), Master Mix 2x (5 uL) para amplificagdo em HRM, 3.4 uL de agua ultra purae 1,0 uL
de amostra de DNA para um volume final de 10 pL. As amostras foram colocadas no HRM
(Viia 7 RT-PCR System, ThermoFisher®) e submetidas a ciclagem de: 1 ciclo de 95°C por 10
minutos; 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e Tm°C por 1 min, e para a curva de metilacéo,

adotou-se uma ciclagem de 95°C por 10 segundos e 60°C por um minuto.
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Ap0s o teste dos primers, optou-se pela utilizagdo do primer 6 (Kaundun et al., 2008)
para sequenciar as amostras, levando em consideracgdo os resultados obtidos pela amplificacdo
e também a sua regido de anelamento no gene da EPSPS (Figura 8). As amostras foram
submetidas a uma nova reacdo de PCR, utilizando-se as mesmas configuracGes de ciclagem

anteriormente descritas, no entanto, com volume final de 45 pL.

GCGGGCGCGGAGGAGGTGGTGCTGCAGCCCATCAAGGAGATCTCCGGCGTCGTGAAGCTGCCGGG
GTCCAAGTCGCTCTCCAACCGGATCCTCCTGCTCTCCGCCCTCGCCGAGGGAACAACTGTGGTGGA
TAACCTTTTAAACAGTGAGGACGTCCACTACATGCTCGGGGCCCTGAAAACCCTCGGACTCTCTGT
GGAAGCGGACAAAGCTGCCAAAAGAGCGGTAGTTGTTGGCTGTGGTGGCAAGTTCCCAGTTGAGA
AGGATGCGAAAGAGGAGGTGCAGCTCTTCTTGGGGAATGCTGGA>ACTGCAATGCGACCATTGAC
AGCAGCCGTAACTGCTGCTGGAGGAAATGCAACTTATGTGCTTGATGGAGTGCCAAGAATGCGGG
AGAGACCCATTGGCGACTTGGTTGTCGGATTGAAACAGCTTGGTGCGGATGTTGATTGTTTCCTTGG
CACTGACTGCCCACCTGTTCGTGTCAAGGGAATCG<GAGGGCTACCTGGTGGCAAGGTTAAGTTAT
CTGGTTCCATCAGCAGTCAGTACTTGAGTGCCTTGCTGATGGCTGCTCCTTTAGCTCTTGGGGATGT
GGAGATTGAAATCATTGATAAACTGATCTCCATCCCTTATGTTGAAATGACATTGAGATTGATGGA
GCGTTTTGGCGTGAAAGCAGAGCATTCTGATAGCTGGGACAGATTCTACATCAAGGGAGGTCAAA
AATACAAGTCCCCTAAAAATGCCTACGTGGAAGGTGATGCCTCAAGTGCGAGCTATTTCTTGGCTG
GTGCTGCAATCACTGGAGGGACTGTGACTGTTGAAGGTTGTGGCACCACCAGTCTGCAGGGTGATG
TGAAATTTGCCGAGGTACTCGAGATGATGGGAGCGAAGGTTACATGGACTGAAACTAGCGTAACT
GTTACCGGTCCACAACGTGAGCCATTTGGGAGGAAACACCTAAAAGCTATTGATGTTAACATGAAC
AAAATGCCCGATGTCGCCATGACTCTTGCCGTGGTTGCCCTATTTGCTGATGGCCCAACTGCTATCA
GAGATGTGGCTTCCTGGAGAGTAAAGGAGACCGAGAGGATGGTTGCAATCCGGACTGAGCTAACA
AAGCTGGGAGCGTCGGTCGAGGAAGGACTGGACTACTGCATTATCACACCGCCCGAGAAGCTGAA
CGTAACGGCCATCGACACCTACGATGACCACAGGATGGCCATGGCCTTCTCCCTCGCCGCCTGCGL
CGACGTGCCTGTGACCATCCGGGACCCCGGCTGCACCCGCAAGACCTTCCCAGACTACTTCGACGT
GCTGAGCACTTTCGTCAAGAACTAA

Figura 8. Sequéncia do gene da enzima EPSPS em capim pé-de-galinha, regido de
anelamento do primer 6 (R e F - sublinhados) e locais onde as muta¢fes nas posicdes T102 e
P106 séo documentadas (negrito). (GenBank: KM078728.1).

Antes de serem enviadas ao sequenciamento, as amostras foram submetidas a
purificacdo do produto da PCR utilizando-se o Kit de purificacdo de PCR QIAquick®. Uma
vez purificadas, realizou-se uma nova amplificacdo das amostras para atestar a integridade do
DNA que foi confirmada utilizando eletroforese capilar (QIAxel, QlAgen®). Por fim, as
amostras foram enviadas para sequenciamento na empresa Ludwig Biotecnologia, e as
sequéncias obtidas foram comparadas com as suas homdlogas anteriormente reportadas
(Genbank AY157642 e AY157643).

Validacdo da Sonda TagMan SNP como um marcador de répida identificagdo de

populagdes resistentes
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A mesma metodologia proposta por Warwick et al. (2008) com algumas
modificacOes foi empregada para a genotipagem de 240 individuos resistentes e 60 individuos
suscetiveis de capim pé-de-galinha. Inicialmente, sementes de populacfes sabidamente
resistentes e suscetiveis foram semeadas em vasos com capacidade de 0,3 L. No momento em
que as plantas atingiram o estadio de um perfilho, estas foram submetidas a aplica¢do de 960
g e.a. ha'l de glyphosate. Aos 28 dias ap6s a aplicacdo (DAA), o controle obtido pelo
herbicida foi avaliado de forma binéria (auséncia de controle ou morte da planta).

Além disso, um protocolo de ensaio TagMan SNP® foi desenhado com base nos
resultados de sequenciamento do gene da EPSPS em plantas resistentes, os quais
demonstraram um ponto de mutacdo (C para T), resultando na substituicdo de uma prolina
para uma serina na posicdo 106 (P106S). As sondas e primers foram desenvolvidos pela
empresa Applied Biosystems® baseando-se na sequéncia da EPSPS que foi disponibilizada
(Tabela 8). Dois primers foram desenhados para amplificar fragmento de 58 pb contendo o
SNP na posigdo 106, e duas Minor Groove Binding (MGB) para discriminar os alelos C e T

(sonda VIC® para o alelo T e a sonda FAM® para o alelo C).

Tabela 8. Primers e sondas TagMan® utilizadas para a genotipagem do SNP na posi¢io 106
do gene da EPSPS em capim pe-de-galinha.

Primer* Sequéncia (5°-3) Regido de homologia
Forward GGGAATGCTGGAACTGCA 1051-1069
Reverse TTCCTCCAGCAGCAGTTACG 1109-1090
Sonda MGB para o alelo C VIC-TGCTGTCAATGGTCGCAT 1070-1089
Sonda MGB parao alelo T FAM-TGCTGTCAATGATCGCAT 1070-1089

*MGB: Minor Groove Binding

Cada reacdo de PCR de genotipagem (10 pL) era composta de 20 ng de DNA
gendmico, 0,5 pL de TagMan SNP® personalizada contendo os primers e as sondas MGB,
além de 5 pL de TagMan Universal PCR Master Mix®. As condices de PCR foram: 15 min a
95 °C; seguida de 36 ciclos de 30 s a 94°C e 1 min a 72°C em termociclador Viia 7 RT-PCR
System®. Todas as reagdes de PCR foram repetidas duas vezes e os resultados foram

comparados com a resposta de cada planta ao glyphosate em casa-de-vegetacao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do experimento de dose resposta confirmaram a resisténcia e

suscetibilidade dos bidtipos. As doses necessarias para 80% de controle (Cgo) ou reducéo da

massa seca (GRgo) foram de 1443,0 e 1248,2 respectivamente, enquanto que o fator de

resisténcia variou entre 4,8 e 8,4 (Tabela 9 e Figura 9).

Tabela 9. Parametros estimados do modelo de Streibig (1988) e fatores de resisténcia (FR)

para % de controle ou reducdo da massa seca das populacdes suscetiveis (S) e resistentes (R),

bem como as doses necessarias para proporcionar 50 ou 80% de controle ou reducdo de massa

seca de capim pé-de-galinha.

Csoor GRsp Cso0r GRgo a b C FR
Controle R 779,94 1443,01 103,10 802,43 -2,11
Controle S 160,62 263,00 100,87 161,63 -2,75 48
Massa seca da parte aérea R 640,67 1248,20 3,30 726,13 2,93 8.4
Massa seca da parte aérea S 100,10 223,70 3,86 85,08 1,42
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Figura 9. Porcentagem de controle (A) e massa seca da parte aérea (B) em funcdo de doses

crescentes de glyphosate aos 28 dias apos a aplicagdo em populagdes suscetiveis e resistentes.

Os resultados de acimulo de chiquimato também apontaram diferencas significativas
entre plantas de capim pé-de-galinha resistentes e suscetiveis ao glyphosate (Figura 10). Para
a dose de 540 g e.a. hal, diferencas entre essas populacdes sdo visualizadas a partir de 96
horas apds a aplicagdo, enquanto que para a dose de 1440 g e.a. ha! essa diferenca é

significativa a partir de 48 horas. Considerando o tempo de 96 h, a diferenca entre o acumulo
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de chigquimato de plantas suscetiveis e resistentes é de até sete vezes. Estes resultados sdo
semelhantes aqueles obtidos com capim pé-de-galinha dos Estados Unidos, os quais
apresentaram diferencas de quatro vezes mais acimulo de chiquimato em plantas resistentes

que em plantas suscetiveis (Mueller et al., 2011).
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Figura 10. Acimulo de &cido chiquimico apés a aplicagdo de duas doses de glyphosate (A -

540; B - 1440 g e.a. ha'*) em plantas de capim pé-de-galinha resistentes e suscetiveis.

O glyphosate compete com o substrato fosfoenolpiruvato — PEP, inibindo a enzima

EPSPS e evitando a transformacdo de chiquimato em corismato. Esta inibicdo impede a
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formacdo de aminodcidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano), o que leva a planta a
morte (Duke & Powles, 2008). Uma vez que o chiquimato é acumulado ap6s a aplicacéo de
glyphosate na planta, significa que a rota do acido chiquimico foi inibida, sendo o bi6tipo
suscetivel ao herbicida (Sammons & Gaines, 2014). No entanto, o menor acumulo de
chiquimato em plantas resistentes ao glyphosate € um forte indicio de que o mecanismo de
resisténcia esta relacionado a insensibilidade da EPSPS destas plantas ao glyphosate (Baerson
et al., 2002). Respostas similares apos a aplicacdo de chiquimato também foram observadas
para outras espécies como Ambrosia artemisiifolia, Trifolium repens e Conyza canadensis
(Mueller et al., 2008).

Todos os primers testados apresentaram amplificagdo nas amostras de DNA de
capim pé-de-galinha. Apesar disso, optou-se pela utilizacdo do primer 6 (Kaundun et al.,
2008) para o estudo de sequenciamento, uma vez que a regido de amplificacdo deste primer
engloba as posicdes 102 e 106 do gene da EPSPS, as quais estdo relacionadas a casos
documentados de resisténcia ao glyphosate nesta espécie. Além disso, o fragmento
amplificado por este primer apresentou maior nitidez e reprodutibilidade o que resulta em

maior confiabilidade nos dados obtidos (Figura 11).
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Figura 11. Fragmento de 330 pb gerado pela amplificagdo do primer 6 em triplicata de
plantas suscetiveis (S1, S2 e S3) e resistentes (R1, R2 e R3) ao glyphosate.
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A andlise do High Resolution Melting (HRM) nas amostras de capim pé-de-galinha
utilizando o primer 6, proporcionou resultados consistentes e capazes de distinguir o0s
individuos resistentes dos individuos suscetiveis (Figura 12). Para confirmar se as amostras
mantinham esse padrdo de curvas, uma segunda repeticdo da analise HRM foi feita em
triplicata de amostras resistentes e suscetiveis, sendo possivel verificar o0 mesmo padrédo de

curvas e a distingdo entre amostras suscetiveis e resistentes nesta segunda anélise (Figura 13).

100
=[]

R s

80

G0 -

50

Fluorescéncia (%)

. T T r v v r v v v v T T T v T v T T v 3 — v v
MO WS VO TS5 780 785 MO0 W5 800 805 810 815 &0 25 {0 w5 S0 845 80 &5 K0 85 FO0 TS5

Temperatura (°C)

Figura 12. Primeira repeticdo da analise HRM pela curva de melting gerada pelo primer 6 em
14 amostras de plantas resistentes e trés amostras de plantas suscetiveis ao glyphosate. R -
resistente; S — suscetivel.
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Figura 13. Segunda repeticdo da analise HRM pela curva de melting gerada pelo primer 6 em
trés amostras de plantas resistentes e trés amostras de plantas suscetiveis ao glyphosate. R -
resistente; S — suscetivel

A genotipagem dos individuos pela técnica de HRM é capaz de distinguir os
individuos quanto ao seu gendtipo de forma muito precisa. Esta técnica discrimina as
sequéncias principalmente em funcdo da concentracdo das bases citosina (C) e guanina (G) do
fragmento, uma vez que a temperatura de dissociacdo destas duas bases nitrogenadas é maior
do que para adenina (A) e timina (T). Um Unico ponto de mutacdo pode ser detectado pela
técnica HRM, no entanto, ndo é possivel detectar o local exato desta alteracdo (Wittwer et al.,
2003).

As amplificaces das amostras foram realizadas via PCR e o tamanho dos
fragmentos foi de aproximadamente 330 pb (Figura 11), o que esta de acordo com o trabalho
realizado por Kaundun et al. (2008). Esses autores utilizaram o primer 6 para amplificar
fragmento de 330 pb do gene da EPSPS e verificaram que uma mutagdo simples na posigéo
106 (P106S) era responsavel por conferir resisténcia ao glyphosate em plantas de capim pé-
de-galinha.

O sequenciamento do fragmento de 330 pb do gene da EPSPS revelou que a
populacéo resistente apresentava uma mutacdo pontual em um nucleotideo (C para T), o que
resulta na mudanca da codificagdo de uma prolina para uma serina P106S, o que ndo foi
verificado para as suscetiveis (Figura 14). Isso significa que o mecanismo de resisténcia dessa

populacédo do Brasil, envolve alteragdo no sitio de acdo do herbicida, assim como descrito em
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outros paises (Baerson et al., 2002; Ng et al., 2004a; Kaundun et al., 2008). Apesar de néo ter
sido verificada no presente trabalho, dupla mutacdo no sitio de a¢do do herbicida (T1021 e
P106S) também pode ocorrer, 0 que confere a populacdo mutante fatores de resisténcia mais
elevados (FR>10) (Yu et al., 2015).

096 098 100 102 104 106 108 110 112 114 116
A. thaliana CTCTTCTTGGGGAATGCTGGAACTGCAATGCGACCATTGACAGCAGCCGTAACTGCTGCTGGAGGAA
AY157642 MS CTCTTCTTGGGGAATGCTGGAACTGCAATGCGACCATTGACAGCAGCCGTAACTGCTGCTGGAGGAA
AY157643 MR CTCTTCTTGGGGAATGCTGGAACTGCAATGCGATCATTGACAGCAGCCGTAACTGCTGCTGGAGGAA
E. indica BS CTCTTCTTGGGGAATGCTGGAACTGCAATGCGACCATTGACAGCAGCCGTAACTGCTGCTGGAGGAA
E. indica BR CTCTTCTTGGGGAATGCTGGAACTGCAATGCGATCATTGACAGCAGCCGTAACTGCTGCTGGAGGAA
097 099 lo1 103 105 107 109 111 113 115

Figura 14. Alinhamento do fragmento da EPSPS de Arabidopsis thaliana [GenBank:
CAA29828.1]; populacgdes suscetivel (S) e resistente (R) de capim pé-de-galinha da Malasia
(AY157642 MS e AY157643 MR) e do Brasil (BS e BR). As bases em cinza representam a
substituicdo do codon CCA para TCA na posicao 106 em populagdes resistentes, o que resulta

na mutacdo P106S responsavel pelo mecanismo de resisténcia.

Mesmo sendo em menor intensidade, plantas resistentes também acumularam
chiquimato ap6s a aplicacdo de glyphosate. Isso se deve ao fato de que a mutacdo pontual
P106S no gene EPSPS tem capacidade apenas de diminuir a afinidade (menor Ki) do
glyphosate com o sitio de ligacdo (Comai et al., 1985; Kaundun et al., 2008), o que permite a
atividade do glyphosate em menor intensidade. Mesmo que outros mecanismos de resisténcia
ndo tenham sido avaliados neste trabalho, diversos trabalhos mostram que o mecanismo
resisténcia de capim pé-de-galinha ao glyphosate ndo esta relacionado a inativacdo metabdlica
do herbicida e nem a menor absorcao e translocacdo em plantas resistentes (Tran et al., 1999;
Kaundun et al., 2008).

Todas as 300 plantas apresentaram amplificacdo dos primers utilizados na
genotipagem utilizando TagMan SNP. Os dois genétipos, homozigoto-CC e homozigoto-TT,
foram claramente separados no grafico de dispersdo (Figura 15). Além disso, as plantas que
apresentaram o genotipo TT sobreviveram a aplicacdo de glyphosate em casa-de-vegetacgéo,
enquanto que as plantas com genotipo CC foram suscetiveis ao herbicida. Portanto, os
resultados obtidos neste trabalho, provam que a sonda TagMan pode ser utilizada como um
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marcador de rapida deteccdo de P106S em um amplo numero de populagdes de capim pé-de-
galinha.
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Figura 15. Discriminacdo alélica de 300 plantas de capim pé-de-galinha. O alelo T representa
os individuos com a mutacdo P106S, enquanto que o alelo C representa os individuos

suscetiveis ao glyphosate.

Os resultados obtidos neste trabalho provam que as populacbes de capim pé-de-
galinha resistentes ao glyphosate apresentaram mutacdo no gene da EPSPS (P106S), o que
esta associado ao mecanismo de resisténcia ao herbicida. Outro possivel mecanismo que
possa estar presente em populagdes resistentes € 0 aumento da expressdo ou do nimero de
copias do gene da EPSPS (Chen et al., 2015). Portanto, futuras pesquisas sobre o mecanismo
de resisténcia em capim pé-de-galinha devem considerar esta observacéo.

Outro ponto importante é que mesmo o capim pé-de-galinha sendo uma espécie
autdgama (Ng et al., 2004b), o que torna a velocidade de dispersdo de genes de resisténcia
para outras regides menor do que em plantas alogamas, estratégias de manejo visando ao
controle alternativo ao glyphosate serdo importantes para controlar e prevenir a dispersao

deste caso de resisténcia.
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CONCLUSAO

A resisténcia ao glyphosate foi confirmada em casa-de-vagetacdo (RF=5-8; GRgo and
Cg0=1248-1443 g hal). A diferenca no actimulo de chiquimato foi de até sete vezes menor em
plantas resistentes do que em plantas suscetiveis. As plantas consideradas como resistentes ao
glyphosate apresentaram um ponto de mutagdo no gene da EPSPS (P106S), o que esta
associado ao mecanismo de resisténcia. A sonda TagMan SNP pode ser utilizada como uma
rapida ferramenta para mapeamento em larga escala de populacdes contendo a mutacéo
P106S.
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CAPITULO 4

Controle quimico de capim pé-de-galinha resistente ao glyphosate
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Controle quimico de capim pé-de-galinha resistente ao glyphosate

Resumo: A utilizacdo de misturas e rotacdo de herbicidas de diferentes mecanismos de agédo
sdo fundamentais para 0 manejo da resisténcia a herbicidas. O objetivo deste trabalho foi
avaliar diferentes herbicidas em pré e pos-emergéncia recomendados para o controle de capim
pé-de-galinha resistente ao glyphosate nas culturas da soja e do milho. Para isso, foram
conduzidos quatro experimentos em casa-de-vegetacdo, sendo um com aplicacdes em pré- e
outros trés em pos-emergéncia. Em pré-emergéncia foram avaliados o numero de plantas
emergidas e a porcentagem de controle aos 20, 35 e 50 dias apds a aplicacdo (DAA). Em pds-
emergéncia foi a avaliada a porcentagem de controle aos 14 e 28 DAA sobre plantas com um
perfilho (E1) e quatro perfilhos (E2). O uso de herbicidas residuais para o controle de capim
pé-de-galinha resistente ao glyphosate constitui uma ferramenta de extrema importancia para
0 seu manejo efetivo. O estadio de aplicagdo é determinante para se obter eficacia em pds-
emergéncia. Paraquat e [paraquat+diuron] sdo eficazes no controle desta espécie. Os
herbicidas inibidores da ACCase isolados foram mais eficazes que as suas associacbes com
glyphosate, especialmente em plantas com quatro perfilhos. As associag¢Ges de inibidores da

sintese de carotenoides apresentaram elevado sinergismo com atrazine e ndo com glyphosate.

Palavras-chave: Eleusine indica, herbicidas alternativos, soja, milho, estadio de aplicacéo.
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Chemical control of goosegrass resistant to glyphosate

Abstract: Mixture and rotation of herbicides with different modes of action are fundamental
for the management of herbicide resistance. The objective of this research was to evaluate
different pre- and post-emergence herbicides to control goosegrass in soybean and corn crop.
Four greenhouse experiments were conducted, one in pre-emergence and the others in post-
emergence. In pre-emergence the number of emerged plants and the control percentage at 20,
35 and 50 days after application (DAA) were evaluated. In post-emergence, the control
percentage was evaluated at 14 and 28 DAA on plants with one tiller (E1) and four tillers
(E2). The use of residual herbicides for the control of glyphosate-resistant goosegrass
constitutes a very important tool for its effective management. The application timing is also
crucial for post-emergence efficacy. Paraquat and [paraquat + diuron] are effective in
controlling this species. The application of ACCase inhibitors herbicides alone was more
effective than their associations with glyphosate, especially in plants with four tillers. The
associations of HPPD inhibitors showed high synergism with atrazine and not with

glyphosate.

Keywords: Eleusine indica, alternative herbicides, soybean, corn, application timming.

70



INTRODUCAO

O capim pé-de-galinha (Eleusine indica) é considerado como uma das mais
importantes plantas daninhas do mundo. Suas caracteristicas intrinsecas como ciclo
fotossintético do tipo C4, répido crescimento e elevada producdo de sementes que podem
germinar em diferentes condigdes de solo (alta salinidade, alto ou baixo pH, compactacéo e
temperatura), fazem com que esta espécie seja extremamente competitiva no ambiente (Ismail
et al., 2002; Chauhan & Johnson, 2008; Takano et al., 2016a). A ocorréncia de capim pé-de-
galinha ocorre principalmente em beiras de estradas e rastros de maquinarios devido a
compactacao do solo nestes locais e a auséncia de outras plantas ao seu redor (Arrieta et al.,
2009).

Além destes fatores, o capim pé-de-galinha apresenta historico de resisténcia a
diversos mecanismos de acdo de herbicidas como inibidores da sintese de microtibulos
(Mudge et al., 1984), inibidores do fotossistema | (Buker et al., 2002), inibidores do
fotossistema Il (Brosnan et al., 2008), inibidores da ACCase (McCollough et al., 2016),
inibidores da EPSPS (Lee & Ngim, 2000), inibidores da GS (Jalaludin et al., 2010). No
Brasil, a intensa utilizacdo de inibidores da ACCase para o controle de gramineas durante 20
anos de cultivo de soja convencional (ndo RR®) levou a selecdo de capim pé-de-galinha
resistente a inibidores da ACCase (Vidal et al., 2006). Dez anos depois da introdugéo da soja
RR®, a pressido de selecdo imposta pelas aplicacdes de glyphosate selecionou populacdes de
capim pé-de-galinha resistentes a este herbicida (Takano et al., 2017).

A resisténcia de plantas daninhas ao glyphosate constitui o principal problema de
resisténcia a herbicidas no mundo (Powles, 2008). A selecdo de espécies resistentes a este
herbicida tem ocorrido em resposta as atuais praticas de manejo empregadas no campo como
a utilizacdo repetida de herbicidas com o mesmo mecanismo de acdo (Beckie & Reboud,
2009). Portanto, 0 manejo efetivo da resisténcia a herbicidas deve considerar todas as opgcoes
disponiveis de controle cultural, mecénico e quimico, visando minimizar a pressao de selecdo
causada por uma unica ferramenta (Norsworthy et al., 2012). A utilizacdo de doses
recomendadas de herbicidas, a associacdo de principios ativos, bem como a rotacdo de
diferentes mecanismos de acdo sdo fundamentais para o manejo de plantas daninhas
resistentes (Shaner, 2000; Johnson & Gibson, 2006; Norsworthy et al., 2012).

Considerando que o capim pé-de-galinha é uma importante planta daninha no

sistema de sucessdo soja e milho no Brasil, o objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes
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herbicidas recomendados para o uso nestas culturas visando ao controle de capim pé-de-
galinha resistente ao glyphosate.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetacdo no Centro de Treinamento
em Irrigacdo (CTI), que pertence ao Campus sede da Universidade Estadual de Maringa
(UEM), localizada em Maring4, PR. O periodo de conduc¢édo dos ensaios foi de 07/09/2016 a
26/11/2016.

No total, quatro experimentos foram conduzidos em delineamento experimental
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. Para todos os experimentos, foram utilizadas
sementes de capim pé-de-galinha (Eleusine indica) sabidamente resistentes ao glyphosate
oriundas de lavoura de soja, localizada na regido de Campo Mourdo — PR. As unidades
experimentais foram compostas por vasos de 3 dm® de capacidade, os quais foram
preenchidos com solo que apresentava valores de pH em agua de 6,30; 2,94 cmolc de H* +
Al dm= de solo; 5,30 cmolc dm= de Ca*?; 1,56 cmolc dm™ de Mg*%; 0,37 cmolc dm™ de K*;
4,40 mg dm de P; 7,90 g dm™ de C; 710 g kg* de areia; 20 g kg de silte e 270 g kg de

argila.

Pre-emergéncia (Experimento 1)

Foram avaliados 16 tratamentos herbicidas aplicados em pré-emergéncia e uma
testemunha sem aplicacdo (Tabela 10). Inicialmente, 100 sementes de capim pé-de-galinha
foram semeadas em cada vaso em profundidade de aproximadamente 0,5 cm. Em seguida, foi
aplicada lamina de irrigacdo equivalente a 20 mm de precipitacdo. Posteriormente, a aplicacédo
dos tratamentos foi realizada utilizando pulverizador costal de pressdo constante a base de
CO., equipado com barra munida de trés pontas tipo jato leque XR 110.02, espagadas de 50
cm entre si, sob pressdo de 2,0 kgf cm™. Estas condigbes de aplicacio proporcionaram vazio
de 200 L hat. No momento da aplicac&o, as condi¢Oes climaticas encontradas foram: Temp. =
25°C; UR = 75%); velocidade do vento = 1,5 km h™.
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Tabela 10. Nomes comum, produto comercial e respectivas doses utilizadas no Experimento
1.

Nome comum Produto Comercial @ ?;Sf;_l) (g ou mDLO Efc' hat)
Chlorimuron-ethyl Classic 20 80
Diclosulam Spider 25 30
Imazethapyr Vezir 106 1000
Flumioxazin Flumyzin 60 120
Fomesafen Flex 375 1500
Sulfentrazone Boral 600 1200
Clomazone Gamit 500 800 1600
Isoxaflutole Provence 60 80
Pendimethalin Herbadox 1250 2500
S-metolachlor Dual Gold 1728 1750
Trifluralin Trifluralin Nortox 1800 4000
Amicarbazone Dinamic 280 400
Atrazine Atrazine 500 2000 4000
Diuron Diuron Nortox 500 2000 4000
Metribuzin Sencor 480 1000
[flumioxazin+imazethapyr] Zethamaxx [50+100] 500

Testemunha sem herbicida - - -

*Produtos entre colchetes representam mistura formulada de fabrica.

Aos 20, 35 e 50 dias apds a aplicacdo (DAA), foram realizadas avaliacbes de
porcentagem de controle e nimero de plantas emergidas por vaso. Para a porcentagem de
controle, foi utilizada escala em que 0% corresponde a auséncia de injarias e 100% a morte
das plantas. Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANAVA), e as médias foram

comparadas pelo teste de agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

P6s-emergéncia (Experimentos 2, 3 e 4)

Inicialmente, as sementes de capim pé-de-galinha foram semeadas em bandejas com
volume de 25 mL por célula. No momento em que as plantulas apresentavam uma folha
verdadeira, foi realizado o transplante de duas plantulas por vaso. Durante a condugdo dos
experimentos, os vasos foram irrigados diariamente, mantendo o solo préximo a sua
capacidade de campo.

Os tratamentos foram constituidos de herbicidas recomendados para aplicagdo em
pos-emergéncia em diferentes situages: Experimento 2 - herbicidas visando dessecacao pré-

plantio da soja ou do milho (Tabela 11), Experimento 3 - herbicidas inibidores da ACCase
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isolados ou associados ao glyphosate visando aplicagfes dentro da cultura da soja (Tabela 12)

e Experimento 4 - herbicidas recomendados para a cultura do milho com ou sem glyphosate

(Tabela 13).

Tabela 11. Nome comum, nome comercial e respectivas doses dos tratamentos avaliados no

Experimento 2.

Nome comum Produto comercial . Dose Dose
(gi.a. oue.a. ha') (L p.c. ha'l)
Paraquat®/ Gramoxone 240 1,2
Paraquat¥ Gramoxone 400 2,0
[Paraquat + diuron]¥ Gramocil [400 + 200] 2,0
[Paraquat + diuron]¥ Gramocil [600 + 300] 3,0
Amonio glufosinato? Finale 400 2,0
Amonio glufosinato? Finale 600 30
Glyphosate + aménio glufosinato? Roundup Transorb + Finale (960 + 400) 2,0+20
Glyphosate + amdnio glufosinato? Roundup Transorb + Finale (960 + 600) 2,0+ 3,0

Testemunha sem herbicida

YAdicionado espalhante adesivo (0,5% v/v); #Adicionado 6leo vegetal (0,2% v/v).
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Tabela 12. Nome comum, nome comercial e respectivas doses dos tratamentos avaliados no

Experimento 3.

Nome comum Nome comercial . Dose Dose
(gia.ouea hal)  (Lp.c. hat)
Clethodim¥ Select 108 0,45
Clethodim¥ Select 192 08
Haloxyfop Verdict 60 0,5
Haloxyfop Verdict 120 10
Quizalofop-tefuril? Panther 72 0,6
Quizalofop-tefuril? Panther 120 10
Quizalofop-methyl Targa 75 1,5
Quizalofop-methyl Targa 100 2,0
Fluazifop" Fusilade 250 1,0
FluazifopV Fusilade 500 2,0
Fenoxaprop Podium 110 1,0
Fenoxaprop Podium 220 2,0
SethoxydimY Poast 184 1,0
SethoxydimY Poast 368 2,0
Glyphosate + clethodim¥ Roundup Transorb + Select (960 + 108) 2,0+0,45
Glyphosate + clethodim¥ Roundup Transorb + Select (960 + 192) 20+0,8
Glyphosate + haloxyfopY Roundup Transorb + Verdict (960 + 60) 20+05
Glyphosate + haloxyfopY Roundup Transorb + Verdict (960 + 120) 20+1,0
Glyphosate + quizalofop-tefuril? Roundup Transorb + Panther (960 + 72) 2,0+0,6
Glyphosate + quizalofop-tefuril? Roundup Transorb + Panther (960 + 120) 20+10
Glyphosate + quizalofop-methyl Roundup Transorb + Targa (960 + 75) 20+15
Glyphosate + quizalofop-methyl Roundup Transorb + Targa (960 + 100) 2,0+20
Glyphosate + fluazifop¥ Roundup Transorb + Fusilade (960 + 250) 2,0+10
Glyphosate + fluazifop¥ Roundup Transorb + Fusilade (960 + 500) 2,0+1,0
Glyphosate + fenoxaprop Roundup Transorb + Podium (960 + 110) 20+10
Glyphosate + fenoxaprop Roundup Transorb + Podium (960 + 220) 2,0+20
Glyphosate + sethoxydim® Roundup Transorb + Poast (960 + 184) 20+10
Glyphosate + sethoxydim® Roundup Transorb + Poast (960 + 368) 2,0+2,0
Glyphosate Roundup Transorb 960 2,0
Glyphosate Roundup Transorb 1920 4,0

Testemunha sem herbicida - - -

YAdicionado 6leo mineral (0,5% v/v); ?Adicionado 6leo mineral (1,0% v/v)
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Tabela 13. Nome comum, nome comercial e respectivas doses dos tratamentos avaliados no

Experimento 4.

Nome comum Nome comercial . Dose Dose

(gi.a.oue.a. ha?) (L p.c. ha®)

AtrazineV Proof 1500 3,0
Mesotrione® Callisto 120 0,25
Mesotrione® Callisto 192 0,4
Tembotrione? Soberan 75,6 0,18
Tembotrione? Soberan 105 0,24
Nicosulfuron Sanson 50 1,25
Nicosulfuron Sanson 60 1,5
Atrazine + mesotrioneV Proof + Callisto (1500 + 120) 3,0+0,25
Atrazine + mesotrione? Proof + Callisto (1500 + 192) 30+04
Atrazine + tembotrione? Proof + Soberan (1500 + 75,6) 3,0+0,18
Atrazine + tembotrione? Proof + Soberan (1500 + 105) 3,0+0,24

Atrazine + mesotrione + nicosulfuron'
Atrazine + tembotrione + nicosulfuron?
Glyphosate

Glyphosate + atrazina¥

Glyphosate + mesotrione

Glyphosate + mesotrione

Glyphosate + tembotrione?
Glyphosate + tembotrione?
Glyphosate + nicosulfuron

Glyphosate + nicosulfuron
Testemunha sem herbicida

Proof + Callisto + Sanson
Proof + Soberan + Sanson
Roundup Transorb

Roundup Transorb + Proof
Roundup Transorb + Callisto
Roundup Transorb + Callisto
Roundup Transorb + Soberan
Roundup Transorb + Soberan
Roundup Transorb + Sanson
Roundup Transorb + Sanson

(1500 + 120 + 6)
(1500 + 180 + 6)
960
(960 + 1500)
(960 + 120)
(960 + 192)
(960 + 75,6)
(960 + 105)
(960 + 50)
(960 + 60)

3,0+0,25+0,15
3,0+0,18 + 0,15
2,0

2,0+3,0
2,0+0,25
20+04
2,0+0,18
2,0+0,24
20+1,25
20+15

YAdicionado 6leo mineral (0,5% v/v); Adicionado 6leo vegetal (0,5% v/v)

Em todos os experimentos de pds-emergéncia foram avaliados dois estadios de

aplicacdo (E1 - 1 perfilho e E2 - 4 perfilhos). O equipamento de aplicacdo e suas

configuragBes foram os mesmos descritos no Experimento 1. As condigBes climaticas

encontradas no momento das aplicacdes em pés-emergéncia foram: Temp. = 23°C; UR =

78%; velocidade do vento = 1,2 km ht. Aos 14 e 28 DAA foi avaliada a porcentagem de

controle utilizando escala de 0-100%. Os dados foram submetidos a ANAVA e as médias

comparadas pelo teste de agrupamento de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Pré-emergéncia — Experimento 1

Na primeira avaliagdo de 20 dias apds a aplicacdo (20 DAA), os tratamentos
fomesafen, sulfentrazone, clomazone, isoxaflutole, pendimethalin, s-metolachlor, trifluralin e
[flumioxazin + imazethapyr] proporcionaram mais de 93% de controle (Tabela 14).
Flumioxazin e diuron e também apresentaram controle residual satisfatérios nesta avaliacdo
(>80%). O elevado controle residual destes herbicidas foi observado pelo baixo nimero ou
auséncia de plantas emergidas nestes tratamentos e pelo menor desenvolvimento das plantas
sobreviventes. Mesmo que o controle proporcionado por chlorimuron, diclosulam,
amicarbazone, atrazine, diuron e metribuzin ter sido baixo aos 20 DAA, foi observado menor

numero de plantas emergidas nestes tratamentos quando comparados a testemunha.

Tabela 14. Porcentagem de controle (%) e nimero de plantas emergidas por vaso (NP) de
capim pé-de-galinha apos a aplicacdo de herbicidas em pré-emergéncia, em trés avaliaces

(DAA — dias ap0s a aplicacéo).

Tratamentos™ Dose . 20 DAA 35 DAA 60 DAA
(gia hav) % NP % NP % NP
Chlorimuron-ethyl 20 113 f 153 ¢ 63 f 438 b 313 e 255 d
Diclosulam 25 225 e 238 b 413 d 438 b 300 e 440 b
Imazethapyr 106 188 e 500 a 400 d 525 a 513 d 358 ¢
Flumioxazin 60 813 b 58d 725b 190d 613 c 180 d
Fomesafen 375 1000 a 00d 750b 103 e 675 c 193 d
Sulfentrazone 600 1000 a 00 d 970a 23 e 945 a 35c¢e
Clomazone 800 1000 a 00d 923 a 88e 775b 183 d
Isoxaflutole 60 95 a 08d 625c 283 c 650 c 235 d
Pendimethalin 1250 1000 a 00 d 1000 a 00 e 1000 a 00 e
S-metolachlor 1728 1000 a 00 d 1000 a 00 e 1000 a 00 e
Trifluralin 1800 1000 a 00d 90a 43e 95a 68ce
Amicarbazone 280 300 d 160 ¢ 450 d 400 ¢ 513 d 313 ¢
Atrazine 2000 213 e 158 ¢ 263 e 328 c 250 e 275 c
Diuron 2000 800 b 153 c 793 b 155d 778 b 153 d
Metribuzin 480 425 ¢ 150 ¢ 663 c 198 d 575 d 21,3 d
[Flumioxazin + imazethapyr] [50+100] 938 a 13 d 780 b 228 d 795 b 218 d
Testemunha - 00 g 470 a 00 f 550 a 00 f 575 a
F 327,6 28,2 124,7 232 131,9 47,6
cV 6,8 472 8,7 32,7 7.4 215

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Aos 35 DAA, os herbicidas que ainda mantiveram altos niveis de controle residual
(>90%) e baixo numero de plantas emergidas (<10 plantas) foram sulfentrazone, clomazone,
pendimethalin, s-metolachlor e trifluralin. Os herbicidas flumioxazin, fomesafen, diuron e
[flumioxazin + imazethapyr] proporcionaram controle na faixa de 70-80%, enquanto que
isoxaflutole e metribuzin apresentaram supressdo de 60-66%. Os demais herbicidas
proporcionaram menos de 45% de controle e baixa supressdo da emergéncia de plantas de
capim pé-de-galinha.

Na avaliacdo de 60 DAA, os herbicidas que ainda apresentavam elevados niveis de
controle residual eram sulfentrazone, pendimethalin, s-metolachlor e trifluralin. Para estes
tratamentos, o controle foi acima de 94% e o numero de plantas emergidas menor que sete.
Em segundo nivel de eficacia, clomazone, diuron e [flumioxazin + imazethapyr] apresentaram
controle de 77 a 80%. Em terceiro nivel de eficacia, os herbicidas flumioxazin, fomesafen e
isoxaflutole proporcionaram controle entre 60-68%. Os demais herbicidas apresentaram baixa
eficacia no controle de capim pé-de-galinha.

Os resultados deste experimento corroboram com diversos trabalhos na literatura.
McCullough et al. (2013) observaram que a aplicacdo de 420 g ha® de sulfentrazone em pré-
emergéncia exerceu controle de capim pé-de-galinha acima de 90%. Molin et al. (2013) e
Takano et al. (2016b) verificaram que pendimethalin (1120 g ha™) e s-metolachlor (1120 g ha-
1y aplicados em pré-emergéncia proporcionaram 100% de controle desta espécie aos 14 DAA.

No caso da soja e do milho, uma vez que a aplicacdo do herbicida em pré-
emergéncia € realizada no momento da semeadura, o controle residual até 20 DAA pode ser
suficiente para manter a cultura no limpo entre a semeadura e a aplicagdo em pds-emergéncia.
Mesmo que o controle residual de alguns herbicidas seja menor apés 35 ou 60 DAA, a
supressdo imposta por estes produtos permite que a aplicacdo em poés-emergéncia seja em
uma situacdo mais tranquila (menor infestacdo e plantas em estadio inicial de crescimento).
Um outro ponto importante, € que a utilizacdo de herbicidas residuais sera determinante para
0 manejo de populacbes de capim pé-de-galinha resistentes ao glyphosate. Neste presente
trabalho, pelo menos cinco mecanismos de agao diferentes e alternativos ao glyphosate foram
eficazes em pré-emergéncia.

Considerando todos estes aspectos, dentre 0s herbicidas avaliados neste experimento,
sulfentrazone, pendimethalin, s-metolachlor e trifluralin foram os herbicidas com maior

eficacia. No entanto, flumioxazin, fomesafen, clomazone, isoxaflutole, diuron e [flumioxazin
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+ imazethapyr] também podem ser utilizados no controle de capim pé-de-galinha resistente ao
glyphosate em pré-emergéncia.

Pos-emergéncia — Experimento 2

Para plantas com um perfilho, os herbicidas paraquat e [paraquat + diuron]
proporcionaram porcentagens de controle acima de 95% e foram agrupados em nivel de
controle acima dos demais tratamentos na avaliacdo de 14 DAA (Tabela 15). Os tratamentos
com doses de 600 g ha' de aménio glufosinato isolado ou associado ao glyphosate
apresentaram maiores niveis de controle do que aqueles com doses menores. No entanto,
nenhum tratamento com amonio glufosinato foi eficaz no controle de capim pé-de-galinha.
Aos 28 DAA, foi observada a mesma tendéncia da avaliagdo anterior. Apesar disso, 0
tratamento com a menor dose de paraquat proporcionou menores niveis de controle que a
maior dose deste herbicida e que os tratamentos com [paraquat + diuron], apresentando
rebrotes da parte aérea nas plantas deste tratamento.

Tabela 15. Porcentagem de controle de capim pé-de-galinha em dois estadios (E1 — 1 perfilho
e E2 — 4 perfilhos) apos a aplicacdo de herbicidas visando dessecacdo pré-plantio, em duas
avaliacBes (DAA - dias ap0s a aplicagdo).

Porcentagem de controle (%)

Tratamentos* . Dose 1 E1l E2
(gi.a. ouea. hat)

14 DAA 28DAA 14DAA 28 DAA
Paraquat 240 985 a 875 b 275 ¢ 13 e
Paraquat 400 100,0 a 100,0 a 88,8 a 81,3 b
[Paraquat + diuron] [400 + 200] 100,0 a 1000 a 93,8 a 875 b
[Paraquat + diuron] [600 + 300] 100,0 a 100,0 a 995 a 998 a
Amobnio glufosinato 400 42,5 d 223 d 350 ¢ 27,5 d
Aménio glufosinato 600 66,3 b 40,0 ¢ 64,5 b 40,0 ¢
Glyphosate + amonio glufosinato (960 + 400) 58,8 ¢ 225 d 40,0 ¢ 225 d
Glyphosate + am6nio glufosinato (960 + 600) 66,3 b 475 ¢ 688 b 413 c
Testemunha - 0,0 e 0,0 e 00 d 0,0 e
F 361,4 161,1 134,3 80,4
cVv 5,1 11,9 9,39 14,8

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Para plantas com quatro perfilhos, a menor dose de paraquat, assim como todos 0s
tratamentos com amonio glufosinato foram pouco eficazes no controle de capim pé-de-
galinha aos 14 DAA. A maior dose de paraquat e os tratamentos com [paraquat + diuron]
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apresentaram niveis de controle acima de 85%. Na avaliacdo de 28 DAA, o tratamento com
[600 + 300] g ha! de [paraquat + diuron] proporcionou controle superior aos demais. Em um
segundo nivel de eficacia, a maior dose de paraquat e a menor dose de [paraquat + diuron]
também proporcionaram bom controle (81-87%). Nenhum tratamento com amonio
glufosinato proporcionou eficacia.

A baixa eficacia de amonio-glufosinato sobre capim pé-de-galinha, especialmente
para plantas em estadio de desenvolvimento avancado também ¢é relatada em outros trabalhos
(Culpepper & York, 1999; Culpepper et al., 2000). Nestes trabalhos, o controle maximo
proporcionado pelo aménio-glufosinato (490 g ha) é de 60% em plantas com 4-8 folhas.
Molin et al. (2013) também verificaram que a aplicacéo de paraquat (840 g ha*) proporcionou
100% de controle em plantas pequenas (5-8 cm).

Ambas as doses dos herbicidas paraquat e [paraquat + diuron] foram eficazes para o
controle de capim pé-de-galinha com um perfilho. Paraquat (600 g ha) e ambas as doses de
[paraquat + diuron] controlaram plantas com até quatro perfilhos em mais de 80%. Estes
herbicidas possuem recomendacdo para aplicacdo em dessecacdo pré-plantio tanto para a
cultura da soja quanto para a cultura do milho (Agrofit, 2016), sendo alternativas viaveis para

a semeadura das culturas no limpo.

P6s-emergéncia — Experimento 3

Os herbicidas clethodim, haloxifop, quizalofop-tefuril, quizalofop-methyl e fluazifop
em ambas as doses proporcionaram 100% de controle de capim pé-de-galinha com um
perfilho logo aos 14 DAA (Tabela 16). Por outro lado, mesmo estando agrupados entre 0s
tratamentos de melhor controle, estes herbicidas associados ao glyphosate ndo apresentaram
100% de controle. Fenoxaprop (200 g ha?) e glyphosate + fluazifop (960 + 500 g ha?l)
também foram agrupados neste mesmo grupo, proporcionando controle acima de 95%.
Fenoxaprop (110 g hal), Sethoxidim em ambas as doses, glyphosate + fluazifop (960 + 250
ha) e glyphosate + sethoxydim (960 + 368 ha') apresentaram controle satisfatorio. Nesta
avaliacdo, glyphosate isolado em ambas as doses, glyphosate + fenoxaprop em ambas as
doses e glyphosate + sethoxydim (960 + 184 g ha') foram ineficazes no controle de capim pé-

de-galinha com um perfilho.
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Tabela 16. Porcentagem de controle de capim pé-de-galinha em dois estadios (E1 — 1 perfilho
e E2 — 4 perfilhos) apds a aplicagdo de diferentes herbicidas inibidores da ACCase isolados ou

em associacdo com glyphosate (DAA — dias apds a aplicacéo).

Porcentagem de controle (%)

Tratamentos* . Dose 1 E1l E2
(gi.a.oue.a. hat)

14 DAA 28 DAA 14DAA 28DAA
Clethodim 108 100,0 a 100,0 a 61,3 b 81,3 b
Clethodim 192 100,0 a 1000 a 70,0 a 975 a
Haloxyfop 60 100,0 a 100,0 a 575 b 825 b
Haloxyfop 120 100,0 a 100,0 a 78,3 a 99,0 a
Quizalofop-tefuril 72 100,0 a 100,0 a 62,5 b 87,0 b
Quizalofop-tefuril 120 100,0 a 100,0 a 58,8 b 838 b
Quizalofop-methyl 75 100,0 a 100,0 a 55,0 b 753 ¢C
Quizalofop-methyl 100 100,0 a 100,0 a 60,0 b 86,3 b
Fluazifop 250 100,0 a 100,0 a 55,0 b 713 ¢
Fluazifop 500 100,0 a  100,0 a 625 b 750 ¢
Fenoxaprop 110 86,8 b  100,0 a 52,5 b 63,8 d
Fenoxaprop 220 98,3 a 100,0 a 525 b 67,0 ¢
Sethoxydim 184 83,8 b 1000 a 550 b 56,3 d
Sethoxydim 368 83,8 b 100,0 a 67,5 a 713 ¢
Glyphosate + clethodim (960 + 108) 96,3 a 1000 a 68,8 a 733 ¢C
Glyphosate + clethodim (960 + 192) 98,8 a 100,0 a 70,0 a 70,8 ¢
Glyphosate + haloxyfop (960 + 60) 99,8 a 1000 a 62,5 b 733 ¢C
Glyphosate + haloxyfop (960 + 120) 100,0 a  100,0 a 67,5 a 80,8 b
Glyphosate + quizalofop-tefuril (960 + 72) 950 a 100,0 a 63,8 b 738 ¢
Glyphosate + quizalofop-tefuril (960 + 120) 98,8 a 1000 a 65,0 a 86,3 b
Glyphosate + quizalofop-methyl (960 + 75) 99,3 a 100,0 a 638 b 63,8 d
Glyphosate + quizalofop-methyl (960 + 100) 100,0 a 100,0 a 68,8 a 86,3 b
Glyphosate + fluazifop (960 + 250) 933 b 97,0 a 70,0 a 878 b
Glyphosate + fluazifop (960 + 500) 97,0 a 100,0 a 738 a 88,8 b
Glyphosate + fenoxaprop (960 + 110) 61,3 d 375 d 62,5 b 725 ¢
Glyphosate + fenoxaprop (960 + 220) 66,3 d 40,0 d 61,3 b 725 ¢
Glyphosate + sethoxydim (960 + 184) 70,0 c 62,5 ¢ 60,0 b 61,3 d
Glyphosate + sethoxydim (960 + 368) 83,3 b 1000 a 67,5 a 70,0 ¢
Glyphosate 960 62,5 d 60,0 c 363 ¢ 438 e
Glyphosate 1920 70,0 c 70,0 b 63,8 b 55,0 d
Testemunha - 0,0 e 0,0 e 0,0 d 00 f
F 79,5 117,6 10,1 17,9
cVv 5,2 5,1 14,3 12,5

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Aos 28 DAA, os herbicidas clethodim, haloxifop, quizalofop-tefuril, quizalofop-
methyl e fluazifop, aplicados isolados ou em associagdo com glyphosate, haviam
proporcionado controle acima de 96%. Por outro lado, fenoxaprop e sethoxidim controlaram
as plantas de capim pé-de-galinha somente quando foram aplicados isolados. A mistura de
ambas as doses de fenoxaprop com glyphosate, bem como a menor dose de sethoxidim,
proporcionaram controle semelhante ou inferior ao nivel de controle destes herbicidas quando
aplicados isoladamente. Ambas as doses de glyphosate aplicado isoladamente ndo foram
eficazes no controle de capim pé-de-galinha.

Nenhum tratamento proporcionou controle satisfatorio para as aplicacfes em estadio
de quatro perfilhos (E2) aos 14 DAA. No entanto, para a avaliacdo de 28 DAA, o0s herbicidas
clethodim (192 g ha*) e haloxyfop (120 g ha*) foram os que proporcionaram maiores niveis
de controle (>97%). Os tratamentos clethodim (108 g ha), haloxyfop (60 g ha), quizalofop-
tefuril (ambas as doses), quizalofop-methyl (100 g hal), glyphosate + haloxyfop (960 + 120 g
ha!), glyphosate + quizalofop-tefuril (960 + 120 g ha™) e glyphosate + fluazifop (ambas as
doses) proporcionaram controle entre 80 e 90%, sendo enquadrados em um segundo nivel de
eficacia. Os demais tratamentos ndo foram eficazes no controle de capim pé-de-galinha com
quatro perfilhos.

Em concordancia com os resultados deste experimento, trabalhos na literatura
mostram que aplicacdes de clethodim, haloxyfop e fluazifop em capim pé-de-galinha com até
dois perfilhos apresentam controle acima de 90% (Barroso et al., 2010; Molin et al., 2013;
Ulguim et al., 2013). Por outro lado, sethoxidim (230 g ha) e [clethodim + fenoxaprop] [50 +
50 g ha'] proporcionaram controle final abaixo de 80% quando aplicados sobre plantas com
dois a quatro perfilhos (Barroso et al., 2010).

De modo geral, a maioria dos herbicidas inibidores da ACCase aplicados isolados
proporcionou controle maior ou semelhante aquele obtido pela associacdo destes herbicidas
com glyphosate. No caso de plantas pequenas (um perfilho — E1), exceto para fenoxaprop e
sethoxydim, mesmo sendo o controle mais lento, a associagdo destes graminicidas com
glyphosate foi eficaz. Por outro lado, em plantas maiores (quatro perfilhos - E2), o controle
final de capim pé-de-galinha foi limitado na maioria dos casos, especialmente em associa¢es
com glyphosate. Mesmo os herbicidas inibidores da ACCase apresentando eficacia sobre a
populacdo de capim pé-de-galinha utilizada neste experimento, é importante lembrar que

outras populacBes resistentes a este mecanismo de acdo ja foram documentadas no Brasil
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(Vidal et al., 2006). Portanto, a utilizacdo destes herbicidas deve ser feita de maneira racional,
visando a preservacao da sua eficicia sobre a espécie.

Dentre os herbicidas avaliados neste experimento, glyphosate isolado apresentou no
méaximo 70% de controle em plantas pequenas e 55% de controle em plantas grandes. Todos
0s graminicidas isolados ou associados ao glyphosate apresentaram eficacia acima de 80%
sobre capim pé-de-galinha com um perfilho, com exce¢do de glyphosate + fenoxaprop (960 +
110 e 960 + 220 g hat) e glyphosate + sethoxidim (960 + 384 g ha). Para plantas com quatro
perfilhos, as Unicas opgdes eficazes foram clethodim (108 e 192 g ha*), haloxyfop (60 e 120 g
ha!), quizalofop-tefuril (70 e 120 g ha), quizalofop-methyl (75 e 100 g hal), glyphosate +
haloxyfop (960 + 120 g ha!), glyphosate + quizalofop-tefuril (960 + 120 g ha!), glyphosate +
quizalofop-methyl (960 + 100 g ha?), glyphosate + fluazifop (960 + 250 e 960 + 500 g ha™l).
Todos estes herbicidas sdo registrados para aplicacdo em pds-emergéncia da soja
convencional ou da soja RR® (Agrofit, 2016), podendo ser recomendados para o controle de

capim pé-de-galinha resistente ao glyphosate dentro da cultura.

Pos-emergéncia — Experimento 4

Para plantas de capim pé-de-galinha com um perfilho (E1), os tratamentos agrupados
no grupo de maior nivel de controle aos 14 DAA foram: atrazine + mesotrione, atrazine +
mesotrione, atrazine + tembotrione, atrazine + tembotrione, atrazine + mesotrione +
nicosulfuron e atrazine + tembotrione + nicosulfuron (Tabela 17). Estes tratamentos
proporcionaram 100% de controle nesta avaliacdo, enquanto que os demais apresentaram
niveis de controle abaixo de 80%. Nesta avaliacdo, em segundo nivel de eficacia estdo os
herbicidas mesotrione (192 g ha!), nicosulfuron (ambas as doses), glyphosate + atrazina (960
+ 1500 g ha), glyphosate + mesotrione (960 + 192 g ha?) e glyphosate + nicosulfuron

(ambas as doses).
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Tabela 17. Porcentagem de controle de capim pé-de-galinha em dois estadios (E1 — 1 perfilho
e E2 — 4 perfilhos) ap0s a aplicacéo de diferentes herbicidas em pds-emergéncia, utilizados na

cultura do milho (DAA - dias apds a aplicacao)

Porcentagem de controle (%)

Tratamentos* (gia. oDqul.ea. hal) E1l E2

14 DAA 28DAA 14DAA 28DAA
Atrazine 1500 55,0 ¢ 250 d 350 ¢ 38,8 d
Mesotrione 120 575 ¢ 175 d 325 ¢ 325 d
Mesotrione 192 68,8 b 338 c 375 ¢ 20,0 d
Tembotrione 75,6 53,8 ¢ 175 d 325 ¢ 325 d
Tembotrione 105 58,8 ¢ 275 d 363 ¢ 31,3 d
Nicosulfuron 50 65,0 b 875 a 475 b 65,0 b
Nicosulfuron 60 70,0 b 923 a 550 b 675 b
Atrazine + mesotrione (1500 + 120) 1000 a 1000 a 56,3 b 675 b
Atrazine + mesotrione (1500 + 192) 100,0 a 1000 a 66,3 a 63,8 b
Atrazine + tembotrione (1500 + 75,6) 1000 a 1000 a 575 b 5255 ¢
Atrazine + tembotrione (1500 + 105) 1000 a 1000 a 758 a 71,3 a
Atrazine + mesotrione + nicosulfuron (1500 + 120 + 6) 100,0 a 1000 a 70,0 a 625 b
Atrazine + tembotrione + nicosulfuron (1500 + 180 + 6) 1000 a 1000 a 738 a 63,8 b
Glyphosate 960 52,5 ¢ 450 ¢ 475 b 50,0 ¢
Glyphosate + atrazina (960 + 1500) 61,3 b 51,3 b 200 ¢ 30,0 d
Glyphosate + mesotrione (960 + 120) 55,0 ¢ 400 ¢ 350 ¢ 475 ¢
Glyphosate + mesotrione (960 + 192) 625 b 56,3 b 488 b 56,3 ¢
Glyphosate + tembotrione (960 + 75,6) 513 ¢ 400 ¢ 350 ¢ 325 d
Glyphosate + tembotrione (960 + 105) 55,0 ¢ 500 b 363 ¢ 30,0 d
Glyphosate + nicosulfuron (960 + 50) 63,8 b 925 a 600 b 73,8 a
Glyphosate + nicosulfuron (960 + 60) 675 b 948 a 66,3 a 80,8 a
Testemunha - 0,0 d 00 e 0,0 d 0,0 e
F 80,9 50,3 15,1 27,4
CcVv 7,9 15,6 20,7 16,2

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Aos 28 DAA, além dos tratamentos contendo combinagdes de atrazine com
mesotrione, tembotrione e nicosulfuron, a aplicagéo de nicosulfuron isolado ou associado a
atrazine também controlou as plantas de capim pé-de-galinha acima de 85%. Atrazine,
mesotrione e tembotrione isolados ou em mistura com glyphosate ndo foram eficazes. No
entanto, o controle obtido com a aplicagdo da mistura desses herbicidas com o glyphosate foi
maior do que a sua aplicacao isolada.

Para plantas de quatro perfilhos (E2), nenhum tratamento proporcionou controle

acima de 80% na avaliacdo de 14 DAA. As maiores porcentagens de controle foram
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observadas nos tratamentos com atrazine + mesotrione (1500 + 192 g ha?l), atrazine +
tembotrione (1500 + 105 g hal), atrazine + mesotrione + nicosulfuron (1500 + 120 + 150 g
hal), atrazine + tembotrione + nicosulfuron (1500 + 180 + 150 g ha™) e glyphosate +
nicosulfuron (960 + 60 g ha™).

Aos 28 DAA, o tratamento glyphosate + nicosulfuron (960 + 60 g ha') proporcionou
controle de capim pe-de-galinha em 80,8%. As misturas de atrazine + tembotrione (1500 +
105 g ha) e glyphosate + nicosulfuron (960 + 50 g ha) foram agrupados no mesmo nivel
deste tratamento e proporcionaram controle de 71,3 e 73,8% respectivamente. A porcentagem
de controle apresentada pelos herbicidas nicosulfuron, atrazine + mesotrione, atrazine +
mesotrione + nicosulfuron e atrazine + tembotrione + nicosulfuron foi de aproximadamente
65%, sendo estes herbicidas classificados em segundo nivel de eficacia. Os demais
tratamentos apresentaram controle final abaixo de 60%.

Em concordancia com estes resultados, Takano et al. (2016b) também verificaram
controle de capim pé-de-galinha acima de 80% ap0s a aplicacdo de atrazine + mesotrione
(2000 + 100 g ha't), atrazine+tembotrione (2000 + 75 g ha) e atrazine + nicosulfuron (2000
+ 50 g hal). Estes autores observaram ainda que a aplicagdo destes herbicidas isoladamente
ndo apresenta eficacia sobre esta espécie.

Dentre os herbicidas avaliados neste experimento, nicosulfuron (50 e 60 g ha™),
glyphosate + nicosulfuron (960 + 50 e 960 + 60 g ha'), bem como todas as associacOes de
atrazine com mesotrione, tembotrione e nicosulfuron foram eficazes no controle de plantas
com um perfilho. Por outro lado, em plantas com quatro perfilhos o Unico tratamento que
proporcionou controle satisfatorio (>80%) foi glyphosate + nicosulfuron (960 + 60 g ha™).
Mesmo que estes herbicidas sejam recomendados para a cultura do milho (Agrofit, 2016), o
controle de capim pé-de-galinha em estadio avangado se torna bastante limitado nesta cultura,
especialmente em lavouras convencionais (ndo RR®).

De forma generalizada, em todos os experimentos de pds-emergéncia, o nimero de
opcOes de tratamentos eficazes para o controle de capim pé-de-galinha com quatro perfilhos
foi sempre menor do que para plantas com um perfilho. Para esta espécie, o tempo entre a
emergéncia e o inicio do perfilhamento é de apenas 9 dias, o0 que significa pouco tempo para
que a aplicacdo seja feita no estddio adequado (Takano et al., 2016a). Existe uma hipotese
importante para explicar a menor eficacia de herbicidas sobre plantas de capim pé-de-galinha
em estadio avancado. A cuticula de individuos com mais de trés perfilnos apresenta maior

acumulo de ceras, 0 que pode limitar a absorcdo pela planta. Estas ceras atuam como um
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compartimento de acumulo de herbicidas e, portanto, impedem parcialmente a entrada do
ingrediente ativo em células epidérmicas e consequentemente no floema (Chamel & Vitton,
1996; Malpassi, 2006). Neste sentido, para o controle efetivo de plantas de capim pé-de-
galinha em estadio avancado, aplicagdes complementares ou aplicacBes sequenciais Sdo
necessarias (Wiecko, 2000).

Outro fato importante observado neste trabalho é que diferentemente do capim-
amargoso, as misturas de glyphosate com herbicidas inibidores da ACCase, aparentemente,
apresentam efeito antagonismo no controle de capim pé-de-galinha. A associacdo destes
herbicidas constitui uma das principais ferramentas para o controle de capim-amargoso
resistente ao glyphosate (Gemelli et al., 2012). Neste sentido, estudos sobre a resposta de
capim peé-de-galinha a aplicacdo destes herbicidas e respectivas doses utilizadas sdo
necessarios.

Neste trabalho, foram apresentadas diversas opc¢des de herbicidas eficazes para
aplicacdo em pré ou em pds-emergéncia de capim pé-de-galinha resistente ao glyphosate. A
utilizacdo de herbicidas residuais é determinante para 0 manejo desta espécie, uma vez que a
maioria dos herbicidas aplicados em pds-emergéncia controlam apenas plantas pequenas. A
rotacdo de mecanismos de acdo de herbicidas, bem como misturas destes produtos geralmente
apresentam efeito retardador na selecdo de populagcOes resistentes, especialmente para
espécies que sdo autopolinizadas, que possuem mecanismo de resisténcia baseado em
alteracdo no sitio de acdo e a dispersdo de suas sementes é restrita (Beckie & Reboud, 2009).
Esta série de caracteristicas adequam-se justamente ao capim pé-de-galinha, que € uma
espécie autbgama, cuja dispersao de sementes € estritamente por sementes e 0 mecanismo de
resisténcia ao glyphosate é uma mutacdo no gene da EPSPS (conforme descrito no Capitulo
3).

Portanto, herbicidas alternativos ao glyphosate eficazes no controle de capim pé-de-
galinha podem ser recomendados em sistemas de rotacdo de mecanismos de agéo visando ao
manejo deste caso de resisténcia. Além da rotacdo de mecanismos de acdo de herbicidas,
outros métodos de controle devem ser considerados para evitar a selecdo de resisténcia
multipla a curto prazo. O uso de culturas de cobertura (Adler & Chase, 2007), a
descompactacdo do solo (McCollough et al., 2016) e o rapido fechamento de entrelinhas
(Arrieta et al., 2009) sdo metodos alternativos aos herbicidas que também diminuem a

infestacdo destas plantas na lavoura.
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CONCLUSOES

O uso de herbicidas residuais para o controle de capim pé-de-galinha resistente ao
glyphosate constitui uma ferramenta de extrema importancia para o seu manejo efetivo. O
estadio de aplicacdo é determinante para se obter eficacia em pds-emergéncia (no maximo um
perfilho). Paraquat e [paraquat+diuron] sdo eficazes no controle desta espécie. Os herbicidas
inibidores da ACCase isolados foram mais eficazes que as suas associa¢ées com glyphosate,
especialmente em plantas com quatro perfilhos. Os inibidores da sintese de carotenoides

apresentaram elevado sinergismo com atrazine e ndo com glyphosate.
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CONCLUSOES GERAIS

O capim pé-de-galinha apresentou 80% de emergéncia aos 12 DAE.

O ponto critico de controle do capim pé-de-galinha ocorre aos 9 DAE, quando a planta
inicia o perfilhamento.

A produgdo de sementes inicia aos 38 DAE, totalizando mais de 120 mil sementes por
planta no fim do seu ciclo que ocorre aos 120 DAE.

Entre 38 e 43 DAE, a planta apresenta rapida emissdo de novos perfilhos, acumulo
exponencial de massa seca total e aumento substancial da taxa de crescimento absoluto.
Duas populagdes oriundas de Campo Mourdo-PR e Luiziana-PR foram consideradas
como o primeiro caso de capim pé-de-galinha resistente ao glyphosate no Brasil
(FR=3,99-6,81).

O estadio de um perfilho é mais adequado para estudos de dose resposta nesta espécie.
A diferenca no acimulo de chiquimato foi de até sete vezes maior em plantas resistentes
do que em plantas suscetiveis.

O mecanismo que confere a resisténcia esta associado a um ponto de mutacdo no gene
da EPSPS (P106S) em plantas resistentes.

A sonda TagMan SNP foi validada como ferramenta répida e eficaz para mapear
populacdes resistentes em larga escala.

O uso de herbicidas residuais para o controle de capim pé-de-galinha resistente ao
glyphosate constitui uma ferramenta de extrema importancia para o seu manejo efetivo.
O estadio de aplicacdo é determinante para se obter eficacia em pds-emergéncia (no
méaximo um perfilho).

Paraquat e [paraquat + diuron] sdo opcdes eficazes para dessecacdo de areas com capim
pé-de-galinha.

Os herbicidas inibidores da ACCase isolados foram mais eficazes que as suas
associacfes com glyphosate, especialmente em plantas com quatro perfilhos.

Os inibidores da sintese de carotenoides apresentaram elevado sinergismo com atrazine

e ndo com glyphosate.
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ANEXO - Protocolo para Extragdo de DNA

. Colocar 300 mg de folha macerada em N2 liquido em Tubo Eppendorf de 2,0 ml (Tubo 1).
. Adicionar 800 pL de solucdo tampao* recém preparada (a 65°C). Misturar bem.

. Incubar & 65°C por 60 minutos. Misturar de 5 em 5 minutos.

. Deixar a temperatura ambiente (25°C) por 5 minutos.

. Adicionar 800 L de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). Misturar durante 3 a 5 minutos.
. Centrifugar a 10.000 RPM por 5 minutos (25°C).

. Transferir a fase aquosa (fase superior) para um Tubo de Eppendorf limpo (Tubo 2).

. Adicionar 800 uL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e agitar 5 minutos.

. Centrifugar a 10.000 RPM por 5 minutos (4°C).

. Transferir fase aquosa p/ Tubo de Eppendorf limpo.

. Adicionar 300 pL de isopropanol. Misturar por inverséo durante 1 minuto (o precipitado
deve ser evidente). Manter no freezer durante 12 horas.

Centrifugar a 10.000 RPM por 5 minutos (25°C).

Descartar o sobrenadante, adicionar 800 pL de etanol 70%. Misturar durante 1 minuto.

Centrifugar a 10.000 RPM por 5 minutos (4°C).
Descartar o sobrenadante. Secar o pellet ¢/ papel absorvente. Adicionar 400 pL de TE
(Tris EDTA). Deixar 1 hora na bancada e depois colocar na geladeira durante 12 horas.
Adicionar 4 uL de RNAse a 10 ng/pL. Deixar a solucdo durante 2 horas a temperatura
ambiente (25°C) e depois colocar na geladeira (4°C) durante 12 horas.

Adicionar 200 pL de fenol equilibrado e 200 pL de cloroférmio alcool isoamilico. Agitar
durante 5 minutos.

Centrifugar a 10.000 RPM por 5 minutos (25°C).

Transferir a fase aquosa para Tubo de Eppendorf.

Adicionar 400 pL de cloroférmio isoamilico e agitar 5 minutos.

Centrifugar a 10.000 RPM por 5 minutos (25°C).

Transferir a fase aquosa para Tubo de Eppendorf.

Adicionar 250 pL de isopropanol e 25 pL de NaCl 5M. Misturar levemente por inversao
durante 1 minuto (precipitado deve ser evidente). Colocar no freezer (-20°C)

Centrifugar 10.000 RPM por 5 minutos (25°C).

. Descartar o sobrenadante e lavar o precipitado com 800 pL de etanol 70%. Misturar

durante 1 minuto.
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26. Centrifugar a 10.000 RPM por 5 minutos (25°C).
27. Descartar o sobrenadante, secar pellet e ressuspender em 50 pL de Tris EDTA.
28. Manter o DNA ressuspendido durante 3 horas (25°C).

29. Guardar as amostras em 4°C.

*Tampdo de extracdo: PVP-40 (2,5%) + NaCl (0,5 M) + Tris HCI pH 7,0 (0,2 M) + EDTA
(50 mM) + 3-mercaptoetanol (1%) + sarcosil (3%) + etanol (20%) + H20 MiliQ (g.s.p.)
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