UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CENTRO-OESTE, UNICENTRO-PR

VARIABILIDADE GENETICA E OCORRENCIA DE BIOTIPOS DE
AZEVEM COM SUSPEITA DE RESISTENCIA AO GLYPHOSATE NA
REGIAO DE GUARAPUAVA/PR E ESTRATEGIAS TECNOLOGICAS

DE MANEJO
DISSERTACAO DE MESTRADO

DARWIN CALEFF RAMOS

GUARAPUAVA-PR
2015



DARWIN CALEFF RAMOS

VARIABILIDADE GENETICA E OCORRENCIA DE BIOTIPOS DE AZEVEM COM
SUSPEITA DE RESISTENCIA AO GLYPHOSATE NA REGIAO DE
GUARAPUAVA/PR E ESTRATEGIAS TECNOLOGICAS DE MANEJO

Dissertagdo  apresentada a  Universidade
Estadual do Centro-Oeste, como parte das
exigéncias do Programa de P6s-Graduagdo em
Agronomia, 4rea de concentragdo em
Produgao Vegetal, para obtencao do titulo de
Mestre.

Prof. Dr. Cleber Daniel de Goes Maciel

Orientador

Prof. Dr. Paulo Roberto da Silva

Co-orientador

GUARAPUAVA-PR
2015



Catalogacao na Publicacao
Biblioteca Central da Unicentro, Campus Cedeteg

Ramos, Darwin Caleff
R175v Variabilidade genética e ocorréncia de bidtipos de azevém com
suspeita de resisténcia ao glyphosate na regido de Guarapuava/PR e
estratégias tecnoldgicas de manejo / Darwin Caleff Ramos. — — Guarapuava,
2015
xiv, 621 -1l ; 28 cm

Dissertagao (mestrado) - Universidade Estadual do Centro-Oeste,
Programa de Pos-Graduacdo em Agronomia, area de concentragcdo em
Producéo Vegetal, 2015

Orientador: Cleber Daniel de Goes Maciel
Co-orientador: Paulo Roberto da Silva
Banca examinadora: Luiz Alberto Kozlowski, Sidnei Osmar Jadaoski

Bibliografia
1. Agronomia. 2. Producéo vegetal. 3. Lolium perene ssp.. 4. Multiflorum.

5. Marcador molecular. 6. Controle. 7. Inibidores de ACCase. 8. Tecnologia
de aplicacao. |. Titulo. Il. Programa de Pos-Graduac&ao em Agronomia.

| CDD 6332




Darwin Caleff Ramos

VARIABILIDADE GENETICA E OCORRENCIA DE BIOTIPOS DE AZEVEM COM SUSPEITA
DE RESISTENCIA AO GLYPHOSATE NA REGIAO DE GUARAPUAVA E ESTRATEGIAS
TECNOLOGICAS DE MANEJO

Dissertagdo apresentada a Universidade
Estadual do Centro-Oeste, como parie das
exigéncias do Programa de Pos-Graduagio em
Agronomia, drea de concentragdo em Produgdo
Vegetal, para a obtenco do titulo de Mestre.

i ful!

)
es Maciel

Aprovada em 30 de julho de 2015.

o

(UNICENTRO)

]

rof. Dr. fuiz Ame;?/Koz!owski

(PUC-P

<ﬂ§ s ﬁﬁf@éﬁ{ '

(UNICENTRO)

GUARAPUAVA-PR
2015



A minha mae, Rosa e meu avo, Alexandre.

DEDICO



AGRADECIMENTOS
A Deus, por iluminar e proteger meu caminho, e me dar for¢a para superar mais essa etapa na
minha formagdo profissional.
A minha esposa Angela, as filhas Anny e Angye, pelo carinho e amor, pela companhia, por
sua paciéncia, apoio e incentivo nos momentos dificeis.
Ao amigo e orientador, Prof. Dr. Cleber Daniel de Goes Maciel, pela oportunidade, orientagao
e confianca, pelo exemplo de mestre e pelos conhecimentos transmitidos nesta etapa.
Ao co-orientador Prof. Dr. Paulo Roberto da Silva, pela ajuda no capitulo II desta dissertacgao.
Aos colegas de Pos-graduacao, Jodao Igor de Souza, André Augusto Pazzinato da Silva,
Renata Nussoi Giacomim e Livia Costa Mariano pela ajuda em muitas etapas do trabalho.
Aos académicos de Agronomia da UNICENTRO, Rafael Ravaneli Chagas ¢ Lucas Geaning
N. V. de Lima, pela ajuda prestada nos experimentos.
A Universidade Estadual do Centro-Oeste, pela estrutura fisica e profissional durante minha
formacao.
Aos colegas e professores do Mestrado em Agronomia da UNICENTRO, que muito
contribuiram para minha formagao académica e pessoal.
A todos meus amigos, por compartilharmos alegrias e tristezas, pelos inimeros momentos de
companheirismo e solidariedade.
Aos funcionarios de campo, Elias, Manoel e Angelo pelo apoio e suporte prestados.
As secretarias do Programa de Pos-Graduacio em Agronomia da UNICENTRO, Juliana e
Lucilia, pela ajuda em muitos momentos, sempre muito alegres e pacientes.
Enfim, agradeco a todas as pessoas que, direta ou indiretamente contribuiram e auxiliaram

para que esse trabalho fosse realizado.



SUMARIO

Lista de FIGUIAS ........ooooiiiiii ettt et et e e e saaeeesaseens
LiSta de Tabelas .........ooooevvieiiiiiiiiee e
RESUINIO ...ttt ettt e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeee sttatasasasasasasssaesessssasannnes
ADSEFACE .o e

1o INEPOAUGRAO ..ot ee e e e et ae e e e e ee e bt braeae e e e sensneaees

2. ODJEEIVO(S) -.vveeeeeiiieeeeiiie ettt ee ettt ee ettt e e ettt ee e s bt ee e s sabeaeeessseaeeeesneaeesbeeesnnseaeennssneeennnns
2 TR € ) Y USSR
2.2, ESPECITICO 1eiiueiiieiiiieetieeeete e ettt et e et e e e saae e e taeentaeenneeesnneeeenreeas

3. Referencial TeOTICO .........cccoooiiiiiiiiiiiiiie e
3.1. Caracterizacao do azevém e origem da resisténcia a herbicidas............cccceeevveeereenee.
3.2. Defini¢ao da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas............ccccveevveieriieeenniennnne.
3.3. Casos de resisténcias de plantas daninhas a herbicidas: situacdo Brasil e Mundo.....
3.4. Diversidade genética e resisténcia a herbicidas de plantas de azevém.......................
3.5. Estratégias de manejo da resisténcia a herbicidas: misturas em tanque......................
3.5.1 Herbicidas alternativos no manejo do azevém resistente ao glyphosate...................
3.5.2 Uso de adjuvantes na qualidade da aplicacdo de dessecagdo do azevém.................

4. Referéncias Bibliograficas ..................cccooooioiiiiiioiec e

S.CaPItUIO T ..o et ae e ar e sare e e
RESUINIO ... e e e ee e e e e e e et e e e e aeeeeeeens
ADSEEACE .ot ——— e aa s

5.1 INEEOAUGAOD. ...t ettt e et et e et e e et aeeeeaanae s
5.2. MateriaiS € IMETOAOS .....covvueiiiiiiiii ettt e e
5.3. ReSultados € DISCUSSAO ....vuvviviiiiiiiiiiiiieieie ettt e e e et aeee e e sanans
I 00 1 1o] LV = o SRR

5.5. Referéncias Biblio@raficas .........cocceeiiiiiiiiiiiie e

6. Capitulo IL ... et et aae s
RRESUINIO ..ottt e e et e e e et e e e e bt e e baaaseeseaasesseanans
ADSETACTE oottt et et e e e e e e e et et e e eeee sttt eeeeeetert i ——_

0.1, INETOAUGAOD. .. .oviieceiiee et ettt e et e e et ae e e et e e e e eaae e e eenaeaeeeenaeaeens
6.2. MateriaiS € IMELOAOS .....veeeieiiiee ittt eeetae e e eaaeaeeeeanes
6.3. Resultados € DISCUSSAO ....ccuvvvieiiiiiiieieiieee ettt e e e e e e e aae e e
0.4, CONCIUSAO ..veeeiiiiie et e et eee et e e e eaae e e eeeateaeeeeaaseeeeeaeeeeeenres sen
6.5. Referéncias BiblIOGIAfiCas .........ccccveviiiiiiiiiieciieiieeie e

ToCapitulo LI ..ot et et st s
J A=) 1 011 10 YT TRR ORI
ADSETACTE oottt e e e e e e e e e e ettt e e e eeeet et t e eeeseeterr s

7.1 INEEOAUGAO. ...ttt et ettt e ettt eette e e ebbeeesaeeensaeennsaeenneeeeaneeenanes
7.2. MAteriaiS € METOAOS . ...veeeiereeieceieeee e et e et e et e et eeeeetaeeeeeeanes
7.3. ReSultados € DISCUSSAO ....ccuvveieiieiriieieeiieee ettt e et ee et eeevae e e e eeeare e eeenaeeeeeeanes
T4, CONCIUSAO ..veeeiriiie ettt e et e e e eaae e eeeaaeaeeeeaaeeeeeeaeaeeeennres sen
7.5. Referéncias BiblIOGIAfiCas ........ccecuieiiiiiiiiniieie et

8. Consideraces FINAIS....................ooooiiiiiiiiiii e



LISTA DE FIGURAS

Capitulo I

Figura 1. Dados metereoldgicos referentes ao periodo de desenvolvimento das avaliagdes nas
trés localidades estudadas. Guarapuava - PR, 2013.........ccccooiiiiiiiiiniie e 21
Capitulo 11

Figura 1. Gel de agarose com o padrdao de amplificagdo do primer ISSR UBC 856 nos 30
genotipos de azevém. Os gendtipos 1 a 15 e 16 a 30 sdo resistentes e suscetiveis ao herbicida
glyphosate, respectivamente. A letra M indica o marcador de peso molecular DNA Ladder

100 pb, enquanto a seta no lado esquerdo indica o fragmento de 600 pb do DNA Ladder....40

Figura 2. Dendrograma de similaridade das duas populacdes de azevém construido com base
no indice de Jaccard e agrupado pelo método UPGM. A letra “R” Indica genotipos resistentes

ao glyphosate e a letra “S” genOtipos SUSCELIVETS. ...cevutirriirriieiieeiie ettt 42

Capitulo 11T

Figura 1. Dados climatolégicos referentes aos meses de maio a julho de 2013, periodo no

qual foram conduzidas as avaliagdes. Guarapuava - PR, 2013.........cccconiininiininiininceene. 51

Figura 2. Frequéncias acumuladas da deposicdo (A, B, C) e média total (D) da deposi¢ao da
calda de pulverizagdo em plantas de azevém utilizando associacdes de glyphosate Glyphosate
(RWG) com ou sem os herbicidas inibidores da ACCase (Clethodim, Quizalofope-P-Tefuril)
¢ adjuvantes (Assist®, TA35"™ e Orobor N1%). Guarapuava - PR, 2013.........cccovvvvveerrrrrnan.. 55

Figura 3. Frequéncias acumuladas da deposi¢dao (A, B, C) e média total (D) da calda de
pulverizagdo em plantas de azevém utilizando associagdes de glyphosate com ou sem os
herbicidas inibidores da ACCase (clethodim, quizalofope-p-tefuril) e adjuvantes (Assist™ ,
TA35" e Orobor N1%). Guarapuava - PR, 2013. (20 repeti¢cdes dados originais)................... 56

Figura 4. Tensdo superficial estatica da calda de pulverizagdo com associagdes de glyphosate

Glyphosate (RWG) com e sem herbicidas inibidores da ACCase (clethodim, quizalofop-p-
tefuril) e adjuvantes (Assist”, TA35" e Orobor N1%). Guarapuava, 2013..........cccooeevveeeeennne.. 57

viii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Espécies de plantas daninhas resistentes ao glyphosate identificadas no mundo....06

Capitulo I

Tabela 1. Disposicdo dos tratamentos, doses e respectivas condigdes meteoroldgicas no
momento das aplicagdes para avaliagdo do manejo do azevém (L. multiflorum) na regido de

Guarapuava-PR. Guarapuava, PR - 2013. (Experimento 1)........cccceeveveienieenciieciie e, 22

Tabela 2. Disposicdo dos tratamentos, doses e respectivas condi¢des meteoroldgicas no
momento das aplicagdes para avaliagado do manejo do azevém (L. multiflorum) em condigdo

de casa de vegetacao e ambiente natural. Guarapuava, PR - 2013. (Experimento 2).............. 23

Tabela 3. Controle (%) de azevém (L. multiflorum) aos 7, 14, 21 e 35 dias apds a aplicacdo
(DAA) em trés localidades da regido de Guarapuava-PR. Guarapuava, PR - 2013.
[€254015 100153 1170 ) 1) PRSP 25

Tabela 4. Matéria seca da parte aérea de azevém (L. multiflorum) aos 35 dias apos a aplicagao
(DAA) dos tratamentos herbicidas em trés localidades da regido de Guarapuava-PR.

Guarapuava, PR - 2013. (EXperimento]).......ccccccueveriiriniiieeienie et 27

Tabela 5. Controle (%) de azevém (L. multiflorum) com 2 a 3 perfilhos em casa de vegetacao
e 5 a 7 perfilhos em ambiente natural aos 15 e 30 dias apos a aplicagdo (DAA), utilizando
plantas coletadas no Experimento 1, ndo controladas com o glyphosate (6,0 kg pc ha™).

Guarapuava, PR - 2013. (EXPerimento 2).........ccceeveeeriieniienieeieessiieeiieeieene et e 29

Capitulo 11

Tabela 1. Caracteristicas dos primers ISSR utilizados para as andlises das populagdes de
azevém resistente e suscetivel ao herbicida glyphosate, representadas pela temperatura de
anelamento (TA), numero total de fragmentos amplificados (NTF), nimero de fragmentos

polimorficos (NTP) e porcentagem de polimorfismo (%oP).....c..covevveiiiiiniininniiniiieiieeee, 41

Capitulo IIT

Tabela 1. Tratamentos e doses realizadas para dessecagdo do azevém com suspeita de

resisténcia ao glyphosate, Guarapuava, PR - 2014..........cccoooiiiiiiiiiiiiee e 52

X



Tabela 2. Percentual de controle de azevém (Lolium perene ssp. multiflorum) aos 7, 14, 21,
28 e 35 dias apds a aplicagdo (DAA) de associagdes de Glyphosate com ou sem herbicidas
inibidores da ACCase (Clethodim, Quizalofop-P-Tefurilico) e adjuvantes (Assist®, TA35" ¢
Orobor N1%). Guarapuava - PR, 2014 ... oo eeee e eeeeeeeeeee e es s eees e eeeeen. 55



RESUMO

RAMOS, Darwin Caleff. Variabilidade genética e ocorréncia de bidtipos de azevém com
suspeita de resisténcia ao glyphosate na regido de Guarapuava/PR e estratégias
tecnolégicas de manejo. Guarapuava: UNICENTRO, 2015. 62f. (Dissertacdo - Mestrado em
Producgdo Vegetal)*.

O trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar na regidao de Guarapuava/PR se existem
bidtipos de azevém resistentes a herbicida de diferentes mecanismos de agdo; caracterizar o
grau de similaridade genética entre acessos de azevém suscetiveis e resistentes ao glyphosate
e avaliar a eficiéncia de alternativas de controle de azevém em 4area com suspeita de
resisténcia ao glyphosate, utilizando diferentes combinacdes de herbicidas e adjuvantes. Trés
experimentos foram conduzidos em campo e laboratdrio no municipio de Guarapuava/PR,
durante as safras de 2013 e 2014, na Universidade Estadual do Centro-Oeste - UNICENTRO.
Os tratamentos obedeceram ao delineamento experimental de blocos ao acaso. No
experimento 1, utilizou-se a campo um fatorial 5 x 3 + 1, com 5 herbicidas (glyphosate 4320
g ha™'; iodosulfurom-methyl 7,5 g ha™; clethodim 192 g ha™; quizalofop-p-tefuril 240 g ha™ ¢
paraquat 600 g ha™), 3 localidades (Unicentro, Entre Rios e Palmeirinha) ¢ uma testemunha.
Em um segundo trabalho um fatorial 3 x 2 + 1, com 3 herbicidas (glyphosate com 2160 e
4320 g ha™, iodosulfurom-methyl 12,5 ¢ 25,0 g ha™, clethodim 192 ¢ 384 g ha'l), conduzidos
em casa de vegetacdo e ambiente natural, e uma testemunha. A presenca de azevém como
maior suspeita de ser resistente ao glyphosate foi apenas identificado em uma das localidades
(Unicentro, Campus CEDETEG). Os herbicidas paraquat, clethodim e quizalofop-p-tefuril
controlaram eficientemente o azevém com suspeita de resisténcia ao glyphosate, na regido de
Guarapuava/PR. No experimento 2, plantas resistentes e suscetiveis foram coletadas da
localidade com a presenca de plantas resistentes, sendo avaliados o DNA utilizando sete
marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). Foi observada similaridade genética de
34% entre as plantas de azevém resistentes ao herbicida glyphosate e 38% entre plantas
suscetiveis. Os resultados demonstraram que existe moderada diversidade genética na
populagdo resistente de azevém. No experimento 3, dois experimentos foram conduzidos a

campo e laboratério, contendo 12 tratamentos constituido por: glyphosate (1440 g ha™),

* QOrientador; Cleber Daniel de Goes Maciel - UNICENTRO-PR.
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clethodim (120 g ha™), quizalofop-p-tefuril (100 g ha™), glyphosate + clethodim (1440 + 120
g ha™), glyphosate + quizalofop-p-tefuril (1440 + 100 g ha™), associado aos adjuvantes
Assist® (1,0 L ha™) e TA35" (0,1 L ha™), glyphosate (1440 g ha™) associado ao adjuvante
Orobor N1% (0,1 L ha™) e uma testemunha sem aplicacio. As misturas de glyphosate com
clethodim ou quizalofop-p-tefuril, ou mesmo clethodim ou quizalofope-p-tefuril isolados,
foram eficientes no controle do azevém, com destaque para a rapida acdao inicial do
glyphosate + clethodim, independentemente do adjuvante utilizado. Para todos os tratamentos
nao foram caracterizadas diferencgas significativas entre a frequéncia de deposicao total ou
média da pulverizacdao nas folhas de azevém, embora os resultados sugerem que a presenga
dos herbicidas inibidores de ACCase (clethodim e quizalofop-p-tefuril) podem influenciar no

aumento da deposicao da pulverizacao sobre as plantas de azevém.

Palavras-chave: Lolium perene ssp. multiflorum, marcador molecular, controle, Inibidores de

ACCase, tecnologia de aplicagao.
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ABSTRACT

RAMOS, Darwin Caleff. Genetic variability and occurrence of ryegrass resistant biotypes
to glyphosate at Guarapuava region Parana State and management technologies
strategies. Guarapuava: UNICENTRO, 2015. 62f. (Dissertation - Master in Plant

Production)*.

The work was performed in order to evaluate in Guarapuava region, Parana State, if there are
resistant ryegrass biotypes to herbicides with different mechanisms of action; characterize the
degree of genetic similarity between ryegrass accesses susceptible and resistant to glyphosate
and verify the efficiency and quality of glyphosate application and ACCase inhibitors
herbicide with adjuvant in desiccation management. Three experiments were conducted in
field and laboratory conditions in Guarapuava County, Parana State, during 2013 and 2014
seasons, at Universidade Estadual do Centro Oeste - UNICENTRO. Treatments were
disposed in randomized blocks design. In experiment 1, it was used a factorial scheme in field
conditions 5 x 3 + 1, with 5 herbicides (glyphosate 4320 g ha™; iodosulfurom-methyl 7,5 g ha”
' clethodim 192 g ha™; quizalofop-p-tefuril 240 g ha™ e paraquat 600 g ha™), three localitions
(Unicentro, Entre Rios and Palmeirinha) and a check. In a second work a 3 x 2 + 1 factorial
with 3 herbicide (glyphosate 4320 g ha™'; iodosulfurom-methyl 7.5 g ha; clethodim 192 g ha’
' quizalofop-p-tefuril 240 g ha e paraquat 600 g ha™), three locations (Unicentro, Entre Rios
and Palmeirinha) and a check. In a second work in factorial scheme 3 x 2 + 1 with 3
herbicides (glyphosate with 2160 and 4320 g ha™, iodosulfurom-methyl 12.5 and 25.0 g ha™,
clethodim 192 and 384 g ha'), conducted under greenhouse conditions and natural
environment, and a check. The presence of ryegrass resistant to glyphosate ryegrass was
identified only in one of the locations (Unicentro, CEDETEG Campus). Paraquat, clethodim
and quizalofop-p-tefuril herbicides efficiently controlled resistant ryegrass with suspected to
glyphosate resistance, in Guarapuava region, Parana State. In experiment 2, resistant and
susceptible plants were collected from locality containing resistant plants, being DNA
evaluated by using ISSR seven markers (Inter Simple Sequence Repeat). It was observed
genetic similarity of 34% between resistant ryegrass plants to glyphosate herbicide and 38%

the susceptible ones. Results showed that there is moderate genetic diversity in resistant

* Adviser: Cleber Daniel de Goes Maciel - UNICENTRO-PR.
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ryegrass population. In experiment 3, two studies were carried out in field and laboratory
conditions, containing 12 treatments consisting by: glyphosate (1440 g ha™), clethodim (120 g
ha™), quizalofop-p-tefuril (100 g ha™), glyphosate + clethodim (1440 + 120 g ha™),
glyphosate + quizalofop-p-tefuril (1440 + 100 g ha™), associated to Assist® adjuvant (1.0 L
ha™) and TA35" (0.1 L ha™), Glyphosate (1440 g ha™) associated to Orobor adjuvant N1®
(0.1 L ha™) and a check without application. Tank mixtures of glyphosate with clethodim or
quizalofop-p-tefuril or even clethodim or quizalofop-p-tefuril isolated were efficient in
controlling ryegrass, highlighting the fast initial action of glyphosate + clethodim, regardless
of used adjuvant. For all treatments have not been identified significant differences between
frequency of total deposition or medium spraying in ryegrass leaves. The results suggest that
the presence of these ACCase inhibitors herbicide (clethodim and quizalofop-p-tefuril) may

influence over the increasing of spray deposition on ryegrass plants.

Key-words: Lolium perene ssp. multiflorum, molecular marker, control, ACCase inhibitors,

application technology.
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1. INTRODUCAO

O azevém anual (Lolium perene multiflorum Lam.) ¢ uma graminea originaria do
Mediterraneo, considerada altamente adaptada as condi¢des edafo-climaticas do Sul do Brasil.
Mais lento na sua formacao, contudo permite uma utilizagdo mais prolongada em relacao as
aveias. Este conhecimento ¢ importante para se adequar o ciclo da graminea de inverno com o
ciclo da cultura de verdao. Ainda, quando utilizado em pastejo, apds a saida dos animais, o
azevém tem a capacidade de ressemeadura antes de sua dessecagao, estando assim assegurado
seu retorno no ano seguinte, com redugio de gastos na aquisicdo de sementes. E uma das
gramineas hibernais mais cultivadas Sul do Brasil, tanto para ceifa como para pastagens
cultivadas. Amplamente utilizada por produtores, devido suas caracteristicas e usos (produgao
de forragem, boa rebrotagdo, resistente ao pastejo e ao excesso de umidade, suporta altas
lotagdes animal, alto valor nutritivo, boa palatabilidade e alta ressemeadura natural).

Embora o azevém também seja utilizado como espécie forrageira durante o inverno,
ele pode se constituir em planta daninha em culturas como trigo e milho. Além disso, plantas
voluntarias ¢ fonte de permanéncia das sementes e de infestagdes futuras, quando da
utilizacdo destas na pratica de rotacdo de culturas de cereais de inverno, como cevadas,
centeio, trigo e triticale, onde o surgimento de bidtipos resistentes a herbicidas tem sido
relatado.

O surgimento de plantas daninhas resistentes a herbicidas deve-se, entre outros
fatores, a repetida e continuada utilizacdo de produtos com o mesmo mecanismo de agdo.
Deste modo, bidtipos sofrem elevada pressdo de sele¢do com esses herbicidas, contrariando
um dos objetivos a ser alcangado no manejo integrado de plantas daninhas que ¢ a prevengao
da selecdo de bidtipos resistentes. Logo, ¢ importante que a presenca de bidtipos resistentes a
herbicidas seja detectada rapidamente, para se estabelecer estratégias de manejo adequadas.

Em vista disto, a biologia molecular vem-se tornando uma importante ferramenta nos
estudos com plantas daninhas. Pesquisas sobre a variabilidade genética com o uso de
marcadores moleculares permitem estimar a variabilidade genética dentro e entre espécies.
Portanto, essas técnicas de marcadores moleculares aliadas ao sequenciamento conseguem
localizar genes de resisténcia, assim como possiveis mutagdes relacionadas ao surgimento de
individuos resistentes em determinadas espécies.

A dessecagdo do azevém para posterior plantio de lavouras é uma pratica
imprescindivel, pois, falhas neste processo podem causar perdas de produtividade para as

culturas sequentes, principalmente na cultura do trigo, onde muitas vezes a planta daninha ja



esta estabelecida antes do plantio da cultura. O manejo de pré-plantio com glyphosate
(inibidor da enzima enol piruvato shiquimato fostato sintase - EPSPs) € de uso comum entre
os produtores na regido do municipio de Guarapuava-PR, onde, nos ultimos anos, tém
enfrentado dificuldades para controle do azevém, existindo relatos de resisténcia desta
graminea a esse referido herbicida. Em virtude desses relatos, foram realizados experimentos
a campo ¢ em casa de vegetagdo para verificar se existe populagdes de azevém resistentes a

esse herbicida ou se tais dificuldades sdao consequéncia de falha no manejo de dessecacao.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a ocorréncia de bidtipos de azevém (L. multiflorum) com suspeita de

resisténcia ao herbicida glyphosate, na regido de Guarapuava-PR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a ocorréncia de biotipos de azevém com suspeita de resisténcia ao glyphosate
na regido de Guarapuava-PR, assim como se existe um comportamento similar quando
submetidos ao controle quimico.

Determinar a variabilidade genética de duas populacdes de azevém utilizando
marcadores ISSR e avaliar se hd estruturagdo entre a populacdo resistente e suscetivel ao
herbicida glyphosate.

Avaliar a eficiéncia de alternativas de controle de azevém em 4area do municipio de
Guarapuava-PR com suspeita de resisténcia ao glyphosate, utilizando diferentes combinagdes

de herbicidas e adjuvantes.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Caracterizacdo do azevém e origem da resisténcia a herbicidas

Originario do Sul da Europa, norte da Africa e oeste da Asia, o azevém (L.
multiflorum) anual foi introduzido na regidao Sul do Brasil por imigrantes, em torno de 1875,
estando hoje largamente disseminado nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e nas
regides frias do Parana (NELSON et al., 1997). O azevém ¢ uma espécie graminea de ciclo
anual, da familia Poaceae, constituindo fecundacao cruzada, folhas finas e tenras, crescimento
cespitoso e agressivo, de 30 a 90 cm de altura. Com frequéncia, se constitui, em planta
indesejada em lavouras de milho, centeio, triticale, soja e principalmente na cultura do trigo
no Sul do Brasil (KISSMANN, 1997; ROMAN et. al., 2004; LORENZI, 2008).

O germoplasma de azevém utilizado pela maioria dos produtores ¢ diploide,
denominado azevém comum. Entretanto, alguns produtores vém utilizando cultivares
tetraploides, que apresentam algumas caracteristicas diferentes do azevém dipldide, como por
exemplo, sementes maiores, as folhas mais largas e de coloragdo mais escura. Dors et al.
(2010), avaliaram o grau de tolerancia dos genotipos dipldides e tetraploides de azevém ao
herbicida glyphosate, e constataram que os dipldide apresentaram suscetibilidade diferencial
ao glyphosate, sendo o tetraploide 1,6 vezes mais tolerante em relagdo ao diploide.

A maioria dos gendtipos tetraploides de azevém foi desenvolvido no Uruguai (NORO
et al., 2003) e introduzida nos estados do Sul do Brasil por agropecuaristas préximos das
fronteiras. Além da tolerdncia diferenciada entre gendtipos diploides e tetraploides, existe
uma interac¢do entre a dose do herbicida e o estadio fenolégico sobre a eficacia de controle da
planta de azevém (RIBEIRO et al., 2008; DORS et al., 2010). Quanto mais avangado o
estadio fenologico da planta daninha, maior ¢ a dose do herbicida requerida para um controle
eficiente (CHRISTOFFOLETI et. al., 2005).

De acordo com Christoffoleti et al. (2000), toda populagio em que os individuos
demonstram uma base genética varidvel quanto a tolerancia a uma medida de controle, ira
com o tempo, mudar sua composicdo populacional como mecanismo de fuga para
sobrevivéncia, diminuindo a sensibilidade a esta medida de controle. Isto ¢ consequéncia do
papel de selecdo natural das espécies (DARWIN, 1981). Portanto, com a chegada do plantio
direto, que no inicio obteve uma reducdo bastante acentuada da incidéncia de plantas

daninhas, porém, mais tarde, houve uma selecdo de espécies que se adaptaram a germinagao



na nova condicao, tanto que atualmente o seu controle ¢ de tal maneira necessario quanto no
sistema convencional (CHRISTOFFOLETI et al., 2000).

Cada vez mais, o nimero de espécies de plantas daninhas resistentes ao glyphosate
vem aumentando, sendo que hoje em dia sdo reconhecidas trinta e duas espécies resistentes
distribuidas em diversas diferentes regides do mundo (WEED SCIENCE, 2015). O primeiro
caso de resisténcia de azevém (Lolium perene ssp. multiflorum) ao herbicida glyphosate foi
relatado em pomares no Chile por Perez e Kogan (2003), onde, em média, foram realizadas
trés aplicagdes por ciclo, durante os tltimos 10 anos. Ja na Australia, depois de 15 anos de uso
bem sucedido de glyphosate, foram identificados bidtipos de L. rigidum resistentes a esse
herbicida (OWEN e POWLES, 2010). Recentemente, na Australia foram identificadas mais
de 95% de 362 populacdes amostradas de L. rigidum, resisténcia aos inibidores da ALS
(OWEN et al., 2014).

No Brasil, Roman et al. (2004) identificaram biotipos de azevém (L. multiflorum)
resistentes ao glyphosate em lavouras de culturas anuais e em pomares de macd no Rio
Grande do Sul. Em todos esses casos a aplicagdo repetida e continuada de glyphosate para
controle da vegetagdo ¢ considerada a principal causa da selecao dos bidtipos resistentes.

Além de azevém, também estd registrado no Brasil bidtipos de Digitaria insularis,
Conyza canadensis, C. sumatrensis, C. bonariensis e Chloris elata resistentes ao glyphosate
(ROMAN et al., 2004; VARGAS et al., 2004; HEAP, 2014; SANTOS et al., 2014; HRAC,
2015). Desta forma, o uso do glyphosate fica cada vez mais limitado devido ao aumento de
casos de resisténcia de espécies invasoras a este herbicida, onde muitas vezes hd um aumento
de custo e ainda ndo garantindo a mesma eficiéncia.

O mecanismo que confere resisténcia ao glyphosate ainda ndo foi determinado com
clareza, mas Vargas et al. (2007) trabalhando com bidtipo de L. multiflorum proveniente do
Rio Grande do Sul observaram que o gene de resisténcia apresenta dominancia incompleta, ou
seja, ssmidominante. Entretanto, Ribeiro et al. (2008) sugerem que a resisténcia do azevém ao
glyphosate ndo seja totalmente atribuida a um Unico mecanismo. Lorraine-Colwill et al.
(2001), encontraram diferencas na translocacdo do glyphosate entre os bidtipos resistentes e
sensiveis de L. rigidum. J& Ferreira et al. (2006) observaram que o biotipo suscetivel e o
resistente de L.. multiflorum absorvem glyphosate na mesma intensidade, mas o mecanismo
de resisténcia estd relacionado com a menor translocagdo desse herbicida nos bidtipos
resistentes.

Portanto, o controle dos bidtipos de azevém resistentes ao glyphosate evidencia-se

como um grande problema devido ao reduzido numero de produtos registrados,



principalmente para a fruticultura (FERREIRA et al., 2008). De forma contraria, para as
culturas anuais, existe um nimero maior de moléculas disponiveis e igualmente eficientes

para o controle de azevém, mas com custos superiores ao glyphosate (SEAB, 2015).

3.2. Definicdo da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas

Existe muita divergéncia na literatura sobre resisténcia de plantas daninhas aos
herbicidas, quanto ao uso dos termos "resisténcia" e "tolerancia". Frequentemente estes
termos sdo usados sem critério por algumas pessoas. Segundo a Weed Science Society of
America (WSSA), a resisténcia de plantas daninhas a herbicidas pode ser definida como “a
habilidade de uma planta sobreviver e reproduzir, apos exposicdo a uma dose de herbicida
normalmente letal para o bidtipo selvagem da planta” (WEED SCIENCE, 2015). Esta
implicito nesta definicdo que a caracteristica de resisténcia a herbicidas de uma planta pode
ser um evento natural ou induzida por artificios de engenharia genética, selecdo de
determinadas culturas de tecidos ou mutagénesis (HEAP, 2014).

Christoffoleti e Lopez-Ovejero (2003) definiram a resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas como a capacidade natural e herddvel de alguns bidtipos, dentro de uma
determinada populag@o de plantas daninhas, de sobreviver e se reproduzir apos a exposi¢do a
dose de um herbicida, que seria letal a uma populacdo normal (suscetivel) da mesma espécie.

Biotipo ¢ um grupo de individuos com genética semelhante, pouco diferenciado da

maioria dos individuos da popula¢do (KISSMANN, 1996).

3.3. Resisténcias de plantas daninhas ao glyphosate: situa¢iao Brasil e Mundo

A evolugdo da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas ¢ um processo dindmico e
seu impacto depende de diversos fatores, tais como genéticos, biologicos, herbicidas e
operacionais (POWLES e YU, 2010). Nesse sentido, o surgimento de plantas daninhas
resistentes aos herbicidas pode ser considerado recente, apesar dos herbicidas serem utilizados
ha mais de 55 anos (CHRISTOFFOLETTI et al., 1994).

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas foi demonstrada pela primeira vez no
final da década de 60, e a partir dai o niimero de casos catalogados no site do HRAC
(Herbicide Action Committee) tem aumentado rapidamente nos ultimos anos (HRAC, 2015).
Recentemente, foi relatada a ocorréncia de Amaranthus palmeri resistente ao glyphosate no
Brasil em areas agricolas no Estado de Mato Grosso. Essa espécie ¢ exotica e esse € o
primeiro relato de sua ocorréncia no Brasil. 4. palmeri (familia Amaranthaceae) ¢ um tipo de

caruru originario de regides aridas do centro sul dos Estados Unidos e norte do México,



presente em varios paises do mundo. Nos ultimos anos, se tornou a principal planta daninha
do algodoeiro nos Estados Unidos, em fungdo de suas caracteristicas biologicas e da
resisténcia a herbicidas de diferentes mecanismos de acdo (ANDRADE Jr et al., 2015).

Na Tabela 1 encontram-se os relatos de casos de identificagdo da resisténcia ao
herbicida glyphosate (inibidor da enzima EPSPs) no mundo até marco de 2015, sendo

caracterizadas como destaque, seis espécies até o referido periodo no Brasil.

Tabela 1. Espécies de plantas daninhas resistentes ao glyphosate identificadas no mundo.

Espécie Pais Ano

1 Lolium rigidum Austrélia; Estados Unidos; Africa do Sul; Franca; Espanha; Israel; Italia 1996

2 Eleusine indica Malasia; Colombia; Bolivia; China; Costa Rica; Estados Unidos; Argentina; Japao 1997

. Estados Unidos; Brasil; China; Espanha; Republica Tcheca; Canada; Polonia;
3 Conyza canadensis 2000
Italia; Portugal; Grécia; Japao
4 Lolium perenne ssp. multiflorum Chile; Brasil; Estados Unidos; Espanha; Argentina; Italia; Japdo; Nova Zelandia 2001
5 Conyza bonariensis Africa do Sul; Espanha; Brasil; Israel; Colombia; Estados Unidos; Australia; 2003
Grécia; Portugal

6 Plantago lanceolata Africa do Sul 2003

7 Ambrosia artemisiifolia Estados Unidos*; Canada 2004

8 Ambrosia trifida Estados Unidos; Canada 2004

9 Parthenium hysterophorus Colombia 2004

10 Amaranthus palmeri Estados Unidos 2005
11 Amaranthus Estados Unidos 2005
12 Digitaria insularis Paraguai; Brasil 2005
13 Hedyotis verticillata Malasia 2005
14 Sorghum halepense Argentina; Estados Unidos 2005
15 Echinochloa colona Australia; Estados Unidos; Venezuela; Argentina 2007
16 Kochia scoparia Estados Unidos; Canada 2007
17 Cynodon hirsutus Argentina 2008
18 Lolium perenne Argentina; Nova Zelandia; Portugal 2008
19 Urochloa panicoides Austrélia 2008
20 Conyza sumatrensis Espanha; Brasil; Franca; Grécia 2009
21 Chloris truncata Austréalia 2010
22 Leptochloa virgata) México 2010
23 Poa annua Estados Unidos 2010
24 Raphanus raphanistrum Australia 2010
25 Bromus diandrus Australia 2011
26 Amaranthus spinosus Estados Unidos 2012
27 Amaranthus hybridus Argentina 2013
28 Bidens pilosa México 2014
29 Brachiaria eruciformis Australia 2014
30 Bromus rubens Australia 2014
31 Chloris elata Brasil 2014
32 Sonchus oleraceus Australia 2014

Fonte: Adaptado de Weed Science, 2015. *O primeiro pais corresponde onde foi detectado o primeiro caso de resisténcia da referida espécie.



3.4. Diversidade genética e resisténcia a herbicidas para plantas daninhas

Uma caracteristica intrinseca as plantas daninhas ¢ a grande diversidade genética
(VIDAL e MEROTO, 2001). De acordo com Winkler et al. (2002), essa diversidade genética
presente em uma populacao € decorréncia do processo de evolugdo natural da espécie, que
resulta principalmente da variagdo mendeliana, da hibridagdo interespecifica e da poliploidia.
Para Vargas et al. (1999) a elevada diversidade genética em uma populacdo de plantas
daninhas pode predispo-la a elevada frequéncia inicial do alelo de resisténcia, sendo este um
dos principais fatores que colaboram para a rapida selecdo de bidtipos resistentes aos
herbicidas. Portanto, os genes que conferem resisténcia a um determinado herbicida podem
estar presentes nas plantas antes mesmo dele ter sido utilizado na area.

Com o avanco na biologia molecular, estudos sobre a variabilidade genética em
plantas daninhas com o uso de marcadores moleculares tém sido amplamente realizados para
diversas espécies. Essas técnicas moleculares permitem estimar a variabilidade genética
dentro e entre espécies, bem como servem de ponto de partida para trabalhos de manejo das
plantas daninhas, pois, comparadas ao sequenciamento permitem encontrar genes de
resisténcia, assim como possiveis mutagdes relacionadas ao aparecimento de individuos
resistentes em determinadas espécies (VIDAL et al., 2005).

Vidal et al. (2005, 2006) utilizaram o marcador RAPD para avaliar a variabilidade
genética de acessos de Bidens spp., oriundos de uma unica propriedade, verificaram grande
variabilidade genética dentro da populacdo. Para Lamego et al. (2006), essa técnic de
marcador molecular se mostrou eficiente ao determinarem o grau de similaridade genética
entre acessos de picdo-preto suscetiveis e resistentes aos herbicidas inibidores da ALS
equivalente a 37%. Essa baixa similaridade ou grande variabilidade existente entre as plantas
permitiu evidenciar que a resisténcia aos herbicidas na regido estudada se configurou pela
selecdo de individuos resistentes preexistentes na populagdo.

Vieira (2003), analisando a variabilidade genética em acessos de trapoeraba
(Commelina benghalensis) em comparagdo a resposta fenotipica ao herbicida glyphosate,
através da analise de dados do marcador RAPD, encontrou uma consideravel variabilidade
genética entre os acessos estudados e este ndo permitiu agrupar, distintamente, 0s acessos
tolerantes e sensiveis ao glyphosate. Winkler et al. (2003), estudando a diversidade genética
de populacdes da espécie leiteiro (Euphorbia heterophylla) resistentes a herbicidas inibidores
da enzima acetolactato sintase (ALS), detectaram por marcador RAPD o coeficiente médio de

similaridade de 40%, constatando-se entdo variabilidade genética entre as populacdes.



3.5. Estratégias de manejo da resisténcia a herbicidas: misturas em tanque.

Sem um controle eficiente, as plantas daninhas podem reduzir a produtividade das
culturas agricolas. Muitas vezes, em nivel de campo, ocorrem varias plantas daninhas numa
mesma area, onde muitas vezes, os herbicidas ndo tém espectro de agdo capaz de controlar o
conjunto de problemas, tornando-se necessario o uso de misturas em tanque de agrotoxicos.
Essa pratica € comum ndo s6 no Brasil, como em outros paises (OLIVEIRA, 2014).

Em nivel mundial, no campo agropecuario, as perdas de produtividade ocasionadas
pelas plantas daninhas estdo na ordem de 33%, contra 26,3% para doencas de plantas
cultivadas; 16,7% para doengas de animais; 13,6% para erosao dos solos € 9,6% para ataques
de insetos a plantas cultivadas (PELISSARI et al., 2011). Segundo os autores, frequentemente
nao ha preocupagdo com estas perdas, por nao serem diretamente detectadas pelo produtor, o
qual somente entendera o real prejuizo somente no momento da colheita. Entretanto, essa
preocupacao se torna evidente quando aparecem bidtipos de plantas daninhas resistentes, o
que torna o seu controle, na maioria das vezes, dificil ¢ mais oneroso.

Em se tratando de plantas daninhas resistentes, as misturas em tanque de herbicidas
representam importante ferramenta. Nas areas cultivadas com graos, as aplicagdes no manejo
das plantas daninhas na entressafra costumam ser feitas com pelo menos dois herbicidas,
simultaneamente. A combinacdo de produtos de diferentes mecanismos de acdo pode
solucionar os problemas com as espécies resistentes ao glyphosate, como Conyza spp., D.
insularis e L. muliflorum, em campo (VARGAS et al., 2013), onde para prevenir a expansao
de espécies de plantas daninhas resistentes, em areas intensivamente tratadas com herbicidas,
como ¢ o caso das 4reas cultivadas por soja transgénica tolerante ao glyphosate, se recomenda
a rotacao de culturas e a mistura de herbicida de diferentes mecanismos de agao (KRUSE et
al., 2000). As misturas podem ser sinérgicas ou antagdnicas, € respectivamente, promover
aumento ou reducdo do controle da planta alvo. Além disso, quando o controle das plantas
daninhas pela mistura ¢ equivalente ao controle esperado, a resposta ¢ considerada aditiva
(LICH et al., 1997).

Efeitos de sinergismo podem ser exemplificados como os observados em associagdes
de glyphosate e imazethapyr (STARKE e OLIVER, 1998). Entretanto, Shaw e Arnold (2002)
relataram antagonismo em associagdes de glyphosate com chlorimuron-ethyl, cloransulan-
methyl, fomesafen, imazaquin ou pyrithiobac no controle de lpomoea lacunosa L.

Mariano e Ostrowski (2007) destacam a importancia de conhecer qual a sequéncia na
adi¢do dos produtos quando se faz a mistura em tanque ou a pré-mistura, como uma forma de

evitar incompatibilidades.



Gazziero (2015), em pesquisa com um questionario respondido por pessoas de 17
estados do Brasil, constatou que 97% dos entrevistados utilizam misturas em tanque, sendo
95% das vezes variando de dois a cinco produtos. Esse autor conclui ainda que, a forma como
os agrotoxicos estdo sendo misturados atualmente pode representar vantagens e desvantagens
nas pulverizacdes agricolas onde, as informagdes sobre misturas em tanque sao insuficientes
ou desconhecidas e faltam pesquisas e regulamentagdo. Assim, pode-se afirmar que se trata de

um assunto para ser discutido com urgéncia com os 6rgaos governamentais competentes.

3.5.1. Herbicidas alternativos para o manejo do azevém resistente ao glyphosate.

O conhecimento das caracteristicas da planta de azevém resistente ao herbicida
glyphosate ¢ de fundamental importancia para que técnicas de manejo sejam utilizadas,
visando evitar ou retardar seu aparecimento numa area. Alteragdes nas praticas de manejo sao
imprescindiveis quando uma populacao de plantas daninhas ¢ selecionada em determinada
area, em que o bidtipo resistente comega a limitar a producdo das culturas agricolas. Do
mesmo modo, o estudo de alternativas de controle ¢ fundamental para o adequado manejo dos
bidtipos resistentes (LOPEZ-OVEJERO et al., 2004; 2006).

Dentre os grupos de graminicidas existentes no Brasil, existem os pertencentes ao
mecanismo de acdo dos inibidores da enzima ACCase (acetil CoA carboxilase), que por
consequéncia inibem a sintese de lipidios. Esse grupo de herbicida ¢ capaz de controlar
plantas monocotiledoneas anuais ou perenes, sendo seletivos para culturas dicotiledoneas.
Atualmente sdo considerados como alternativa de controle de plantas daninhas gramineas, tal
como o azevém, resistentes ou ndo ao glyphosate (VARGAS et al., 2005; RODRIGUES e
ALMEIDA, 2011). O uso mais comum desses herbicidas ¢ em aplicacdes sequenciais, para
complementar a a¢do do glyphosate, ou associado ao glyphosate. Além disso, a possibilidade
de rotacdo de mecanismos de acdo ¢ uma importante estratégia para a correta gestdo de
culturas, evitando a resisténcia (GEMELLI et al., 2013).

A hipotese inicial de resisténcia geralmente esta baseada ao baixo controle de plantas
daninhas a uma aplicacdo de herbicida. Muitas vezes, uma falha de controle pelo herbicida
ndo significa, na maioria dos casos, que o agricultor estd com problemas de plantas daninhas
resistentes. Logo, a resisténcia pode ser considerada a causa possivel quando todos os outros
fatores de ineficacia de um herbicida tiverem sido analisados. Por isso, ¢ importante realizar
uma observagao cuidadosa de alguns fatores a campo, para que qualquer reducao na eficiéncia
do herbicida possa ser detectada, tais como: aplicagdo do herbicida (dose ou momento

inadequado, falhas de pulverizagdo, tecnologia de aplicagdo adotada) e condi¢des climaticas



(regime de chuvas e temperatura). Portanto, ¢ imprescindivel mudar frequentemente as
praticas normalmente utilizadas no controle de plantas daninhas, para evitar ou adiar o
surgimento de plantas daninhas resistentes (LOPEZ-OVEJERO e CHRISTOFFOLETI, 2004).

Marochi et al. (2004), estudando alternativas de controle de azevém resistente ao
herbicida glyphosate com aplicagdo do graminicida clethodim sobre cobertura de ervilhaca,
observaram que o controle inicial através do herbicida clethodim, com a complementagao dos
efeitos da cobertura de ervilhaca sobre a emergéncia de novas plantulas de azevém,

apresentou-se como uma excelente alternativa de manejo de bidtipos de azevém resistente.

3.5.2. Uso de adjuvantes na qualidade da aplicacdo de dessecacio.

Falhas na dessecacdo de plantas de azevém ¢ uma grande preocupagdo nos campos de
cultivos, pois a ressemeadura pode infestar os cultivos sucessivos (DOMINGOS et al., 2000).

A tecnologia de aplicagdo continua sendo o ponto de estrangulamento para melhor
eficacia e retorno econdmico. Os problemas iniciam-se com a qualidade da agua, a sequéncia
da mistura e segue com a diluicdo dos produtos no tanque e a deposi¢do efetiva no alvo
desejado (AZEVEDO 2011). Boller (2007) menciona que a aplicagdo de agrotoxicos ¢ uma
atividade complexa e somente apresenta bons resultados quando segue aspectos técnicos
corretos e adequados. Entre esses aspectos técnicos relacionados a aplicagdo e que podem ser
alterados, de acordo com a necessidade da operagdo, encontra-se os adjuvantes.

Adjuvante ¢ qualquer substancia presente na formulacdo do herbicida, ou adicionado
ao tanque do pulverizador, que melhore a atividade herbicida ou as caracteristicas fisico-
quimicas da aplicacdo (MATTHEUS, 2004; VARGAS ¢ ROMAN, 2006). Segundo Green e
Hazen (1998), entre algumas das propriedades que influenciam na atividade bioldgica dos
produtos fitossanitdrios estdo a capacidade de molhamento, a tensdo superficial, o balango
hidrofilico-lipofilico (BHL), a concentragdo micelar critica, o pH, a estrutura quimica, a
solubilizagdo, o deposito, a foto-protegdo, os fons trocaveis, a dose e a fitotoxicidade. E
importante considerar que para boa parte dos herbicidas ¢ dificil se obter bons resultados sem
o acréscimo de algum tipo de adjuvante, assim como que este funcione bem em todas as
circunstancias (THEISEN e RUEDELL, 2004). Portanto, o sucesso da aplicagdo vai depender
da escolha do produto certo com o adjuvante certo (GREEN, 2001).

Mendonga et al. (2007) relataram que uma das principais decorréncias ocasionada pela
adi¢do de adjuvantes a calda de pulverizagdo além da eficiéncia na a¢do dos herbicidas, ¢ a
reducdo na perda na forma de deriva. Segundo os autores, os adjuvantes podem aumentar a

deposicao das gotas nas plantas daninhas e a molhabilidade da superficie foliar, devido a
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redu¢do da tensdo superficial e do angulo de contato da gota, o que consequentemente,
aumenta a penetracao cuticular e a absorcao do ingrediente ativo pela planta. Desta forma, o
aumento na deposicao de gotas e da absor¢do pode proporcionar melhores niveis de controle
das plantas daninhas e contribui para a reducao da dose do herbicida (MACIEL et al., 2010).
Maciel et al. (2011) constataram que os adjuvantes Agral® , Silwet® , Nimbus®
Naturl'Oleo® e Ag Bem" elevaram significativamente o controle das espécies gramineas
Brachiaria decumbens, Brachiaria humidicola, Setaria geniculata e Sorghum bicolor, quando

associado aos herbicidas de agao de contato, paraquat e MSMA.
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5. CAPITULOI1

RAMOS, Darwin Caleff. Avaliacdo da ocorréncia de biotipos de azevém com suspeita de
resisténcia ao glyphosate na regiio de Guarapuava-PR. 2015. 62f. Dissertacao (Mestrado)
- Programa de Po6s-Graduagao em Agronomia. Universidade Estadual do Centro Oeste,

Unicentro, Guarapuava-PR.

RESUMO. O trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia de bidtipos de azevém (Lolium
perene ssp. multiflorum) com suspeita de resisténcia ao glyphosate na regido de Guarapuava-
PR, assim como analisar se existe um comportamento similar entre os bidtipos quando
submetidos ao controle quimico. Para os experimentos a campo utilizou-se esquema fatorial
5x3+1, constituido por cinco herbicidas (glyphosate 4320 g ha™'; iodosulfurom-methyl 7,5 g
ha™'; clethodim 192 g ha”; quizalofop-p-tefuril 240 g ha” e paraquat 600 g ha™), trés
localidades (Unicentro, Entre Rios e Palmeirinha) e uma testemunha. Para os experimentos
em vaso foi utilizado esquema fatorial 3x2+1, constituidos por trés tratamentos herbicidas
(glyphosate com 2160 e 4320 g ha™', iodosulfurom-methyl 12,5 e 25,0 g ha™, clethodim 192 e
384 g ha™), conduzidos com 60 e 45 repetigdes em casa de vegetagdo e em ambiente natural,
respectivamente, € uma testemunha sem aplicacdo. Das trés localidades estudadas com
suspeita da presenca de azevém resistente ao glyphosate, apenas uma foi caracterizada com a
presenca de bidtipos resistentes (Unicentro, Campus CEDETEG). Assim, a resisténcia do
azevém ao glyphosate relatada pelos agricultores da regido de Guarapuava/PR pode estar
sendo motivada por outros fatores, como o uso de doses inadequadas e da qualidade da
tecnologia de aplicagdo empregada. Os herbicidas paraquat, clethodim e quizalofop-p-tefuril
foram excelentes alternativas de rotacdo de mecanismo de agdo para infestagdes de azevém

resistente e/ou com suspeita de resisténcia ao glyphosate, na regido de Guarapuava-PR.

Palavras-chave: Lolium perene ssp. multiflorum, herbicida, resisténcia, manejo.
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RAMOS, Darwin Caleff. Occurrence evaluation of Italian ryegrass biotypes with
resistance suspect to glyphosate in Guarapuava County, Parana State. 2015. 62f.

Dissertation (Master in Plant Production), UNICENTRO.

ABSTRACT. The work aimed to evaluate the occurrence of Italian ryegrass (Lolium perene
ssp. multiflorum) biotypes with resistance suspect to to glyphosate in Guarapuava County,
Parana State, as well as analyze whether there is a similar behavior when subjected to
chemical control. For the experiments the field we used factorial scheme 5x3+1, consisting of
five herbicides (glyphosate 4320 g ha™'; iodosulfurom-methyl 7.5 g ha; clethodim 192 g ha™;
quizalofop-p-tefuril 240 g ha™ and paraquat 600 g ha™), three localities (Unicentro, Entre
Rios and Palmeirinha) and a check. The other was used 3x2+1 factorial scheme, consisting of
three herbicides treatments (glyphosate with 2160 and 4320 g ha™; iodosulfurom-methyl and
12.5 and 25.0 g ha™'; clethodim and 192 384 g ha™), conducted with 60 and 45 repetitions in
greenhouse conditions and in natural environment, respectively, and a check without
application. Of the three locations studied with suspicion of the presence of glyphosate
resistant Italian ryegrass, only one was characterized by the presence of resistant biotypes
(Unicentro). Thus, the resistance of Italian ryegrass to glyphosate reported by farmers of
Guarapuava County, Parand State, may be motivated by other factors, such as the use of
inappropriate doses and quality of application technology employed. The herbicides paraquat
clethodim and quizalofop-p-tefuril were excellent rotation alternatives of action mechanism
for infestations of resistant Italian ryegrass and/or suspected glyphosate resistance, in the

region of Guarapuava County, Parana State.

Keywords: Lolium perene ssp. multiflorum, herbicide, resistance, management.
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5.1. INTRODUCAO

O azevém (Lolium perene ssp. multiflorum) tem sua origem na Bacia do Mediterraneo,
e foi cultivado inicialmente ao Norte da Italia, sendo introduzido no Brasil provavelmente
pelos imigrantes italianos (FLOSS, 1988). Em relacdo a sua distribui¢do, Flaresso e Almeida
(1992) descreveram que o azevém anual ¢ uma graminea empregada como forrageira de
inverno, em cultivo tinico ou consorciado, nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
nas regides mais frias do Parana, em fun¢ao da sua boa produtividade de massa e qualidade da
forragem. Portanto, ¢ uma excelente forrageira de estacao fria, bem como uma graminea
importante em sistemas de plantios que necessitam uma boa cobertura de solo, como o plantio
direto.

O sistema plantio direto iniciado no Brasil na década de 1970 teve como finalidade
reduzir as perdas de solo por erosao por meio do uso cobertura morta constituida por
forrageiras, ou culturas e adubos verdes manejados para essa finalidade (PRAGANA et al.,
2012). Segundo Floss (2005), ¢ necessario na superficie do solo em torno 9 a 12 toneladas de
palha por ano para sustentagdo do sistema de plantio direto. A palhada de azevém possui
elevado potencial em suprimir a emergéncia e o crescimento das invasoras devido ao
sombreamento (BALBINOT JR et al., 2005), além de diminuir a amplitude térmica do solo e
aumentar a populacdo de microrganismos que podem infectar diasporos de plantas daninhas
(VIDAL E TREZZI, 2004), assim como dos teores de matéria orginica (CALEGARI e
COSTA, 1992).

De forma contréria, nas lavouras de soja, trigo e milho o azevém ¢ considerado uma
importante planta daninha, e o manejo antes da semeadura ¢ geralmente realizado com o
herbicida glyphosate (ROMAN et al, 2004). Segundo Galli (2009), o grande uso do
glyphosate se dd pela alta eficiéncia no controle, facilidade de manuseio e baixo custo
relativo. Devido a essas caracteristicas, se tornou o principal herbicida para uso em varios
ambientes agricolas ao redor do mundo ao longo de mais de 35 anos (HARTZLER, 2014).

Pertencente ao grupo de herbicidas inibidores da 5-enol-piruvil-chiquimate- 3-fosfato
sintase (EPSPs), sendo ndo seletivo e de agdo sistémica, o glyphosate inibe esta enzima na
rota de sintese dos aminodcidos aromaticos essenciais fenilalanina, tirosina e triptofano, que
sdo precursores de outros produtos, como lignina, alcaloides, flavonoides e acidos benzoicos.
Os principais sintomas nas plantas sob seu efeito sdo amarelecimento dos meristemas e

necrose (MOREIRA et al., 2010; RODRIGUES e ALMEIDA, 2011; RUAS et al., 2012).
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Devido ao uso repetido de glyphosate nas mesmas areas, varias vezes por ano, tém-se
constatado em todo mundo, casos de resisténcia. Lolium rigidum foi o primeiro caso relatado
de resisténcia de plantas daninhas ao glyphosate registrado na Australia em 1996, sendo que
dezenove anos depois foi relatada a resisténcia a esse herbicida em outros 31 bidtipos em
varios paises (OWEN e POWLES, 2010). No Brasil, foram registrados até o momento, seis
casos de plantas daninhas resistentes ao glyphosate, constituindo as espécies Lolium perene
ssp. multiflorum(azevém), Conyza canadensis (buva), Conyza bonariensis (buva), Conyza
sumatrensis (buva), Digitaria insularis (capim-amargoso) € Chloris elata (WEED SCIENCE,
2015). Além disso, existem também relatos de espécies tolerantes ao glyphosate, tais como a
Euphorbia heterophylla, Ipomoea spp., Commelina benghalensis ¢ Richardia brasiliensis
(VARGAS e GAZZIERO, 2008).

O uso de herbicidas de baixa eficiéncia sobre azevém, mesmo com mecanismos de
acdo alternativos ao glyphosate, intensifica o processo de sele¢do de bidtipos resistentes.
Entretanto, os maiores problemas ainda estdo relacionados ao uso individual do glyphosate.
No Brasil, existem relatos desta espécie possuir bidtipos resistentes aos herbicidas inibidores
de EPSPs e ACCase, além de resisténcia multipla, ou seja, resisténcia a ambos mecanismos
de agdo (HEAP, 2015). No Rio Grande do Sul, azevém resistente ao glyphosate constitui em
um grave problema nas lavouras de soja transgénica, trigo e pomares, levando a um
consideravel aumento nos custos de producdo (VARGAS et al., 2005).

Rockenbach et al. (2015), avaliando o controle de azevém observaram bons resultados
com os herbicidas paraquat e amodnio-glufosinato, assim como para as associacdes de
glyphosate com clethodim ou quizalofop-p-tefuril, constituindo-se em opgdes vidveis para o
controle desta espécie. Entretanto, Vargas et al. (2013), trabalhando com curvas de dose-
resposta em biotipos de azevém resistente e suscetivel ao clethodim, necessitou aumentar em
15,3 vezes a dose desse herbicida para proporcionar controle eficiente ao bidtipo resistente.

Desta forma, o trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia de bidtipos de azevém
(Lolium perene ssp. multiflorum) com suspeita de resisténcia ao glyphosate em areas
identificadas por agricultores e técnicos na regido de Guarapuava-PR, assim como se existe

um comportamento similar quando submetidos ao controle quimico.

5.2. MATERIAL E METODOS
O trabalho foi divididos em duas etapas, sendo no conjunto consideradas como
experimentos 1 e 2, em funcdo das atividades e condi¢des desenvolvidas.

ETAPA 1
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Trés experimentos foram conduzidos a campo, entre abril e julho de 2014, em
diferentes localidades do municipio de Guarapuava-PR (Experimento 1), sendo estas
caracterizadas pelos agricultores e/ou técnicos com suspeita da presenga predominante de
bidtipos de azevém resistentes ao controle com o herbicida glyphosate. As localidades foram
constituidas por um experimento na area agricola do Departamento de Agronomia da
Universidade Estadual do Centro-Oeste - UNICENTRO, Campus CEDETEG, nas
coordenadas geograficas S 23° 12' 28,8" de latitude, W 53° 18' 14,7" de longitude ¢ a 1.020 m
de altitude; outro na propriedade do Sr. Helmut Henger, no Distrito de Entre Rios, nas
coordenadas geograficas S 25° 31' 18" de latitude, W 51° 32' 48" de longitude e a 1.717 m de
altitude; e um terceiro na Fazenda Santa Maria, no Distrito de Palmeirinha, nas coordenadas
geograficas S 25° 19¢ 90,6” de latitude, W 51° 33° 91,1" de longitude e a 1029 m de altitude.

As trés propriedades apresentam solo classificado como Latossolo Bruno distrofico
tipico (EMBRAPA, 2013). O clima da regido ¢ classificado como Cfb subtropical
mesotérmico imido (KOPPEN, 1948), com verdes frescos, invernos com ocorréncia de
geadas severas e frequentes, ndo apresentando estagdo seca. A temperatura média maxima
anual € de 23,5°C e a temperatura média minima anual ¢ de 12,7°C (IAPAR, 2013). Na Figura

1, verificam-se os dados meteorologicos referentes ao periodo de execugdo do trabalho.
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Figura 1. Dados meteoroldgicos referentes ao periodo de desenvolvimento das avaliagcdes nas
trés localidades estudadas. Guarapuava, PR - 2013. (Experimentos 1 e 2).

O delineamento experimental utilizando foi representado por blocos casualizados com
quatro repetigdes e dezesseis tratamentos em esquema fatorial 5 x 3 + 1, constituido por cinco

herbicidas (glyphosate com 4320,0 g e.a. ha™, iodosulfuron-methyl 7,5 g i.a. ha”, clethodim
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192 g i.a. ha™', quizalofop-p-tefuril 240 g i.a. ha” e paraquat 600 g i.a. ha™), trés localidades
(Unicentro Campus CEDETEG, Entre Rios e Palmeirinha) e uma testemunha sem aplicagao.
As unidades experimentais foram representadas por parcelas com dimensdes de 4,0 x 6,0 m
(24 m?), onde no momento das avaliacdes de controle foram desconsiderados 0,50 m das
extremidades e uma linha lateral das parcelas.

As aplicagdes dos tratamentos foram realizados na modalidade de dessecagao
utilizando um pulverizador costal pressurizado a CO,, equipado com barra de seis pontas TTi
110.015, espacadas entre si em 0,5 m e a 0,5 m de altura das plantas, em velocidade de
deslocamento de 3,6 km h™, o que constituiu taxa de aplicagdo de 200 L ha™. No momento
das aplicagoes as plantas de azevém encontrava-se altamente perfilhadas, com touceiras de 10
a 20 perfilhos, em estadio fenoldgico de desenvolvimento vegetativo, ndo sendo ainda
caracterizado emissao de inflorescéncias.

Na Tabela 1 encontram-se dispostos além dos tratamentos desenvolvidos a campo e as
datas e condi¢gdes meteorologicas no momento das aplicacdes (inicio e final), monitoradas por

meio de anemometro digital portatil.

Tabela 1. Disposicdo dos tratamentos, doses e respectivas condigdes meteoroldogicas no
momento das aplicagdes para avaliagdo do manejo do azevém (L. multiflorum)
na regido de Guarapuava-PR. Guarapuava, PR - 2013. (Experimento 1).

Experimento 1 Condicdes meteorologicas na aplicacdo
Trat Dose Dose Locais | Unicentro | Palmeirinha \Entre Rios
Aplicacdo de Dessecacdo (Loukg | (ge.a.ou (data) (25/05/13) (05/96/13) (08/06/13)
B . 1 horéirio) (15:20 a (13:35a (17:15a
p.c.ha”) | ia. ha’) ( 15:55 hs) 13:58hs) | 17:50 hs)
1 | glyphosate” + Assist™® 6,0+ 1,0 | 4320,0 [Templnicial | 19,2°C | 23,5°C | 20,2°C
2 | iodosulfuron®+ Aureo™”’ 0,15+ 1,0 7,5  (Temp Final 17,5°C | 21,3°C | 19.4°C
3 | clethodim” + Assist” 08+1,0 | 1920 |[URIicial | 67,6% | 554% | 60,5%
4 | quizalofop™® + Assist"” 2,0+1,0 240,0  |UR Final 73,7% 56,9% 62,1%
5| paraquat® + Agral™® 30405 | 6000 Ve el | 18T b | 31k B 13 kn T
6 | testemunha sem aplicagdo - - Vento Final | 2,5kmh™ | 2,8 kmh™ | 1,7kmh™

Obs. 1Roundup WG®; ? Hussar™; ” Select 240 EC®; Panther 120 EC®= quizalofop-p-tefuril; 3 Gramoxone®; © Assist®=
6leo mineral; Aureo®™” = éster metilico de 6leo de soja; *® Agral® = nonil fenoxi poli (etilenoxi) etanol.

ETAPA 2

Em complemento aos experimentos de campo, um segundo experimento foi conduzido
em casa de vegetacdo e ambiente natural na Universidade Estadual do Centro-Oeste -
UNICENTRO, Campus CEDETEG, nas coordenadas geograficas S 23°12°28,8” de latitude,
W 53°18'14,7" de longitude e a 1020 m de altitude. Nesta etapa (Experimento 2) foram

coletadas cento e cinco (105) plantas de azevém caracterizadas como suspeita de resisténcia
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ao glyphosate por ndo terem sido controladas pelo utilizando-se a dose de 4320 g e.a. ha™ nas
localidades Unicentro e Palmeirinha.

De cada planta coletada foram retirados oito partes com 2 perfilhos, sendo destas 240
e 180 partes transplantadas em unidades experimentais representadas por recipientes plasticos
com capacidade de 0,5 e 5,0 litros de solo, em casa de vegetacdo e ambiente natural,
respectivamente. Portanto, essa etapa foi representada por dois experimentos em
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x2+1, constituidos por trés
tratamentos herbicidas (glyphosate 2160 e 4320 g e.a. ha™, iodosulfuron-methyl 12,5 ¢ 25,0 g
ia. ha, clethodim 192 e 384 g i.a. ha™), conduzidos com 60 e 45 repeticdes em casa de
vegetacdo e em ambiente natural, respectivamente, € uma testemunha sem aplicacdo. A dose
de 2.160 g ha de glyphosate (3 kg ha™ da formulacio comercial) é aceita como sendo a dose-
limite para determinar a sensibilidade de azevém ao glyphosate (Vargas et al., 2007). Roman
et al. (2004) controlaram eficientemente o bidtipo susceptivel ao glyphosate com a dose de
360 g ha™.

As aplicacdes dos tratamentos herbicidas no Experimento 2 foram realizadas de forma
semelhante a desenvolvida no Experimento 1. No momento das aplicagdes as plantas de
azevém encontrava-se em estadio fenologico de 2 a 3 perfilhos e 5 a 7 perfilhos,
respectivamente, para em condicdo de casa de vegetacdo e ambiente natural. Na Tabela 2
encontram-se dispostos os tratamentos e condigdes meteorologicas no momento das

aplicagdes (inicio e final), monitoradas por meio de anemometro digital portatil.

Tabela 2. Disposicdo dos tratamentos, doses e respectivas condigdes meteoroldogicas no
momento das aplicagdes para avaliagdo do manejo do azevém (L. multiflorum)
em condi¢do de casa de vegetacdo e ambiente natural. Guarapuava, PR - 2013.
(Experimento 2).

dico
Experimento 2 Casa de Vegetacdo | Ambiente Natural .Con 1g:,oefs
Climatolégicas
Trat Dose Dose Dose Dose | pados médios | (14/06/13)
Aplicacio (Loukg | (ge.a.ou | (L oukg| (ge.a.ou (data) (15:35a
p.c. ha') | i.a. ha') |p.c. ha')| i.a. ha™) (hordrio) 15:55 hs)
1 | glyphosate” + Assist™" 3,0+1,0 | 21600 |60+1,0] 4320 Temperatura | 21,2 °C
2 | iodosulfuron® + Aureo™ 1025+ 1,0 12,5 [05+1,0] 25 |UmidadeRelativa| 543%
I T T i B F 2 s
3 | dethodimw At L 08+10 ) 1920 |16+ 10] 384 | velocidadedos | (0o
4 | testemunha sem aplicagdo - - - - Ventos ’

Obs. - 1 Roundup WGY; ” Hussar®; ” Select 240 EC‘E; * Assist® = 6leo mineral (mistura de hidrocarbometos parafinicos,
ciclo parafinicos e aromaticos saturados e insaturados); ° Aureo®™ = Ester metilico de 6leo de soja.
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As caracteristicas avaliadas foram a porcentagem de controle do azevém aos 7, 14, 21
e 35 dias apds a aplicagdo (DAA) para o Experimento 1 e aos 15 ¢ 30 DAA para o
Experimento 2, por meio de escala de notas visuais (SBCPD, 1995), onde 0% correspondeu a
auséncia de injurias e 100% a morte das plantas, assim como a matéria seca da parte aérea das
plantas aos 35 DAA, apenas para o experimento 1.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F e as suas

médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSOES
ETAPA 1

Com relacdo a eficiéncia do glyphosate aplicado em diferentes localidades no
municipio de Guarapuava-PR, com suspeita da presenga de azevém de resistente a esse
herbicida, foram constatadas diferengas significativas na intensidade dos niveis de controle
das localidades principalmente aos 7 ¢ 14 DAA (Tabela 3). Até os 14 DAA, os maiores
destaques em relacdo ao controle de azevém com o glyphosate (4320 g ha™) foram
observados em Palmeirinha e Entre Rios, com 98,5% e 90,8% de eficiéncia, respectivamente,
superando significativamente a localidade Unicentro (73,8%).

A partir dos 21 DAA, o controle de azevém com glyphosate foi altamente eficiente nas
localidades de Palmeirinha e Entre Rios, as quais ndo diferindo significativamente do
paraquat (600 g ha™). No entanto, os niveis de controle de azevém com glyphosate foram
apenas satisfatorio para a localidade Unicentro (Campus CEDETEG) até os 35 DAA (Tabela
3). Estes resultados indicam que os biotipos de azevém coletados na Unicentro apresentam
maior tolerancia ao glyphosate quando comparado aos bidtipos coletados nas regides de
Palmeirinha e Entre Rios. Assim, a percep¢do/suspeita de resisténcia do azevém ao
glyphosate relatada pelos agricultores nas referidas localidades estudadas pode estar sendo
motivada em func¢do de outros fatores, tais como o uso de doses inadequadas para a espécie e
a qualidade da tecnologia de aplicacdo empregada. Outro aspecto, a ser considerado ¢
sensibilidade diferencial dos gendtipos de azevém diploide e tetraploide ao glyphosate. Dors
(2009) observou que o azevém tetraploide apresentou tolerancia superior ao glyphosate de 1,6
vezes a dose para controlar o gendtipo diploide.

Para os herbicidas inibidores da enzima ACCase clethodim e quizalofop-p-tefuril,
observou-se evolugdo dos niveis de eficiéncia entre 7 ¢ 14 DAA (Tabela 3), com destaque
somente para o clethodim utilizado em Palmeirinha, o qual teve eficiéncia satisfatoria aos 14

DAA (82,5%), conforme os critérios da SBCPD (1995). Segundo Roman et al. (2007), os
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sintomas nas plantas submetidas aos inibidores de ACCase demoram a aparecer em razdo da

lenta translocacao ¢ do mecanismo de a¢ao nos meristemas.

Tabela 3. Controle (%) de azevém (L. multiflorum) aos 7, 14, 21 e 35 dias apds a aplicagao
(DAA) em trés localidades da regidao de Guarapuava-PR. Guarapuava, PR - 2013.

(Experimentol).
Experimento 1 7 DAA 14 DAA
Trat Dose .. ..
Aplicacdo de Dessecagdo | (L ou kg [Unicentro Palr}rllelg ]%{r}tre Unicentro Pah}?em Entre Rios
p.C. ha_l) nha 108 nna
1 | glyphosate” + Assist™® 6,0+ 1,0 38,3bC |63,8bA | 57,5bB | 73,8bC | 98,5aA | 90,8bB
2 iodosulfuron® + Aureo®” 0,15+ 1,0] 3,5¢cA | 3,0cdA | 3,5cA | 14,0dA | 10,8cAB| 5,8¢B
3 | clethodim” + Assist” 08+1,0| S50cA | 3,5cA | 50cA | 42,8cB | 82,5bA | 45,0cB
4 | quizalofop + Assist® 20+1,0]| 3.0cA | 3,0cdA | 4,0cA | 36,5B | 77,5bA | 37,0dB
5 | paraquat” + Agral®”® 3,0+0,5| 98,0aA [92,0aB | 98,3aA | 97,8aA |100,0aA | 99,3aA
6 | testemunha sem aplicacio - 0,0dA | 0,0dA 0,0dA 0,0eA 0,0dA | 0,0eA
Fea (H) - 6885,473* 1501,879%
Feu (L) - 30,011% 170,221 %
Fe (Hx L) - 49,916* 43,478*
CVy, - 6,17 7,46
DMS (s, (H) - 3,45 7.04
DMS s, (L) - 2,82 6,08
Trat Experimento 1 21 DAA 35 DAA
1 | glyphosate” + Assist™” 6,0+1,0 | 83,3bB | 99,0aA | 95,8bA | 86,0bB | 99,5aA | 99,3aA
2 | iodosulfuron”+ Aureo™” | .15+ 1,0 | 23.3¢B | 45,0cA | 16,3dC | 53,8cB | 67,5bA | 52,8bB
3 | clethodim” + Assist” 0,8+1,0 | 82,0bB | 92,8abA| 85,3cB | 98,5aA | 99,0aA | 98,5aA
4 | quizalofop + Assist” 2,0+ 1,0 | 80,8bB | 89,8bA | 78,3cB | 99,0aA | 98,5aA | 98.,8aA
5 | paraquat” + Agral™® 3,0+0,5 | 98,5aA |100,0aA | 99,8aA | 99,0aA |100,0aA | 100,0aA
6 | testemunha sem aplicagdo - 0,0dA 0,0dA | 0,0eA 0,0dA 0,0cA 0,0cA
Fea (H) - 1319,651%* 2780,198*
Fea (L) - 45,034* 19,197*
Fe (Hx L) - 10,103* 10,916*
CVy, - 5,99 3,51
DMS (sv;) (H) - 8,15 5,52
DMS 5, (L) - 6,64 1,32

Obs. . 1Roundup WG®; 7 Hussar”; ” Select 240 EC®; Panther 120 EC® = quizalofop-p-tefuril; 5 Gramoxone®; ® Assist® =

6leo mineral; Aureo™” = éster metilico de 6leo de soja; " Agral® = nonil fenoxi poli (etilenoxi) etanol.
)] ar p

- Médias seguidas pelas mesmas letras maitisculas nas linhas e minusculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Aos 21 DAA foi identificado inicio do controle satisfatério de azevém para ambos
herbicidas inibidores de ACCase, os quais aos 35 DAA ja ndo mais diferiam entre si e entre as
trés localidades, constituindo excelentes niveis de eficiéncia, superiores a 98,5% (Tabela 3).
Entretanto, ¢ importante ressaltar que o uso frequente de herbicidas com mesmo mecanismo
de acdo pode favorecer o desenvolvimento de plantas daninhas resistentes (ROMAN et al.,

2004; CHRISTOFFOLETI ¢ LOPEZ-OVEJERO, 2008). Na maioria das espécies de plantas
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daninhas resistentes aos inibidores de ACCase tem sido atribuida por alteragdes no sitio de
acdo da enzima (VOLENBERG e STOLTENBERG, 2002). Segundo Devine (1997), a
resisténcia a esse mecanismo de acdo esta relacionada com diferentes mutagdes, sendo os
graus de resisténcia varidveis dentro das espécies e linhagens, onde ¢ comum ocorrer padrdes
diferenciados de resisténcia cruzada.

O iodosulfuron-methyl, na dose de 7,5 g ha™, nio apresentou desempenho satisfatorio
no controle de azevém até os 35 DAA (Tabela 3), sendo que os niveis de eficiéncia obtidos
nas trés localidades ndo ultrapassaram 67,5%. Esse resultado além de caracterizar a
ineficiéncia da dose comercial de iodosulfuron-methyl para o estadio de perfilhamento em
que as plantas de azevém se encontravam, também indicou comportamento bastante singular
entre as trés localidades estudadas, onde se obteve controle superior na localidade de
Palmeirinha em comparacao as demais localidades.

Mariani et al. (2013), ao identificarem que a resisténcia do azevém ao iodosulfuron-
methyl ¢ codificada por gene dominante nuclear com domindncia completa, também
constataram baixa eficiéncia de controle para plantulas do bidtipo suscetivel até 28 DAA.
Segundo Rodrigues & Almeida (2011) e Mariani et al. (2013), a eficacia do iodosulfuron-
methyl para o controle de azevém dependente do estddio de desenvolvimento, sendo os
melhores resultados obtidos em plantas jovens, com 2 a 4 folhas ou no méximo 1 perfilho.

De forma geral, os resultados de matéria seca da parte aérea das plantas de azevém,
também indicam as mesmas tendéncias da avaliagdo visual de controle, sendo que os menores
valores dessa variavel constituiram os tratamentos mais eficientes (Tabela 4). Esses resultados
corroboram com os descritos por Vargas et al. (2005) e Dors (2010), onde a fitomassa seca de
azevém apresentou a mesma tendéncia dos resultados de porcentagem de controle,
constituindo uma correlagdo inversamente proporcional entre essas variaveis.

Os resultados do Experimento 1 indicam os herbicidas paraquat, clethodim e
quizalofop-p-tefuril serem excelentes alternativas de rotacdo de mecanismo de agdo, visando
o manejo de azevém resistente ao glyphosate. Outros resultados de pesquisa também
mencionaram a viabilidade do controle de bidtipos de azevém resistentes ao glyphosate com
herbicidas de mecanismos de acdo diferente, sugerindo entre as melhores alternativas a
adocdo da rotagdo com os inibidores de ACCase como medida preventiva
CHRISTOFFOLETI et al., 2004; VARGAS et al.,2006; NEVES et al., 2010; PEREIRA,
2015; ROCKENBACH et al., 2015). Entretanto, em 2010 também foram identificados no

Brasil biotipos de azevém resistentes aos herbicidas inibidores da enzima ALS em lavouras de
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trigo e bidtipos com resisténcia multipla aos inibidores de ACCase e EPSPs em lavouras de

trigo, milho e soja (HEAP, 2015).

Tabela 4. Matéria seca da parte aérea de azevém (L. multiflorum) aos 35 dias ap0s a aplicagao
(DAA) dos tratamentos herbicidas em trés localidades da regido de Guarapuava-
PR. Guarapuava, PR - 2013. (Experimentol).

Experimento 1 Matéria Seca da Parte Aérea aos 35 DAA (g m?)
2t s plicagio d A Dose i Imeirinh Entre Ri
Aplicacdo de Dessecacdo (L ou kg p.c. ha'l) Unicentro Palmeirinha ntre Rios
1 | glyphosate” + Assist™® 6,0+ 1,0 42,673 bcA 1,554 bB 30,492 bAB
2 | iodosulfuron”®+ Aureo®’ 0,15+ 1,0 70,392 bA 26,868 bB 89,225 aA
3 | clethodim” + Assist” 0.8+1,0 4,044 cA 6,142 bA 24,357 bA
4 | quizalofop’ + Assist” 20410 0,432 cA 1,876 bA 28,262 bA
5 | paraquat” + Agral™® 3,0+0,5 0,850 cA 0,807 bA 0,524 bA
6 | testemunha sem aplicacgo - 170,929 aA 88,119 aB 104,130 aB
Fea (H) - 55,158 *
Fcal (L) = 12,145 *
Feq (Hx L) - 4,159 *
CVy, - 55,67
DMS (s, (H) - 44,79
DMS (50, (L) - 36,53
Obs. . ! Roundup WAG@“; 2 Hussar”; ” Select 240 EC®; ™ Panther 120 EC®= quizalofop-p-tefuril; 3 Gramoxone®; © Assist® =
6leo mineral; Aureo®” = éster metilico de 6leo de soja; *® Agral® = nonil fenoxi poli (etilenoxi) etanol.

- Médias seguidas pelas mesmas letras maitisculas nas linhas e minusculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

ETAPA 2

Os resultados complementares do Experimento 2, onde foram utilizadas plantas de
azevém nao controladas pelo glyphosate no Experimento 1, indicaram realmente haver um
grau de tolerancia ao glyphosate na localidade Unicentro superior a de Palmeirinha nos dois
estadios de desenvolvimento e ambientes estudados (Tabela 5). Considerando a somatoria dos
tratamentos herbicidas aplicados nos Experimentos 1 e 2, as plantas de azevém do
Experimento 2 foram submetidas na aplicagdo de glyphosate nas doses de 6480 g ha™ (4320 g
ha™ Experimento 1 + 2160 g ha™ experimento 2) e 8640 (4320 g ha™ experimento 1 + 4320 g
ha™ experimento 2), em ambientes de casa de vegetagdo e condi¢do natural, respectivamente.
Nesse sentido, observa-se que ainda assim, em torno de 20% das plantas provenientes da
localidade Unicentro ndo foram eficientemente controladas pelo glyphosate,
independentemente do estadio e local de desenvolvimento, assim como das doses utilizadas.

Felipe e Kozlowki (2014) e Souza e Kozlowki (2015) determinaram o fator de
resisténcia (FR) de 15,9 e 5,63, respectivamente, para bidtipos de azevém com suspeita de

resisténcia ao glyphoste coletados da regido de Guarapuava-PR. Vargas et al. (2005) também
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constataram fator de resisténcia (FR) de 16,8 entre bidtipo de azevém suscetivel e resistente
ao glyphosate proveniente do Estado do Rio Grande do Sul, o que evidencia que as plantas
resistentes podem requerer doses de até 16,8 vezes maior que as sensiveis para obter o mesmo
efeito de controle. Portanto, o que comprova a existéncia de populagdes de azevém com
ocorréncia de biotipos com diferentes niveis de resisténcia ao herbicida glyphosate

Apesar de ndo terem sido realizados estudos de dose-resposta para os biotipos de
azevém nas trés localidades da regido de Guarapuava-PR, as plantas no Experimento 2, e
originarias do Experimento 1, foram submetidas a aplicagdo total de 3,6 a 4,8 vezes a dose
comercial de glyphosate (RODRIGUES e ALMEIDA, 2011; SEAB, 2015) (Tabela 5).
Segundo Ferreira et al. (2006), o mecanismo de resisténcia do azevém ao glyphosate esta
relacionado a menor translocacdo do herbicida nos bidtipos resistentes em relacdo aos
susceptiveis.

Para o clethodim observou-se excelentes niveis de controle para os bidtipos de azevém
com suspeita de resisténcia ao glyphosate em ambas localidades e condi¢cdes estudadas (>
89,4%), ndo confirmando a possibilidade de suspeita de resisténcia a esse mecanismo de acao
(Tabela 5). Em trabalho de dose-resposta, Vargas et al. (2005), além de relatarem o elevado
fator de resisténcia (FR) do biotipo resistente ao glyphosate, também observaram menor
sensibilidade desse biotipo aos herbicidas inibidores da enzima ACCase. Em complemento,
Vargas et al. (2013), determinaram a necessidade de aumento de 15,3 vezes a dose do
herbicida clethodim para o controlo eficiente do bidtipo resistente de azevém.

Outro resultado interessante constatado no Experimento 2 (Tabelas 5) foi que para o
azevém com 2 a 3 perfilhos submetido a aplicagdo do iodosulfuron-methyl em casa de
vegetacio, no dobro da dose do Experimento 1, ou seja, 250 g pc ha” (12,5 g ia. ha™)
observou-se controle eficiente aos 30 DAA, ndo diferindo significativamente do tratamento
com clethodim na dose de 0,8 L pc ha™ (192 g i.a. ha). Entretanto, para o azevém de 5 a 7
perfilhos e em condi¢do natural de desenvolvimento, o iodosulfuron-methyl com quatro vezes
a dose do Experimento 1, ou seja, 500 g pc ha” (25,0 g i.a. ha™), ainda assim ndo obteve
controle satisfatorio aos 30 DAA, sendo significativamente inferior ao tratamento com
clethodim. Segundo Askew et al. (2000), o controle das plantas daninhas com herbicidas em
pos-emergéncia depende do estadio fenologico no momento da aplicacdo. Portanto, o
desenvolvimento fenologico, assim como os fatores ambientais, sdo condi¢des importantes
para na eficacia dos herbicidas.

Apesar do estudo indicar apenas uma das trés localidades com maior problema de

controle de azevém ao herbicida glyphosate, ¢ importante ressaltar que independente desse
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resultado a adogdo de medidas proativas devem compor as estratégias de manejo para retardar
a evolucdo e propagacdao da resisténcia (MITHILA e GODAR, 2013). Atualmente, nos
estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina ja existirem relatos comprovados de casos de
resisténcia multipla a herbicidas para o azevém (EPSPs+ACCase). No Parana a introdugado de
bidtipos com resisténcia principalmente a glyphosate pode estar relacionado principalmente a

comercializacdo de sementes sem controle ¢ fiscalizagao.

Tabela 5. Controle (%) de azevém (L. multiflorum) com 2 a 3 perfilhos em casa de vegetacao
e 5 a 7 perfilhos em ambiente natural aos 15 e 30 dias apos a aplicagao (DAA),
utilizando plantas coletadas no Experimento 1, ndo controladas com o glyphosate
(6,0 kg pc ha™). Guarapuava, PR - 2013. (Experimento 2)

Experimento 2 - “casa de vegetacdo” 15 DAA 30 DAA
Trat L ~ Dose . i . .
Aplicacdo de Dessecacio (L ou kg p.c. ha'l) Unicentro | Palmeirinha | Unicentro Palmeirinha
1 | glyphosate”” + Assist™ 3,0+1,0 69,6a 86,1a 80,3bB 99,0bA
2 | iodosulfuron”®+ Aureo™” 0,25+ 1,0 13,3b 8,2b 92,1aA 87,0aB
3 | clethodim” + Assist®™ 0,8+ 1,0 4,1bc 6,3b 94,7aA 93,5aA
4 | Testemunha sem aplicagdo - 0,0c 0,0b 0,0cA 0,0cA
Fea (H) - 369,070* 1691,641*
Fea (L) - 3,181 7,950%
Fea (Hx L) - 5,949* 23,036*
CVy, - 88,83 17,78
DMS 54y (H) - 9,81 5,72
DMS sy, (L) - 7,47 4,35
Experimento 2 - “ambiente natural” 15 DAA 30 DAA
Trat L ~ Dose . .. . .
Aplicacdo de Dessecacdo (L ou ke p.c. ha') Unicentro | Palmeirinha | Unicentro Palmeirinha
1 | glyphosate T+ Assist™ 6,0+1,0 68,9aB 80,9aA 78,4bB 100,0aA
2 | iodosulfuron”®+ Aureo™® 0,5+ 1,0 3,0bA 3,4cA 68,6cA 70,0bA
3 | clethodim” + Assist™ 1,6 +1,0 7,5bB 17,3bA 89,4aB 99,9aA
4 | Testemunha sem aplicagdo - 0,0bA 0,0cA 0,0dA 0,0cA
F.a (H) - 327,075* 872,649*
Fea (L) - 8211* 32,028*
Fea (Hx L) - 2,579™8 11,377*
CVy, - 81,70 22,12
DMS (5o (H) - 10,07 7,62
DMS 5oy (L) - 7,67 5,81

Obs. . 1Roundup WG®; ? Hussar™; ” Select 240 EC®; ™* Assist® = 6leo mineral; Aureo™” = éster metilico de 6leo de soja.
- Médias seguidas pelas mesmas letras maitisculas nas linhas e minusculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

5.4. CONCLUSOES
A andlise cojunta das informagdes permite concluir que das trés localidades estudadas
com suspeita da presenca de azevém resistente ao glyphosate, apenas uma foi caracterizada

com maior evidéncia da presenca de biotipos resistentes (Unicentro, Campus CEDETEG).
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A suspeira de resisténcia do azevém ao glyphosate relatada pelos agricultores da
regido de Guarapuava-PR pode estar sendo motivada por outros fatores, como o uso de doses
inadequadas e da qualidade da tecnologia de aplicacao empregada.

Os herbicidas paraquat, clethodim e quizalofop-p-tefuril foram excelentes alternativas
de rotagdo de mecanismo de acdo para infestagdes de azevém com suspeita de resisténcia ao

glyphosate na regido de Guarapuava/PR..
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6. CAPITULO II

RAMOS, Darwin Caleff. Variabilidade genética de genotipos de azevém resistentes e
suscetiveis ao glyphosate. 2015. 62f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduagao

em Agronomia. Universidade Estadual do Centro Oeste, Unicentro, Guarapuava-PR.

RESUMO - O herbicida glyphosate, inibidor da enzima 5-enolpiruvoil-shikimato-3-fosfato
sintetase (EPSPs), tem sido amplamente utilizado para o controle de plantas daninhas. A alta
pressao de selecao sobre as plantas daninhas tem selecionado bidtipos resistentes, entre eles o
azeveém (Lolium perene ssp. multiflorum). Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar
se ha diferengas quanto a variabilidade genética em duas populacdes de azevém, uma
resistente e uma suscetivel, ao herbicida glyphosate. Para isso, plantas resistentes e suscetiveis
foram coletadas em uma 4rea agricola no municipio de Guarapuava, Parand. O DNA destas
plantas foi extraido e avaliado utilizando sete marcadores ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat). Estes primers ISSR amplificaram 83 loci, e destes, 70 apresentaram-se polimorficos.
Foi observada similaridade genética de 34% entre as plantas de azevém resistentes ao
herbicida glyphosate e 38% entre plantas suscetiveis. O indice de diferenciagdo genética ®ST
(FST) de 0,07 indicou moderada estruturagdo das populacdes de azevém resistentes e
suscetiveis. O dendograma de similaridade formou dois grupos, sendo um com plantas
resistentes e outro com plantas suscetiveis. Os resultados obtidos demonstram que existe
moderada diversidade genética na populagdo resistente de azevém. Esta observacgao pode ser
justificada pelo fato da espécie ser de polinizacdo cruzada elevando a variabilidade da
populacdo resistente a cada ciclo. Isto se d4 pelo cruzamento de plantas resistentes com
plantas suscetiveis. Estes resultados alertam para a necessidade de controle antecipado em
areas com historico ou suspeita de resisténcia, além da inerente necessidade de rotacdo de

herbicidas com diferentes mecanismos de agao.

Palavras-Chave: marcadores moleculares; ISSR; similaridade genética; EPSPs.
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RAMOS, Darwin Caleff. Genetic variability of resistant ryegrass genotypes and
susceptible to glyphosate. 2015. 62f. Dissertation (Master in Plant Production),
UNICENTRO.

ABSTRACT - The glyphosate herbicide, inhibitor of the enzyme 5-enolpiruvoil-shikimate-3-
phosphate synthase (EPSPs), has been widely used for weed control. A high selection
pressure on weeds has selected resistant biotypes, including ryegrass (Lolium perene ssp.
multiflorum). In this sense the objective of this study was to evaluate if there are differences
in genetic variability in two populations of ryegrass, a tough and susceptible to glyphosate
herbicide. For this, resistant and susceptible plants were collected in an agricultural area in
Guarapuava, Parana; The DNA of these plants were extracted and evaluated using seven ISSR
(Inter Simple Sequence Repeat) markers. These ISSR primers amplified 83 loci, and of these,
70 displayed polymorphism. It was observed genetic similarity of 34% between ryegrass
plants resistant to the herbicide glyphosate and 38% among susceptible plants. The FST 0.07
shows moderate structuring of populations of resistant and susceptible ryegrass. The
dendrogram formed two groups, one with hardy plants and the other with susceptible plants.
The results shows that there moderate genetic diversity in populations resistant ryegrass. This
observation can be explained by the fact that the species is cross-fertilization raising the
variability of each cycle resistant population. This is done by crossing resistant plants
susceptible plants. These results highlight the need for early control in areas with resistance
history, beyond the inherent need for rotation of herbicides with different mechanisms of

action.

Keywords: Molecular markers; ISSR; genetic similarity; EPSPs.
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6.1. INTRODUCAO

O azevém (Lolium perene ssp. multiflorum) ¢ uma espécie graminea de ciclo anual,
que se desenvolve principalmente no Sul do Brasil durante a estagdo fria, sendo amplamente
utilizado como espécie forrageira durante o inverno. No entanto, devido suas caracteristicas
de dispersao, ele pode se constituir em planta daninha em culturas cultivadas na sucessao, tais
como soja, trigo e milho. Além disso, plantas espontaneas de azevém ¢ fonte de permanéncia
das sementes e infestagcdes futuras, comprometendo culturas de cereais de inverno como
cevada, centeio, trigo e triticale (ROMAN et al., 2004).

O surgimento de plantas daninhas resistentes aos herbicidas pode ser considerado um
evento recente (CHRISTOFFOLETTI et al., 2003). Relatos iniciais foram desenvolvidos no
final da década de 60 devido a intensiva aplicacdo de herbicidas. Desde entdo, o numero de
bidtipos de espécies de plantas daninhas resistentes a herbicidas vem aumentando
progressivamente (HRAC, 2015), sendo que no Brasil atualmente j4 foram reconhecidas e
relatadas seis espécies resistentes ao principio ativo glyphosate, estando entre as mesmas o
azevém (WEED SCIENCE, 2015).

O glyphosate ¢ um dos herbicidas mais utilizados nos controle de plantas daninhas no
mundo. Seu mecanismo de acdo constitui em inibir a enzima 5-enolpiruvoilshikimate-3-
fosfato sintase (EPSPs), e consequentemente, paralisar a rota de sintese dos aminoacidos
aromaticos essenciais, fenilalanina, tirosina e triptofano, os quais sdo precursores de outros
metabolitos, como lignina, alcaldides, flavondides e acidos benzdicos (KRUSE et al., 2000).

O primeiro caso de resisténcia de azevém (Lolium perene ssp. multiflorum) ao
glyphosate foi relatado por Perez e Kogan (2003) em pomares no Chile, em média, onde
foram realizadas trés aplicacdes de glyphosate por ciclo, durante os ultimos 10 anos. No
Brasil, o primeiro relato da ocorréncia de bidtipos de azevém resistentes ao glyphosate foi
realizado por Roman et al. (2004) em lavouras de culturas anuais e pomares de mac¢a no
estado do Rio Grande do Sul.

Uma das caracteristicas inerentes as plantas daninhas ¢ a ampla diversidade genética
(VIDAL e JUNIOR, 2001). Essa diversidade genética existente em uma populagdo é o
resultado do processo de evolugdo natural da espécie, que deriva principalmente da variagao
mendeliana, da hibridag¢do interespecifica e da poliploidia (WINKLER, 2002). Uma das
finalidades a ser alcangado no manejo integrado de plantas daninhas ¢ a prevencao da selecao
de biotipos resistentes a herbicidas. A deteccdo de alteragdes moleculares tem importancia
fundamental para viabilizar técnicas de controle, como o quimico, uma vez que podera haver

respostas diferenciadas de possiveis materiais a agdo de herbicidas, incrementando ou
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reduzindo a eficiéncia de controle (VIEIRA et al., 2010). Deste modo, ¢ de suma importancia
que a presenca de plantas resistentes a esse herbicida seja detectada o mais cedo possivel, de
maneira que as estratégias de manejo possam ser estabelecidas.

Por ndo necessitarem que a planta complete o seu ciclo, as técnicas moleculares sao
importantes por acelerar os processos de andlise da variabilidade e selecdo, além de nao
sofrem interferéncia do meio e ainda apresentarem alta eficiéncia para discriminagdo de
materiais (Ferreira e Grattapraglia, 1998), sendo que o uso destas ferramentas para detectar e
analisar a variabilidade genética em nivel molecular oferecem informagdes adicionais a outros
estudos relativos a conservagdao e ao uso de bancos de germoplasma (FALEIRO, 2007).
Dantas et al. (2012) mencionaram a caracterizagdo molecular como uma importante atividade
para o conhecimento no que diz respeito aos germoplasmas.

Marcadores moleculares tém sido utilizados para estudos de variabilidade genética em
plantas daninhas, como o descrito no trabalho de Vieira (2003), que analisou a variabilidade
genética em acessos de trapoeraba (Commelina benghalensis) em comparagdo a resposta
fenotipica ao herbicida glyphosate. Vidal et al. (2005) avaliaram por RAPD, o grau de
similaridade genética entre acessos de picdo-preto (Bidens pilosa) resistentes aos herbicidas
inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS), bem como a relagdo entre o coeficiente de
similaridade genética e a distancia geografica desses acessos, obtendo-se baixa similaridade
genética entre 0s acessos, através do marcador molecular RAPD. Winkler et al. (2003),
utilizando marcadores RAPD observou similaridade média de 40% em populagdes de leiteira
(Euphorbia heterophylla) resistentes a herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase.

Os marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) sdo marcadores
moleculares dominantes baseados nos microssatélites, com a vantagem de ndo necessitar do
conhecimento prévio do genoma (REDDY et al., 2002). Essa ferramenta tem a vantagem de
analisar multiplos locos em uma tnica reagdo. Os alelos polimorficos ocorrem sempre que em
um genoma ocorra delecdo ou insercdo em uma sequencia, que modifica a distancia entre as
repetigdes microssatélites. Também, ocorre devido a diferengas no comprimento do
microssatélite, principalmente nos primers ancorados na posi¢cao 5’ (Gouldo e Oliveira, 2001),
sendo ainda uma técnica simples, rapida, barata, eficiente (VEIGA et al., 2011).

Os resultados obtidos com os marcadores ISSR sdo confiaveis, devido sua abundancia
e dispersdo no genoma, alta reprodutibilidade, alto polimorfismo e pela rapidez em obter
resultados (RODRIGUES, 2010). Além de serem usados em estudos de diversidade genética e
selecdo assistida, esses marcadores de DNA também podem contribuir em programas de

melhoramento vegetal para selecdo de genotipos a serem utilizados futuramente como
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genitores de novas cultivares, pois apresentam entre os mais utilizados atualmente para varias
espécies de plantas (COSTA et al, 2010). Pesquisas com os marcadores ISSR tém-se
mostrado eficientes na analise da variabilidade genética em diversas espécies de plantas, tais
como a manga (Rocha et al., 2012), trapoeraba (Vieira, 2003), picdo-preto (Vidal et al., 2005)
e o umbu-cajazeira (SANTANA et al., 2011).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi determinar a variabilidade genética de duas
populacdes de azevém utilizando marcadores ISSR e avaliar se ha estruturacdo entre a

populacao resistente e a suscetivel ao herbicida glyphosate.

6.2. MATERIAL E METODOS
6.2.1. Local
As analises moleculares foram realizadas no laboratério de Genética e Biologia
Molecular Vegetal, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual do

Centro-Oeste, Unicentro, Campus Cedeteg, Guarapuava, Parana.

6.2.2. Material Vegetal
O material vegetal utilizado para as analises moleculares foi formado por 30 gendtipos
de azevém, sendo 15 resistentes e 15 suscetiveis ao herbicida glyphosate, coletados na regido
de Guarapuava-PR. A fenotipagem quanto a resisténcia e suscetibilidade foi determinado
conforme descrito no Capitulo I desta dissertagdo. As folhas destes individuos foram
coletadas em silica gel e armazenadas a -20°C até o momento da extragdo do DNA. Para
extragdo do DNA, o material vegetal foi macerado em almofariz, utilizando nitrogénio

liquido, até a obtengdo de um p6 bem fino.

6.2.3. Extracao do DNA

O DNA foi extraido do macerado obtido das folhas de cada genotipo de azevém,
conforme protocolo proposto por Doyle e Doyle (1990), com modifica¢des. Para isso o
material foi colocado em tubos de 1,5 mL, homogeneizado com o tampao de extracao
colocado em banho-maria por 45 minutos a 65°C, com agita¢des periddicas. Foram utilizados
100 mg de tecido vegetal de cada individuo e 700uL do tampao de extragdo (0,1M de Tris-
HCI pH 8,0; 1,4M de NaCl; 20mM de EDTA pH 8,0; 2% (p/v) CTAB; e 0,4% (v/v) de B-
mercaptoetanol) pré-aquecido a 65°C. A primeira extragdo dos acidos nucleicos foi realizada
com 700 pL de cloroféormio: alcool isoamilico (24:1, v/v), separando-se a fase organica da

fase aquosa por centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante da solugdo foi
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transferido para novo tubo, no qual foram adicionado 500 pL de cloroférmio: alcool
1soamilico (24:1 v/v) e centrifugado novamente a 12.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
dessa centrifugagdo foi transferido para um novo tubo, e foram realizadas sucessivas lavagens
com alcool para obtencdo de DNA puro, e deixado secar overnight. Apds seco, o DNA foi
ressuspendido em 100 pL de solugao TE (1 mM Tris e 0,1 mM EDTA pH 8,0) e tratado com
RNAse a 37 °C por uma hora.

A quantificagdo do DNA foi realizada por eletroforese em gel de agarose, corados
com brometo de etidio e visualizados sob luz UV. Para determinagdo da quantidade de DNA
obtido de cada genotipo, foi utilizado na eletroforese quantidades conhecidas de DNA do fago

A (100, 200 € 400 ng).

6.2.4. Reacido em Cadeia da Polimerase (PCR) com primers ISSR

Para determinacdo da variabilidade genética nos genotipos de azevém estudados foram
utilizados sete primers ISSR (Tabela 1). Estes primers foram selecionados como os melhores,
entre 42 disponiveis na literatura, para estudos em azevém por Baldissera (2014). As reacoes
de amplificagdo do DNA de cada gendtipo via PCR foram conduzidas em volume final de
12,5 pL contendo: 20 ng de DNA, 0,2 uM de primer, 200 uM de cada ANTP, 1,5 mM de
MgClL e 1 U de Taq DNA Polimerase e 1X de tampao para PCR. Para a amplifica¢do o
termociclador foi programado para uma desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de
35 ciclos de 94°C por 45s, temperatura de anelamento dos primers por 45s e 72°C por 90s.

Por fim foi realizado um passo a 72°C por 5 minutos para extensdo final dos fragmentos.

6.2.5. Eletroforese
Os produtos de amplificagdo foram resolvidos em gel de agarose 1,8% corado com
brometo de etidio (0,5 pg mL™). Para determinagdo do tamanho dos fragmentos amplificados
foi utilizado o marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb. O resultado da eletroforese

foi visualizado em luz UV e fotodocumentado com sistema digital.

6.2.6. Avaliacdo dos produtos de amplificacoes e analise estatistica
Os individuos foram genotipados de acordo com a presenca e auséncia de bandas, a
partir desses dados foi construida uma matriz bindria. A porcentagem de polimorfismo de
cada primer ISSR foi calculada dividindo o nimero de bandas polimérficas pelo numero total
de bandas amplificadas pelo referido primer. A similaridade genética entre os gendtipos foi

mensurada pelo software NTSYS 2.2 (Numerical Taxonomy Analyses System) utilizando o
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coeficiente de Jaccard (ROHLF, 2007). Com base nas similaridades par-a-par foi determinada
a similaridade média de cada populagdo. O agrupamento dos individuos e desenho do
dendrograma foi realizado pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean). Para determinacao do indice de diferenciagao genética ®ST (FST) entre as

populagdes utilizou-se o software ARLEQUIN versao 3.11.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSOES
Os sete primers ISSR utilizados amplificaram 83 loci, com variagdo de tamanho de
fragmentos entre 150 a 1500 pb. Todos primers utilizados apresentaram bom padrao de
amplificacdo nos 30 biotipos de azevém testados. Na Figura 1 ¢ apresentado o padrdo de
amplificacdo do primer ISSR UBC 856 nos genotipos de azevém resistentes e suscetiveis ao

herbicida glyphosate avaliados neste trabalho.
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Figura 1. Gel de agarose com o padrdo de amplificagdo do primer ISSR UBC 856 nos 30
gendtipos de azevém. Os genotipos 1 a 15 e 16 a 30 sdo resistentes e suscetiveis ao herbicida
glyphosate, respectivamente. A letra M indica o marcador de peso molecular DNA Ladder

100 pb, enquanto a seta no lado esquerdo indica o fragmento de 600 pb do DNA Ladder.

Dos 83 fragmentos amplificados, 70 apresentaram-se polimorficos, demonstrando
porcentagem de polimorfismo de 84,3% (Tabela 1). A média de fragmentos amplificados por
primer foide 11,85. Os primers que apresentaram maior polimorfismo foram UBC813 e UBC
873 (100%) e os menores, UBC 811 e UBC 823 (75%) (Tabela 1). Silva et al. (2010)
utilizaram oito primers ISSR para avaliar a variabilidade genética em 46 genétipos de feijao-
caupi, produzindo 62 locos, destes 49 foram polimorficos (79,04%) com 6,12 marcadores por
primer.

A alta porcentagem de polimorfismo (84,3%) dos marcadores ISSR nas populagdes de

azevém evidéncia alta variabilidade genética. Esta variabilidade pode ser explicada pelo fato
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da espécie L. multiflorum ser uma planta de polinizagdo cruzada, e de ampla ocorréncia na
regido. Primers ISSR também sdo eficientes em estudo com fungos, por apresentarem elevado
polimorfismo, como observado por Nghia et al. (2008) e Archana et al. (2014), que
carcterizaram indice de polimorfismo de 91,50% e até 95,45%, respectivamente, para

Corynespora cassiicola e Bipolaris oryzae.

Tabela 1. Caracteristicas dos primers ISSR utilizados para as analises das populacdes de
azevém resistente e suscetivel ao herbicida glyphosate, representadas pela
temperatura de anelamento (TA), nimero total de fragmentos amplificados
(NTF), ntmero de fragmentos polimorficos (NTP) e porcentagem de
polimorfismo (%P).

Primer Sequéncia* TA (°O) NTF NFP %P
UBC 811 (GA)C 52 8 6 75
UBC 813 (CT)sT 50 7 7 100
UBC 823 (TC)sC 52 16 12 75
UBC 856 (AC)sCTA 55 15 13 86
UBC 857 (ACRYG 54 14 11 78
UBC 873 (GACA),4 50 8 8 100
UBC 886 VDV(CT), 55 15 13 86
83 70 84,3

*Y=(CT);V=(A,CG);D=(A,GT)

O dendrograma construido com base no indice de similaridade de Jaccard formou dois
grupos (Figura 2). O grupo I foi formado por 13 (dos 15) gendtipos resistentes ao glyphosate.
O grupo 1II foi formado por 14 (dos 15) genotipos suscetiveis ao glyphosate mais o gendtipo
R11 (resistente). Os genotipos R15 (resistente) e S29 (suscetivel) ndo se agruparam.

A similaridade genética média das populacdes de azevém foi de 34 e 38% nas
populagdes resistentes e suscetiveis, respectivamente. Vidal et al. (2006) e Lamego et al.
(2006) ao estudarem populagdes de picao-preto com resisténcia aos herbicidas inibidores da
ALS obtiveram similaridade média de 27% e 37%, respectivamente, para as populacdes
avaliadas, demonstrando existir variabilidade genética mesmo entre plantas resistentes. Isso
demonstra que as plantas daninhas apresentam elevada variabilidade genética, talvez por
conta das condi¢des adversas, uma vez que crescem em ambientes hostis. Hernandez (2004)
também obteve médio coeficiente de similaridade genética para Bidens pilosa e Bidens
sulbartenans, variando de 22% e 50%, respectivamente, em contraste com o trabalho de
Cardoso et al. (2002), com Eichornia crassipies, que apresentou similaridade de 90%, onde

esta exclui a possibilidade de recombinagdo génica pela forma de propagacdo. Pelas analises
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genéticas, Areias et al., (2006) observaram em variedades de arroz 97% de similaridade. Essa
similaridade alta se deve, principalmente, pela planta ser autogama.

De acordo com Vargas et al. (2001), a variabilidade genética elevada em uma
populagcdo de plantas daninhas pode predispo-la a elevada frequéncia inicial do alelo de
resisténcia, o que corresponde a um dos principais fatores que contribuem com a rapida
selegcdo para resisténcia. Souframanien e Gopalakrishna (2004) analisaram a diversidade genética
comparativa em 18 genotipos de Vigna mungo, utilizando 25 primers RAPD e 16 primers ISSR,
obtiveram 42,7% e 57,5% de polimorfismo nos fragmentos amplificados pelos iniciadores RAPD

e ISSR, respectivamente.
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Figura 2 - Dendrograma de similaridade das duas popula¢des de azevém construido com base
no indice de Jaccard e agrupado pelo método UPGM. A letra “R” Indica genotipos resistentes

ao glyphosate e a letra “S” genotipos suscetiveis.

O indice de diferenciagdo genética (FST) varia de zero a um (0,00-1,00), onde 0,01 a
0,05; 0,06 a 0,25 e maior que 0,25 para baixa, moderada e alta diferenciagdo genética
respectivamente. Mesmo que o FST tenha um valor minimo teérico de zero (indicando nenhuma
divergéncia genética) e um maximo teorico de 1 (indicando fixagdo de alelos alternativos em

diferentes subpopulagdes), 0 maximo observado geralmente ¢ muito menor do que 1 (HARTL e



CLARK, 2010). Analisando este indice (FST), observamos uma diferenciagdo moderada
(0,07) das populacdes de azevém resistentes e suscetiveis. Isso também ¢ possivel observar no
dendrograma de similaridade onde o agrupamento formou dois grupos, sendo um com plantas
resistentes e outro com plantas suscetiveis. Este agrupamento pode ser devido a um "efeito
fundador", o qual ¢ definido como o estabelecimento de nova populagdo a partir de poucos
individuos que carregam consigo uma pequena fragdo da variagdo genética total da populagao
parental (RIDLEY, 2003). Em plantas daninhas pode ocorrer devido ao uso frequente de um
mesmo herbicida, neste caso o glyphosate, levando a populacdo a uma maior pressao de
sele¢do, onde alguns individuos podem sobreviver.

O efeito fundador provavelmente ndo ocorreu na area em razao de trés fatores: a
grande variabilidade existente entre as plantas devido ao fluxo génico entre as plantas da area
pela polinizacao cruzada da espécie; a dispersao de sementes na area amostrada, por meio da
elevada atividade agricola desenvolvida e através de péassaros e outros animais €, como na
coleta dos acessos ndo se observava “ilhas” das plantas resistentes, ¢ possivel que sementes
chegaram resistente ¢ se multiplicaram, cruzando com genoétipos suscetiveis levando a uma
certa variabilidade mesmo na populagao resistente (R). As caracteristicas com heranca do tipo
nuclear tém disseminagdo rdpida na populacdo, via pdlen, em espécies com alta taxa de
polinizacdo cruzada, como € o caso do azevém (VARGAS et al., 2007).

Neste estudo, o uso dos marcadores ISSR foi bastante eficiente na compreensdo da
diversidade e estruturagdo genética dos bidtipos de azevém, sendo capaz de detectar a

existéncia de variabilidade entre as plantas analisadas.

6.4. CONCLUSOES
Os resultados demonstraram que existe baixa similaridade entre acessos de azevém
coletados na regido de Guarapuava-PR. Pode ter ocorrido mais de um evento de sele¢do de L.
multiflorum resistente ao herbicida glyphosate, bem como a introdugdo da resisténcia aos
inibidores de EPSPs na area, mas em local distinto. Enfim, pode ter ocorrido fluxo génico

entre os bidtipos na area através de maquinas, dispersao de polén e migracdo de sementes.
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7. CAPITULO III

RAMOS, Darwin Caleff. Qualidade e eficiéncia da aplicacdo em associacdo de herbicidas
e adjuvantes no manejo de azevém com suspeita de resisténcia ao glyphosate. 2015. 62f.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pos-Graduacao em Agronomia. Universidade Estadual

do Centro Oeste, Unicentro, Guarapuava-PR.

RESUMO - A resisténcia de azevém ao herbicida glyphosate tem sido relatada com
preocupacgao por varios agricultores da regido do Sul do Parana. Assim, objetivou-se avaliar a
eficiéncia e a qualidade da aplicagcdo da associacdo de glyphosate e herbicidas inibidores da
enzima ACCase com o uso de adjuvantes, na dessecacdo de azevém (Lolium perene ssp.
multiflorum) com suspeita de resisténcia na regido de Guarapuava/PR. Dois experimentos
foram conduzidos a campo e laboratorio, contendo 12 tratamentos constituido por: glyphosate
(1440 g ha™), clethodim (120 g ha™), quizalofop-p-tefuril (100 g ha™), glyphosate + clethodim
(1440 + 120 g ha™), glyphosate + quizalofop-p-tefuril (1440 + 100 g ha™), associado aos
adjuvantes Assist” (1,0 L ha™) e TA35" (0,1 L ha™), assim como glyphosate (1440 g ha™)
associado ao adjuvante Orobor N1® (0,1 L ha™) ¢ uma testemunha sem aplicacdo. As misturas
de glyphosate com clethodim ou quizalofop-p-tefuril, ou mesmo clethodim ou quizalofop-p-
tefuril isolados, foram eficientes no controle do azevém, com destaque para a rdpida acdo
inicial glyphosate + clethodim, independentemente do adjuvante utilizado. Para todos os
tratamentos ndo foram caracterizadas diferengas significativas entre a frequéncia de deposicao
total ou média da pulverizagdo nas folhas de azevém. Entretanto, os menores valores médios
de deposicdo foram constatados para o glyphosate associado apenas aos adjuvantes, o que
conjuntamente com as menores tensoes superficiais obtidas nas solugdes com os inibidores de
ACCase, sugerem que a presenca desses herbicidas podem influenciar no aumento da

deposicao da pulverizacdo sobre as plantas de azevém.

Palavras-Chave: Lolium perene ssp. multiflorum, mistura em tanque, controle, EPSPs
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RAMOS, Darwin Caleff. Quality and efficiency of application in combination of
herbicides and adjuvants in the management of ryegrass with suspected resistance to

glyphosate. 2015. 62f. Dissertation (Master in Plant Production), UNICENTRO.

ABSTRACT - Ryegrass resistance to glyphosate herbicide has been reported with concern by
many farmers in South Region of Parana State. Thus, the objective of this work was to assess
the efficiency and quality of association application of glyphosate and ACCase enzyme
inhibitors herbicides with adjuvant use, in ryegrass desiccation (Lolium perene ssp.
multiflorum) with suspected of resistance in Guarapuava region, Parana State. Two
experiments were conducted in field and laboratory conditions, containing 12 treatments
constituted by: Glyphosate (glyphosate 1440 g ha™), Clethodim (120 g ha™), Quizalofop-P-
Tefuril (100 g ha™), Glyphosate + Clethodim (1440 + 120 g ha™), Glyphosate + Quizalofop-
P-Tefuril (1440 + 100 g ha™), associated to Assist® (1.0 L ha™) and TA35® (0.1 L ha™)
adjuvant, as well as Glyphosate (1440 g ha™) associate to Orobor N1® (0.1 L ha™) adjuvant
and a check without application. Mixtures of Glyphosate with Clethodim or Quizalofop-P-
Tefuril, or even Clethodim or Quizalofop-P-Tefuril isolated, were efficient in controlling
ryegrass, highlighting for fast initial action of Glyphosate + Clethodim, independently of used
adjuvant. For all treatments have not been characterized significant differences between the
frequency of total deposition or medium spraying in ryegrass leaves. However, the lowest
medium values of deposition were observed for glyphosate associated only to adjuvant, that
joint to the smallest surfaces tension obtained in solutions with ACCase inhibitors, suggest
that the presence of these herbicides may influence in increasing of spray deposition over

ryegrass plants.

Keywords: Lolium perene ssp. multiflorum, tank mixture, control, EPSPs.
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7.1. INTRODUCAO

O azevém (L. multiflorum) € uma espécie graminea de ciclo anual, que se desenvolve
principalmente no Sul do Brasil durante a estagdo fria, sendo amplamente utilizado como
espécie forrageira durante o inverno e para o fornecimento de palha para o sistema de plantio
direto. E uma espécie de facil dispersdo, onde pode se constituir em planta daninha em
culturas tais como soja, trigo ¢ milho. Além disso, plantas espontaneas de azevém ¢ fonte de
permanéncia das sementes e infestagdes futuras, comprometendo culturas e incrementando o
banco de sementes. Assim, tem sido considerada planta daninha em praticamente todas as
lavouras de cereais de inverno e pomares da regido Sul do Brasil (ROMAN et al., 2004;
VARGAS et al, 2007). Além disso, a contaminacdo de lavouras com azevém anual
inviabiliza a producdo de sementes de trigo. A legislagdo federal estabelece que nao possa
haver plantas de azevém em campos de sementes de trigo (BRASIL, 2005).

Os primeiros relatos de bidtipos de azevém (L. multiflorum) resistentes ao herbicida
glyphosate ocorreram em pomares no Chile (Perez e Kogan, 2003), sendo que no Brasil o
azevém foi identificado em culturas anuais e pomares de maca no estado do Rio Grande do
Sul (ROMAN et al., 2004). O problema de azevém resistente ao glyphosate se dispersou
rapidamente para todos os estados do Sul do Brasil, sendo que atualmente ja foram
identificados biotipos com resisténcia multipla ao glyphosate e aos inibidores de ACCase
(acetil CoA carboxilase) e ao glyphosate e aos inibidores de ALS (acetolactato sintase)
(FRAGA et al., 2012). No estado do Parana bidtipos de azevém resistente a glyphosate podem
estar sendo selecionados principalmente devido a comercializacdo de sementes que contém
biotipos resistentes (CHRISTOFFOLETI et al., 2014).

Nesse contexto, a suspeita de falhas na dessecagdo do azevém com glyphosate para a
semeadura do trigo e plantio de lavouras de verdo, pode até inviabilizar a atividade agricola
regional, uma vez que o controle ineficiente dessa espécie pode resultar em perdas de
rendimento. Segundo Vargas et al. (2013), as perdas de rendimento da atividade agricola
causadas pelo azevém podem variar de 45% a 70%, dependendo da complexidade do caso.

Portanto, aplicagdo repetida e continuada de um mesmo herbicida para o controle das
plantas daninhas ¢ a principal causa da sele¢do de bidtipos resistentes. Nesse sentido, a
selecdo de azevém resistente ao glyphosate, aos inibidores de ALS e da ACCase representa
grande impacto econdmico e técnico para a agricultura brasileira (GAZZIERO et al., 2014).
Para o agricultor, a razdo do uso intensivo do glyphosate ¢ o baixo custo e a alta eficacia de
controle. Desta forma, a rotacdo de mecanismos de a¢do ¢ uma ferramenta capaz de impedir a

evolugdo da resisténcia ao glyphosate e deve ser adotada como medida preventiva.
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De forma geral, como alternativas de manejo, temos os herbicidas de acdo total
paraquat e amonio-glufosinato, assim como os graminicidas inibidores da ACCase que
controlam com efici€éncia o azevém resistente e sensivel ao glyphosate (VARGAS et al.,
2013). Entretanto, todos esses herbicidas sdo recomendados pelos fabricantes para serem
utilizados juntamente com adjuvantes, para que desenvolvam desempenho pleno em termos
de eficacia (RODRIGUES e ALMEIDA, 2011).

Segundo Silva-Matte et al. (2014), a constituicdo da calda de pulverizacdo ¢ de
fundamental importancia para obtencao do potencial da agdo do defensivo agricola. Portanto,
os adjuvantes embora nao sejam ingredientes ativos, podem influenciar na qualidade e
dindmica da aplicagdo de forma a otimizar a performance de controle dos herbicidas. Os
adjuvantes proporcionam melhorias na calda de pulverizagdo, assim como da protecdo e
absorcdo dos herbicidas (Theisen et al., 2004), sendo fundamentais para manutne¢ao da
eficicia dos inibidores de ACCase.

O trablho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de alternativas de controle de azevém
(L. multiflorum) em area do municipio de Guarapuava-PR com suspeita de resisténcia ao

glyphosate, utilizando diferentes combinagdes de herbicidas e adjuvantes.

7.2. MATERIAL E METODOS

Um experimento foi conduzido em duas etapas, sendo uma a campo e outra em
laboratorio, no municipio de Guarapuava-PR, entre maio e julho de 2014, em area com
suspeita da presenga da espécie azevém resistente ao controle com o herbicida glyphosate.
Esta localidade pertence da area experimental do Departamento de Agronomia da
Universidade Estadual do Centro-Oeste - UNICENTRO, Campus CEDETEG. A instalacao do
projeto foi realizada nas coordenadas geograficas S 23° 12' 28,8" de latitude, W 53° 18' 14,7"
de longitude e a 1.020 m de altitude.

O solo da area foi classificado como Latossolo Bruno distrofico tipico (EMBRAPA,
2013). O clima da regido foi classificado como Cfb subtropical mesotérmico umido
(KOPPEN, 1948), com verdes frescos, invernos com ocorréncia de geadas severas e
frequentes, ndo apresentando estacdo seca. A temperatura média maxima anual ¢ de 23,5°C e
a temperatura média minima anual ¢ de 12,7°C (IAPAR, 2013). Na Figura 1, verificam-se os
dados meteorologicos referentes ao periodo de execucao do trabalho

No conjunto do trabalho, dois experimentos foram conduzidos a campo, visando
avaliar a eficdcia da associacdo de glyphosate com herbicidas inibidores da enzima ACCase

no controle de azevém (Experimento 1), assim como utilizando-se o tracador azul brilhante
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(catalogado internacionalmente pela Food, Drug e Cosmetic como FD e C Blue n.1, 1500
ppm), em todas nas solugdes herbicidas estudadas, para estimar a qualidade de deposi¢cdo da

aplicagdo e a tensdo superficial estatica de todos os tratamentos (Experimento 2).
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Figura 1. Dados meteorologicos referentes aos meses de maio a julho de 2013, periodo no
qual foram conduzidas as avaliagdes. Guarapuava-PR, 2014.

O delineamento experimental dos experimentos foi representado por blocos
casualizados constituidos por doze tratamentos (Tabela 1), com quatro e vinte repeti¢des,
respectivamente, para os experimentos 1 e 2. Quanto as unidades experimentais, no
Experimento 1 foram representadas por parcelas com dimensdes de 4,0 x 6,0 metros (24 m?),
sendo que no momento das avaliagdes, desconsiderou-se 0,50 m das extremidades e uma
linha lateral das parcelas. No Experimento 2, para determinacdo da deposicdo da calda de
pulverizagdo dos herbicidas, as unidades experimentais foram representadas pelos alvos
bioldgicos de um perfilho com trés folhas para as plantas de azevém.

A aplicacdo dos tratamentos foi realizada em 25/05/2013 utilizando um pulverizador
costal pressurizado a CO,, equipado com barra de seis pontas TTi 110.015, espacadas entre si
em 0,5 m e a 0,5 m de altura das plantas, com pressio de trabalho de 2,0 kgf cm™ e
velocidade de deslocamento de 3,6 km h™', o que constituiu taxa de aplicagio de 200 L ha™.
As condig¢des climaticas durante a aplicacdo foram monitoradas com um termo-anomometro
digital e registraram no horario inicial (15h05m) e final (15h55m), média da umidade relativa
do ar, temperatura e velocidade dos ventos foram, respectivamente, de 59,6% a 68,7%; 20,4 a
17,9°C e ventos de 1,5 a 2,1 km h™'. No momento das aplicagdes a infestacdo de azevém
encontrava-se altamente perfilhadas, com touceiras de 7 a 10 perfilhos em estadio fenologico

de desenvolvimento vegetativo, ndo sendo ainda caracterizado emissao de inflorescéncias.
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Tabela 1 - Tratamentos e doses realizadas para dessecagdo do azevém com suspeita de
resisténcia ao glyphosate, Guarapuava/PR.

Trat. Herbicidas Dose (L ou kg pc ha™) Dose (g i.a. ou e.a. ha™)
1 Glyphosate + Assist®™ 2,0+ 1,0 1440+ 1,0
2 Clethodim + Assist” 0,5+1,0 120+ 1,0
3 Quizalofop” + Assist” 1,0+ 1,0 100 + 1,0
4  Glyphosate + Clethodim + Assist” 2,0+0,5+ 1,0 1440 + 120 + 1,0
5 Glyphosate + Quizalofop + Assist® 20+1,0+ 1,0 1440+ 100 + 1,0
6 Glyphosate + TA35™ 20+0,0 1440+0,1
7  Clethodim + TA35" 0,5+0,1 120+ 0,1
8  Quizalofop + TA35" 1,0+ 0,1 100 + 0,1
9  Glyphosate + Clethodim + TA35" 2,0+0,5+0,1 1440 + 120+ 0,1
10 Glyphosate + Quizalofop + TA35" 2,0+1,0+0,1 1440 + 100+ 0,1
11 Glyphosate + Orobor N1®* 20+0,0 1440+0,1
12 Testemunha sem aplicagio - -
\(])ebgsét;; Assist® = 6leo mineral; > Quizalofop= quizalofop-p-tefuril; * TA35" = nonil fenoxi poli (etilenoxi) etanol; * Orobor N1* = 6leo

As caracteristicas avaliadas no Experimento 1 foram porcentagem de controle do
azevém aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apds a aplicacao (DAA), por meio de escala de notas
visuais (SBCPD, 1995), onde 0% correspondeu a auséncia de injirias e 100% a morte das
plantas. No Experimento 2, para determinar o deposito da pulverizagdo dos herbicidas, o
procedimento de recuperagdo das solucdes tracadoras constituidas pelas caldas de
pulverizagdo foi desenvolvido conforme metodologia utilizada por Maciel et al. (2007; 2014).
Esse procedimento foi desenvolvido através da lavagem das plantas alvo (L. multiflorum) com
volume de 20 mL de agua destilada em sacos plasticos, através de agitagdo constante por 20
segundos. A determinacdo das quantidades do tracador depositada em cada amostra foi
realizada utilizando-se de procedimentos de espectrofotometria. Os resultados em absorbancia
das leituras, no comprimento de onda 630 nm foram transformados em pg L™, de acordo com
o coeficiente angular da curva-padrao. Os valores de depodsito da pulverizacdo foram
posteriormente transformados em pL.g de matéria seca”, uma vez que as plantas alvo apos
coleta e lavagem foram acondicionados em sacos de papel, e secas em estufa de circulacao
forcada de ar, por periodo de 72 horas a 65 °C.

Para a determinagdo das tensdes superficiais estaticas das solucdes utilizou-se a
metodologia descrita por Mendonga et al. (2007) e Maciel et al. (2010), a qual refere-se a
mensurar a massa das gotas formadas na extremidade de uma bureta posicionada dentro de

uma balanga analitica (precisdo de 0,001 mg), em tempo determinado entre 25 a 30 segundos.
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Cada conjunto de duas gotas pesadas correspondeu a uma repeti¢do, onde para evitar perdas
por evaporagdo utilizou-se para captura das gotas 6leo vegetal em um Becker de 25 mL,
posicionado abaixo da ponta da bureta e sobre o prato da balanga.

Os dados de controle de azevém foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e
as suas médias agrupadas pelo teste de Scott e Knott (1974) (p < 0,05). Com os dados médios
de controle aos 28 ¢ 35 DAA, também foi calculado o incremento médio de eficiéncia de
controle (IEC%) dos tratamentos em relag@o as associagdes de glyphosate com os adjuvantes

Assist” e TA35", de forma semelhante a utilizada por Rockenbach et al. (2015):

TECY% = B = EMCHurvveooevveee oo eeseeeeeeeeeeeees oo seseeseess e eesseseessseeaessseeessseen e eesssesesesseeeee (1)

Onde, ECtr representa a eficiéncia de controle do tratamento desejado e EMCtr a média da
eficiéncia de controle do tratamento glyphosate com os adjuvantes Assist® e TA35", sendo
que os valores negativos foram considerados como zero.

A comparagdo entre os valores de deposi¢dao e tensdo superficial das solugdes foi
realizada através do Intervalo de Confianca para diferencas entre as médias, a 5% de
probabilidade (IC95%). Os resultados de deposi¢do das solugdes também foram ainda
demonstrados na forma de suas frequéncias acumuladas, permitindo assim uma interpretagdo

biologica mais ampla dos resultados.

7.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Todos os tratamentos com as misturas entre os herbicidas glyphosate e os inibidores
da ACCase (clethodim e quizalofop-p-tefuril) apresentaram controle de azevém aos 7 DAA
significativamente superior aos herbicidas aplicados isolados, independentemente do tipo de
adjuvante utilizado (Tabela 2). Essa maior velocidade de acdo provavelmente esta
condicionada a melhoria dos processos de absor¢do e translocagcdo resultante da interacao
entre as diferentes moléculas e/ou formulagdes dos herbicidas. Normalmente, tanto os
inibidores de ACCase como o glyphosate demoram mais para presentar sintomas de danos
nas plantas em razdo da lenta translocagdo e do mecanismo de acdo atuar nos meristemas
(ROMAN et al., 2007; RODRIGUES e ALMEIDA, 2011)

As associacdes de glyphosate + clethodim ou glyphosate + quizalofop-p-tefuril com o
adjuvante Assist” constituiram excelente niveis de controle do azevém (90,3% e 92,0%) aos
14 DAA, mas ndo diferindo do tratamento glyphosate + clethodim + TA35® (87,0%) (Tabela
2). Nesse periodo, apesar do tratamento glyphosate + quizalofope-p-tefuril + TA35% ter
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obtido controle satisfatorio (80,0%), segundos critérios da SBCPD (1995), foi
significativamente inferior as demais misturas de glyphosate e os inibidores da ACCase.
Esses resultados evidenciam a possibilidade de efeito sinergistico, e consequentemente, a
maior velocidade de a¢do dessas misturas sobre azevém, em relagdo a eficiéncia dos produtos
aplicados isolados, os quais no referido periodo apresentaram controle insatisfatorio, variando
entre 10,3 e 65,0%. Esses resultados corroboram com os observados por Christoffoleti et al.
(2005), que também descreveram a resposta rapida da ag¢do de glyphosate + clethodim,
independentemente do estadio de crescimento do azevém, assim como por Rockenbach et al.
(2015), utilizando as misturas de glyphosate +clethodim, glyphosate + quizalofop-p-terfuril e
glyphosate + fluazifop-p-butyl.

Essa caracteristica de efeito sinergistico entre a associagdes de glyphosate com
inibidores da ACCase ja foi relatada por Adegas et al. (2010) e Melo et al. (2012) e Barroso et
al. (2014) para o manejo de capim-amargoso (Digitaria insularis) resistente ao glyphosate,
com eficiéncia similar a encontrada para azevém, utilizando associacdes de glyphosate ao
clethodim, tepraloxydim, fluazyfop-p-buthyl e haloxyfop-methyl, quizalofop p-terfuryl, ,
sendo que em todos foram utilizados adjuvantes recomendados pelos fabricantes.

As misturas de glyphosate + clethodim ou glyphosate + quizalofop-p-tefuril
associadas aos adjuvantes Assist” e TA35" apresentaram excelentes niveis de controle de
azevém a partir dos 21 DAA, os quais foram mantidos significativamente superiores a todos
os demais tratamentos até os 35 DAA (Tabela 2). De forma contraria, para as associacdes dos
herbicidas clethodim com os adjuvantes Assist” ou TA35" e quizalofop-p-tefuril com Assist®,
observou-se que o controle de azevém manteve-se em niveis insatisfatorios até os 28 DAA (<
78,3%), mas ainda significativamente superiores a associacdo de quizalofop-p-tefuril +
TA35", no referido periodo (57,0%). Aos 35 DAA, todos os herbicidas inibidores de ACCase
isolados ou em misturas com glyphosate, independente da associacdo com os adjuvantes
Assist® e TA35", constituiram controle eficiente de azevém, e significativamente superiores
ao glyphosate isolado. Entretanto, ¢ importante considerar que a utilizacdo de adjuvantes ¢é
importante para a boa absor¢ao e eficiéncia dos herbicidas inibidores da ACCase (Roman et
al., 2007) asim como em alguns casos, o potencial dos adjuvantes pode até mesmo diminuir o
risco de deriva das pulverizacdes (CUNHA et al. 2010; CHECHETTO et al., 2013).

Os resultados de incremento médio de eficiéncia dos tratamentos ao glyphosate com
os adjuvantes, indicam melhorias expressivas no ganho de performance de controle do
azevém 28 e 35 DAA, principalmente para as misturas dos herbicidas alternativos associados

aos adjuvante TA35" ¢ Assist” (Figura 2).
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Tabela 2 - Controle de azevém (L. multiflorum) aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apds a aplicagdo
(DAA) de glyphosate com ou sem herbicidas inibidores da ACCase (clethodim, quizalofop-p-
tefuril) e adjuvantes (Assist”, TA35" e Orobor N1%). Guarapuava - PR, 2013.

Trat. Herbicidas @ ouDl?gsi) o Controle % azevém (L. multiflorum)
iy 7DAA  14DAA 21 DAA 28DAA  35DAA
1 Glyphosate + Assist™" 2,0+ 1,0 20,3 C 65,0 C 79,0 B 74,0 C 89,3 C
2 Clethodim + Assist® 0,5+ 1,0 35E 21,5E 65,8 D 78,3 B 92,8B
3 Quizalofop® + Assist® 1,0+ 1,0 30E 12,5F 51,3F 78,3 B 94,0 B
4  Glyphosate + Clethodim + Assist® 2,0+0,5+1,0 40,8 A 90,3 A 95,5 A 97,8 A 99,0 A
5 Glyphosate + Quizalofop + Assist® 2,0+ 1,0+ 1,0 30,3B 92,0 A 93,0 A 97,3 A 98,5 A
6 Glyphosate + TA35™ 20+01 120D 588C  720C  715C 838D
7 Clethodim + TA35® 0,5+0,1 30E 195E 59,0 E 75,8 B 91,5C
8  Quizalofop + TA35® 1,0+ 0,1 43E 10,3 F 46,3 F 57,0D 90,5 C
9  Glyphosate + Clethodim + TA35®  2,0+0,5+0,1  32,3B 87,0 A 92,3 A 96,0 A 98,5 A
10 Glyphosate + Quizalofop + TA35® 2,0+1,0+0,1 27,0B 80,0 B 89,5 A 94,0 A 96,5 A
11 Glyphosate + Orobor N1® 20+0,1 17,8C 483D 663D  720C  82,0D
12 Testemunha sem aplicagio S 00E 00G  00G 00E 00E
Feal - - 53,015%  156,941%  182,597*  362,849%  522,103*
cv - - 23,62 11,33 5,93 3,76 2,81

Obs. - Assist” = 6leo mineral; " Quizalofop= quizalofop-p-tefuril; ” TA35" = nonil fenoxi poli (etilenoxi) etanol; * Orobor N1* = 6leo
vegetal. - Médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo agrupamento do teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.
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Figura 2 - Incremento médio de eficiéncia de controle (IEC%) de azevém (L. multiflorum)
obtida como os herbicidas associados aos adjuvantes aos 28 e 35 dias apos a aplicagdo
(DAA), em relagdo ao glyphosate com Assist® e TA35". Guarapuava - PR, 2013.

Em relacdo a deposicdo da pulverizagdo, ndo foram caracterizadas diferencas
expressivas na dindmica de comportamento dos tratamentos em relagcdo frequéncia e média

dos depdsitos nas folhas de azevém (Figura 2). Entretanto, embora os menores valores médios
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de deposicao tenham sido constatados para o glyphosate associado apenas aos adjuvantes, o
que juntamente com as informagdes de menores tensoes superficiais obtidas nas solugcdes com
os inibidores de ACCase (Figura 3), sugerem que a presenca dos herbicidas inibidores de
ACCase podem estar condicionando maior aumento da deposi¢do da pulverizacdo sobre as
plantas de azevém que os proprios adjuvantes. Esses resultados corroboram com o descrito
por Maciel et al. (2001), em que ndo foram encontradas altera¢des significativas na deposi¢ao
da pulverizagdo em folhas de 1. grandifolia, com ou sem a adicao de adjuvantes. Contudo, a
eficacia do controle quimico pode estar relacionada ao aumento do espalhamento das gotas de
pulverizagdo promovido pelo adjuvantes sobre as superficies foliares, devido a redugdo da
tensdo superficial (Rodrigues-Costa et al., 2010). Alguns adjuvantes multifuncionais utilizam
em sua formulacdo uma mistura de aditivos, como 6leo mineral ou vegetal, surfatantes nao

10nicos, sequestrantes de cations, acidificantes, entre outras substancias (DAN et al., 2010).
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Figura 3. Frequéncias acumuladas da deposi¢dao (A, B, C) e média total (D) da calda de
pulveriza¢do em plantas de azevém utilizando associacdes de glyphosate (glyp) com ou sem
os herbicidas inibidores da ACCase (clet = clethodim, quiz = quizalofope-p-tefuril) e
adjuvantes (Assist”, TA35" e Orobor N1%). Guarapuava - PR, 2013.
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Cunha e Alves (2009), avaliando diferentes propriedades fisico-quimicas de solug¢des
aquosas contendo adjuvantes agricolas, observaram que a adi¢do do nonil fenol etoxilado+
oxido de etileno, reduziu a tensdo superficial. Bueno et al. (2013), trabalhando com volumes
de calda e adjuvante no controle de plantas daninhas com glyphosate, concluiram que o
adjuvante nonil fenol etoxilado adicionado a calda de pulverizagdo, em relacdo a calda
somente com glyphosate, promoveu alteragdes de pequena magnitude nas propriedades fisico-
quimicas da solug¢do. Trabalhos de Mendonga et al. (1999), avaliando a tensao superficial de
solucdes do herbicida glyphosate associado a surfatantes, observaram decréscimo dos valores

de tensdo superficial quando se acrescentaram as solugdes os surfatantes.
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Figura 4. Tensdo superficial estatica da calda de pulverizagdao com associagdes de glyphosate
(glpy) com e sem herbicidas inibidores da ACCase (clet = clethodim, quiz = quizalofop-p-
tefuril) e adjuvantes (Assist”, TA35" e Orobor N1%). Guarapuava-PR, 2013.

Mesmo com um controle eficaz do azevém com as associagdes de glyphosate e
inibidores de ACCase, outras estratégias de controle sdo fundamentais no manejo de plantas

daninhas, principalmente em se tratando de espécies com susperita de resisténcia.

7.4. CONCLUSOES
As misturas de glyphosate com clethodim ou quizalofope-p-tefuril, ou mesmo

clethodim ou quizalofope-p-tefuril isolados, foram eficientes no controle do azevém com
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suspeita de resisténcia ao glyphosate, com destaque para a rapida a¢do inicial glyphosate +
clethodim, independentemente do adjuvante utilizado.

Para todos os tratamentos ndo foram caracterizadas diferengas significativas entre a
frequéncia de deposi¢do total ou média da pulverizagdo nas folhas de azevém, onde os
menores valores médios de deposi¢do foram constatados para o glyphosate associado apenas
aos adjuvantes.

As menores tensdes superficiais foram obtidas nas solugdes com os inibidores de
ACCase, onde a presenga desses herbicidas podem influenciar no aumento da deposi¢ao da

pulverizagdo sobre as plantas de azevém.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A rotacdo de herbicidas com diferentes mecanismos de acdo, como paraquat,
clethodim e quizalofop-p-tefurilico sdo alternativas eficazes para controle de azevém com
suspeita de resisténcia ao glyphosate na regido de Guarapuava-PR.

O controle de azevém na regido de Guarapuava-PR pode nao estar sendo manejado
com tecnologia adequada, superestimando a ocorréncia de areas com suspeita de resisténcia
ao glyphosate, em funcao de erros de tecnologia de aplicagdo, os quais podem envolver dose e
uso de adjuvantes.

Os resultados sugerem o controle antecipado das plantas de azevém, principalmente
em areas com historico de resisténcia, visando ndo produzir ¢ multiplicar sementes.

Recomenda-se que sejam adotadas outras medidas de controle, além do controle
quimico, para que o problema com plantas resistentes ao glyphosate, entre elas o azevém,

fiquem cada vez menos grave na regido.
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