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RESUMO
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Programa de Pds-graduacdo em Agronomia: Agricultura e Ambiente
Universidade Federal de Santa Maria

CARACTERIZACAO BIOLOGICA E FISIOLOGICA DE BUVA (Conyza bonariensis
L.) RESISTENTE AO HERBICIDA GLYPHOSATE

AUTOR: TIAGO EDU KASPARY
ORIENTADOR: FABIANE PINTO LAMEGO
Frederico Westphalen, RS 07 de fevereiro de 2014.

Conyza bonariensis, popularmente conhecida como buva, ¢ a principal planta daninha
da cultura da soja no Sul do Brasil, em decorréncia de sua evolugdo como resistente ao
herbicida glyphosate, alta adaptabilidade aos sistemas produtivos e elevada produgdo de
sementes vidveis. O objetivo desse trabalho foi investigar a resisténcia ao glyphosate em
Conyza bonariensis, a partir da avaliagdo do nivel de resisténcia atual, herbicidas alternativos,
aspectos do crescimento ¢ desenvolvimento de bidtipo resistente quando comparado ao
suscetivel ao herbicida, bem como determinar o mecanismo de resisténcia envolvido. O
estudo foi dividido em trés artigos sendo seus experimentos desenvolvidos no periodo de
maio de 2012 a julho de 2013. Um experimento de curva-de-dose-resposta foi conduzido para
determinar o nivel de resisténcia apresentado pela buva. Concomitantemente, um estudo
avaliou herbicidas alternativos ao glyphosate. Durante o outono-inverno e primavera-verao,
desenvolveram-se dois experimentos de valor adaptativo para os bidtipos suscetivel (S) e
resistente (R) ao glyphosate, onde foram mensuradas varidveis de crescimento e, producao e
qualidade de sementes. Também foram desenvolvidos estudos relacionados e ndo
relacionados ao local de acdo do herbicida (enzima EPSPS), buscando-se elucidar o
mecanismo de resisténcia ao glyphosate envolvido para a espécie C. bonariensis. O nivel de
resisténcia observado para o bidtipo de buva foi elevado, com fator de resisténcia superior a
50. Herbicidas alternativos ao glyphosate foram eficazes no controle do bidtipo de buva,
comprovando a ndo ocorréncia de resisténcia multipla. O bidtipo R apresentou valor
adaptativo superior ao S a partir das varidveis analisadas, destacando-se como superior no
desenvolvimento em estatura e acimulo de massa seca, além de concluir o ciclo bioldgico em
menor periodo que o bidtipo S. Plantas R também apresentaram maior quantidade e melhor
qualidade de sementes produzidas. Deste modo, o bidtipo R tende a suprimir o S, mesmo na
auséncia da aplicacdo do herbicida, dissiminando a resisténcia e dificultando ainda mais o
controle da buva. A partir dos estudos relacionados aos mecanismos de resisténcia ao
glyphosate, pode-se inferir que o biotipo R da C. bonariensis apresenta alteragdes envolvendo
a enzima EPSPS, alvo do glyphosate, implicando em sua insensibilidade ao herbicida.
Portanto, o glyphosate deixa de ser uma ferramenta no manejo da C. bonariensis, sendo
necessdaria a utilizagcdo de herbicidas alternativos associado a medidas de controle integrado de
plantas daninhas.

Palavras chaves: Planta daninha. Resisténcia. VValor adaptativo. Mecanismo de resisténcia.
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Conyza bonariensis, popularly known as fleabane, is a major weed of soybean crop in
Southern Brazil, due to its evolution as resistant to glyphosate herbicide, high adaptability to
production systems and high production of viable seeds. The aim of this work was to
investigate the resistance to glyphosate in Conyza bonariensis, from the evaluation of the
current level of resistance, alternative herbicides, aspects of growth and development of the
resistant biotype when compared to the susceptible to the herbicide, as well as to determine
the mechanism of resistance involved. The study was divided in three chapters, with their
experiments carried out from May 2012 to July 2013. An experiment of dose-response curve
was conducted to determine the level of resistance presented by fleabane. Concurrently, a
study evaluated alternative herbicides to glyphosate. During the autumn-winter and spring-
summer, there were conducted two experiments of fitness with biotypes susceptible (S) and
resistant (R) to glyphosate, where were determined growth variables and yield and quality of
seeds. Also, there were developed studies related and not realted to to the target site of the
herbicide (EPSPS enzyme), aiming to elucidate the mechanism of glyphosate resistance
involved to C. bonariensis specie. The level of resistance observed for fleabane biotype was
high, with resistance factor >50. Alternative herbicides to glyphosate were effective in
controlling fleabane, proving the non-occurrence of multiple resistance. The R biotype
showed higher fitness to the S from variables analyzed, highlighting as superior in the plant
height development and dry matter accumulation, besides to conclude the biological cycle in
a shorter time than the S biotype. R plants also showed higher quantity and better quality of
seeds produced. Thus, the R biotype tends to suppress the S one, even in the absence of the
herbicide spray, disseminating the resistance and becaming more difficult the control of
fleabane. From the studies related to the mechanism of glyphosate resistance, it is possible to
infer the C. bonariensis R biotype shows changes involving EPSPS enzyme, target site of
glyphosate, implying in its insensitivity to the herbicide enzyme. Therefore, glyphosate is not
anymore a tool in the management of C. bonariensis, being necessary the use of alternative
herbicides associated with integrated weed management measures.

Keywords: Weed plant. Resistance. Adaptive value. Mechanism of resistance .
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CARACTERIZACAO BIOLOGICA E FISIOLOGICA DE BUVA (Conyza
bonariensis L.) RESISTENTE AO HERBICIDA GLYPHOSATE

1. INTRODUCAO

Plantas daninhas sdo organismos vegetais que interferem negativamente nos
ecossistemas agricolas, podendo desencadear uma vasta gama de fatores bidticos sobre as
plantas cultivadas, os quais irdo interferir ndo s6 na produtividade, mas também na
operacionalizacdo do sistema produtivo e na sustentabilidade do mesmo. As perdas
provocadas pela interferéncia das plantas daninhas assumem elevadas propor¢des quando da
ndo adocdo de métodos de manejo e/ou controle. O manejo quimico, com a utilizagdo de
herbicidas, ¢ atualmente o método de controle de plantas daninhas mais utilizado na
agricultura. Desde seu surgimento, na década de 60, o controle quimico tem representado uma
evolucdo nas técnicas de manejo das plantas daninhas em culturas anuais e perenes. Os
beneficios da utilizagdo dos herbicidas incluem a redugdo da interferéncia das plantas
daninhas sobre as cultivadas desde o inicio do ciclo, controle em periodos chuvosos, baixos
custos de utilizagdo, aliados a rapidez e a eficiéncia de uso, dentre outros.

No entanto, a utilizacdo de herbicidas como o inico método de manejo das plantas
daninhas, repetidamente e por muitos anos, na mesma area, resultou na evolucao de plantas
daninhas resistentes a esses produtos. Em d&reas cultivadas com culturas geneticamente
modificadas, como ¢ o caso da soja resistente ao herbicida glyphosate, a sele¢ao de individuos
daninhos resistentes foi acentuada, dado o aumento da utilizagdo do mesmo produto, em pré-
semeadura (dessecacdo, preparo da area) e, em pds-emergéncia da cultura.A extensdo das
areas agricolas detectadas com a presenca de plantas daninhas resistentes pode ser
considerada de pequena escala, quando comparada com a 4area agricola total, mas tem
aumentado em taxa elevada (LOPEZ-OVEJERO et al., 2006).

A resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas ¢ definida pela FAO como a
ocorréncia natural de biotipo com habilidade de sobreviver a aplicacdo de composto quimico
para o qual a populacdo original era suscetivel (LEBARON & GRESSEL, 1982). Enquanto,
Christoffoleti & Lopez-Ovejero (2004), definem a resiténcia como a capacidade natural e

herdavel de determinados bidtipos, dentro de uma populacdo, de sobreviver e se reproduzir
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apos a exposicao a dose herbicida que seria letal a individuos normais (suscetiveis) da mesma
espécie. Atualmente no Brasil, o comité de acdo a resisténcia de plantas daninhas a herbicidas
(CBRPH) ¢ a associagdo brasileira de ag¢do a resisténcia de plantas aos herbicidas no Brasil
(HRAC-BR), descrevem em cinco itens os critérios para relatos oficiais estatisticos de
bidtipos de plantas daninhas resistentes a hebicidas: Defini¢do de resisténcia de plantas
daninhas (enquadramento nas definigdes); Confirmacdo por meio de resultados obtidos por
protocolos com base cientifica; Caracterizagdo da herdabilidade da resisténcia da planta
daninha ao herbicida; Demonstracdo do impacto pratico no campo da resisténcia da planta
daninha ao herbicida; Identificagdo botanica da espécie da planta daninha em andlise, e nao
como resultado de uma selegdo deliberada/artificial (HRAC-BR, 2014).

O primeiro caso registrado de bidtipos resistentes a herbicidas ocorreu nos EUA, com
a espécie trapoeraba (Commelina diffusa L.) e no Canada com cenoura-selvagem (Daucus
carota L.), em 1957; em ambos os casos, as plantas foram resistentes a herbicidas
pertencentes ao grupo das auxinas sintéticas (HEAP, 2014). No entanto, um novo caso surgiu
somente em 1970, nos EUA, onde foram registrados bidtipos de cardo-morto (Senecio
vulgaris L.) resistentes ao herbicida simazine, uma triazina pertencente ao grupo dos
herbicidas inibidores do Fotossistema II (FSII) (RYAN, er1970). A partir de entdo, muitos
casos de resisténcia foram e continuam sendo registrados mundialmente, ao longo dos anos.

Atualmente, existem 418 bidtipos resistentes aos herbicidas mundialmente,
envolvendo 224 espécies daninhas (HEAP, 2014). No Brasil, dentre as primeiras espécies
daninhas com registro para resisténcia aos herbicidas estd o picdo-preto (Bidens pilosa L.),
resistente aos inibidores da ALS, em 1993 (HEAP, 2014). Hoje no pais, existem mais de 20
espécies daninhas registradas como resistentes a algum herbicida, envolvendo principalmente
lavouras de soja, milho e arroz irrigado (HEAP, 2014). Dentre essas, destaca-se a buva
(Conyza bonariensis [L.] Cronquist), como a que tem apresentado maior expressdo nos
ultimos anos.

A espécie daninha Conyza bonariensis, conhecida popularmente como buva, ¢ uma
espécie pertencente a familia Asteraceae, polipldide, preferencialmente autdégama, originaria
da América do Sul (KISSMAN & GROTH, 1999). Apresenta ciclo anual e caracteriza-se por
ser muito prolifera, podendo produzir mais de 110 mil sementes vidveis em uma Unica planta;
sementes estas que germinam no outono/inverno, com ciclo adentrando o verao (KISSMAN
& GROTH, 1999).

O controle da buva, até pouco tempo, dava-se quase em totalidade pela utilizacdo do

herbicida glyphosate, pratica essa, adotada hd mais de 20 anos também no manejo da
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vegetacdo para formacao da palhada, usada no sistema de semeadura direta. Com a introdugao
comercial da soja transgénica resistente a glyphosate, o uso desse herbicida aumentou, e
atualmente sdo realizadas de duas a trés aplicacdes por ciclo da cultura. O uso indiscriminado
de herbicidas provocou a evolu¢do de muitos casos de resisténcia por diversas espécies
daninhas. Aliado ao fator da resisténcia, o grande aumento da infestacdo de areas agricolas
por bidtipos de buva resistentes deve-se, segundo Lazaroto et al. (2008), ao fato de C.
bonariensis demonstrar elevada adaptabilidade ecologica em sistemas conservacionistas,
como semeadura direta e cultivo minimo. Ja, Kissmann & Groth (1999), enfatizam que a
grande quantidade de sementes produzidas, as quais apresentam caracteristicas e estruturas
que conferem facil dispersao, caracterizam a buva como uma espécie “agressiva’”.

O primeiro relato de C. bonariensis resistente a herbicidas ocorreu em 1987, em
bidtipos provenientes da Espanha, a herbicidas inibidores do FSII (SHAALTIEL & GRESSEL
1987). Desde entdo, muitos outros se sucederam e, mais recentemente, novos casos da
evolucdo da resisténcia de C. bonariensis ao glyphosate foram registrados em diversas partes
do mundo, inclusive no Brasil (VARGAS et al., 2006; LAMEGO & VIDAL, 2008).

O glyphosate ¢ um herbicida ndo seletivo, que inibe a enzima 5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), a qual faz parte da rota de sintese dos
aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, sendo que a inibi¢do dessa enzima
acarreta no acimulo de 4cido shiquimico e a nao producao desses aminoacidos (MOREIRA et
al., 2007). A EPSPS esta presente em todos os fungos, plantas e na maioria das bactérias, mas
ndo ocorre em animais, explicando a baixa toxicidade desse herbicida a mamiferos (VIDAL &
MEROTTO Jr., 2001).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas pode ser comprovada através de ensaios
conduzidos a campo, em condi¢fes de casa de vegetacdo e também em laboratorio.
Tradicionalmente, uma vez detectada a suspeita da resisténcia em campo, sementes Sao
colhidas e levadas para condigdes de casa de vegetacdo, para analise. Em condigdes
controladas, as plantulas suspeitas de resisténcia sdo aspergidas com doses crescentes de
herbicida, em ensaios chamados de curva de dose-resposta, 0s quais permitem determinar o
Cso, OU Seja, a dose herbicida necesséria para controlar 50% da populacdo. Este valor é usado
para comparacao entre os biotipos resistentes e suscetiveis.

A regressdo ndo linear descrita por Streibig et al. (1993) € uma das mais utilizadas
para analise de experimentos em curva de dose-resposta. Uma adaptacdo desse modelo e de
outros originalmente apresentados na literatura, foi proposta por Seefeldt et al. (1995). Esses

autores sugerem o modelo de equacdo nédo linear log-logistico, onde o Cs é calculado. A
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relacdo entre o Cso do bidtipo R e o Cso do bidtipo S, fornece o fator de resisténcia (FR), ou
seja, 0 nivel da resisténcia para o bi6tipo R em questdo. O Cso também pode ser calculado a
partir da massa seca da parte aérea, reduzida em 50% pela dose herbicida e, a partir disso,
também ser calculado o FR.

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas ocorre de trés formas principais:
resisténcia simples, resisténcia cruzada e resisténcia multipla. No caso de resisténcia simples,
o bidtipo ¢ resistente por apenas um Unico mecanismo de resisténcia, o que geralmente esta
relacionado a um Unico mecanismo de acdo herbicida. Ja, na resisténcia cruzada, a planta se
torna resistente a diferentes herbicidas que agem em um mesmo local. Esses herbicidas
podem ser de diferentes grupos quimicos, mas que agem no mesmo local de agdo da planta
(POWLES & PRESTON, 1998). No entanto, essa resisténcia ndo confere necessariamente
resisténcia a todos os grupos quimicos que possuem o mesmo local de acdo, podendo
demonstrar diferencas devido a pequenas de ligagdes da enzima e da molécula herbicida e as
diferentes mutagdes que ocorreram no gene que codifica a enzima (POWLES e PRESTON,
1998). As espécies de azevém-perene (Lolium rigidum Gaud) e kochia (Kochia scoparia L.),
sdo exemplos de resisténcia cruzada aos herbicidas inibidores da enzima ALS.

No entanto, o problema de maior complexidade e de maior dificuldade de solucdo ¢ o
de resisténcia multipla. Nos casos mais simples, dois ou mais mecanismos conferem
resisténcia a apenas um herbicida ou grupo de herbicidas, mas para os casos mais complexos
dois ou mais mecanismos conferem resisténcia a diversos herbicidas de diferentes grupos
quimicos (AGOSTINETTO & VARGAS, 2009). Um exemplo, sdo os bidtipos de Alopecurus
(Alopecurus myosuroides Hudson) encontrados na Australia, resistentes a 15 diferentes
herbicidas entre eles diclofop, pendimethalin e simazine (POWLES & PRESTON, 1998). Os
mesmos autores enfatizam que as dificuldades de controle aumentam quando os mecanismos
de resisténcia estdo relacionados ao local de acdo e a outros mecanismos, como a
metabolizacdo acentuada. No controle dessas plantas daninhas, ¢ necessario o emprego de
associacoes de herbicidas, cujos mecanismos de a¢ao nao estejam relacionados a resisténcia.

Dentre os mecanismos de resisténcia apresentados pelas plantas daninhas estdo:
alteracdo da quantidade de herbicida absorvido, diminui¢do da quantidade translocada até o
sitio de agdo, metabolizacdo acentuada, alteracdo no local de agdo da molécula, sequestro no
vacuolo ou ainda, aumento nos niveis de expressdo da enzima alvo (POWLES & SHANER,
2001; AGOSTINETTO & VARGAS, 2009).

As plantas que apresentam resisténcia devido a metabolizagdo acentuada possuem a

capacidade de decompor a molécula herbicida mais rapidamente que as plantas suscetiveis,
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tornando-a inativa (AGOSTINETTO & VARGAS, 2009). As formas mais comuns de
metabolismo dos herbicidas incluem hidrélise ou oxidacdao, de onde surgem grupamentos
adequados para conjugacdo com glutationa (GSH) e aminodcidos. Os conjugados geralmente
sdo inativos, mais hidrofilicos, menos modveis na planta e mais suscetiveis a
compartimentalizacdo do que a molécula herbicida original (KRUEZ et al., 1996). No caso
de oxidacdo das moléculas herbicidas, o citrocomo P450-monoxigenase possui papel
fundamental, fazendo a hidrolizagdo de anéis aromaticos e de grupos alkil (AGOSTINETTO
& VARGAS, 2009). Apos a insercdo dos grupos hidroxi, amino ou carboxil na molécula
herbicida, ocorre rapida conjugagdo com agucares ou aminoacidos. A conjugacdo com
glutationa (GSH) ¢ considerada detoxificagcdo e ¢ a mais importante, dentre os processos de
conjugac¢do, no metabolismo dos herbicidas (KRUEZ et al., 1996). Os metabolitos derivados
da conjugagdo do herbicida podem entdo ser armazenados no vacuolo.

A compartimentalizagdo ou sequestro herbicida ocorre pela conjugacdo da molécula
com metabolitos da planta, tornando-a inativa, ou sendo removida das partes metabolicamente
ativas da célula e armazenadas em locais inativos, como o vactiolo ou ainda, presa na parede
celular, impedindo sua atividade e translocacdo. Devido a conjugacdo e
compartimentalizacdo, a absor¢do e a translocagdo sdo alteradas e, assim, a quantidade de
herbicida que atinge o local de a¢do ¢ bastante reduzida, ndo chegando a ser letal a planta. A
resisténcia ao herbicida paraquat pode ser conferida pela compartimentalizagao das moléculas
herbicidas na cuticula, na parede celular e no vacuolo, evitando seu acesso ao local de acao
(HART & DI TOMASO, 1994).

A resisténcia ocasionada por alteragdo no local de acdo, ¢ resultado de mutacdes a
nivel de DNA, ou seja, de alteracao ou alteracdes em uma ou mais bases nitrogenadas do gene
da enzima, dando origem a uma enzima modificada, o que impede a ligagdao do herbicida, que
assim perde sua funcionalidade. A alteragdo de uma tnica base nitrogenada, a qual resulta em
muta¢do de ponto, pode gerar uma enzima com caracteristicas funcionais diferentes da
original (AGOSTINETTO & VARGAS, 2009). De forma geral, este tipo de mecanismo
apresenta menor interagdo com o ambiente (VIDAL & MEROTTO Jr., 2001). Bidtipos de
picdo-preto (Bidens subalternans DC.) originarios de lavouras de soja de Goias, apresentam
resisténcia aos inibidores da enzima ALS devido a mutagao Trps7sLeu no gene da enzima
(LAMEGO et al., 2009).

Embora o herbicida glyphosate seja comercializado desde 1974 (VIDAL &
MEROTTO Jr., 2001), os primeiros relatos de ervas daninhas resistentes sé surgiram em

1996, o que surpreendeu muitos pesquisadores que, até entdo acreditavam que a resisténcia de
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plantas daninhas ao glyphosate seria improvavel de ocorrer (JASIENIUK, 1995). Trés razdes
principais foram apresentadas para suportar esta hipdtese: em primeiro lugar, o glyphosate ¢é
lentamente metabolizado pelas plantas; o segundo ponto supunha que a super expressao do
gene da EPSPS apenas conferiria resisténcia de baixo nivel; e, em terceiro lugar, as mutagdes
no gene EPSPs foram associadas com altas perdas de valor adaptativo pelos bidtipos
resistentes (JASIENIUK, 1995).

Para Roso & Vidal (2010), somente ap6s mais de uma década de estudos e um
gradativo aumento no problema, ¢ que a hipotese pode ser contestada. Atualmente, ha relatos
de mais 100 diferentes bidtipos com resisténcia ao glyphosate, compreendendo cerca de 20
espécies diferentes. O primeiro caso de resisténcia ao glyphosate foi relatado para a espécie
Lolium rigidum, na Australia (POWLES et al., 1998). No Brasil, a primeira espécie resistente
descrita foi 0 azevém (Lolium multiflorum Lam.) (VARGAS et al., 2004).

Os mecanismos relacionados a resisténcia ao glyphosate sao conhecidos para apenas
11 espécies do total que apresentam resisténcia, dividido-se em dois grupos: os que envolvem
alteragdes no local de acao e, aqueles ndo relacionados ao local de agdo herbicida (POWLES
& YU, 2010). Mutacdes no sitio alvo da enzima EPSPS e aumento na amplificagdo do gene
dessa mesma enzima, sdo exemplos de mecanismos de resisténcia relacionado ao sitio de
acdo. Enquanto que, reduzida absor¢do e translocagdo e sequestro no vactolo, sdo exemplos
de mecanismos nao relacionados com o local de acao (POWLES & YU, 2010).

A resisténcia ao glyphosate em populagdes de capim-pé-de-galinha (Eleusine indica L.
(Gaert)) da Malésia, ¢ causada por duas possiveis muta¢des na enzima alvo: prolina para
serina (ProjgeSer) ou prolina para treonina (ProjosThr) (NG et al., 2003). Para Gaines et al.
(2010), o mecanismo de resisténcia ao glyphosate em caruru (Amaranthus palmeri [S.] Wats)
¢ efeito da maior amplificagdo do gene da EPSPS, elevando o ntimero de copias da enzima na
planta.

Salas et al. (2012), ao investigarem a resisténcia em azevém perene (Lolium perenne
ssp. multiflorum) nos EUA, observaram que o nivel da resisténcia observado esteve
relacionado com aumento na atividade da enzima EPSPS no biotipo resistente e, também, ao
maior numero de copias do gene da enzima observado, quando comparado ao suscetivel. No
entanto, Ge et al. (2012), ao avaliarem o mecanismo de resisténcia em azevém oriundo de
diferentes paises como Australia, Brasil, Chile e Itdlia, encontraram uma elevada correlagao
da quantidade de herbicida sequestrado para o vacuolo e o nivel de resisténcia da espécie,
sugerindo assim, que o sequestro no vacuolo ¢ um dos principais mecanismos da resisténcia

do azevém ao glyphosate. Ja, para outras espécies, o mecanismo de resisténcia ao glyphosate
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ainda ndo é esclarecido. E o que acontece para caruru (dmaranthus tuberculatus [Moq.]
Sauer), ambrosia-americana (Ambrosia artemisiifolia L.), ambrosia (Ambrosia trifida L.),
avoadinha-marfim (Conyza sumatrensis L.), entre outros (HEAP, 2014).

Os mecanismos mais comumente relatados para a resisténcia ao glyphosate tem sido a
reducdo da absorcao e da transloca¢do do produto. A redugdo da translocagdo ¢ citada por
Ferreira et al. (2008), como sendo o mecanismo de resisténcia em bidtipo de C. bonariensis
no Brasil. Maior acumulo do herbicida foi observado na folha tratada de plantas R, enquanto
que em S, o maior acumulo foi encontrado na parte aérea (folhas e caules) e nas raizes,
indicando a translocagdo reduzida pelo resistente. O mesmo mecanismo ¢ responsavel pela
resisténcia ao glyphosate em azevém-comum (Lolium multiflorum Lam.) (JASIENIUK, et al.,
2008), azevém-perene (Lolium rigidum Gaud.) (YU, et al., 2009) e buva (Conyza canadiensis
L.) (FENG et al., 2004). Para Conyza canadiensis, espécie do mesmo género de C.
bonariensis, GE et al. (2010), observaram maior sequestro do herbicida glyphosate no
vacuolo dos bidtipos resistentes, quando comparados ao bidtipo suscetivel. O sequestro
ocorreu por um aumento na taxa de transferéncia do herbicida do cloroplasto para o vactolo,
realizado, possivelmente pela maior expressdo de um carregador molecular ndo identificado.

Em outro estudo com C. canadiensis, GE et al. (2011) demonstraram o efeito reversivo
de baixas temperaturas (T°C), sobre a manifestacdo da resisténcia em biotipo R ao herbicida
glyphosate. De acordo com os autores, quando o biotipo R € exposto a condigdes de elevadas
temperatura (20-30 -C), aceleram-se as reacdes de sequestro do glyphosate para o vactolo da
célula, inibindo sua atuagdo herbicida sobre a enzima EPSPS, e, consequentemente, tem-se
resisténcia. Todavia, quando sob baixas temperaturas (8-10°C) ocorre reversao da resisténcia,
talvez pela menor atividade dos carregadores responsaveis pelo sequestro do herbicida no
vacuolo, e a planta comporta-se como suscetivel. Em termos praticos, o controle de bidtipos
resistentes ao glyphosate na entressafra da soja, quando ocorrem ToC mais baixas, seria mais
eficiente do que em condic¢des de T°C mais elevadas, proximo a semeadura da cultura.

A evolucao da resisténcia aos herbicidas pode acarretar a planta um decréscimo no seu
potencial competitivo ou sua aptiddo ecoldgica, quando na auséncia do agente selecionador, o
herbicida. Neste caso, a reducdo na aptiddo ecoldgica do bidtipo, na auséncia de selecao
continua com o herbicida, favorecera que o mesmo va lentamente desaparecendo na
populacdo, dada sua reduzida capacidade competitiva (ANDERSON et al., 1996). No entanto,
ha relatos na literatura de mutagao no local de agao alvo do herbicida, conferindo resisténcia
mas ndo afetando a adaptabilidade do espécime resistente como observado por Sibony &

Rubin (2003), ao avaliarem bidtipo de caruru (Amaranthus blitoides S.), resistente ao
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herbicida sulfometuron, inibidor da enzima ALS. Estudos demonstraram que biotipos de C.
bonariensis ou C. canadensis, resistentes ao glyphosate apresentaram maior vigor inicial em
relagdo ao bidtipo suscetivel (SHRESTHA et al., 2010), o que pode ter ecologica importancia
para a dinamica populacional destes dois biotipos. Shrestha et al. (2010) em trabalhos com
bidtipos R e S de Conyza canadensis, observaram menor periodo necessario para as plantas
resistentes atingirem a florag¢do e a produgdo de sementes, quando comparadas as suscetiveis.
Demonstra-se assim maior velocidade de desenvolvimento inicial do bidtipo R, ocasionando
um maior potencial competitivo inicial quando comparado ao bidtipo S.

Em condig¢des de campo, Hanson et al. (2009) enfatiza que, ambos os biotipos (R e S),
podem ocorrer concomitantemente. Deste modo, o estudo da aptiddo e da capacidade
competitiva entre os mesmos torna-se de grande valia e, pode auxiliar na tomada de decisdao
sobre o seu manejo. Avaliando a competi¢do intraespecifica de Conyza canadensis, Shrestha
et al. (2010) observaram que sob condi¢des de limitagdo nutricional e hidrica, plantas R
apresentaram maior acimulo de matéria seca e maior estatura quando comparadas as plantas
S, sendo portanto, o bidtipo resistente mais competitivo em condicdes de limitagcdo e disputa
pelos recursos do meio. Shrestha et al. (2010) ressalta que ndo ha penalidade na aptidao
ecoldgica aparente para bidtipos R ao glyphosate em C. canadensis, garantindo que o mesmo
persista no ambiente, competindo com aqueles sucetivel, independentemente da pressao de
selecdo do glyphosate. Neste caso, a presenca de biotipos R em uma area, implica em
disseminagdo da espécie, exigindo estratégias mais eficazes de controle.

Nesse contexto, o objetivo geral desse trabalho foi investigar a resisténcia ao
glyphosate em Conyza bonariensis L., visando avaliar aspectos do crescimento e
desenvolvimento de bidtipo R quando comparado ao S ao herbicida, bem como determinar o
mecanismo de resisténcia envolvido. Ainda, os objetivos especificos foram: Determinar o
nivel da resisténcia ao herbicida glyphosate em bidtipo de C. bonariensis; Investigar
mecanismos de acdo alternativos para o manejo de bidtipo de C. bonariensis resistente ao
glyphosate; Avaliar a aptidao ecologica de bidtipos de C. bonariensis R e S ao glyphosate;
Comparar aspectos do crescimento e desenvolvimento, em diferentes estacdes de crescimento
(outono/inverno e primavera/verao), entre biotipos de C. bonariensis resistente e suscetivel ao
herbicida glyphosate; Determinar o mecanismo de resisténcia ao glyphosate em biodtipo
resistente de C. bonariensis, através de investigagdes que envolvam analises no local de agao

do herbicida (EPSPS) e, aquelas ndo relacionadas ao local de acdo.



2. ARTIGO I — NIVEL DA RESISTENCIA E ALTERNATIVAS HERBICIDAS
EMPREGADAS NO MANEJO DE BUVA (Conyza bonariensis L.) RESISTENTE AO
GLYPHOSATE

RESUMO - Conyza bonariensis ¢ a principal planta daninha da cultura da soja no Sul do
Brasil, em decorréncia de sua evolu¢do como resistente ao herbicida glyphosate. O objetivo
deste trabalho foi determinar o nivel de resisténcia de bi6tipo de C. bonariensis ao herbicida,
bem como avaliar herbicidas alternativos em fungdo do estaddio de controle para a espécie
daninha. Dois experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, no periodo entre maio
de 2012 a abril de 2013. O primeiro experimento foi realizado em esquema fatorial 2x7; dois
bidtipos de buva oriundos do Rio Grande do Sul, suscetivel (S) e resistente (R) e sete doses de
glyphosate, 0, 45, 90, 180, 360, 720, 1.440 g c.a ha'! para o biotipo S, e 0, 360, 720, 1.440,
2.880, 5.760 e 11.520 g e.a ha™' para o bidtipo R. O segundo experimento foi constituido de
um fatorial 2x3x10, onde o fator A constituiu-se dos biotipos S e R; o fator B do estadio de
desenvolvimento das plantas: I — 1-2 folhas, II- 5-6 folhas; e III — 30-35 folhas (20 a 25 cm de
altura); e fator C, herbicidas: testemunha (sem herbicida), glyphosate (720 g e.a ha™),
chlorimuron-etilico (20 g i.a ha™), metsulfuron- methyl (3,6 g i.a ha™), diclosulam (33,6 g i.a
ha™'), aménio-glufosinato (400 g i.a ha™), paraquat (400 g i.a ha™), paraquat+diuron (400 +
200 g i.a ha'), diquat (400 g i.a ha') e 2,4-D (1.007,5 g e.a ha'). Foi comprovada a
existéncia de alto nivel de resisténcia em Conyza bonariensis ao herbicida glyphosate, com
fator de resisténcia (FR) > 50. Os tratamentos herbicidas alternativos controlaram de forma
eficaz os biotipos de buva S e R, descartando a possibilidade de resisténcia multipla.
Entretanto, 0 estadio de desenvolvimento da planta daninha influéncia diretamente o sucesso
do controle.

Palavras-chaves: Resisténcia de alto nivel. Herbicidas alternativos. Estadio de aplicacao.

ABSTRACT - Conyza bonariensis is a major weed of soybean in Southern Brazil, due to the
its evolution as resistant to glyphosate herbicide. The objective of this study was to determine
the level of resistance of C. bonariensis biotype to the herbicide, as well as evaluating
alternative herbicides according to the stage of control of the weed. Two experiments were
conducted in a greenhouse, in the period from May 2012 to April 2013. The first experiment
was a factorial 2x7; two biotypes of fleabane originated from Rio Grande do Sul, susceptible
(S) and resistant (R) and seven rates of glyphosate, 0; 45; 90; 180; 360; 720; 1,440 g e.a ha™
for the biotype S and 0; 360; 720; 1,440; 2,880; 5,760 and 11,520 g e.a ha™! for the biotype R.
The second experiment consisted of a factorial 2x3x10, where the first factor consisted of
biotypes, R and S, factor B of stage of plant development: I - 1-2 leaves, II- 5-6 leaves, and III
— 30-35 leaves (20 25 cm tall), and factor C, herbicides: control (no herbicide), glyphosate
(720 g e.a ha™), chlorimuron-ethyl (40 g i.a ha™), metsulfuron-methyl (3,6 g i.a ha™),
diclosulam (33.6 g i.a ha™"), ammonium-glufosinate (400 g i.a ha™) , paraquat (400 g i.a ha™),
paraquat + diuron (400 + 200 g i.aha™), diquat (400 g i.a ha™) and 2.4-D (1,007.5 g e.a ha™).
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There was confirmed the existence of high-level resistance in Conyza bonariensis to
glyphosate herbicide with resistant factor (RF) >50. The alternative herbicide treatments
controlled effectively S and R biotypes of fleabane, eliminating the possibility of multiple
resistance. However, the growth stage of the weed influences directly the success of control.

Keywords: High-level resistance. Alternative herbicides. Stage of spray.

2.1 INTRODUCAO

A buva (Conyza bonariensis [L.] Cronquist) ¢ uma planta autdégama, de ciclo anual
pertencente a familia Asteraceae, originaria da América do Sul, tendo distribuigdo entre as
regides Centro-Oeste e Sul do Brasil (KISSMANN & GROTH, 1999). Essa espécie apresenta
um aumento gradativo da sua infestacdo nas 4reas agricolas do sul do Brasil, principalmente
as cultivadas com soja, tornando-se a principal planta daninha dessa cultura. A elevada
presenga em areas agricolas se deve a capacidade de propagacdo e adaptabilidade ecologica
dessa espécie. Wu & Walker (2004) destacam algumas caracteristicas principais dessa espécie
considerada daninha, relacionadas a sua adaptabilidade ecologica como a grande producao de
sementes viaveis (até 200 mil por planta), a dispersao das sementes que pode ultrapassar 100
metros de distncia, a alta adaptabilidade aos sistemas conservacionistas de solo como o
sistema de semeadura direta, além da evolu¢do de bidtipos resistentes ao herbicida
glyphosate.

O glyphosate, herbicida inibidor da enzima enol-piruvil-shikimato-fosfato-sintetase
(EPSPS), consistiu até pouco tempo na principal forma de controle da buva. O uso dessa
molécula herbicida na dessecacdo pré-semeadura da soja e em pds-emergéncia da cultura
transgénica resistente a esse herbicida, acarretou no uso do mesmo produto algumas vezes na
mesma area em um Unico ano, culminando na evolugdo de biodtipos de buva resistentes ao
glyphosate. A resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas ¢ definida pela FAO como a
ocorréncia natural de bidtipo com habilidade de sobreviver a aplicacdo de composto quimico
para o qual a populagdo original era suscetivel (LEBARON & GRESSEL, 1982). Neste
contexto, a buva passou a causar elevados prejuizos a soja, sendo seus efeitos mais danosos
nos primeiros estadios de desenvolvimento da cultura. Patel et al. (2010) afirmam que quanto
mais avangado o estadio de desenvolvimento das plantas de C.bonariensis no momento da

implantagdo da cultura da soja, maiores serdo as perdas de rendimento de grdos, devido a
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dificuldade de manejo destas. Deste modo, a buva vem exigindo dos agricultores a adoc¢ao de
métodos alternativos de controle, entre os quais estd a utilizagdo de herbicidas com
mecanismos de acgdo alternativos ao glyphosate. Sendo assim, estudos que visam obter
alternativas de controle sdo fundamentais para o adequado manejo dos biotipos resistentes
(LOPEZ-OVEJERO et al., 2006).

Falhas observadas no controle de plantas de Conyza spp. estdo associadas, em geral,
ao estadio avancado com estatura de planta elevada, bem como a combinacao ineficiente de
herbicidas utilizados (VARGAS et al., 2007; VANGESSEL et al., 2009). Moreira et al. (2010)
ressaltam que a ocorréncia de brotagdes laterais e a auséncia do controle de buva submetidas a
aplicagdo de tratamentos herbicidas, aumentam com o avango do estadio de desenvolvimento
da espécie. Para Singh & Singh (2004), este fato pode ser decorrente do aumento da taxa de
degradacdo e metabolizacdo do herbicida em plantas em estadios de desenvolvimento mais
avancados. Enquanto que Shrestha et al. (2007), enfatizam que a menor quantidade de
glyphosate translocada para as raizes e pontos de crescimento esté relacionada com o aumento
do nivel de resisténcia observado em Conyza canadensis L. em avancado estadio de
desenvolvimento. Desta forma, vem ocorrendo uma facilitagao na sobrevivéncia de bidtipos R
e na geracgdo de altas infestagdes observadas atualmente nas areas de producao agricola.

A utilizagdao de herbicidas com mecanismo de agdo diferente ao glyphosate torna-se
uma importante ferramenta no manejo integrado dessa planta daninha, uma vez que esses
produtos ainda controlam a buva resistente ao glyphosate (LAMEGO et al., 2013). Neste
contexto, Vargas et al. (2007) relatam que os herbicidas 2,4-D, diuron + paraquat,
chlorimuron-ethyl e metsulfuron-methyl, todos utilizados em po6s-emergéncia inicial, sdao
considerada alternativas eficientes para o controle de bidtipos de C. bonariensis resistentes ao
glyphosate. Herbicidas com agdo de contato, como o amodnio-glufosinato, também se
mostraram eficientes no controle da buva (OLIVEIRA NETO et al., 2010). Porém, a
utilizacdo desses pode apresentar queda de eficiéncia devido a ocorréncia de brotacdes
laterais, decorrente do inadequado estddio de desenvolvimento (MOREIRA et al., 2010).
Todavia, ¢ importante ressaltar que em estudo conduzido nos Estados Unidos, ja foram
identificadas populagdes de C. canadensis com resisténcia cruzada aos herbicidas inibidores
da enzima acetolactato sintase (ALS), devido a trés diferentes mutacdes no gene da enzima,
comprometendo assim, sua eficacia (ZHENG et al., 2011). Uma vez que esse grupo de
herbicidas ¢ o que apresenta o maior nimero de casos de resisténcia no mundo, a utilizacao
de inibidores da ALS deve ser feita de forma cuidadosa e ndo repetitiva, de modo a evitar

pressao de selecdo sobre bidtipos de buva, gerando resisténcia também a esse grupo quimico.
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A partir do exposto, este trabalho foi realizado com objetivo de determinar o nivel de
resisténcia em bidtipo de buva (Conyza bonariensis) resistente ao glyphosate, bem como
identificar herbicidas alternativos para controle dessa espécie, avaliados em diferentes

estadios de desenvolvimento dessa planta daninha.

2.2 MATERIAL E METODOS

Dois experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo do Departamento de
Ciéncias Agrarias e Ambientais da Universidade Federal de Santa Maria - UFSM, Campus de
Frederico Westphalen, RS. Para ambos os experimentos, as sementes de buva do bidtipo
suscetivel (S) foram provenientes do municipio de Frederico Westphalen-RS (27°23'46.31"S e
53°25'39.50"0), em area sem historico de aplicagdo de herbicida, enquanto as sementes do
bidtipo resistente (R) foram coletadas em 4rea agricola situada no municipio de Jaboticaba-

RS, (27°40'30.18"S e 53°17'51.12"0), distante cerca de 40 km.

2.2.1 Nivel da resisténcia em Conyza bonariensis

O estudo foi conduzido nos meses de maio e outubro de 2012, em casa de vegetagao,
sendo portanto, repetido duas vezes. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com os tratamentos dispostos em esquema fatorial 2x7, onde o fator A
correspondeu aos bidtipos de buva, S e R; e o fator B, as doses de glyphosate, 0, 45, 90, 180,
360, 720, 1.440 g e.a ha’! para o bidtipo S, e 0, 360, 720, 1.440, 2.880, 5.760 e 11.520 g e.a
ha™' para o bidtipo R.

Sementes de buva S e R foram embebidas em dgua por 24 horas para estimular a
germinacdo, e posteriormente semeadas em copos de 50 ml preenchidos com substrato
agricola (TecnoMax®). ApoOs apresentarem as primeiras folhas verdadeiras, as plantas foram
transplantadas para copos plasticos de 500 ml, preenchidos com o mesmo substrato. Manteve-
se uma planta por copo, sendo essas mantidas em casa de vegetacdo e irrigadas quando
necessario. Quando as plantas apresentavam 5-6 folhas, realizou-se a aplicagdo dos

tratamentos. Para isso, foi utilizado pulverizador costal pressurizado a CO,, com volume de
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calda de 200 L ha™ ¢ barra de aplicagdo equipada com quatro pontas tipo leque XR 110.02,
distanciadas 0,5m entre si. As condi¢des de aplicacdo para o experimento conduzido em maio
foram de 20,5°C de temperatura e umidade relativa do ar (UR) de 86%. J& em outubro, a
temperatura foi de 25,3°C e UR de 80%.

O percentual de controle (%) foi avaliado aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a aplicacao dos
tratamentos (DAT), onde se adotou escala visual, em que a total auséncia de controle
correspondeu ao valor 0, enquanto a morte da planta correspondeu ao valor 100%. Também
foi avaliada a massa seca da parte aérea (MSPA) residual aos 28 DAT, onde a parte aérea do
material vegetal residual foi coletada e seca até peso constante em estufa a 70 °C. A massa
seca foi corrigida para valores percentuais por meio da comparagdo da massa obtida nos
tratamentos herbicidas com a massa da testemunha, considerada 100%.

Os resultados dos dois experimentos de resposta a dose foram submetidos a analise de
variancia. Quando observada interacdo biotipo x dose, realizou-se ajuste a equacdo sigmoidal

de trés pardmetros com auxilio do programa Sigma Plot versao 10.0:

Y=a/(1 + exp (-(X — Xas)/b)) Equagdo 1

onde Y = variavel dependente (Controle ou Massa Seca), X = varidvel independente (dose
herbicida (g e.a ha')); a= diferenca entre as assintotas de maxima e de minima; b=
declividade da curva; Xase= dose herbicida (g e.a ha™) responsavel por reduzir a variavel
dependente ao nivel correspondente a 50% do valor da assintota de maxima (a). Foram
calculados pela equacdo os respectivos coeficientes: o valor de Xsy, ou seja, valor da dose
responsavel por ocasionar 50% de controle (Csp), ou reduzir 50% da MSPA dos biotipos
(GRsp), e o fator de resisténcia (FR), calculado através de CsoR/ CsoS € GRsoR/ GR5S. A
resisténcia ¢ confirmada quando FR > 1,0 (SAARI et al., 1994).

2.2.2 Herbicidas alternativos e estadios de aplicacdo em Conyza bonariensis resistente ao

glyphosate

O experimento foi conduzido de novembro a dezembro de 2012 e repetido entre margo

e abril de 2013. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com os
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tratamentos dispostos em esquema fatorial 2x3x10, onde o fator A correspondeu aos biodtipos
de buva: S e R; o fator B ao estadio de desenvolvimento: Estadio I — plantas com 1-2 folhas
verdadeiras, Estadio II - plantas com 5-6 folhas verdadeiras; e Estadio III — plantas com 30-35
folhas verdadeiras (20-25 cm de estatura); e fator C aos tratamentos herbicidas: testemunha
(sem aplicacio), glyphosate (720 g e.a ha™), chlorimuron-etilico (40 g i.a ha™), metsulfuron -
methyl (3,6 g i.a ha), diclosulam (33,6 g i.a ha™), amonio-glufosinato (400 g i.a ha™),
paraquat (400 g i.a ha), paraquat+diuron (400 + 200 g i.a ha™), diquat (400 gi.a ha™') e 2,4-D
(1.007,5 g e.aha™).

As sementes dos bidtipos S e R foram semeadas de forma escalonada semelhante ao
descrito para o experimento anterior, de modo a garantir plantas nos trés diferentes estadios
para um Unico momento de aplicagdo. Uma planta foi estabelecida por copo plastico de 500
ml, com substrato agricola (TecnoMax®), sendo essas mantidas em casa de vegetagdo e
irrigadas diariamente até atingirem os estddios de aplicacdo pré-estabelecidos. Quando as
plantas se apresentavam nos referidos estadios, foi realizada a aplicagdo dos tratamentos. Para
isso, foi utilizado pulverizador costal pressurizado a CO2, semelhante ao descrito no
experimento anterior. As condigdes de aplicagdo para o experimento conduzido em
novembro/dezembro eram de 26°C de temperatura ¢ 73% de UR. Ja para o experimento
conduzido em margo e abril/2013, a temperatura foi de 24°C e a UR de 81%.

O percentual de controle (%) foi avaliado aos 7, 14, 21 e 28 DAT, adotando-se escala
visual. Também foram colhidas as partes aéreas aos 28 DAT para determinacdo da MSPA. Os
resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia. Havendo significancia, os
tratamentos foram comparados pelo teste de Tukey e no caso de interagdo entre os fatores,

adotou-se o teste de médias de DMS com 5% de probabilidade.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Nivel de resisténcia em Conyza bonariensis

Os resultados obtidos demonstraram interagdo significativa (5%) entre biotipo x dose

do herbicida. Os dados de controle visual, em todos os periodos de avaliacdo e de MSPA
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foram ajustados ao modelo sigmoidal e logistico, com significancia de 5% (Figura 1 e 2). Os
valores do coeficiente de determinagio (R?) variaram de 0,94 a 0,98, demonstrando ajuste
satisfatorio dos dados ao modelo (Tabela 1). A partir das equagdes, foram calculados os
valores de Csyp e GRsp para os bidtipos de Conyza bonariensis. As equagdes, por sua vez,

comprovam que o bidtipo R tem comportamento diferencial frente as doses crescentes do

herbicida glyphosate.
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Figura 1 - Controle (%) de biotipos de Conyza bonariensis suscetivel (S) e resistente (R) ao
herbicida glyphosate, avaliado aos 07, 14, 21 e 28 dias apo6s a aplicacdo dos tratamentos
(DAT). UFSM, Campus Frederico Westphalen — RS, 2013
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A curva de dose-resposta aos 7 DAT ja demonstra grande diferenga entre os biotipos
para o controle visual, em fun¢do do aumento da dose do herbicida (Figura 1A). Contudo,
para o bidtipo S, o aumento no nivel de controle se verificou em menor dose € com maior
intensidade do que para o bidtipo R. A dose necessaria para promover 50% de controle de C.
bonariensis (Csg) foi de 4.923,10 ¢ 127,86 g e.a ha™' para os bidtipos R e S, respectivamente
(Tabela 1). O FR calculado indica, ja aos 7 DAT, que o bidtipo S ¢é 38,5 vezes mais sensivel

ao glyphosate do que o R.

Tabela 1 - Equagdes” utilizada para determinar a dose necessaria para obter 50% do controle
(Cso) ou reducdo de 50% da massa seca (GRsg) dos bidtipos de Conyza bonariensis suscetivel
(S) e resistente (R) ao herbicida glyphosate. UFSM, Campus Frederico Westphalen - RS,
2013.

Bi6tipo A B Cso (ge.ahal) R FRC Ird
7 DAT*

Suscetivel 33,11 65,15 127,86 0,97 9

Resistente 14,12 2.018,51 4.923,1 0,94 38,5 8
14 DAT

Suscetivel 89,66 54,34 114,23 0,97 10

Resistente 27,78 1.881,2 4552,84 0,96 39,85 9
21 DAT

Suscetivel 94,62 50,01 104,7 0,96 8

Resistente 53,09 1.729,43 4.716,07 0,98 45,04 8
28 DAT

Suscetivel 98,79 36,79 81,16 0,97 9

Resistente 62,22 1.808,44 4.499,42 0,97 55,43 9

Bi6tipo A b GRso(g e.a ha™) R FR Itr
28 DAT

Suscetivel 85,16 25,32 52,78 0,96 10

Resistente 60,19 1.821,84 3.242,20 0,95 61,49 10

*Equagdo sigmoidal Y=a/(1 + exp («(X — Xa50)b)), onde Xasy- GRso (p< 0,05) ou Xasy- Csq (p< 0,05).
® Coeficiente de determinagio.

¢ Fator de Resisténcia= Cs)R/CsyS ou GR5oR/GR5S.

¢ Itr= nimero de iteragdes utilizadas para ajustar os parametros da equagio.

* Dias ap0s aplicagdo dos tratamentos.

Novamente, aos 14 DAT, o biotipo S apresentou indice de controle superior ao bidtipo
R, e com doses menores de herbicida (Figura 1B). A Cs, foi de 4.552,84 ¢ 114,23 ge.aha’,

para os bidtipos R e S, respectivamente (Tabela 1), gerando um FR de 39,5. Trezzi et al.,
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(2011), ao trabalhar com 13 diferentes biotipos de Conyza spp., observaram aos 14 DAT
fatores de resisténcia que variaram de 1,0 a 17,8, demonstrando grande variabilidade do
material em estudo. Contudo, os niveis de resisténcia observados pelos mesmos autores se
mantiveram, praticamente estaveis até o final do periodo de avaliagdes.

Na Figura 1C pode-se verificar que aos 21DAT, para a dose recomendada do produto
(720 g e.a ha) obteve-se controle satisfatorio do bidtipo S de C. bonariensis. Entretanto, para
o bidtipo R, mesmo doses superiores a 11.520 g e.a ha™ nao proporcionaram controle superior
a 60%. Nessa mesma avaliacdo, o fator de resisténcia obtido foi de 45,04, demonstrando para
o bidtipo R elevada capacidade de resisténcia quando comparado ao S. Controle superiores a
80% foram obtido para trés biotipos de Conyza spp., com utilizagdo da dose de 720 g.e. a ha™
de glyphosate (TREZZI1 et al., 2011).

Aos 28 DAT (Figura 1D), o biodtipo suscetivel apresentou controle satisfatorio, acima
de 80%, para a doses de180 e 360 g e.a ha, e morte para as doses de 720 ¢ 1.440 g e.a ha™,
enquanto que para o biotipo R, mesmo na dose mais elevada (11.520 g e.a ha™), ndo foi
possivel constatar o controle total das plantas. Para essa avaliagdao, o FR obtido foi de 55,43,
sendo que a dose necessaria para promover 50% de controle de C. bonariensis (Csg) foi de
4.499,42 ¢ 81,16 g e.a ha', para os bidtipos R e S, respectivamente (Tabela 1). Sendo assim,
ficou comprovado o alto nivel de resisténcia apresentado pelo bidtipo R. Outros autores ja
relataram a resisténcia em C. bonariensis no Brasil, como Moreira et al. (2007), Vargas et al.
(2007) e Lamego & Vidal (2008); contudo, os niveis de resisténcia observados foram
proximos a 10.

Os dados de MSPA aos 28 DAT (Figura 2) estdo em concordancia com os valores de
controle visual obtidos (Figura 1), onde menores doses de glyphosate foram suficientes para
inibir o actimulo de massa do bidtipo S quando comparado ao R. As doses necessarias para
promover a redugdo em 50% da massa seca (GRsp) foram de 52,78 e 3.242,20 g e.a ha, para
os bidtipos S e R, respectivamente. O FR gerado ficou acima do encontrado para as avaliagdes
de controle visual e indicou que biodtipo R ¢ 61,49 menos sensivel ao glyphosate do que S.

As variagdes na amplitude do FR observadas entre controle (%) e MSPA, também
foram reportadas por Trezzi et al. (2011); ao trabalharem com plantas de Conyza spp.
resistentes ao glyphosate, os autores observaram para um mesmo bidtipo FR de 3,98 e 37,27,
para as varidveis controle aos 21 DAT e matéria seca, respectivamente. Os valores de FR
variaram em amplitude, mas se mantiveram elevados par todas as varidveis avaliadas (Tabela

1), concordando com o relatado por Moreira et al. (2007) e Trezzi et al. (2011).
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Figura 2 - Reducdo da matéria seca da parte aérea (MSPA(%)) em biodtipos de Conyza
bonariensis suscetivel (S) e resistente (R) ao herbicida glyphosate, avaliado aos 28 dias apos
a aplicacao dos tratamentos (DAT). UFSM, Campus Frederico Westphalen — RS, 2013.

A resisténcia ao glyphosate em bibtipos de C. bonariensis também ja foi relatada na
Africa do Sul (2003), Espanha (2004), Israel (2005), Colombia (2006), Estados Unidos
(2007), Australia, Grécia e Portugal (2010), conforme Heap (2014). Na maioria dos casos, a
resisténcia tem sido caracterizada pelo baixo FR, diferindo do encontrado nesse estudo, 61,49
aos 28 DAT para MSPA (Tabela 1), enquanto que os observados por Moreira et al. (2007) e
Lamego & Vidal (2008) foram de 14,74 e 2,3, respectivamente. Valores de FR superiores a 10
sdo considerados elevados e relatam resisténcia de alto nivel, onde as plantas tratadas com o
herbicida mesmo em altas doses sofrem poucos ou nenhum sintoma de dano e ndo tem seu
ciclo biologico afetados, proporcionando a reproducdo e propagacao do biotipo (VIDAL et
al., 2007).

Os mecanismos de resisténcia ao glyphosate elucidados até entdo em plantas daninhas,
estdo relacionados a reduzida translocag@o do herbicida nas plantas (FERREIRA et al., 2008),
sequestro no vacuolo (GE et al., 2012), aumento da atividade da EPSPS (SALAS et al., 2012)

e mutagdo na posi¢ao 106 da enzima EPSPS, alterando o aminoécido prolina para serina ou
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treonina (POWLES & PRESTON, 2006; ALARCON-REVERTE et al., 2013). Neste
contexto, ao comparar os fatores de resisténcia ao herbicida glyphosate com o mecanismo de
resisténcia envolvido, Hugh (2011) relata a atuacdo de mudancgas no local alvo dos bidtipos
com FR acima de 10, enquanto que mecanismo de resisténcia nao relacionado ao local alvo,
implicaria em FR inferior a 10. Contudo, trabalhos desenvolvidos com Eleusine indica
(Gaert) e Lolium multiflorum (Lam.) que apresentam como mecanismo de resisténcia
mutacoes na enzima EPSPS, apresentaram FR 4 e 2, respectivamente (KAUNDUN, et al.,
2008; PEREZ-JONES, et al., 2007). Salas et al. (2012), relatam a super expressao do gene
que codifica a enzima EPSPS, sendo este o mecanismo de resisténcia ao glyphosate
apresentado por biotipos de Lolium perenne ssp. multiflorum, ¢ que confere FR=13. Deste
modo, resisténcia de baixo nivel pode ser ocasionada por mudangas no local alvo. Entretanto,
o nivel de resisténcia elevado observado no presente estudo sugere que a evolucdo da
resisténcia esta associada com um ou mais mecanismos de resisténcia, que podem estar
atuando em conjunto e garantindo a sobrevivéncia do bidtipo R, mesmo em doses elevadas do
produto. Sendo assim, detalhados estudos s@o necessdrios para elucidar qual ou quais
mecanismos de resisténcia sdo atuantes sobre essa espécie, visando adotar a melhor estratégia

de manejo.

2.2.2 Herbicidas alternativos e estadios de aplicacdo em Conyza bonariensis resistente ao
glyphosate.

Os resultados obtidos demonstraram, a partir do teste F, interacdo significativa (5%)
entre bidtipo x herbicidas x estadio de aplicagdo. Os dados de controle visual, em todos os
periodos de avaliagdo e de MSPA apresentaram diferenga significativa pelo teste t (p<0,05).

Aos 7 DAT, de forma geral, ja era possivel ser observado o melhor desempenho dos
tratamentos herbicidas para as plantas em estagios de menor desenvolvimento (Tabela 2).
Contudo, o herbicida glyphosate nao apresentou diferenca para a varidvel estadio de
desenvolvimento, mas sim para bidtipo, onde se observou auséncia total de controle no
biodtipo R. Esses resultados demonstram a existéncia de correlagdo entre estadio de aplicacdo e
nivel de controle, estando em concordancia com o observado por Vargas et al. (2007), que
obtiveram resultados favoraveis para 2,4-D, paraquat, chlorimuron-ethyl, metsulfuron-methyl

aplicados em estadios iniciais de desenvolvimento dessa planta daninha.
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Tabela 2 - Controle (%) de Conyza bonariensis suscetivel e resistente ao glyphosate aos 7
dias apds a aplicagdo dos tratamentos (DAT), UFSM, Campus Frederico Westphalen-RS,

2012/13.

Suscetivel Resistente
Tratamentos It I Il | I 1
Testemunha A 0,002®e A 0,00 f A 0,00™ h A 0,00e A 0,009 A0,00g
Glyphosate A3571*c A 37,86*d A 36,87* e A 0,00e A 0,00 g A 0,009
Chl. EthyI3 B23,12*d A 32,14*e C1857*¢g A 38,75d B 2187e C14,29f
Met. metil* A3957*c A3917*d B 23,33" f A 4437 c B 27,50d C21,25 e
Diclosulam A42,00*c A 4375* ¢ B 24,37*f A 36,25d B 19,33 f B 20,86 e
Glufosinato A 100,00*a A 99,28* a B 80,00*c A9%25b B9262 b C 65,00 c
Paraquat A 100,00"a A 99,00va B 84,37*b A100,00a B 9475 b C7750 b
Par.+Diuron® A 100,00®a B 90,25*a C86,25*b A9812 ab B 9285b C7714 b
Diquat A100,00®a B9571* a C90,62*a A 99,75ab A 98,71 a B 83,57 a
2,4-D A 5357*bh AD5286* b B 40,00*d A 4310c B 4125c C3416d
Média 32,33 59,00 48,44 50,73 48,89 39,38
C.V. (%)° 6,04

"Estadio I — plantas com 1-2 folhas verdadeiras, Estadio II- plantas com 5-6 folhas verdadeiras; e Estadio III —
plantas com 30-35 folhas (20-25 cm de altura). 2 Médias antecedidas por letras maiusculas distintas, comparadas
nas linhas (estadios), ou sucedidas por letras minusculas diferentes, comparam nas colunas (herbicidas), diferem
pelo teste t (p<0,05). ns e * comparam médias dos bidtipos (S e R), dentro dos mesmos estadios e herbicidas.?
Chlorimuron-ethyl, *Metsulfuron-metil, > paraquat +diuron, ° Coeficiente de variagio.

Ainda para a avaliacdo aos 7 DAT, os herbicidas de contato, em especial paraquat e
diquat, apresentaram melhor desempenho quando utilizados em plantas menores, atingindo
controle préximo a 100%, nos estadios I e II em ambos os bidtipos (Tabela 2). O rapido
controle de plantas jovens, se deve a alta capacidade desses herbicidas atuarem como
receptores de elétrons provenientes da fotossintese e pela capacidade de gerar radicais livres
(superdxidos de O;), que por sua vez, sdo altamente reativos e danificam a membrana
plasmatica, permitindo o extravasamento do conteudo celular, ocasionando sua morte em
apenas algumas horas (HESS, 2000; MARKWELL et al., 2006). Contudo, esse grupo de
herbicida exige uma eficaz cobertura do alvo e em casos de plantas com maior estatura, pode
ndo se obter controle satisfatorio e ainda se ter a incidéncia de rebrotes laterais, como o
observado para plantas de ambos os bidtipos que se apresentavam no estadio III (25 cm de
altura). Esses resultados corroboram com o relatado por Vargas et al. (2007), que ao

trabalharem com buva em estddio de desenvolvimento de quatro folhas, observaram
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resultados satisfatérios quando da aplicacdo do paraquat e paraquat+diuron. Enquanto
Moreira et al. (2010), obtiveram insucesso no controle de bidtipos de Conyza spp. a partir da
utilizacdo de paraquat + diuron e amonio-glufosinato sobre plantas com 10 folhas,
apresentando rebrotes laterais.

Aos 14 DAT, o melhor desempenho para todos os herbicidas, com exce¢ao do
glyphosate para o bidtipo R, foi observado sobre as plantas que se apresentavam nos estagios
iniciais de desenvolvimento (Tabela 3). Enquanto que para o estadio III (30-35 folhas), o
desempenho foi inferior aos demais estddios. Os herbicidas sistémicos alternativos ao
glyphosate, ainda apresentaram um inferior desempenho frente aos herbicidas de contato,
como pode ser observado para a comparagdo do chlorimuron-ethyl e o paraquat, para o
estadio I do bidtipo S, onde o controle foi equivalente a 60,62 e 100%, respectivamente
(Tabela 3). Na comparagdo entre bidtipos, de forma geral ndo ocorerram diferencas
significativas dentro de cada época e para cada herbicida, a principal excessao foi o herbicida

glyphosate que obteve controle percentual nulo para o biotipo R.

Tabela 3 - Controle (%) de Conyza bonariensis suscetivel e resistente ao glyphosate aos 14
dias apds a aplicagdo dos tratamentos (DAT), UFSM, Campus Frederico Westphalen-RS,
2012/13.

Suscetivel Resistente
Herbicidas Estadio
I! 1I 11 1 11 111

Testemunha A 0,00>™ f A0,00"e A 0,00 g A0,00¢ A 0,00d A0,00d
Glyphosate A 85,29% ¢ A 84,29*%Db B 70,62* ¢ A0,00¢ A0,00d A0,00d
Chl. ethyl? A 60,62% ¢ A 58,57*d B 39,28™ f A7687c B66,87b C33,57c
Met. metil® A 69,29*% d A 69,17 ¢ B47,5%¢ A83,12b B6562b C47,00b
Diclosulam A 75,00%d A7437*c B 54,37"d A8375b B5833c¢c (C49,28b
Glufosinato A 100,00™ a A99,71™a B 83,12™ b A9925a A99,75a B8285a
Paraquat A100,00"a  AB99,28"a B94,62™a A100,00a A98,62a BSg89,17a
Par.+Diuron’ A 100,00 a B9425"a AB97,25%a A100,00a A9571a BS8714a
Diquat A 100,00™ a A99,71™a A 97,00*% a A99,50a A99,00a B90,00a
2,4-D A 89,16* b A 86,42*%b B 80,62* b A7125d B60,00c C51,50b
Média 77,94 76,58 63,04 71,37 64,39 52,95
C.V. (%)° 8,07

"Estadio I — plantas com 1-2 folhas verdadeiras, Estadio 1I- plantas com 5-6 folhas verdadeiras; e Estadio III —
plantas com 30-35 folhas (20-25 cm de altura). > Médias antecedidas por letras maiusculas distintas, comparadas
nas linhas (estadios), ou sucedidas por letras minusculas diferentes, comparam nas colunas (herbicidas), diferem
pelo teste t (p<0,05). ns e * comparam médias dos bidtipos (S e R), dentro dos mesmos estadios e herbicidas.?
Chlorimuron-ethyl, *Metsulfuron-metil, > paraquat +diuron, ® Coeficiente de variagio.
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Controles proximos a 100% foram observados para todos os herbicidas alternativos ao
glyphosate no menor estadio de desenvolvimento e em ambos os bidtipos aos 21 DAT (Tabela
4). De forma geral, para os mesmos produtos alternativos ndo foi observada diferenca
significativa no controle, na comparacao entre bidtipos dentro de estadio. Entretanto, o
herbicida 2,4-D apresentou, para os trés estadios de avaliacdo, inferior controle do bidtipo R,
com percentual de 66% para o estadio III, enquanto o controle no mesmo estadio para o S, foi
superior a 88%. E importante ressaltar que os herbicidas diclosulam, metsulfurom-metil e
chlorimuron-ethyl demonstraram controle insatisfatorio para ambos os biotipos no estadio III
de desenvolvimento da buva, com indices de controle proximos a 65, 60 e 40%,

respectivamente aos 21 DAT.

Tabela 4 - Controle (%) de Conyza bonariensis suscetivel e resistente ao glyphosate aos 21
dias ap6s a aplicagdo dos tratamentos (DAT), UFSM, Campus Frederico Westphalen-RS,
2012/13.

Suscetivel Resistente

Herbicidas Estadio

I! I 111 1 II 111
Testemunha A 0,002™ ¢ A 0,00™ d A0,00" e A 0,00 c A0,00¢ A0,00¢
Glyphosate A99,71*a A99,71*a B 91,87* ab A 0,00 ¢ A0,00e A0,00¢
Chl. ethyl? A98,87"a B 77,14%c¢ C45,00"d A 98,00 a B78,75¢ C39,28d
Met. metil® A100,00"a B 81,67* bc C65.83" ¢ A98,12a A96,62b B 59,37 ¢
Diclosulam A100,00"a B 85,62*b C 68,75" ¢ A 100,00 a B 70,00 d B 64,28 bc
Glufosinato A 100,00®a A 100,00"a B 8937"b A99,50 a A 100,00 a A9286a
Paraquat A100,00"a A100,00"a  A97,50"a A100,00a A 99,75a B91,67a
Par+Diuron’ A 100,00®a A 100,00"a A 94,37™ab A 100,00 a A99,71 a A93,00a
Diquat A100,00"a A100,00"a  A97,50"a A99,12 a A98,14a A 96,00 a
2,4-D A100,00*a A 98,00*a B 88,50* b A83,12b A82,50b B 66,67 b
Média 89,86 84,21 73,87 77,79 72,55 60,31
CV (%)°

"Estadio I — plantas com 1-2 folhas verdadeiras, Estadio II- plantas com 5-6 folhas verdadeiras; e Estadio III —
plantas com 30-35 folhas (20-25 cm de altura). 2 Médias antecedidas por letras maiusculas distintas, comparadas
nas linhas (estadios), ou sucedidas por letras minusculas diferentes, comparam nas colunas (herbicidas), diferem
pelo teste t (p<0,05). ns e * comparam médias dos bidtipos (S e R), dentro dos mesmos estadios ¢ herbicidas.?
Chlorimuron-ethyl, *Metsulfuron-metil, ° paraquat +diuron, ° Coeficiente de variagio.

Na ultima avaliagdo de controle realizada aos 28 DAT, € possivel afirmar que todos os

herbicidas alternativos ao glyphosate demonstraram-se eficientes no controle de Conyza
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bonariensis resistente a esse herbicida, quando aplicados em plantas em estadio de até seis
folhas — Estadio II (Tabela 5). Os resultados corroboram com o observado por Moreira et al.
(2007) e Vargas et al. (2007), onde bidtipos resistentes de C. bonariensis, em estadios de
quatro a cinco folhas foram eliminados com o uso dos herbicidas chlorimuron-ethyl ou
metsulfuron-methyl. Vangessel et al. (2009) e Moreira et al. (2010) afirmam que aspergir
plantas de C. canadensis e C. bonariensis em estadios iniciais de desenvolvimento, aumenta a
sensibilidade aos herbicidas de agdo total e proporciona menor capacidade de rebrote da
espécie, sendo 0 mesmo comportamento observado nesse estudo. Vargas et al. (2007) afirmam
ainda, que para estadio inicial, a utilizagdo do herbicida 2,4-D proporcionou controle superior
a 80% em biotipos de buva resistente ao glyphosate. No entanto, Wu & Walker (2004),
ressaltam que a buva apresenta elevada capacidade em producdo de sementes, atingindo
quantidades superiores a 200.000 sementes por planta. Por isso, o controle de 80% da
populacdo de uma determinada area pode se tornar ineficiente em impedir a propagagdo da

espécie e de biotipos resistentes de C. bonariensis.

Tabela 5 - Controle (%) de Conyza bonariensis suscetivel e resistente ao glyphosate aos 28
dias apos a aplicagdo dos tratamentos (DAT), UFSM, Campus Frederico Westphalen-RS,
2012/13.

Suscetivel Resistente
Herbicidas Estadio
I' 11 11T 1 II 11T
Testemunha A 0,002*b A 0,00 ¢ A 0,00 e A0,00b A 0,00 c A0,00¢
Glyphosate A 100,00*a A 100,00*a B91,87*a A0,00b A0,00c A0,00e
Chl. Ethyl® A99,00"a B 85,00%b C51,43*d A99,75a A99,37a B37,14d
Met. metil* A 100,00®a B 78,83*b C 63,33%¢ A 100,00 a A 96,87 a B 67,50 ¢
Diclosulam A 100,00®a B 78,12*%b B 81,37*b A 100,00 a A97,50a B 73,57 be
Glufosinato A 100,00a A 100,00"a A93,87"a A 100,00 a A 100,00 a A 94,00 a
Paraquat A100,00"a A100,00°a A96,25"a A 100,00 a A 100,00a A94,13a
Par+Diuron’ A 100,00®a A 100,00™a A93,12™a A 100,00 a A 100,00 a A9642a
Diquat A100,00"a A100,00"a A97,50%a A99,75a A 98,57 a A 98,57
2,4-D A 100,00*a A 95,00*% a A 92,50* a A9125a A85,62b B 76,66 b
Média 89,90 83,70 76,42 79,08 77,79 63,80
CV (%)° 9,33

"Estadio I — plantas com 1-2 folhas verdadeiras, Estadio II- plantas com 5-6 folhas verdadeiras; e Estadio III —
plantas com 30-35 folhas (20-25 cm de altura). 2 Médias antecedidas por letras maiusculas distintas, comparadas
nas linhas (estadios), ou sucedidas por letras minusculas diferentes, comparam nas colunas (herbicidas), diferem
pelo teste t (p<0,05). ns e * comparam médias dos bidtipos (S e R), dentro dos mesmos estadios e herbicidas.?
Chlorimuron-ethyl, *Metsulfuron-metil, > paraquat +diuron, ® Coeficiente de variagio.
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Para o estddio III, ou seja, plantas com até 25 cm de altura, os herbicidas
metasulfuron-metil e chlorimuron-ethyl ndo obtiveram desempenho satisfatério para os dois
biotipos, enquanto o herbicida 2,4-D nao controlou eficientemente o bidtipo R (Tabela 5).
Neste contexto, observa-se a influéncia que o estadio de desenvolvimento da buva exerce
sobre a eficiéncia dos tratamentos no momento da aplicacdo (OLIVEIRA NETO et al., 2010).
Segundo Carvalho et al. (2008), isto ocorre pelo fato das plantas aumentarem o acimulo de
matéria seca na medida em que se desenvolvem, adquirindo maior capacidade para
sobreviverem em condi¢Oes adversas e de se recuperarem do efeito fitotoxico de herbicidas.

A MSPA avaliada aos 28 DAT, apresentou maiores valores a medida que aumentava a
estatura das plantas de buva no momento da aplicagdo (Tabela 6). Esse comportamento ocorre
devido aos baixos niveis de controle obtidos a medida que as plantas se desenvolvem e esta
em acordo com os dados observados para o controle visual e com o relatado por Olivera Netto

etal. (2010).

Tabela 6 - Massa seca da parte aérea (mg planta) de Conyza bonariensis suscetivel e
resistente ao glyphosate aos 28 dias ap0ds a aplicagdo dos tratamentos (DAT), UFSM, Campus
Frederico Westphalen-RS, 2012/13.

Suscetivel Resistente
Herbicidas Estadio
I! 11 111 1 II 11T

Testemunha C288,72™a B1.1613%a A48852%a  C273,7a D 1201028 449638,
Ghyphosate B 106*b  B10,7*b  A1071,0¢d  C2690a 5123212 A403624
Chl. Ethyl® B64b  B535*b  A20330%c  CI122b B3¢ A2661,7b
Met metil'  B47b  B342*b  A3.0024"b  C122b  BA98P 45099571
Diclosulam  B5,1"b  B72,0°b A18857*c  B159b B /80P 087844,
Glufosinato ~ B5.9"b  B66"b  A9847*d  B201b B0 aioa70
Paraquat B2,6b  B59b  A10800%d BIs7b B1000 A c060¢c
Par+Diuron’ B3,0%b  B9I®b  A9768*d B30b 52720 Ai3462c
Diquat B54"b  B6I"b A10780%*d  Bs59b D34 A1a63c
24D B66"b  BI197°b A18297"c  B355b D00 Ao4351y
Média 33,9 137,9 1.891,7 66,7 2803 2.631,7
CV (%)° 21,43

"Estadio I — plantas com 1-2 folhas verdadeiras, Estadio II- plantas com 5-6 folhas verdadeiras; e Estadio III —
plantas com 30-35 folhas (20-25 cm de altura). 2 Médias antecedidas por letras maiusculas distintas, comparadas
nas linhas (estadios), ou sucedidas por letras minusculas diferentes, comparam nas colunas (herbicidas), diferem
pelo teste t (p<0,05). ns e * comparam médias dos bidtipos (S e R), dentro dos mesmos estadios e herbicidas.?
Chlorimuron-ethyl, *Metsulfuron-metil, ° paraquat +diuron, ° Coeficiente de variagio.
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De forma geral, os herbicidas apresentaram pouca ou nenhuma diferenca no actimulo
residual de massa dentro dos estagios I e II. Contudo, no estadio III de desenvolvimento, os
herbicidas de contato apresentaram, em virtude de seu efeito mais rapido, um maior efeito na
redu¢do da MSPA, enquanto herbicidas sistémicos como o chlorimuron-ethyl, metsulfuron-
methyl, diclosulam e 2,4-D obtiveram as maiores médias de acumulo, em especial para o
biotipo R (Tabela 6). Os resultados discordam daqueles observados por Kruger et al. (2008),
que ao avaliarem a sensibilidade de quatro populagdes de C. canadensis ao herbicida 2,4-D,
relatam que a dose desse herbicida capaz de reduzir em 90% o aciimulo de massa seca para
essa espécie foi de 513 g e.a ha™, enquanto no presente estudo, mesmo para a dose de 1.007, 5
ge.aha’, aredugdo da matéria seca para o biétipo R ficou em torno de 50% no estagio I11 de
desenvolvimento.

A utilizacdo de herbicidas com mecanismos de acdo alternativos ao glyphosate se
mostrou eficiente no controle de bi6tipos de Conyza bonariensis suscetivel e resistente a esse
herbicida. A sensibilidade do biotipo resistente a esses distintos herbicidas descarta a
possibilidade de resisténcia maultipla aos produtos avaliados. Entretanto, ressalta-se a
necessidade de cautela na frequéncia da utilizacdo de herbicidas com atuacdo sobre a enzima
ALS, pois para a espécie C. canadensis ja foram relatados casos de resisténcia mdultipla
envolvendo herbicidas inibidores da ALS, decorrente de mutagdes nesta (ZHENG et al.,
2011).

Moretti et al. (2013) também relatam resisténcia maltlipa a glyphosate e paraquat em
estudo desenvolvido com C. bonariensis, onde o FRfoi igual a 149 para o herbicida
alternativo ao inibidor da EPSPS. Resultados estes, demonstram o agravamento da resisténcia
para a espécie C. bonariensis, uma vez que fica cada vez mais restrito o numero de herbicidas
alternativos para o controle de populacbes com resisténcia multipla. Maiores cuidados devem
ser tomados também com a utilizacdo do herbicida inibidores do FSI, uma vez que bidtipos de
C. bonariensis apresentaram resisténcia mdaltipla para o glyphosate e para o paraquat
(MORETTI et al., 2013).

O bidtipo de Conyza bonariensis resistente ao herbicida glyphosate é eficientemente
controlado pelos herbicidas alternativos chlorimuron, metsulfuron-methyl, diclosulam,
amonio-glufosinato, paraquat, paraquat+diuron, diquat e 2,4-d em estadio de até seis folhas,

sendo este o periodo ideal para se realizar o manejo quimico dessa planta daninha.
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3 ARTIGO II — VALOR ADAPTATIVO DE BIOTIPO DE BUVA
RESISTENTE AO HERBICIDA GLYPHOSATE

RESUMO - O valor adaptativo de uma espécie consiste na sua capacidade de aproveitamento
dos recursos do meio para o crescimento, sobrevivéncia e producdo de descendentes. O
objetivo deste trabalho foi determinar o valor adaptativo de biotipos de buva suscetivel (S) e
resistente (R) ao glyphosate, a partir da analises de variaveis de crescimento, caracteristicas
reprodutivas e qualidade de sementes produzidas. Dois experimentos foram conduzidos em
casa de vegetacdo do DCAA da UFSM, Campus de Frederico Westphalen-RS, em 2012, em
duas épocas (outono/inverno e primavera/verao), cujos tratamentos consistiram de um arranjo
fatorial, sendo o fator A os bidtipos de buva R e S e o fator B, as épocas de avaliagdao apds o
transplante. Andlises de germinacdo e qualidade fisiologica das sementes produzidas pelos
experimentos foram conduzidas no Laboratorio de Tecnologia de Sementes do DCAA da
UFSM, em 2013. O biotipo R de C. bonariensis apresentou, em ambas as épocas de
avaliagdo, valor adaptativo superior ao biotipo S. Ainda, sementes do biotipo S demonstraram
potencial germinativo e qualidade fisiologica inferiores. Deste modo, o bidtipo R apresenta
mesmo na auséncia da aplicagdo do herbicida glyphosate, vantagens adaptativas frente ao S,
proporcionando elevada capacidade de disseminacdo de sementes, o que agrava e dificulta
ainda mais o manejo da resisténcia.

Palavras-chaves: Varidveis de crescimento. Caracteristicas reprodutivas. Qualidade de
sementes.

ABSTRACT - The adaptive value of a species is its ability to make use of resources from the
environment for growth, survival and offspring production. The objective of this study was to
determine the adaptive value of susceptible (S) and resistant (R) biotypes of hairy fleabane (S)
to glyphosate, from the analysis of growth variables, reproductive characteristics and quality
of seeds produced. Two experiments were conducted in a greenhouse of DCAA UFSM,
Campus Frederico Westphalen-RS, in 2012, twice a time (fall/ winter and spring/summer),
whose treatments consisted of a factorial arrangement, with the factor A being the R and S
biotypes of hairy fleabane and factor B, the evaluations after transplantation. Physiological
analysis of germination and seed quality of the seeds produced by the experiments were
conducted at the Laboratory of Seed Technology of DCAA of UFSM, in 2013. The C.
bonariensis R biotype presented in both evaluation periods, superior adaptative value when
compared with the S biotype. Still, the seeds from S biotype showed inferior potential of
germination and physiological quality. Thus, the R biotype presents even in the absence of
glyphosate spray, adaptative advantages over the S one, providing high capacity of seeds
dispersion, which become more difficult and aggravates the management of herbicide
resistance.

Keywords: Growth variables Reproductive traits. Seed quality.
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3.1 INTRODUCAO

A planta daninha Conyza bonariensis([L.] Cronquist), popularmente conhecida como
buva, ¢ uma espécie pertencente a familia Asteraceae, originaria da América do Sul e
encontra-se amplamente distribuida pelo centro-sul do Brasil (KISSMANN, 2007). O
aumento gradativo da infestacdo dessa espécie em areas agricolas cultivadas com soja, tornou
a buva uma das principais plantas daninhas da cultura. Este fato decorre da alta adaptabilidade
dessa planta aos sistemas de produgao utilizados (semeadura direta), bem como da evolugdo
de bidtipos resistentes ao herbicida glyphosate.

O controle da C. bonariensis era baseado, até pouco tempo, no uso do herbicida
glyphosate, inibidor da enzima enol-piruvil-shikimato-fosfato-sintetase (EPSPS). Contudo,
apos anos de uso continuo deste herbicida e, sendo aplicado mais de uma vez ao ano, biotipos
de buva foram selecionados e constatou-se resisténcia a esse herbicida. Deste modo, a
resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas ¢ definida pela FAO como a ocorréncia natural
de bidtipo com habilidade de sobreviver a aplicacdo de composto quimico, para o qual a
populagdo original era suscetivel (LEBARON & GRESSEL, 1982). Os primeiros casos de
resisténcia em C. bonariensis no Brasil foram relatados por Moreira et al. (2007), Vargas et al.
(2007) e Lamego & Vidal (2008). Alguns trabalhos demonstram que a resisténcia de plantas
daninhas aos herbicidas estd associada a redu¢do de valor adaptativo pelo bidtipo resistente
(BERGELSON & PURRINGTON, 1996; VAUGHN, 2003; MOREIRA et al., 2010); todavia,
diferentes estudos nao mostram efeitos (WESTHOVEN et al., 2008; DAVIS et al. 2009;
TRAVLOS & CHACHALIS, 2013); outros ainda, apontam para ganhos de valor adaptativo
pelos biotipos resistentes (CHRISTOFFOLETI, 2001; SHRESTHA et al., 2010).

A adaptabilidade ou valor adaptativo de uma espécie consiste no comportamento dos
componentes de crescimento, na sobrevivéncia e na producdo de sementes viaveis, em func¢ao
do aproveitamento dos recursos do meio em determinado nicho ecoldgico (RADOSEVICH et
al., 2007). Diferengas na adaptabilidade ecologica entre biotipos resistentes e suscetiveis sao
usualmente aferidas a partir da comparag@o de diferentes varidveis, tais como: vigor da planta,
produtividade ou competitividade (MOREIRA et al., 2010). A producdo e a dorméncia de
sementes, época de florescimento, fitomassa produzida e outros fatores com efeito na
sobrevivéncia e fecundagdo das espécies, também podem ser utilizados de modo a comparar a

adaptabilidade entre biotipos (RADOSEVICH et al., 2007).
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Anderson et al. (1996) ressaltam que biotipos resistentes a determinado herbicida e
que apresentem redu¢do na sua adptabilidade na auséncia de sele¢do continuada por este
herbicida e, na presenga do biotipo suscetivel da mesma espécie, irdo lentamente desaparecer
da populacdo, devido a reduzida capacidade competitiva. Em estudos desenvolvidos com
biodtipos de Lolium rigidum Gaud resistentes e suscetiveis ao glyphosate, foram observadas
diferengas significativas no acimulo de matéria seca e na producdo de sementes, onde o
biotipo suscetivel demonstrou desempenho superior ao resistente (PEDERSEN et al., 2007).
Contudo, o valor adaptativo de um bidtipo, ndo depende apenas do total de sementes
produzidas, mas também no sucesso delas em sobreviver, germinar, se estabelecer e gerar
plantas capazes de se reproduzirem (PEDERSEN et al., 2007).

A possibilidade de bidtipos resistentes apresentarem valores adaptativos superiores aos
suscetiveis tornou-se uma grande preocupacdo associada a resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas, resultando em um maior potencial para a concorréncia e invasividade
(ELLSTRAND, 1999). Entretanto, Powles & Preston (2006) ressaltam que para Conyza spp.
resistente ao glyphosate, ha pouca informacdo disponivel sobre os custos ou beneficios
relacionados com a adaptabilidade ecoldgica.

Em estudos com Conyza canadensis L., foi observado elevado vigor inicial para o
biotipo resistente em relagdo ao suscetivel (GRANTZ et al., 2008; SHRESTHA et al., 2007).
Shrestha et al. (2010) relataram que o bidtipo resistente apresentou maior diametro de roseta
que o biodtipo suscetivel e Alcorta et al. (2011), observaram reducdo no ciclo de
desenvolvimento em plantas dessa espécie resistentes ao glyphosate. No entanto, estudos de
valor adaptativo de Conyza bonariensis sao raros ou incompletos.

A compreensdo da dindmica populacional de determinada espécie, pode estar
relacionada com o entendimento do valor adaptativo dos individuos resistentes e suscetiveis.
O conhecimento das caracteristicas fisiologicas de bidtipos resistentes e suscetiveis se torna
crucial para compreender e definir a capacidade competitiva de uma espécie e pode, por
conseguinte, ajudar na elaboracdo e utilizacdo de meétodos de gestdo e prevengdao da
resisténcia aos herbicidas (LOPEZ-OVEJ ERO et al., 2008; SCHAEDLER et al., 2013).

Nesse contexto, este estudo foi desenvolvido com o objetivo de determinar, em
condi¢gdes controladas, ndo competitivas, em duas épocas e na auséncia de aplicagdes do
herbicida, o valor adaptativo de bidtipos de Conyza bonariensis resistente e suscetivel ao
glyphosate, a partir da analises de variaveis de crescimento, caracteristicas reprodutivas e

qualidade de sementes produzidas.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi dividido em duas etapas, primeiramente em casa de vegetagao e
a segunda em Laboratério de Tecnologia de Sementes, ambos do Departamento de Ciéncias
Agrondmicas e Ambientais (DCAA) da Universidade Federal de Santa Maria - UFSM,
Campus de Frederico Westphalen — RS.

As sementes de buva suscetiveis a glyphosate foram provenientes de area sem
histérico de aplicacdo de herbicida situada no municipio de Frederico Westphalen-RS,
enquanto que as sementes do bidtipo resistente (R) foram coletadas em area agricola situada

no municipio de Jaboticaba-RS e confirmadas posteriormente como resistentes.

3.2.1 Crescimento Relativo e Producio de Sementes

Dois experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo: a primeira época
(Experimento 1) foi realizado de maio a dezembro de 2012 e, a segunda época (Experimento
2), desenvolvido de outubro de 2012 a janeiro de 2013. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des, sendo os tratamentos dispostos em esquema
fatorial 2x16, onde o fator A, correspondeu aos bidtipos de buva Suscetivel (S) e Resistente
(R); e fator B, ao periodo em semanas que foram realizadas as avaliacdes. Estabeleceu-se que
as avaliacdes semanais em ambos 0s experimentos seriam conduzidas até o inicio do
florescimento de cada bidtipo. Deste modo, para o Experimento 1, as avaliacdes foram
realizadas até a 16* semana, enquanto que para o Experimento 2, as mesmas foram realizadas
até a 12 semana para o biotipo R e até a 13* para o S.

As sementes S ¢ R foram embebidas em agua por 24 horas, para estimular a
germinagdo e, posteriormente semeadas em copos plasticos de 50 ml preenchidos com
substrato agricola (TecnoMax®). Apos apresentarem as primeiras folhas verdadeiras, as
plantulas foram transplantadas para vasos plasticos de 6 L, também preenchidos com o
mesmo substrato. Manteve-se uma planta por vaso, sendo essas mantidas em casa de
vegetacao e irrigadas diariamente. As temperaturas médias durante o periodo de condugdo dos
experimentos foram de 21,05 °C durante o dia e de 16,61°C no periodo noturno para o

Experimento 1 e 25,20°C durante o dia e 19,82 °C a noite, para o Experimento 2.
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Avaliagdes de diametro de roseta (DIR), estatura de planta (EST), indice de clorofila
(IC), nimero de folhas (NF), area foliar (AF), massa seca de parte aérea (MSPA), radicular
(MSR) e total (MST), foram realizadas semanalmente, a partir da segunda semana apos o
transplante (SAT). O diametro de roseta (cm) foi determinado até as plantas apresentarem
desenvolvimento em estatura, a partir desse estadio se determinou estatura de planta (cm),
sendo considerada a haste principal, da base até o ultimo no perceptivel, com base em
metodologia proposta por Shresta et al. (2010).

A determinagdo do IC foi realizada com o clorofildmetro digital ClorofiLOG1300
(FALKER, 2013), sendo aferidas cinco folhas do terco médio de cada planta, totalizando 20
repeticdes por bidtipo, em cada semana de avaliagdo. O NF foi aferido manualmente,
considerando-se folhas com desenvolvimento superior a 2 cm, ¢ o valor expresso em folhas
planta™.

A quantificagdo da AF foi realizada com auxilio do determinador (Licor-3000C
Portable Area Meter), sendo os resultados apresentados em cm” planta™. O material amostrado
foi seco em estufa de circulagao de ar forcado, com temperatura de 60 °C até peso constante.
Apos secagem, foram determinados em g planta'l, a MSPA, MSR ¢ MST.

Quatro plantas de cada biotipo foram conduzidas até a fase reprodutiva, sendo
determinado o periodo, em dias apos a semeadura, necessarios para a emissdao dos botdes
florais (DB), floracdo (DF) e producdo de sementes (DS), além das avaliagdes realizadas nas
demais épocas. As plantas foram consideradas na fase de emissdo de botdes quando
apresentavam no minimo 15 botdes florais (capitulos) com diametro superior a 3 mm, assim
como o periodo de floracao foi considerado quando pelo menos 15 capitulos tinham as flores
expostas, conforme metodologia adaptada de Shrestha et al. (2010). Por fim, a producdo de
sementes foi estimada quando cada planta, de forma individual, apresentava 15 capitulos com
sementes visivelmente maduras. Nesse momento, também foi quantificado o nimero de
botdes florais por planta (BP), nimero de flores por botdo floral (FB), sementes por botao
(SB), e estimado o nimero de flores por planta (FP) e sementes por planta (SP). O BP foi
determinado através da contagem manual, sendo considerados botdes florais com diametro
maior a 3 mm. J& o FP foi aferido pela contagem de flores de 15 botdes florais (FB) e o valor
multiplicado pelo BP, assim como o SP foi estimado pela multiplicagdo da média do ntimero
de sementes de 15 botdes florais (SB) pelo BP, adaptado de Shrestha et al. (2010).

Separadamente para cada experimento, os dados foram submetidos a andlise de
variancia através do teste F, adotando-se como limites de aceitacdo de significancia o nivel de

5% de probabilidade, tanto para efeitos individuais de fatores como para efeitos de interagao.
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As médias dos tratamentos foram comparadas aplicando-se o teste da Diferenca Minima
Significativa (DMS), a 5% de probabilidade do erro experimental, quando necessario.

Os dados referentes a diametro de roseta, estatura, indice de clorofila, nimero de
folhas, area foliar, massa seca da parte aérea, massa seca radicular, massa seca total foram

ajustados ao modelo sigmoidal de trés pardmetros:

Y =a/(1 +exp (-(x — x0)/b)) Equagao 1

onde Y = variavel dependente (DIR; EST; IC; NF; AF; MSPA; MSR; MST); x = varidvel
independente (SAT); a =diferenca entre a assintota maxima e minima; b = declive da curva,
x0 = semanas apos o transplante correspondente a 50% do rendimento da varidvel dependente

para o valor da assintota maxima (a).

3.2.2 Germinacao e Qualidade Fisioldgica de Sementes

As sementes dos bidtipos de Conyza bonariensis, obtidas nos dois estudos de
crescimento relativo, foram armazenadas por um periodo de um més em geladeira (7 °C) e,
posteriormente, foram submetidas aos testes de germinacao e qualidade fisiologica. O estudo
consistiu da comparagdo de desempenho dos dois bidtipos S e R no Laboratdrio de Analise de
Sementes do DCAA da UFSM, Campus de Frederico Westphalen — RS, no periodo de janeiro
a fevereiro de 2013.

As sementes foram avaliadas quanto a sua massa pelo teste de peso de mil sementes,
que foi determinado por meio da contagem de 8 repeticdes de 100 sementes, pesadas em
balanga analitica de precisdo e os resultados foram expressos em gramas, de acordo com as
Regras para Analise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009). Também, foi conduzido o teste de
germinagao, utilizando-se como substrato o papel de germinagdo (“‘germitest”), previamente
umedecido com agua destilada, utilizando-se 2,5 vezes a massa do papel seco, e mantido a
temperatura de 20 °C. Os rolos do papel com as amostras de 100 sementes foram
acondicionadas em camara de crescimento do tipo BOD, com fotoperiodo de 12/12 h
(luz/escuro). Realizaram-se contagens diarias até os 14 dias, sendo consideradas germinadas

somente as sementes com protrusdo da raiz primaria superiores a 2 mm. Aos sete e 14 dias
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foram contabilizadas as plantulas normais, sendo primeira contagem da germinagdo (PCG) e
germinagdo (QG), respectivamente. Apds, calculou-se o indice de velocidade de germinagdo
(IVG), segundo Maguire (1962).

Na determinacao do indice de velocidade de emergéncia (IVE), foram utilizadas 100
sementes para cada tratamento em quatro sub-amostras de 25 sementes. A semeadura foi
realizada manualmente em bandejas (20x10x7cm) contendo substrato agricola (TecnoMax®),
em casa de vegtacao. Aos 28 dias ap0s a instalagcdo do experimento, retiraram-se as plantulas
normais medindo-se comprimento da parte aérea (CPA), de raiz (CR) e total (CT), em 10
plantulas e os resultados foram expressos em cm plantula”’. Logo apos, realizou-se a
determinagdo da matéria seca da parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR) e matéria
seca total (MST), sendo utilizadas 10 plantulas de cada repeticdo, acondicionadas em sacos
de papel e levadas a estufa, com circulagdo de ar forcada, a temperatura de 70°C, por 48
horas. Posteriormente, cada repeticio foi pesada em balanca analitica (g plantula™).

O teste de frio foi conduzido distribuindo-se quatro sub-amostras de 50 sementes por
bidtipo sobre papel dentro de caixas gerbox, sendo que a quantidade de dgua correspondeu a
2,5 vezes a massa do papel (“germitest”). Os gerbox foram mantidos em camara de
germinagdo do tipo B.O.D. a 10°C, por 7 dias. Apos esse periodo de resfriamento, foi
conduzido o teste de germina¢do da mesma forma relatada anteriormente, a temperatura
constante de 20°C, durante 14 dias.

Os dados percentuais e os indices obtidos foram submetidos a analise de variancia, e
constatado diferenca significativa (p < 0,05), as médias foram comparadas pelo teste ¢ (p <
0,05). Ainda, ao final de cada época de avaliagdo, foi elaborada uma matriz de correlagao de

Pearson entre as variaveis estudadas nos experimentos de crescimento relativo.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Crescimento Relativo e Producio de Sementes

Os resultados obtidos demonstraram interagdo significativa (p < 0,05) para os fatores

bidtipos e semanas de avalia¢do. Os dados de DR, EST, NF, AF, IC, MSPA, MSR e MST para
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as duas épocas (Experimentos 1 e 2), foram ajustados a curvas sigmoidais de trés parametros

(p £0,05).

3.3.1.1 Primeira Epoca - Outono/Inverno (Experimento 1)

O bidtipo de buva resistente ao glyphosate apresentou no outono-inverno para todas
as variaveis analisadas, desenvolvimento superior e um ciclo de desenvolvimento mais rapido
quando comparado ao biotipo S (Figuras 1 e 2; Tabela 1). Para a variavel didmetro de roseta
(Figura 1A), o bidtipo sucetivel demonstrou desenvolvimento mais lento, inferindo em uma
possivel maior capacidade competitiva inicial para o biotipo resistente. A ocupacao do espaco
circundante mais rapidamente aliada a um rapido crescimento, sdo fatores determinantes no
estabelecimento das relagdes de competitividade entre plantas (BALBINOT Jr. et al., 2003).

Apos a fase de roseta, a partir da sexta semana para o biotipo R e sétima semana para
S, passou a ser avaliada a estatura de planta. Novamente, R obteve desenvolvimento superior
j& na sétima semana, e o crescimento diferencial ficou mais pronunciado a medida que o ciclo
da planta avancava (Figura 1B). Na 16 semana apods o transplante, o bidtipo R apresentou
cerca de 70 cm de estatura, enquanto o biotipo S se aproximava apenas dos 40 cm. Os
resultados corroboram com o observado por Shrestha et al. (2010), que ao trabalharem com
bidtipos de Conyza canadensis nos EUA, mensuraram para o ano de 2006 estatura proxima a
2,0 m para o biotipo R, enquanto que para S a estatura observada foi cerca de 60 cm inferior,
atingindo aproximadamente 1,40 m. O crescimento em estatura € uma caracteristica ligada a
capacidade competitiva, onde plantas com rdpido e superior desenvolvimento em estatura
tenderdo a sombrear o ambiente, reduzindo a disponibilidade de luz e suprimindo as plantas
menores (GARRITY et al., 1992). Deste modo, mesmo na auséncia da aplicacdo do herbicida,
o biotipo R continuaria a ter vantagens de estabelecimento e desenvolvimento frente ao S.

O ntimero de folhas e a area foliar dos bidtipos apresentaram comportamento com a
mesma tendéncia observada para as variaveis anteriores, porém com magnitudes diferentes
(Figuras 1C e 1D). O nimero de folhas para o biotipo S a partir da 8* semana de avaliacdo, foi
significativamente inferir ao bidtipo R, estando em concordancia com a maior estatura
apresentada por esse biotipo. Os resultados concordam com o observado por Alcorta et al.
(2011) em C. canadensis, onde foi obtido numero superior de folhas para bidtipo R em

comparacdo ao S, sendo 1217 e 778 folhas, respectivamente. Numero de folhas planta™
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superior ¢ maior area foliar planta™ possibilitam para o bidtipo R, maior capacidade de

interceptacdo de luz, refletindo em maior acimulo geral de fotoassimilados e massa seca

(SILVA et al., 2009).
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Figura 1 - Desenvolvimento de plantas dos biotipos de Conyza bonariensis, suscetivel (@) e
resistente (:3) ao herbicida glyphosate, semanas apds o transplante: A - didmetro da roseta; B —
estatura de planta; C - numero de folhas; e D - area foliar. UFSM, Campus de Frederico

Westphalen — RS, 2012.
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Para a varidvel indice de clorofila (IC), na comparacdo entre bidtipos, constatou-se
maior indice relativo pelo resistente em todos os estadios de avalia¢ao (Figura 2A). O biodtipo
resistente apresentou um incremento no teor de clorofila do estabelecimento até a 16* semana
de avaliacao, enquanto que o suscetivel teve teores de clorofila relativamente estaveis a partir
da 7* semana. Sendo assim, R apresenta uma crescente e superior capacidade de
aproveitamento da luminosidade quando comparado ao S, possibilitando maior producdo de
fotoassimilados e incremento de tecidos pelas plantas. Resultados similares foram obtidos em
estudos prévios em fase de publicagao (Kaspary et al., no prelo), onde foi observado maior IC
pelo biodtipo R de C. bonariensis em todos os estadios de avaliagdo: fase de roseta, estadios
vegetativo e reprodutivo, inferindo sobre superior capacidade competitiva de R.

A competitividade esta relacionada a utilizagao eficiente dos recursos do meio no qual
a planta se encontra, sendo a radiagdo solar (luz) um importante componente no
estabelecimento desta relacdo (RIZZARDI et al., 2001). Clorofilas e os carotendides sdo os
principais pigmentos ligados a eficiéncia fotossintética e, com o estabelecimento das relagdes
de competitividade que a espécie manifesta no crescimento ¢ adaptagdo aos diversos
ambientes (FORCE et al., 2003). Para Fleck et al. (2003), maiores teores de pigmentos
fotossintéticos podem proporcionar ao bidtipo detentor desta caracteristica, um melhor
aproveitamento da luminosidade do meio e maior taxa de acimulo liquida de fotoassimilados,
além de uma elevada velocidade de crescimento. Neste contexto, o bidtipo R ao possuir
elevados teores de clorofila, apresenta uma importante e vantajosa caracteristica de
competitividade frente ao bidtipo S.

O acumulo de massa seca da parte aérea, radicular e total mantiveram a tendéncia das
demais variaveis, onde as plantas suscetiveis demonstraram desempenho inferior (Figuras 2B;
2C e 2D). No entanto, s6 sdo observadas diferencas significativas a partir da 10* semana de
avaliacdo para as trés varidveis, inferindo na proporcional capacidade de 4&cumulo de massa
até esse periodo. J4 a partir da 10 semana, o bidtipo resistente demonstrou elevada
capacidade em acumulo de massa, em especial para MSR onde as diferengas frente ao
suscetivel foram maiores, determinando para esse biotipo maior capacidade de exploragdo de
recursos do solo. Silva et al. (2007) ressaltam que plantas com sistema de raizes mais
desenvolvidas tendem a explorar maior volume de solo e apresentar melhor desempenho em
caso de escassez de recursos. Ainda neste contexto, o maior acimulo total de massa seca
indica maior potencial competitivo de plantas R para as mesmas condigdes de
desenvolvimento, podendo resultar quando da auséncia da aplicacdo do glyphosate em

predominancia desse bidtipo em uma comunidade de plantas dessa espécie daninha.
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Figura 2 - Desenvolvimento de plantas dos biotipos de Conyza bonariensis, suscetivel (@) e
resistente (0) ao herbicida glyphosate, semanas ap6s o transplante: A - Indice de clorofila; B —
Massa Seca da Parte Aérea (MSPA); C - Massa Seca Radicular (MSR); e D - Massa Seca
Total (MST). UFSM, Campus de Frederico Westphalen — RS, 2012.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com observado por Shrestha et
al. (2010), que ao trabalharem com biotipos de C. canadensis R e S ao glyphosate
observaram ganho de massa inferior para o S. Os mesmos autores relatam ainda, a maior
capacidade de plantas R em acumular matéria seca mesmo em condi¢des de défict hidrico.

Plantas de C. canadensis resistentes ao glyphosate submetidas a condigdes de estresse por
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0zdnio produziram cerca de 40% mais biomassa em relagcdo ao biotipo suscetivel (GRANTZ,
et al., 2008). Contudo, estudos desenvolvidos por Moreira et al. (2010) com bidtipo R e S de
duas espécies de buva, C. canadensis e C. bonariensis, demonstraram menor quantidade de
matéria seca para os biotipos resistentes, apontando para um efeito negativo da resisténcia
sobre a habilidade de desenvolvimento de plantas resistentes. No entanto, no presente
trabalho, como no descrito por Shrestha et al. (2010), ndo foi observada redu¢dao no valor
adaptativo para o biotipo resistente quando em crescimento na condi¢do outono-inverno, mas
constatou-se uma maior capacidade de desenvolvimento nesse biotipo quando comparado ao
suscetivel.

O periodo necessario em dias para as plantas iniciarem a emissdo de botdes florais
(DB), flores (DF) e a producdao de sementes (DS), foi superior para o biotipo S quando
comparado ao R (Tabela 1). Para DB, a diferenga em dias entre S e R, chegou proximo a 28
dias; para DF, a diferenca foi de 26 dias e, para DS 21 dias, sendo que sempre o bidtipo
suscetivel precisou de um maior periodo para completar as etapas de desenvolvimento.
Resultados semelhantes foram obtidos por Shrestha et al. (2010), os quais relatam uma
necessidade de cerca de 3-4 semanas superior para o bidtipo suscetivel de C. canadensis
emitir flores e iniciar a maturacdo de sementes. Comportamento semelhante também foi
observado para plantas de Chenopodium album L. tolerantes ao glyphosate, que apresentaram
antecipacdo em 4 a 6 semanas na emissao de estruturas florais, na compara¢ao com plantas
suscetiveis (WESTHOVEN et al., 2008). A capacidade do bidtipo R de produzir sementes em
periodo de tempo reduzido, proporciona a ocorréncia de maior nimero de ciclos por ano,
elevando ainda mais a produ¢do de sementes.

As demais variaveis avaliadas no periodo de produc¢do de sementes confirmam a
tendéncia que se observou durante o restante do ciclo da C. bonariensis, onde o biodtipo
suscetivel foi sempre inferior ao resistente em NF, AF, IC, EST, MSA, MSR E MST (Tabela
1). Destaca-se nessa avaliagdo a grande diferenca de estatura apresentada pela buva, que
chegou a mais de 40 cm, sendo 181,1 e 221,9 cm para S e R, respectivamente. Deste modo,
plantas resistentes tornam-se ainda mais competitivas e prejudiciais as culturas, exigindo
maior rigor em seu manejo. Esses resultados divergem dos apresentados por Travlos &
Chachalis (2013), que ndo observaram diferengas sisgnificativas para variaveis relacionada ao
crescimento de plantas de C. bonariensis suscetivel e resistente ao glyphosate. No entanto,
Alcorta et al. (2011), evidenciou redugdo significativa do crescimento de videiras quando em
competicdo com o bidtipo resistente de C. canadensis, enquanto o bidtipo sucetivel nao

apresentou interferencia significativa sobre a espécie cultivada.
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Tabela 1 - Periodo em dias apds a semeadura (DAS) necessario para a emissdo dos botdes
florais (DB), Floragdo (DF) e Produgio de Sementes (DS); Nimero de Folhas (NF), Area
Foliar (AF), Indice de Clorofila (IC), Estatura (EST), Massa Seca da Parte Aérea (MSPA),
Massa Seca Radicular (MSR) e Massa Seca Total (MST), determinados ao florescimentode
biotipos de Conyza bonariensis, resistente e suscetivel ao herbicida glyphosate. UFSM,
Campus de Frederico Westphalen-RS, 2012.

Biotipo DB DF DS N° F planta’  AF(cm? planta™)
S 199,2%* 216,5* 221,8%* 1.755,7* 8.426,2%*

R 171,0 190,5 201,8 3.132,0 13.646,8
Meédia 185,1 203,5 211,7 2.443.9 11.036,5
C.V. (%)’ 4,9 5,3 5,9 5,6 6,2
Biotipo IC EST (cm) MSPA (g planta’) MSR (g planta’) MST (g planta™)
S 49,4% 181,1%* 340,0%* 99,0™ 439,1*

R 60,6 221,9 437,0 111,5 549,1
Média 54,9 201,5 388,5 105,3 494,1

C.V. (%) 5,7 6,8 6,5 10,9 6,5

' Coeficiente de variagio. * Médias de bidtipos (suscetivel (S) e resistente (R)) diferentes nas colunas, diferem
entre si pelo teste t (p<0,05). ™ Nio significativo (p>0,05).

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores dos componentes de produtividade para os
bidtipos de Conyza bonariensis. Para todas as variaveis, BP, FB, FP, SB e SP, o biotipo
resistente apresentou desempenho superior ao suscetivel, podendo afirmar que o bidtipo R,
tem maior potencial de propagacio de sementes frente ao S. E importante ressaltar, ainda, a
elevada producdo de botdes florais por ambos os bidtipos, que deram origem a uma maior
quantidade de flores e por consequéncia, elevadas quantidades de sementes, sendo na média,
equivalente a 366.425,0 ¢ 878.086,0 sementes planta™ para S e R, respectivamente.

Os valores obtidos para producdo de sementes superam em muito o observado por
Kissmann & Groth (1999), que relatam produgio em torno de 110.000 sementes planta™.
Além do mais, para esses autores, a alta produgdo de sementes ¢ um dos principais fatores que
caracterizam a buva como uma espécie “agressiva’ presente nas areas de cultivo. Em um
estudo desenvolvido no ano de 2006 por Shresta (2010), o bidtipo de C. canadensis resistente
produziu maior quantidade de sementes que o bidtipo suscetivel ao glyphosate, 792.799 e
400.771 aquénios, respectivamente. Resultado que estd de acordo com o observado no
presente estudo. Entretanto, Davis et al. (2009) e Travlos & Chachalis (2013), ndo observaram

diferencas significativas quanto a producao de sementes entre bidtipos de buva resistentes e
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suscetiveis ao glyphosate. Deste modo, ressalta-se a importdncia de conhecer o

comportamento dos bidtipos resistentes, para se tracar a melhor estratégia de manejo.

Tabela 2 - Numero de Botdes Florais por Planta (BP), Flores por Botao Floral (FB), Flores
por Planta (FP), Sementes por Botao Floral (SB) e Sementes por Planta (SP),determinados ao
final do ciclo dos biotipos de Conyza bonariensis, resistente e suscetivel ao herbicida
glyphosate. UFSM, Campus de Frederico Westphalen - RS, 2012.

Biotipo BP FB FP SB SP
S 2.742,8% 170,7* 467.717,0% 133,2% 366.425,0*
R 4.392,0 214,0 938.204,0 200,3 878.086,0
Média 3.567,4 192,4 702.960,2 166,7 622.255,5
C.V. (%)’ 11,5 4.4 10,4 8,4 13,4

' Coeficiente de variagio. * Médias de bidtipos (suscetivel (S) e resistente (R)) diferentes nas colunas, diferem
entre si pelo teste t (p<0,05). ™ Nio significativo (p>0,05).

Na correlagdo entre as varidveis, € possivel observar que nem todos os parametros
avaliados atuam em conjunto e influenciam do mesmo modo um ao outro, uma vez que nao
foi observada correlacdo significativa entre todas as variaveis analisadas para o bidtipo
suscetivel (Tabela 3). Ainda, na correlagdo das variaveis do bidtipo S ¢ importante ressaltar a
dependéncia do aproveitamento fotossintético da planta no acimulo de tecidos e na
capacidade reprodutiva desta, como pode ser observado na correla¢do positiva do indice de
clorofila e o acimulo total de matéria seca, além de variaveis reprodutivas como Flores Botao
1, Sementes Botﬁo'l, Flores Planta'l, Sementes Planta’ (Tabela 3). Sendo assim, perdas em
area foliar acarretardo em perdas na capacidade de producdo de propagulos, bem como a
competicdo por espaco e luz com bidtipos mais competitivos, como ¢ o caso do bidtipo R,
resultando em menor capacidade reprodutiva das plantas S. Nesse cendrio, o bidtipo S podera
ser progressivamente suprimido, até desaparecer da area.

Para a correlagdo entre as variaveis do bidtipo R, observa-se maior interdependéncia
das variaveis, ou seja, maior numero de varidveis correlacionadas (Tabela 4). Destaca-se a
correlagdo significativa entre a MSA, MSR e MST com o NF, AF e IC, podendo-se inferir em
um ganho geral de fotoassimilados pela planta, em razdo da maior capacidade de

interceptacdo e aproveitamento da luz proporcionado pelo NF, AF e IC.
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Tabela 3 - Correlagdo linear entre as variaveis analisadas durante o desenvolvimento do
bidtipo suscetivel de Conyza bonariensis: dias decorridos para emissdo dos botdes florais
(DB), Floragdo (DF) e Producdo de Sementes (DS); Nimero de Folhas planta™ (NF), Area
Foliar planta™ (AF), indice de Clorofila (IC), Estatura planta™ (EST), Massa Seca da Parte
Aédrea planta” (MSPA), Massa Seca Radicular planta” (MSR) e Massa Seca Total planta™
(MST), determinadas ao florescimento do biotipo. UFSM, Campus de Frederico Westphalen -
RS, 2012.

DB DF DS EST AF NF MSA MSR MST IC BP FB SB FP

DF  0,97*

DS  0,54™ 0,71™

EST 0,04™ 0,15™ 0,29™

AF 039" 0,52 0,89* 0,11™

NF  0,95* 0,98* 0,76 0,03 0,63™

MSA 0,96* 0,98* 0,74™ 0,33" 0,62 0,99*

MSR 091* 092* 0,73" 0,18" 0,71™ 0,97* 0,97*

MST 091* 0,87* 0,96* 0,29™ 0,79™ 0,92* 0,92* 0,94*

IC 0,92* 0,91* 0,93* 042" 0,81™ 0,96* 0,95* 0,96* 0,96*

BP  0,67" 0,89* 091* 0,55® 0,62 0,81" 0,81™ 0,78" 0,96* 0,84"

FB  0,84™ 0,95* 0,87* 035" 0,63 0,94* 0,94* 085 0,97* 0,94* 0,96*

SB  0,69" 0,74™ 0,80ns 0,26™ 0,92* 0,84™ 0,83™ 0,92* 0,83 0,94* 0,64™ 0,74"

FP  0,85™ 0,94* 0,91* 0,12 0,77 0,97* 0,96* 0,95* 0,97* 0,99* 0,92* 0,96* 0,92*
SP  0,73"™ 0.72"™ 0,92* 0,03 0,91* 0,93* 0,90* 0.93* 0.94* 0,98* 0,81™ 0,86™ 0,97* 0,96*

* interagdo significativa a 5% de probabilidade pela matriz de Pearson.

O numero de folhas, do bidtipo R também se correlacionou diretamente com a area
foliar, podendo a maior area ser atribuida ao maior niimero de folhas, o que ndo ocorreu para
o bidtipo suscetivel. Destaca-se também para o bidtipo R, a correlacdo significativa entre
estatura de planta (EST) e producdo de sementes (SP), assim como essa ultima se apresentou
fortemente relacionada a matéria seca total (MST) e indice de clorofila (IC), apresentando
idice de correlagao superior a 90% (Tabela 4). O teor de clorofila também demonstrou alta
correlagdo com o acimulo de massa seca total, estatura e a quantidade de sementes
produzidas, ressaltado o efeito positivo do melhor aproveitamento da radia¢do solar sobre o
nimero de aquénios obtidos pelo bidtipo R. Corroborando com o relatado por Souza et al.
(2010), onde a eficiéncia fotossintética e o acimulo de fotoassimilados assim como o
crescimento observados estdo associados diretamente, entre outros fatores, aos teores de
clorofila foliar. Desta forma, destaca-se a importancia do IC na capacidade adaptativa do

bidtipo resistente de Conyza bonariensis.
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Tabela 4 - Correlagdo linear entre as variaveis analisadas durante o desenvolvimento do
biodtipo resistente de Conyza bonariensis: dias decorridos para emissdo dos botdes florais
(DB), Floracdo (DF) e Producio de Sementes (DS); Numero de Folhas planta” (NF), Area
Foliar planta™ (AF), indice de Clorofila (IC), Estatura planta™ (EST), Massa Seca da Parte
Aédrea planta” (MSPA), Massa Seca Radicular planta” (MSR) e Massa Seca Total planta™
(MST), determinadas ao florescimento do biotipo.UFSM, Campus de Frederico Westphalen -
RS, 2012.

DB DF DS EST AF NF MSA MSR MST IC BP FB SB FP

DF 0,99*

DS 0,98* 0,99*

EST 0,71™ 0,74™ 0,80™

AF 0,99* 0,99* 0,99* 0,74™

NF 0,76 0,78™ 0,81™ 0,95* 0,93*

MSA 0,73™ 0,76™ 0,78™ 0,95* 095" 0,99*

MSR 0,93* 0,94* 0,95* 0,92* 0,94* 0,94* 0,92*

MST 0,61™ 0,65 0,71 0,98* 0,92* 0,95* 0,96* 0,84™

IC 0,91* 0,94* 0,92* 0,97* 0,64™ 0,95* 0,94* 0,97* 0,93*

BP 0,60™ 0,63 0,72 0,98* 0,93* 0,92* 0,92* 0,81™ 0,98* 0,92*

FB 0,86™ 0,93* 0,93* 0,96* 0,64™ 0,94* 0,92* 0,95* 0,93* 0,99* 0,93*

SB 0,77 0,81™ 0,85™ 0,99* 0,81™ 0,95* 0,95* 0,93* 0,97* 0,98* 0,97* 0,98*

FP 0,59 0,63™ 0,71™ 0,99* 0,64™ 0,93* 0,92* 0,81™ 0,99* 0,92* 0,99* 0,93* 0,96*
SP 0,49" 0,53™ 0,63" 0,94* 0,54™ 0,79" 0,79 0,69 0,93* 0,94* 0,98* 0,92* 0,93* 0,97*

* interagdo significativa a 5% de probabilidade pela matriz de Pearson.

3.3.1.2 Segunda Epoca - Primavera/Verdo (Experimento 2)

Na segunda época de avaliacdo do crescimento relativo dos biodtipos de Conyza
bonariensis suscetivel e resistente ao glyphosate, foi observada uma redu¢do de ciclo para
ambos os biotipos, quando em comparagdo com a primeira €poca. Isso decorreu
possivelmente pelo maior nimero de horas/luz e temperaturas mais elevadas, caracteristicas
comuns para o periodo de realizacdo do experimento (outubro a janeiro). No entanto, o
biodtipo R, completou o ciclo com producdo de sementes ja na 12° semana de avaliagdo, tendo,
dessa forma, um ciclo menor que o bidtipo S, que completou na 13 semana. Deste modo, as
avaliacdes de crescimento relativo foram encerradas na 12* semana para R e na 13* semana
para S, inferiores aquelas do Experimento 1 em que o R precisou de 22 semanas para florescer
enquanto que o S precisou de 29 semanas. Da mesma forma que para a primeira época, 0

biotipo de buva R apresentou nas condigdes de primavera-verdo para todas as variaveis
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analisadas, desenvolvimento superior ¢ em menor periodo quando comparado ao bidtipo
suscetivel (S) (Figuras 3 e 4; Tabela 5).

Para a variavel diametro de roseta, ambos os biotipos passaram por esse estadio de
forma muito rapida, e os dados obtidos ndo se ajustaram ao modelo utilizado, ndo sendo
possivel comparar S e R quanto ao didmetro da roseta (dados ndo apresentados). Novamente,
para a varidvel estatura de planta (Figura 3A), ¢ observado valor médio superior para a
variavel no bidtipo R em relacdo ao S. Entretanto, ocorreu diferenca significativa entre os
biotipos ja na 5* semana de avaliagdo, enquanto que na primeira época sO foi possivel
observar diferencas significativas a partir da 10* semana (Figura 1A; 3A). Esse
comportamento ressalta a capacidade em aproveitar os recursos do meio pelo bidtipo R,
implicando em maior agressividade e predominancia desse bidtipo quando em competi¢do
com o bidtipo S. A estatura inferior de S, também refletiu em sua menor quantidade de folhas
e area foliar (Figura 3B e 3C). Resultados semelhantes foram observados por Westhoven et al.
(2008), que em estudo realizado com Chenopodium album, verificaram maior estatura, area
foliar e massa seca para o bidtipo tolerante ao glyphosate quando comparado ao bidtipo
suscetivel.

A elevada area foliar juntamente com o maior indice de clorofila proporcionou ao
biotipo R, superior capacidade de interceptacdo e aproveitamento da luz, indicando ganho
geral de fotoassimilados pela planta, o que contribuiu para o superior acimulo de massa seca
da parte aérea, radicular e total (Figuras 4B, 4C e 4D, respectivamente). Para Carvalho et al.
(2008), um maior desenvolvimento do sistema radicular favorece a absor¢do de agua e
nutriente, proporcionando a estas plantas vantagens de estabelecimento e desenvolvimento. A
partir do exposto, ¢ possivel inferir que pelo seu maior desenvolvimento aéreo e radicular, o
bidtipo R de C. bonariensis apresenta melhores caracteristicas competitivas frente ao bidtipo
S, e possivelmente quando em convivéncia a campo e, na auséncia da aplicagdo do
glyphosate, o bidtipo S serd suprimido e ao longo do tempo desaparecera da area.

frequéncia destes na auséncia de pressdo de selecdo ocasionada pelo herbicida
(TRAVLOS & CHACHALLIS, 2013). Christoffoleti et al. (2002) ressaltam que na auséncia de
aplica¢do do herbicida, o maior crescimento de plantas sensivel impede que o bidtipo R ocupe
o nicho ecoldgico de forma dominante. No entanto, ndo ha penalidade sobre a aptidao
ecologica para bidtipos R, mas sim, observa-se superioridade em caracteristicas de
crescimento e producdo de sementes para este, concordando com o obtido por Shrestha et al

(2010). Alcorta et al. (2011) relatam que mesmo em condigdes de competi¢do com videiras, o
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bidtipo R de C. canadensis acumulou cerca de duas vezes mais matéria seca que o S. Deste

modo, ha uma tendéncia de predominancia de individuos resistentes no nicho ecoldgico.
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Figura 3 - Desenvolvimento de plantas dos biotipos de Conyza bonariensis, suscetivel (o) e

numero de folhas; e C - area foliar. UFSM, Campus de Frederico Westphalen — RS, 2013.
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Figura 4 - Desenvolvimento de plantas dos bidtipos de Conyza bonariensis, suscetivel (@) e
resistente (0) ao herbicida glyphosate, semanas ap6s o transplante: A - Indice de clorofila; B —
Massa seca da Parte Aérea (MSPA); C - Massa Seca Radicular (MSR); e D - Massa seca Total
(MST). UFSM, Campus de Frederico Westphalen — RS, 2013.

Em geral, as diferencas de crescimento e produg¢do de sementes entre bidtipos de
plantas daninhas R e S podem afetar a persisténcia e a freqiiéncia de biotipos resistente aos
herbicidas, onde a reducdo da aptidio ecoldgia e reprodutiva resultaria na reducdo da

frequéncia destes na auséncia de pressdo de selecdo ocasionada pelo herbicida (TRAVLOS &
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CHACHALIS, 2013). Christoffoleti et al. (2002) ressaltam que na auséncia de aplicagdo do
herbicida, o maior crescimento de plantas sensivel impede que o bidtipo R ocupe o nicho
ecologico de forma dominante. No entanto, ndo hd penalidade sobre a aptidao ecoldgica para
biotipos R, mas sim, observa-se superioridade em caracteristicas de crescimento e produgao
de sementes para este, concordando com o obtido por Shrestha et al (2010). Alcorta et al.
(2011) relatam que mesmo em condi¢des de competi¢do com videiras, o biotipo R de C.
canadensis acumulou cerca de duas vezes mais matéria seca que o S. Deste modo, hd uma
tendéncia de predominancia de individuos resistentes no nicho ecologico.

O biotipo resistente de C. bonariensis, necessitou em média apenas 92,3 dias para
chegar ao periodo reprodutivo, com o surgimento dos botdes florais e 114,8 dias para
completar o ciclo e produzir sementes (Tabela 5). J4 o bidtipo suscetivel necessitou de um
periodo significativamente maior para completar essas fases, 105,5 e 121,0 dias, para chegar

ao periodo reprodutivo e produzir sementes, respectivamente.

Tabela 5 - Periodo em dias ap6s a semeadura (DAS) necessario para a emissao dos botoes
florais (DB), Floragdo (DF) e Produgio de Sementes (DS); Nimero de Folhas (NF), Area
Foliar (AF), Indice de Clorofila (IC), Estatura (EST), Massa Seca da Parte Aérea (MSPA),
Massa Seca Radicular (MSR) e Massa Seca Total (MST), determinados ao florescimento de
biotipos de Conyza bonariensis, resistente e suscetivel ao herbicida glyphosate. UFSM,
Campus de Frederico Westphalen - RS, 2013.

Biotipo DB DF DS N° F planta”  AF(cm? planta™)
S 105,5%* 113,8%* 121,0* 517,25* 886,30*

R 92,3 107,3 114,8 1.025,25 2.286,60
Média 98,9 110,5 117,9 771,25 1.586,45
CV.(%)" 225 3,04 2,16 5,98 10,27
Biotipo IC EST (cm) MSR (g planta™) MST (g planta”) MSPA (g planta™)
S 41,16* 151,25* 52,64 10,26 62,80

R 58,42 189,25 109,33 19,50 128,83
Média 49,79 170,25 80,98 14,88 95,86

CV. (%) 4,05 6,94 18,05 16,85 16,38

" Coeficiente de variagio. * Médias de bidtipos (suscetivel (S) e resistente (R)) diferentes nas colunas, diferem
entre si pelo teste t (p<0,05). ™ Nao significativo (p>0,05).
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Apesar da maior duragdo do ciclo, o bidtipo S apresentou inferior desempenho para
todas as variaveis da avaliacdo final, destacando-se menor numero de folhas, area foliar,
estatura e acimulo de matéria seca (Tabela 5). Comportamento similar foi evidenciado por
Westhoven et al. (2008) para o biotipo suscetivel de Chenopodium album, que demonstrou
menor estatura e apresentou a floragdo e producdo de sementes cerca de 4 a 6 semanas apos o
bidtipo resistente. Menor necessidade do acumulo de graus dias para o bidtipo resistente de
Conyza canadensis atingir o periodo de producao de capitulos, floragdo e producdo de
sementes foi relatado por Shresta et al. (2010). Sendo assim, o biotipo R pode apresentar
maior numeros de ciclos por ano, elevando a producdo de sementes e a disperssdo da
resisténcia.

A superior area foliar mensurada na fase reprodutivo da C. bonariensis, aliada a um
elevado indice de clorofila proporcionam ao biotipo R, alta capacidade fotossintética no
periodo crucial para a producdo de sementes em grande quantidade e elevada qualidade
fisiologicas. A redugdo precoce no teor de clorofila é responséavel pela senescéncia prematura
das folhas e pela producdo de frutos menores em tomateiros (SCHUELTER et al. 2003;
MOURA et al., 2004). Neste contexto, o biotipo suscetivel ao apresentar desempenho inferior
para area foliar e indice de clorofila, ndo atingiu o periodo reprodutivo com elevado potencial
fotossintético quanto o biotipo R, refletindo em uma menor quantidade de sementes

produzidas (Tabela 6).

Tabela 6 - Numero de botdes florais por planta (BP), flores por botdo floral (FB), flores por
planta (FP), Sementes por botdo floral (SB) e sementes por planta (SP) em Conyza
bonariensis, UFSM, Campus de Frederico Westphalen — RS, 2013.

Bi6tipo BP FB FP SB SP
Suscetivel 1.168,3* 156,6* 182.553,3* 120,9* 140.971,0*
Resistente 3.070,8 210,2 645.494.0 194,9 598.094,2
Meédia 2.119,6 183,4 4.140,2 1579 369.532,5
C.V. (%)' 7,16 2,74 6,11 4,55 4,91

" Coeficiente de variagdo. * Médias de bidtipos (suscetivel (S) e resistente (R)) diferentes nas colunas, diferem
entre si pelo teste t (p<0,05). ™ Nio significativo (p>0,05).

Para as varidveis relacionadas a producao de sementes, o bidtipo R apresentou

resultados muito superiores aos observados para o S (Tabela 6). Para o nimero de botdes
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florais por planta (BP), S apresentou 1.168,3 botdes florais enquanto R, 3.070,8 botdes, ou
seja, a producdo de R foi cerca 2,68 vezes superior a de S (Tabela 6). A quantidade de
sementes por botdo floral foi 120,9 e 194,9 aquénios para S e R, respectivamente. Neste
contexto, Wu et al. (2007), destacam que a quantidade de sementes em C. bonariensis pode
chegar a mais de 400 por capitulo.

A maior diferenga entre bidtipos foi encontrada para a producdo de sementes por
planta, onde o R teve produgdo 4,24 vezes superior a S, com 598.094,2 ¢ 140.971,0 sementes
produzidas, respectivamente; resultados esses superiores aos observados por Wu et al. (2007)
que obtiveram 119.100 sementes planta™. Desta forma, ¢ ressaltada a alta capacidade de
propagac¢do do bidtipo resistente, tornando a resisténcia predominante na area e dificultando o
seu manejo. Moreira et al. (2007) ressaltam que a habilidade de autopolinizacdo e a producao
de grande nimero de sementes facilmente disseminadas sdo fatores que podem contribuir para
a sobrevivéncia, o estabelecimento ¢ a manutengdo de densas infestagdes dos bidtipos
resistentes de buva, elevando ainda mais a presenca de bidtipos resistentes em areas com
cultivos comerciais.

Em estudo conduzido com Lolium rigidum, plantas do bidtipo resistente ao glyphosate
produziram menor quantidade de sementes em relagdo ao bidtipo suscetivel (PEDERSEN et
al., 2007). A reducdo observada no nimero de descendentes, pode explicar a drastica
diminui¢do na frequéncia fenotipica resisténcia de 45% a 11% ap6s 3 anos da auséncia de
selecdo com glyphosate (PRESTON & WAKELIN, 2008). Contudo, a partir da elevada
quantidade de sementes produzidas pelo biotipo R no presente trabalho, pode-se inferir que a
frequéncia de C. bonariensis tende a aumentar para um determinado nicho ecologico onde
estas estejam em convivio com plantas suscetieis ao glyphosate.

A matriz de correlag@o do bidtipo S de C. bonariensis relata novamente a influéncia
do numero de folha e area foliar sobre as demais variaveis, € mesmo em um ciclo
relativamente curto quando comparado ao estudo da primeira época (Experimento 1), ocorre
uma dependéncia significativa da producao de sementes para a EST, NF, IC e MST, e
dependéncia direta do BP, FB e SB, com indice de correlagdo de 0,99, 0,95 e 0,99,
respectivamente (Tabela 7).

A correlagdo positiva entre area foliar e sementes por planta para o bidtipo S, ressalta a
necessidade de elevada quantidade de area fotossintética para a producdo de sementes. Deste
modo, por ndo apresentar area foliar tdo elevada quanto o bidtipo resistente, S foi incapaz de
produzir elevada quantidade de sementes. Ainda ¢ possivel destacar que o menor teor de

clorofila apresentado pelo bidtipo S, aliado ao nimero de folhas e area foliar reduzido, foram
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responsaveis pelo menor acimulo de matéria seca total do bidtipo suscetivel, uma vez que
essas variaveis apresentaram correlagdo significativas entre si (Tabela 7). Por fim, o menor
valor adaptativo apresentado por S ¢ resultado da menor expressao de varias caracteristicas

com impacto sobre a capacidade competitiva e da correlagao destas.

Tabela 7 - Correlacdo linear entre as variaveis analisadas durante o desenvolvimento do
biotipo suscetivel de Conyza bonariensis: dias decorridos para emissao dos botdes florais
(DB), Floragdo (DF) e Produgio de Sementes (DS); Numero de Folhas planta™ (NF), Area
Foliar planta™ (AF), Indice de Clorofila (IC), Estatura planta™ (EST), Massa Seca da Parte
Aédrea planta” (MSPA), Massa Seca Radicular planta” (MSR) e Massa Seca Total planta™
(MST), determinadas ao florescimento do biotipo. UFSM, Campus de Frederico Westphalen -
RS,2013.

DB DF DS EST AF NF MSA MSR MST IC BP FB SB FP

DF 0,83"

DS 0,82" 0,99*

EST  0,94* 0,75" 0,75™

AF 0,97* 0,86™ 0,84™ 0,82"

NF 0,97 0,95* 0,94* 0,92* 0,97*

MSA 0,41™ 0,83™ 0,85™ 0,43"™ 0,44™ 0,63™

MSR  0,80™ 0,99* 0,99* 0,71™ 0,84™ 0,93* 0,86™

MST  0,93* 0,98* 0,98*% 0,79 0,94* 0,98* 0,92* 0,97*

IC 0,79" 0,98™ 0,98* 0,78" 0,78"™ 0,92* 0,93™ 0,98* 0,94*

BP 0,93* 0,73™ 0,73™ 0,99* 0,98* 0,86™ 0,44™ 0,78™ 0,77" 0,77™

FB 0,99* 0,85™ 0,83"™ 0,92* 0,99* 0,97* 0,44™ 0,82"™ 0,93* 0,89™ 0,92*

SB 0,99* 0,88™ 0,86™ 0,88™ 0,93* 0,98* 0,48™ 0,85™ 0,95* 0,82"™ 0,85™ 0,99*

FP 0,97* 0,83™ 0,83"™ 0,98* 0,92* 0,95* 0,53 0,84" 0,92* 0,84™ 0,97* 0,96* 0,95*
SP 0,96* 0,86™ 0,86™ 0,97* 0,93* 0,96* 0,55 0,83™ 0,93* 0,92* 0,97* 0,99* 0,95* 0,99*

* interagdo significativa a 5% de probabilidade pela matriz de Pearson.

Para o bidtipo R, a matriz de correlagdo entre as variaveis analisadas, demonstra de
forma ainda mais pronunciada o efeito do NF sobre a AF, EST, MSA, MSR e MST (Tabela 8).
Nao ¢ observada correlagdo significativa entre o nimero de dias necessarios para a floragao e
producdo de sementes com a quantidade de flores e sementes produzidas, ressaltando que
mesmo em um curto periodo de tempo as plantas resistentes foram capazes de produzir
grande quantidade de flores e sementes.

Os valores de acimulo de massa seca aérea, radicular e total, estiveram altamente
correlacionados com as varidveis de producdo de orgaos reprodutivos e sementes, onde todos

apresentaram coeficiente de correlagdo iguais ou acima de 94%. Novamente, o teor de
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clorofila e area foliar demonstraram alta correlagdo com o acimulo de massa seca total,
estatura e a quantidade de sementes produzidas, ressaltado o efeito positivo do melhor
aproveitamento da radiagdo solar sobre o nimero de aquénios obtidos pelo bidtipo R.
Corroborando com o relatado por Souza et al. (2010), onde a eficiéncia fotossintética e o
acimulo de fotoassimilados assim como o crescimento observados estdo associados
diretamente, entre outros fatores, aos teores de clorofila foliar. Sendo assim, é possivel afirmar
que nao ocorreram prejuizos ao desenvolvimento das plantas de C. bonariensis resistente ao
glyphosate, e nem na quantidade de propagulos produzidos por essas plantas, em virtude do

rapido ciclo demonstrado nesse estudo.

Tabela 8 - Correlacdo linear entre as variaveis analisadas durante o desenvolvimento do
bidtipo resistente de Conyza bonariensis: dias decorridos para emissdo dos botdes florais
(DB), Floragdo (DF) e Produgio de Sementes (DS); Numero de Folhas planta™ (NF), Area
Foliar planta™ (AF), Indice de Clorofila (IC), Estatura planta™ (EST), Massa Seca da Parte
Aédrea planta” (MSPA), Massa Seca Radicular planta” (MSR) e Massa Seca Total planta™
(MST), determinadas ao florescimento do bidtipo. UFSM, Campus de Frederico Westphalen —
RS, 2013.

DB DF DS EST AF NF MSA MSR MST IC BP FB SB FP

DF  092%

DS  0,92% 055"

EST  0,92* 0,99% 0,59™

AF  0,79™ 0,98* 0,48™ 0,99*

NF  0,77™ 0,85" 0,78™ 0,96* 0,94*

MSA  0,70™ 0,78 0,75™ 0,94* 0,93* 0,94*

MSR 0,73 0,92* 0,55" 0,93* 0,94* 0,93* 0,96*

MST 0,79 0,86™ 0,68™ 0,93* 0,94* 0,93* 0,98% 0,98*

IC 0,93* 0,95% 0,78™ 0,93* 0,93* 0,96* 0,97* 0,95% 0,98*

BP  0,59™ 0,63™ 0,85™ 0,89™ 0,93* 0,98* 0,83™ 0,75™ 0,81™ 0,93*

FB  0,76™ 0,74™ 0,79" 0,96* 0,94* 0,99%* 0,94* 0,88™ 0,94* 0,98% 0,97*

SB 0,84™ 0,72 0,71™ 0,94* 0,93* 0,93* 0,98* 0,97* 0,99* 0,99* 0,86™ 0,96*

FP 0,57" 0,54™ 0,74™ 0,94* 0,87 0,97* 0,75™ 0,76™ 0,79"™ 0,88™ 0,98* 0,96* 0,95*
SP 0,81™ 0,55™ 0,59™ 0,97* 0,98* 0,94* 0,94* 0,98* 0,97* 0,96* 0094* 0,94* 0,98* 0,95*

* interagdo significativa a 5% de probabilidade pela matriz de Pearson.
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3.3.2 Germinacio e Qualidade Fisiologica de sementes

3.3.2.1.Primeira Epoca - Outono/Inverno (Experimento 1)

As sementes de Conyza bonariensis resistentes ao glyphosate provenientes da primeira
época do estudo de crescimento relativo apresentaram, de forma geral, para as variaveis
analisadas, desempenho superior aquelas do bidtipo suscetivel, p<0,05 (Tabela 9). Na
determinagdo de PMS, o bidtipo S apresentou menor peso que R, 3,90 e 5,10 mg,
respectivamente. Esse resultado indica que o bidtipo R apresenta um maior acimulo de
reservas, fator que pode influenciar na germinagdo e no vigor das sementes. Geralmente, as
sementes que tém mais vigor podem germinar e emergir mais rapidamente sob condigdes

adversas (VIEIRA & CARVALHO, 1994).

Tabela 9 — Peso de mil sementes (PMS), Primeira contagem da Germinacdo (PG),
Germinagdo (G), Indice de Velocidade da Germinagdo (IVG), Indice de Velocidade da
Emergéncia (IVE), Comprimento da Parte Aérea (CPA), Comprimento de Radicula (CR),
Comprimento Total (CT), Massa Fresca de Plantula (MFP), Massa Seca de Plantula (MSP),
Envelhecimento Acelerado (EA) e Teste de Frio (TF), em sementes de Conyza bonariensis
suscetivel e resistente ao glyphosate, UFSM, Campus de Frederico Westphalen-RS, 2013.

Biotipo PMS (mg) PG (%) G (%) IVG IVE CPA (cm)
S 3,91%* 23,50* 66,50%* 24,66* 10,83* 0,65*
R 5,12 33,25 83,75 38,02 16,43 1,08
Média 4,51 28,37 75,13 31,34 13,63 8,65
C.V. (%)' 4,38 9,30 5,48 6,74 4,90 5,59
Biotipo CR (cm) CT (cm) MFP(mg)  MSP(mmg) EA (%) TF(%)
S 2,53*% 3,18* 10,70* 1,60%* 35,00% 47,00%*
R 4,16 5,24 24,80 3,80 52,50 79,45
Média 3,35 4,21 17,80 2,70 43,75 62,22
C.V. (%) 7,70 6,59 16,09 8,23 4,47 5,12

" Coeficiente de variagdo. * Médias de bidtipos (suscetivel (S) e resistente (R)) diferentes nas colunas, diferem
entre si pelo teste t (p<0,05). ™ Nao significativo (p>0,05).
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No teste de germinagdo (Tabela 9), a primeira contagem de plantulas (PG) indicou que
sementes R demonstraram desempenho superior a S. Da mesma forma, para a percentagem da
germinacdo de sementes do bidtipo R foram superiores frente aquelas observadas para S, com
83,75 e 66,50%, respectivamente. No mesmo contexto, para o IVG e IVE os resultados
conferem ao bidtipo R superior capacidade de estabelecimento, assim como pelo CPA, CR e
CT demonstram maior capacidade de desenvolvimento inicial desse bidtipo, possibilitando a
melhor e mais rapida utilizacdo dos recursos do meio, quando em competicdo com outras
plantas da mesma espécie, suscetiveis ou de culturas comerciais. Os resultados diferem do
observado por Schuch et al. (2008), que em estudo com bidtipos de capim-arroz (Echinochloa
sp.), obtiveram desempenho radicular inferior para o bidtipo resistente ao herbicida
quinclorac, acarretando em uma menor capacidade de sobrevivéncia sob condigdes de
competi¢do, uma vez que apresenta baixa capacidade de estabelecimento. Enquanto
Gustafson et al. (2004), ressaltam que plantas com elevada velocidade de emergéncia e de
crescimento inicial possuem prioridade na utilizagdo dos recursos do meio e, por isso, levam
vantagem na utilizagdo destes, ocupando primeiramente o nicho ecolédgico.

Resultados obtidos para massa fresca e seca de plantula, demonstram uma capacidade
cerca de 50% inferior do bidtipo S em acumular tecido quando comparado ao bidtipo R, onde
para MSP obteve-se 1,60 e 3,80 mg, respectivamente (Tabela 9). Ainda, nos testes de frio e de
envelhecimento acelerado foram observados menores efeitos das condi¢des adversas
(temperatura e umidade) sobre sementes de buva resistentes, enquanto que as suscetiveis
foram mais afetadas e o percentual de germinagdo teve grande reducdo. Esses resultados
corroboram com o PMS superior apresentado pelo bidtipo R, sendo assim, mesmo em
condigdes adversas suas sementes foram capazes de germinar em elevado percentual e a nivel
de campo garantiriam maior estabelecimento de suas plantulas.

Travlos & Chachalis (2013), ndo encontraram diferenca no percentual de germinagdo
das sementes ou vigor entre bidtipos resistentes e suscetiveis de buva em diferentes regimes
de temperatura testadas. Por outro lado, desempenho superior para as varidveis germinacao e
qualidade de sementes foram observadas no presente trabalho, concordando com o obtido por
Park et al. (2004), com bidtipos de bromo-felpudo (Bromus TectorumlL.) resistentes aos
inibidores da enzima ACCase (acetil coenzima A carboxilase). J4, biotipo de Fimbristylis
miliacea ([L.] Vahl.) suscetivel aos inibidores da enzima ALS (acetolactato sintase),
apresentaram maior percentual de germinacdo e indice de velocidade de germinagdo frente
aos bidtipos da mesma espécie resistentes aos herbicidas inibidores da ALS (SCHAEDLER et

al., 2013). Deste modo ressalta-se a resposta diferencial de espécies a herbicidas, ndo podendo
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ser tomada decisdo de manejo para uma espécie baseada no conhecimento da capacidade

competitiva de outra.

3.3.2.2 Segunda Epoca - Primavera/Verdo (Experimento 2)

O desempenho das sementes provenientes da segunda €poca do estudo de crescimento
relativo foi similar ao observado para as sementes da primeira época. Deste modo, pode-se
afirmar que o menor periodo de ciclo ndo afetou a viabilidade das sementes de buva de ambos
os biotipos. Contudo, diferencas significativas foram observadas entre os biotipos estudados

em todas as varidveis avaliadas (Tabela 10).

Tabela 10 — Peso de mil sementes (PMS), Primeira contagem da Germinagdo (PG),
Germinagdo (G), Indice de Velocidade da Germinagdo (IVG), Indice de Velocidade da
Emergéncia (IVE), Comprimento da Parte Aérea (CPA), Comprimento de Radicula (CR),
Comprimento Total (CT), Massa Fresca de Plantula (MFP), Massa Seca de Plantula (MSP),
Envelhecimento Acelerdo (EA) e Teste de Frio (TF), em Conyza bonariensis suscetivel e
resistente ao glyphosate, UFSM, Campus de Frederico Westphalen - RS, 2013.

Bidtipo  PMS (mg) PG (%) G (%) IVG IVE CPA (cm)
S 4,00* 22,50%* 58,50* 31,34* 10,98* 1,05%
R 5,50 33,25 86,25 45,15 16,93 1,64
Média 4,80 27,87 72,38 38,25 13,96 1,34
C.V.(%)! 2,66 5,43 8,05 2,96 7,46 6,20
Biotipo CR (cm) CT (cm) MFP(mg) MSP(mg)  EA (%) TF(%)
S 1,67* 2,72% 10,91* 1,30* 43,00%* 56,66*
R 3,17 4,81 21,60 3,82 53,50 94,50
Média 2,42 3,76 16,25 2,56 48,25 75,58
C.V. (%) 5,38 4,19 10,09 12,94 5,80 2,94

" Coeficiente de variagio. * Médias de bidtipos (suscetivel (S) e resistente (R)) diferentes nas colunas, diferem
entre si pelo teste t (p<0,05). ™ Nao significativo (p>0,05).

O bidtipo resistente de Conyza bonariensis, apresentou maior PMS que o biotipo
suscetivel, 5,50 e 4,00 mg, respectivamente. Maior PMS também foi relatado em Lolium

rigidum resistentes ao glyphosate, na comparagdao com sementes de plantas suscetiveis
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(PEDERSEN et al., 2007). Resultados de PG, G, IVG e IVE observados para o biotipo S
foram todos inferiores aos obtidos pelo bidtipo R. O comprimento radicular superior
apresentado por R, proporcionara ao mesmo, rapido crescimento das raizes, podendo conferir
significativa vantagem competitiva em casos nos quais predominem as interagdes abaixo do
solo (SEIBERT & PEARCE, 1993).

O teste de envelhecimento acelerado esta diretamente relacionado ao potencial de
conservacao das sementes e, por esse motivo, é considerado um dos mais sensiveis para a
avaliacdo do vigor, entre os disponiveis (MARCOS FILHO, 1999). Desta forma, ressalta-se a
capacidade das sementes de R permanecerem vidveis por mais tempo no solo, até que
condicBes ideais de germinacdo sejam atingidas. Do mesmo modo, as demais varidveis
avaliadas apontam melhor qualidade fisioldgica das sementes de C. bonariensis resistente ao
glyphosate, sendo que, mesmo em testes que simulam condi¢des adversas de temperatura e
umidade, a germinacao desse biotipo ficou em percentual bom e 6timo, 53,5 e 94,5 para EA e
TF, respectivamente; enquanto que o bi6tipo S apresentou para o0 EA 43% e para TF, 56,66%
de germinacdo (Tabela 10).

Ao final dos dois estudos de crescimento relativo e produgao de sementes, com suas
respectivas avaliagcdes de qualidade de sementes, é possivel afirmar que mesmo na auséncia
da aplicacdo do glyphosate, o biotipo resistente de C. bonariensis apresenta superior
capacidade de estabelecimento e desenvolvimento, quando comparado ao biotipo suscetivel.
Ainda, € caracteristica do bidtipo R, maior nimero de sementes produzidas, que aliadas a
elevada qualidade fisiologica proporcionam a este alta capacidade de propagacdo e infestacdo
de areas agricolas, caracterizando-o com bidtipo de alto valor adaptativo.

Nesse contexto, as pronunciadas caracteristicas de valor adaptativo apresentadas pelo
bidtipo resistente, implicam ainda em uma maior dificuldade de manejo e controle da
resisténcia de Conyza bonariensis ao herbicida glyphosate. Torna-se imprescindivel a adogao
conjunta de mais de um método de controle, de modo a garantir que essas plantas nao
completem o ciclo, evitando assim, que produzam elevada quantidade de sementes e
desenvolvam cada vez mais resisténcia. Sendo assim, salienta-se a importancia da eliminagao
de todas as plantas de buva presentes na area cultivada e nas que a circurdam, como beira de
estradas e areas ndo cultivadas, além de evitar a disseminagdo por maquinas agricolas e
animais. Cabe ressaltar que os bidtipos possivelmente ndo apresentem origem comum, uma
vez que o bidtipo R € origindrio de municipio 40 km distante do S. Deste modo, os resultados

encontrados nos estudos conduzidos devem ser considerados como indicagdo do
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comportamento dos bidtipos R e S, mas ndo podem ser conclusivos sobre o valor adaptativo

uma vez que o background genético entre os mesmos nao ¢ similar.
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4. ARTIGO III - MECANISMO DE RESISTENCIA DE BUVA AO HERBICIDA
GLYPHOSATE

RESUMO - A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas ¢ consequéncia da ocorréncia de
um ou mais mecanismos de resisténcia. O objetivo deste estudo foi investigar o(s)
mecanismo(s) de resisténcia em Conyza bonariensis ao herbicida glyphosate. Um
experimento foi conduzido no LTS/DCAA-UFSM, com arranjo fatorial 2x7x2; fator A - dois
biodtipos de buva, suscetivel (S) e resistente (R), fator B - sete doses de glyphosate, 0, 45, 90,
180, 360, 720, 1.440 g e.a ha! para o bidtipo S, e 0, 360, 720, 1.440, 2.880, 5.760 ¢ 11.520 g
e.a ha™! para o bidtipo R e fator C - duas condi¢des de temperatura e fotoperiodo simulando o
inverno (temperatura de 12/8°C dia/noite e fotoperiodo de 10/14 horas) e verdo (temperatura
de 28/20°C dia/noite e fotoperiodo de 14/10 horas). Um ensaio enzimdtico foi realizado no
LMS/DFs-UFPel, com tratamentos dispostos em esquema fatorial 2x7; fator A - dois bidtipos
de buva, S e R e fator B - doses de glyphosate, 0; 0,112; 0,226; 0,450; 0,900; 1,800; 3,600 mg
ecal’ para S, e 0; 1,8; 3,6; 7,2; 14,4 ¢ 28,8 mg e.a L! para R. O bidtipo R de C. bonariensis
aparenta ndo apresentar o mecanismo de sequestro do herbicida no vactiolo como mecanismo
de resisténcia. Entretanto, o menor acimulo de shiquimato para o bidtipo R, caracteriza a
menor sensibilidade da enzima EPSPS ao glyphosate, inferindo que este seja o mecanismo de
resisténcia presente em plantas de C. bonariensis. Contudo, a resisténcia pode ndo estar
atrelada a apenas um mecanismo de resisténcia, exigindo para seu inteiro entendimento,
estudos complementares.

Palavras-chaves: Conyza bonariensis. Temperatura. Fotoperiodo. EPSPS.

ABSTRACT - The resistance of weeds to herbicides is a consequence of one or more
mechanisms of resistance. The aim of this study was to investigate mechanism (s) of
resistance to glyphosate in Conyza bonariensis. An experiment was conducted in LTS/DCAA
- UFSM with 2x7x2 factorial arrangement; Factor A - two biotypes of hairy fleabane,
susceptible (S) and resistant (R), factor B - seven rates of glyphosate, 0, 45, 90, 180, 360,
720, 1,440 g ae ha™' for the S biotype , and 0, 360, 720, 1,440, 2,880, 5,760 and 11,520 g ae
ha' for the R biotype C and factor - two conditions of temperature and photoperiod
simulating winter (temperature 12/8 °C day/night photoperiod and 10/14 hours) and summer
(temperature 28/20 °C day/night and a photoperiod of 14/10 hours) . An enzymatic assay was
performed in LMS / FS - UFPel with treatments arranged in a factorial 2x7 , Factor A - two
biotypes of hairy fleabane, S and R and B factor - glyphosate rates , 0, 0.112, 0.226, 0.450,
0.900, 1.800, and 3.600 mg a.e L' to S,and 0, 1.8, 3.6, 7.2, 14.4, and 28.8 mg a.e L' for R.
The R biotype of C. bonariensis does not appear to present the sequestration of herbicide in
the vacuole with resistance mechanism. However, the lowest accumulation of shikimate by
the R biotype, characterize lower sensitivity of EPSPS enzyme to glyphosate, inferring that
this is the mechanism of resistance present in plants of C. bonariensis. However, the
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resistance can not be associated to an unique mechanism of resistance, being required further
studies for completelly understanding.

Keywords: Conyza bonariensis. Temperature. Photoperiod. EPSPS.

4.1 INTRODUCAO

O glyphosate, herbicida inibidor da enzima enol-piruvil-shikimato-fosfato-sintetase
(EPSPS), consistiu-se até pouco tempo, na principal forma de controle da buva (Conyza
bonariensis([L.] Cronquist),uma das principais plantas daninhas das areas agricolas cultivadas
no periodo de primavera/verdo da regido centro-sul do Brasil, em especial da cultura da soja.
A intensa utilizagcdo dessa molécula herbicida na desseca¢do pré-semeadura da soja e em pods-
emergéncia da cultura transgénica resistente a esse herbicida, associada a alta capacidade de
produgdo de propagulos dessa espécie, contribuiu para elevar a pressdo de selecdo sobre a
buva, culminando na evolu¢ao de bidtipos resistentes ao glyphosate.

A resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas ¢ definida pela FAO como a
ocorréncia natural de bidtipo com habilidade de sobreviver a aplicagdo de composto quimico
para o qual a populagdo original era suscetivel (LEBARON & GRESSEL, 1982). No Brasil,
os primeiros casos de resisténcia ao glyphosate em C. bonariensis, foram relatados por
Moreira et al. (2007), Vargas et al. (2007) e Lamego & Vidal (2008).

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas estd associada a um ou mais
mecanismos de resisténcia, responsaveis por ndo deixar o herbicida atuar de forma eficiente
sobre o local de agdo alvo nas plantas, ou seja, a enzima EPSPS. Os mecanismos relacionados
a resisténcia ao glyphosate sdo conhecidos para apenas 11 espécies do total que apresentam
resisténcia, podendo ser divididos em dois grupos: os que envolvem alteragdes no local de
acdo e, aqueles nao relacionados ao local de agdo herbicida (POWLES & YU, 2010).
Mutagdes no gene responsavel pela enzima EPSPS e aumento na amplificacdo desse mesmo
gene, sdo exemplos de mecanismo de resisténcia relacionados ao sitio de agdo. Enquanto que
a reduzida absorcdo, translocagcdo e sequestro do herbicida no vactolo, sdo exemplos de
mecanismos nao relacionados diretamente com o local de acao (POWLES & YU, 2010).

A espécie capim-colchdao (Digitaria insularis [L.] Fedde), apresenta compilagdo de
mecanismos de resisténcia ao glyphosate. Em estudos com essa espécie, foi evidenciada que a

menor absorcdo e translocacdo do herbicida, maior taxa de metabolizacdo e mutagcdo no gene



77

da enzima EPSPS, desempenham papel importante na resisténcia ao glyphosate (CARVALHO
& ALVES 2012).

A resisténcia ao glyphosate em populacdes de capim-pé-de-galinha (Eleusine indica
[L.] (Gaert)) da Malasia, ¢ causada por duas mutagdes na enzima alvo: prolina para serina
(ProjgsSer) ou prolina para treonina (Pro;osThr) (NG et al., 2003). Para Gaines et al. (2010), o
mecanismo de resisténcia ao glyphosate em caruru (Amaranthus palmeri [S.] Wats) ¢ efeito da
maior amplificacdo do gene da EPSPS, elevando o nimero de copias da enzima na planta.
Salas et al. (2012) ao investigarem a resisténcia ao glyphosate em azevem perene (Lolium
perenne ssp. multiflorum Lam.) nos EUA, observaram que o nivel da resisténcia observado
esteve relacionado com o aumento na atividade da enzima EPSPS no bidtipo resistente e,
também, ao maior nimero de copias do gene da enzima observado, quando comparado ao
suscetivel.

Ja, Ge et al. (2012) ao avaliarem o mecanismo de resisténcia em azevém oriundo de
diferentes paises, como Australia, Brasil, Chile e Italia, encontraram uma elevada correlagdo
da quantidade de herbicida sequestrado para o vacuolo e o nivel de resisténcia da espécie,
sugerindo assim, que o sequestro vacuolar ¢ um dos principais mecanismos da resisténcia do
azevém ao glyphosate. Para outras espécies, o mecanismo de resisténcia a este herbicida ainda
ndo é esclarecido. E o que acontece para caruru (Admaranthus tuberculatus [Moq.] Sauer),
ambrosia-americana (Ambrosia artemisiifolia L.), ambrosia (Ambrosia trifida L.), avoadinha-
marfim (Conyza sumatrensis L.), entre outros (HEAP, 2014).

Os mecanismos mais comumente relatados para a resisténcia ao glyphosate tém sido a
redu¢do da absor¢do e translocagdo do produto. A reducdo da translocagdo € citada por
Ferreira et al. (2008), como sendo o mecanismo de resisténcia em bidtipo de C. bonariensis
no Brasil. Um maior acumulo do herbicida foi observado na folha tratada no bidtipo
resistente, enquanto que no suscetivel, o maior acimulo foi encontrado na parte aérea (folhas
e caules) e nas raizes, indicando a translocacao reduzida pelo resistente. O mesmo mecanismo
¢ responsavel pela resisténcia ao glyphosate em Lolium multiflorum (NANDULA et al.,
2008), Lolium rigidum (YU, et al., 2009) e Conyza canadiensis L. (FENG et al., 2004).

Para buva, Conyza canadensis, espécie do mesmo género de C. bonariensis, em estudo
realizado por GE et al. (2010), foi observado sequestro do herbicida glyphosate no vactiolo
dos biotipos resistentes. O sequestro ocorreu por um aumento na taxa de transferéncia do
herbicida do cloroplasto para o vactolo, realizada, possivelmente pela maior expressdo de um
carregador molecular ndo identificado. Em outro estudo com Conyza canadiensis, GE et al.

(2011) demonstraram o efeito reversivo de baixas temperaturas sobre a manifestacao da
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resisténcia em bidtipo resistente ao herbicida glyphosate pelo sequestro no vactiolo. De
acordo com os autores, quando o bidtipo resistente € exposto a condigdes de temperatura
entre 20 e 30°C, aceleram-se as reagdes de sequestro do herbicida para o vactolo da célula,
inibindo sua atuacdo sobre a enzima EPSPS, e consequentemente, tem-se resisténcia.
Todavia, quando sob baixas temperaturas (8-10°C) ocorre reversdo da resisténcia, inferindo-se
em uma menor atividade dos possiveis carregadores responsaveis pelo sequestro do herbicida
no vacuolo, e a planta comporta-se como suscetivel.

A avaliacdo do actimulo de acido shiquimico a partir de ensaios com discos foliares
mostra-se como um método promissor e rapido para detectar resisténcia ao glyphosate em
Conyza e em outras espécies de plantas (KOGER et al., 2005; SHANER et al., 2005). Isso se
deve ao shiquimato se acumular nos tecidos da planta ap6s o tratamento com glyphosate, com
um montante acumulado normalmente sendo maior no biotipo suscetivel do que em plantas
resistentes (HENRY et al., 2007; MUELLER et al., 2008).

A compreensdo do mecanismo de resisténcia ao glyphosate em plantas daninhas, ¢é
urgentemente necessaria para garantir a continuidade do uso desse herbicida (SERVICE,
2007). No Brasil, a excegao do trabalho de Ferreira et al. (2008), nao ha relatos da elucidagao
do mecanismo de resisténcia em Conyza bonariensis. Portanto, a identifica¢do do mecanismo
de resisténcia resultard em mudancas oportunas na forma de manejo dessa planta daninha e na
propagacdo da resisténcia ao glyphosate. Nexte contexto, o objetivo desse trabalho foi
investigar o mecanismo de resisténcia ao glyphosate em bidtipo resistente de C. bonariensis, a
partir de estudos que envolvam andlises no local de a¢do do herbicida (enzima EPSPS) e,

aquelas ndo relacionadas ao local de agao.

4.2 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi dividido em duas etapas: primeiramente em camara de
crescimento do tipo B.O.D do Laboratdrio de Tecnologia de Sementes, do Departamento de
Ciéncias Agrondmicas e Ambientais da Universidade Federal de Santa Maria (LTS/DCAA)-
UFSM, Campus de Frederico Westphalen — RS, e a segunda etapa no Laboratorio de
Metabolismo Secundario (LMS) do Departamento de Fitossanidade da Universidade Federal
de Pelotas - UFPel, Campus Capao do Ledao — RS.
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4.2.1 Mecanismo de Resisténcia — Nao Relacionado ao Local de Ac¢ao

O estudo foi conduzido no periodo de novembro a dezembro de 2012, sendo repetido
de marco a abril de 2013, em B.O.D. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com os tratamentos dispostos em esquema fatorial 2x7x2, onde o fator A
correspondeu aos biotipos de buva S e R; fator B, referiu-se as doses de glyphosate; 0, 45, 90,
180, 360, 720, 1.440 g e.a ha' para o bidtipo S, e 0, 360, 720, 1.440, 2.880, 5.760 ¢ 11.520 g
e.a ha para o bidtipo R. O fator C, consistiu em duas condi¢des de temperatura e
fotoperiodo, simulando o inverno (temperatura de 12/8°C dia/noite e fotoperiodo de 10/14
horas) e verdo (temperatura de 28/20°C dia/noite e fotoperiodo de 14/10 horas), sendo
utilizadas 3 repeti¢des por tratamento.

Sementes de buva S e R foram embebidas em é4gua por 24 horas, para estimular o
processo de germinagdo, € posteriormente semeadas em copos de 50 ml preenchidos com
substrato comercial (TecnoMax®). Apo6s apresentarem as primeiras folhas verdadeiras, as
plantas foram transplantadas para copos plasticos de 500 ml, preenchidos com o mesmo
substrato. Manteve-se uma planta por copo, sendo essas mantidas em casa de vegetacdo e
irrigadas diariamente. Quando as plantas apresentavam 4-5 folhas, foram acondicionadas
dentro da camara de crescimento, onde ficaram por 10 dias nas respectivas temperaturas de
inverno e verdo, para aclimatagdo. Apds esse periodo, as plantas (com 5-6 folhas) foram
retiradas das cadmaras de crescimento e realizou-se a aplicacdo dos tratamentos. Para isso, foi
utilizado pulverizador costal pressurizado a CO,, com volume de calda de 200 L ha! e barra
de aplicagdo equipada com quatro pontas tipo leque XR 110.02, distanciadas 0,5 m entre si.
As aplicacdes foram realizadas no inicio do dia ao ar livre, sendo as condi¢des de aplicagdao
para o experimento conduzido no més de novembro/12 de 19,5°C de temperatura e umidade
relativa do ar (UR) de 76%. J4 em margo/13, a temperatura foi de 17,3°C e UR de 81%.
Imediatamente ap6s a aplicagdo dos tratamentos, as plantas foram recolocadas nas respectivas
camaras de crescimento.

O percentual de controle (%) foi avaliado aos 21 e 42 dias apo6s a aplicacdo dos
tratamentos (DAT), onde se adotou escala visual, em que a total auséncia de controle
correspondeu ao valor 0, enquanto a morte da planta correspondeu ao valor 100%. Também
foi avaliada a massa seca da parte aérea aos 42 DAT, sendo o material vegetal coletado e

mantido em estufa até peso constante, a 70 °C. A massa seca foi corrigida para valores
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percentuais por meio da comparacdo da massa obtida nos tratamentos herbicidas com a massa
da testemunha, considerada 100%.

Os resultados dos dois experimentos de resposta a dose foram submetidos a analise de
variancia. Quando observada interacao bidtipo x dose, realizou-se ajuste a equagao sigmoidal

de trés parametros com auxilio do programa Sigma Plot versao 10.0:

Y=a/(1 + exp (-(X — Xasg)/b)) Equacao 1

onde Y = varidvel dependente (Controle ou Massa Seca), X = variavel independente (dose
herbicida (g e.a ha')); a= diferenca entre as assintotas de maxima e de minima; b=
declividade da curva; Xasy= dose herbicida (g e.a ha™") responséavel por reduzir a variavel
dependente ao nivel correspondente a 50% do valor da assintota de maxima (a). Foram
calculados pela equacgdo os respectivos coeficientes: o valor de Xsy, ou seja, valor da dose
responsavel por ocasionar 50% de controle (Csp), ou reduzir 50% da MSPA dos bidtipos
(GRsp), e o fator de resisténcia (FR), calculado através de CsoR/ CsoS € GRsoR/ GRsS. A
resisténcia ¢ confirmada quando FR > 1,0 (SAARI et al., 1994).

4.2.2 Mecanismo de Resisténcia — Relacionado ao Local de Acao

Um estudo enzimatico foi conduzido e repetido duas vezes no més de julho 2013, em
laboratorio. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com os tratamentos
dispostos em esquema fatorial 2x7, onde o fator A, correspondeu aos bidtipos de buva S e R;
fator B, referiu-se as doses de glyphosate: 0; 0,112; 0,226; 0,450; 0,900; 1,800; 3,600 mg e.a
L! para o bidtipo S, e 0; 1,8; 3,6; 7,2; 14,4 ¢ 28,8 mg e.a L para o bidtipo R. Foi utilizado o
ingrediente ativo glyphosate puro. O protocolo foi adaptado de Nol et al. (2012). Foram
utilizadas plantas de C. bonariensis com 5-6 folhas, pré-germinadas e posteriormente
transplantadas para copos plasticos, conforme descri¢do anterior e mantidas em casa de
vegetacao.

Discos foliares com Smm de didmetro foram extraidos manualmente das folhas de
buva com auxilio de um extrator de metal. Os discos foram colocados em placas de petri, que

continham 10ml da solugdo de fosfato de amoénio ((NH4);HPO4)) na concentracdo de 10 molar
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(M), 0,1% (v/v) do surfactante Tween 80 e os referidos tratamentos com glyphosate. Cada
placa representou uma repeti¢do do tratamento corespondente e, cada repeticao foi composta
de quatro discos foliares de buva. As placas foram seladas com filme plastico para evitar a
evapora¢do da solugdo ¢ incubadas sob luz fluorescente (aproximadamente 200 pol m‘zs‘l) a
26°C por 16 horas. Em seguida, separadamente para cada tratamento e repeti¢ao, os discos
foram macerados com auxilio de nitrogénio liquido e acondicionados em tubos eppendorf de
1,5 ml. O shiquimato foi extraido com a adicdo de 1ml de acido cloridrico (HC{) na
concentracdo de 1,25M, em cada tubo. As amostras foram misturadas vigorosamente durante
5 minutos e incubadas sob agitagdo durante 30 min a 37 °C.

Apds a incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por 10 min. Na
sequéncia, duas aliquotas sobrenadantes de 250 pL foram transferidas para tubos ependorff,
que continham 1ml da solucdo 0,25 % acido periddico e 0,25 % de acido metaperiodico. As
amostras foram incubadas a novamente a 37°C por 60 min. Posteriormente, foi adicionado a
cada tubo mais 1 ml da solu¢cdo de HCI (0,6 M) e sulfito de sédio (Na,SO3[0,22 M]). Em
seguida, foi realizada a leitura (380 nm) em espectrofotdometro (Ultrospec 2100 Pro
UV/Visivel — Amersham Bioscience), e os valores ajustados a equacdo linear, obtida a partir
da curva padrao de doses conhecidas de shiquimato em acido cloridrico 1,25 M.

O acumulo de shiquimato em discos de buva foi obtido subtraindo-se do valor obtido
pelos tratamentos com glyphosate e o valor da testemunha (sem glyphosate). O valor médio
de shiquimato foi submetido a andlise de variancia e, observada interagdo biotipo x dose,

realizou-se ajuste a equagdo sigmoidal:

Y=a/(1 + exp (-(X — Xas)/b)) Equacéo 1

onde Y=varidvel dependente (acimulo de shiquimato), X= varidvel independente (dose
herbicida (mg e.a L™)); a= diferenca entre as assintotas de maxima e de minima; b=
declividade da curva; Xaso= dose herbicida (mg e.a L") responsavel por reduzir a variavel
dependente ao nivel correspondente a 50% do valor da assintota de maxima (a). Foram
calculados pela equacdo os respectivos coeficientes: o valor de Xso, ou seja, valor da dose
responsavel por aumentar em 50% o acumulo de shiquimato(ASsy) € o fator de resisténcia

(FR), calculado através de ASsoR/ASs5S.



82

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Mecanismo de Resisténcia — Nao Relacionado ao Local de Ac¢ao

Os resultados obtidos demonstraram interagdo significativa (5%) entre biotipo x dose
do herbicida x condi¢ao de temperatura e fotoperiodo. Os dados de controle visual e de massa
seca foram ajustados para curvas sigmoidais de trés parametros, com significancia de 5%
(Figura 1). Os valores do coeficiente de determinagdo (R?) variaram de 0,94 a 0,99,
demonstrando ajuste satisfatorio dos dados ao modelo (Tabela 1).

Aos 21 DAT, a curva de dose-resposta demonstra para a condi¢do de inverno, com
baixas temperaturas e reduzido fotoperiodo, incremento no controle visual para ambos os
bidtipos, em fun¢do do aumento da dose herbicida (Figura 1A). Contudo, o biodtipo S
apresentou percentual de controle satisfatorio com doses inferiores as necessarias ao bidtipo
R. A dose necessaria para promover 50% de controle de C. bonariensis (Csg) foi de 4.040,21 ¢
71,71g e.a ha! para R e S, respectivamente (Tabela 1). O fator de resisténcia (FR) indica aos
21 DAT e para condi¢des de inverno, que o bidtipo S €é 56,34 vezes mais sensivel ao
glyphosate do que o R. Para as condigdes que simulam o verdo, altas temperaturas e
fotoperiodo com 14 horas de luz, aos 21 DAT foi observados controle percentual acima de
90% para o bidtipo S, em dose de apenas 90 g e.a ha™, enquanto que para R, a dose necessaria
para atingir o mesmo percentual de controle foi de aproximadamente 5.760 g e.a ha (Figura
1A). Nesse cenario, o Cso foi de 39,34 e 1.524,70 g e.a ha’! para os bidtipos S e R,
respectivamente, e o fator de resisténcia (FR) obtido foi de 38,69 (Tabela 1).

Na comparagdo entre as condi¢des de temperatura e fotoperiodo aos 21 DAT, ambos
os bidtipos apresentaram superior percentual de controle para condi¢des de verdo (V), quando
comparado as condi¢des de inverno (I). O bidtipo S apresentou percentual de controle
superior a0 R em ambas as condigdes, I € V. Ja o bidtipo R, demonstrou redu¢do em sua
capacidade de resistir ao glyphosate na condigio V, onde apresentou Cso de 1.524.21 ge.aha™,
enquanto que para a condicdo [ o Cs, foi de 4.040,21 ge.a ha'l, resultando em FR de 38,69 ¢
56,34 em V e I, respectivamente (Tabela 1). A partir destes resultados, se for considerado a
dose méxima de registro para a buva, 1.800,00 g e.a ha', pode inferir em uma reversio de

resiténcia, tornado o bidtipo R sucetivel ao glyphosate. Destaca-se ainda, a necessidade da
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investigacdo aprofundada dos efeitos das elevadas temperaturas e fotoperiodo prolongado

sobre a resiténcia ao glyphosate, pois nao ha relatos desse comportamento na literatura.
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Figura 1 - Controle (%) de bidtipos de Conyza bonariensis suscetivel (S) e resistente (R) ao
herbicida glyphosate em duas condicdes de temperatura e fotoperiodo - Inverno (12/8 °C e
10/14h) e Verao (28/20 °C e 14/10h), avaliado aos 21 e 42 dias apos a aplicagdo dos
tratamentos (DAT). UFSM, Campus Frederico Westphalen — RS, 2013.
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Tabela 1 -Equagdes” utilizadas para determinar a dose necessaria para obter 50% do controle
(C50) ou redugdo de 50% da massa seca (GRsg) dos biotipos de Conyza bonariensis suscetivel
(S) e resistente (R) ao herbicida glyphosate. UFSM, Campus Frederico Westphalen - RS,
2013.

Bidtipo A b Cso (g e.aha™) R® FR® Itre
21 DAT*
S-Inverno 84,01 38,71 71,71 0,94 11
R-Inverno 52,52 1.540,70 4.040,21 0,98 56,34 7
S-Verdo 98,80 8,03 39,34 0,99 9
R-Verdo 96,7 905,10 1.524,29 0,96 38,69 10
42 DAT
S-Inverno 97,35 29,60 55,44 0,95 12
R-Inverno 52,01 1.350,34 3.475,41 0,98 62,68 8
S-Veréo 99,28 6,78 37,96 0,99 12
R-Verdo 99,12 352,74 832,74 0,99 21,94 7
Bi6tipo A b GRso(g e.a ha™) R FR Itr
42 DAT
S-Inverno 89,85 10,82 38,16 0,97 11
R-Inverno 66,44 879,63 2.281,38 0,97 59,78 8
S-Veréo 94,30 5,70 36,05 0,99 11
R-Verdo 91,56 454,48 907,23 0,97 25,19 9

*Equagdo sigmoidal Y=a/(1 + exp (-(X — Xasg)")), onde Xaso- GRsg (p< 0,05) ou Xasp- Csq (p< 0,05).
® Coeficiente de determinacdo.

¢ Fator de Resisténcia= Cs5oR/Cs,S ou GR5oR/GRj,S.

¢ Itr= numero de iteragdes utilizadas para ajustar os parametros da equagio.

* Dias ap0s aplicacdo dos tratamentos.

Novamente aos 42 DAT, o herbicida glyphosate obteve maior controle sobre o bidtipo
S em ambas as condi¢des, 1 e V (Figura 1B). O FR observado nas condi¢des de I foi superior
ao de V, com valores de 62,68 ¢ 21,94, respectivamente. Sendo assim, as condi¢des de alta
temperatura e fotoperiodo prolongado, influenciaram negativamente a resisténcia para o
bidtipo R. No presente estudo, baixas temperaturas e fotoperiodo reduzido ndo foram
suficientes para reverter a resisténcia, discordando de GE et al. (2011) que observaram
reversdao quando plantas de C. Canadensis foram submetidas a essas condigdes, creditando
esse efeito a uma menor atividade dos carregadores responsaveis pelo sequestro do herbicida
no vacuolo, tornando o comportamento da planta suscetivel. Comportamento similar foi
observado para capim-massambara (Sorghum halepense [L.] Persoon.) e Lolium rigidum, que

apresentaram redu¢do significativa nos parametros de resisténcia ao glyphosate, quando as
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plantas resistentes tratadas com o herbicida foram cultivadas sob condig¢des de temperatura
ndo ideal, 19°C e 8°C, respectivamente (VILA-AIUB et al., 2013).

O actimulo de massa seca da parte aérea (MSPA) observado aos 42 DAT, esta em
concordancia com os valores de controle visual obtidos, onde menores doses de glyphosate
foram suficientes para inibir o acimulo de massa do bidtipo S em ambas as condi¢des de
temperatura e fotoperiodo, quando comparado ao R (Figura 2). As doses necessarias para
promover a redu¢do em 50% da massa seca (GRso) para o bidtipo S foram de 38,16 € 36,05 g
e.a ha'! para I e V, respectivamente. Enquanto, o bidtipo R apresentou GRso de 4.312,24 para
condi¢des de inverno e 1090,84 paracondigdes de verdo e FR de 2.281,38¢ 907,23,
respectivamente. Ressalta-se a ocorrencia de variacdes nos fatores de resisténcia entre as
variaveis de controle (%) e MSPA . Contudo, variacdes na amplitude do FR foram reportadas
por Trezzi et al. (2011), que ao trabalharem com plantas de Conyza spp. resistentes ao
glyphosate, observaram para um mesmo bioétipo FR de 3,98 e 37,27, para as variaveis controle
aos 21 DAT e matéria seca, respectivamente. No entanto, apesar das variagcdes nos FRs, todos
se mantiveram acima de 10 considerado elevados, caracterizando resiténcia de alto nivel

(VIDAL et al., 2007).
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Figura 2 - Redu¢do da matéria seca da parte aérea (MSPA (%)) em bidtipos de Conyza
bonariensis suscetivel (S) e resistente (R) ao herbicida glyphosate, avaliado aos 42 dias apos
a aplicacao dos tratamentos (DAT). UFSM, Campus Frederico Westphalen — RS, 2013.
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Plantas resistentes aos herbicidas podem produzir novas enzimas ou aumentar a
producdo destas, conferindo resisténcia (WERCK-REICHHART et al., 2000). Contudo, a
energia adicional necessaria para produzir estas enzimas pode tirar a energia alocada para o
crescimento e reprodugdo na auséncia da aplicagdao do herbicida ou sob condigdes de estresse
causado pelo ambiente (VILA-AIUB et al., 2009). Deste modo, a partir da redugdo da
capacidade de resistir em altas temperaturas e prolongado fotoperiodo, pode se inferir que o
biotipo resistente apresente o mecanisimo de resisténcia atrelado a mudangas no local alvo, ou

seja, na enzima EPSPS e ndo sequestro no vacuolo.

4.3.2 Mecanismo de Resisténcia — Relacionado ao Local de Acao

A avaliagdo do acumulo de shiquimato em Conyza bonariensis foi realizada a partir
da elaboracdo da curva-padrio de absorbancia de shiquimato (Figura 2A), que gerou a
seguinte equag¢do linear: Y=-0,0011+0,0489x, com R?*=0,99.

Os resultados de acumulo de shiquimato obtido para os bidtipos de C. bonariensis,
demonstraram, interagdo significativa (5%) entre biotipo x dose do herbicida. O valor do
coeficiente de determinagio (R?) foi de 0,97 e 0,98, para S e R, respectivamente, o que
demonstra um ajuste satisfatorio dos dados ao modelo (Tabela 2).

A partir das equagdes, foram calculados os valores da dose de glyphosate responsaveis
por aumentar em 50% o acimulo de shiquimato (ASsy) para os biodtipos de Conyza
bonariensis. As equagdes, por sua vez, comprovam que o biodtipo R tem comportamento
diferencial frente as doses crescentes do herbicida glyphosate.

A curva de shiquimato demonstra incremento siginificativo no acumulo desse
metabolito para ambos os bidtipos de buva, em funcdo do aumento da dose herbicida (Figura
3B). No entanto, para o bidtipo S, o aumento no nivel de controle se verificou em menor dose
e com maior intensidade do que no bidtipo R. A dose necessaria para promover aumento em
50% no acumulo de shiquimato em C. bonariensis (ASso) foi de 11,58 ¢ 1,00 mg e.a L' para
os bidtipos R e S, respectivamente (Tabela 2). O fator de resisténcia indica que o bidtipo S ¢
11,58 vezes mais sensivel ao glyphosate do que o R. No entanto, o nivel de resisténcia
observado para a atividade enzimatica, ficou abaixo do encontrado para os estudo de curva-

de-dose em condic¢des variadas de temperaturas e fotoperiodo (Mecanismo de Resisténcia —
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Nao Relacionado ao Local de Ag¢do), indicando para o bidtipo R, a possivel atuagdo de um

mecanismo de resisténcia complementar.
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Figura 3 - Curva-padrdo de shiquimato (A) e acimulo de shiquimato em bidtipos de
Conyza bonariensis suscetivel (S) e resistente (R) ao herbicida glyphosate. UFPel, Campus
Capao do Ledao — RS, 2013.
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Tabela 2 - Equagdo” utilizada para determinar a dose necessaria para aumentar em 50% o
acimulo de shiquimato (ASsy) dos bidtipos de Conyza bonariensis suscetivel (S) e resistente
(R) ao herbicida glyphosate. UFPel, Campus Capao do Leado - RS, 2013.

Bidtipo a b ASso(mge.aL™ R? FR Ir
S 13,22 0,44 1,00 0,97 8
R 17,64 3,64 11,58 0,98 11,58 8

*Equagio sigmoidal Y=a/(1 + exp (-(X - Xaso)")), onde Xaso- ASso (p<0,05)
® Coeficiente de determinacio.

¢ Fator de Resisténcia= AS5oR/AS5,S

¢ Itr= numero de iteragdes utilizadas para ajustar os parametros da equagdo.

Actimulo de 4cido shiquimico diferencial apds o tratamento com glyphosate pode
ocorrer quando bidtipos diferem entre si na sensibilidade ao herbicida, por diferengas no
local-alvo (POWLES & PRESTON, 2006). Reduzido acimulo de shiquimato também foi
relatado por Nol et al. (2012) em bidtipos de Conyza canadensis resistentes ao glyphosate,
que para a maior dose herbicida, 3,6 mge.a L™, obteve acimulo cerca de 28 vezes inferior ao
bidtipo suscetivel, caracterizando resisténcia por mudanca na suscetibilidade da enzima
EPSPS. Deste modo, corroborando com o0s resultados deste estudo e permitindo inferir que a
enzima 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) do biotipo R apresenta menor
afinidade pela molécula de glyphosate, o que possibilita a esta, manter-se em atividade,
mesmo com a presenca de doses superiores de herbicida. Assim sendo, ndo se observa o
acimulo do shiquimato e mantém-se a produ¢do dos aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina e triptofano) de sua rota metabdlica, possibilitando o desenvolvimento da planta apos
o tratamento herbicida. Wakelin & Preston (2006), observaram menor acimulo de shiquimato
em populacdo de Lolium rigidum resistente ao glyphosate e posteriormente através do
sequenciamento do gene que codifica a EPSPS, comprovaram mutacdo na posicdo 106, onde
ocorreu a troca de uma prolina para treonina. Deste modo, é possivel correlacionar mudanca
de sensibilidade na enzima EPSPS ao glyphosate, a partir da avaliacdo do acumulo de
shiquimato.

Em estudo com bidtipos de Digitaria insularis, suscetiveis e resistentes, ndo foi
verificada diferenca no acumulo shiquimato até 72 horas apos a aplicagdo de glyphosate,
indicando que a enzima EPSPS ndo apresentava diferencial suscetibilidade ao herbicida
(CARVALHO et al., 2012). Contudo, trabalhos realizados com C. canadensis relatam que a
quantidade de &cido shiquimico decresce em plantas submetidas a tratamentos com
glyphosate, ap6s 3-4 dias da aplicagdo do herbicida, indicando a atuagdo de mecanismo de

resisténcia nao atrelado a enzima alvo, mas sim, a metabolismo diferencial e translocagao
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reduzida (MUELLER et al., 2008; CHODOVA et al., 2009; GONZALEZ-TORRALVA, et al.,
2012).

O mecanismo de resisténcia que possivelmente seja responsavel pela resisténcia no
biotipo de Conyza bonariensisem questao, aparentemente ndo esta atrelado ao sequestro de
herbicida para o vactolo, uma vez que sob condi¢des de baixas temperaturas e fotoperiodo
reduzido, a resisténcia se manteve, indo em desencontro com o observado por Ge et al.
(2011), que observaram reversao da resisténcia nessas condigdes. Entretanto, o mecanismo de
resisténcia parece estar relacionado com uma alteracdo no local-alvo, onde a atividade da
enzima EPSPS do bidtipo resistente manteve-se elevada mesmo apds exposicao a doses de
glyphosate capazes de inibirem a atividade da enzima no bidtipo suscetivel. Contudo, a
resisténcia em C. bonariensis pode nao ser resultado apenas da insensibilidade da enzima,
mas ainda da superexpressdo desta, ou ainda da atuagdo de mais de um mecanismo de

resisténcia, exigindo para completo entendimento estudos complementares.
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5 DISCUSSAO

As plantas daninhas, organismos vegetais que interferem negativamente nos
ecossistemas agricolas, estdo presentes e causam prejuizos nas areas de produgao agricola. No
sul do Brasil, em especial em areas cultivadas com soja, a espécie Conyza bonariensis,
popularmente conhecida como buva, tornou-se a principal planta daninha da cultura,
ocasionando elevadas perdas de produtividade. A buva ¢ considerada uma espécie daninha
“agressiva”, pela sua alta capacidade adaptativa aos sistemas de cultivo conservacionistas,
elevada quantidade de sementes viaveis produzidas e mais recentemente, por evoluir como
resistente ao herbicida glyphosate. Esse herbicida foi por muitos anos a principal - quando nao
a Unica - forma de controle empregada sobre a buva, com aplicagdes repetitivas ano a ano,
culminando na resisténcia a essa molécula herbicida.

Neste cenario, biotipos com suspeita de apresentarem resisténcia ao glyphosate
surgiram e se disseminaram por toda a regido sul do Brasil. Estudos confirmaram a presenca
de plantas resistentes a esse herbicida ja em 2007 (Moreira et al., 2007; Vargas et al., 2007).
Contudo, o nivel de resisténcia observado para Conyza bonariensis nao superava fatores de
resisténcia (FR) = 10, caracterizando uma resisténcia de baixo nivel e inferindo para
mecanismos de resisténcia ndo ligados a enzima alvo do glyphosate, a EPSPS. Porém, o
mecanismo de resisténcia presente na espécie C. bonariensis ndo ¢ plenamente elucidado.
Somando-se a isso, estudos de abilidade adaptativa desenvolvidos com Lolium multiflorum e
ensaios preliminares com C. bonariensis resistentes (R) ao glyphosate sugeriam perda da
capacidade competitiva por parte dos bidtipos R. No entanto, em trabalho desenvolvido por
Shrestha et al. (2010) com C. canadensis, foram observados resultados divergentes, onde
plantas resistentes ao glyphosate se mostraram mais competitivas que as suscetiveis.

No presente estudo, ja no primeiro experimento do Artigo I, foi possivel perceber que
a evolugdo da resisténcia na espécie C. bonariensis tinha atingido nivel elevado. Fato este,
que pode ser comprovado pelo FR observado, que foi superior a 50 em todas as variaveis
consideradas. Fatores de resisténcia dessa magnitude, referentes ao glyphosate nao haviam
sido anteriormente relatados. Neste cenario, o herbicida glyphosate deixa de ser uma
feramenta viavel no controle da buva, sendo necessaria a utilizacdo de herbicidas alternativos
associados a outros métodos de manejo, como o controle cultural, utilizacdo de plantas

cobertura na entre-safra e rotagdo de culturas. Sendo assim, o experimento utilizando
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herbicidas com mecanismos alternativos de controle comprovou primeiramente a nao
existéncia de resisténcia multipla nos bidtipos em estudo, uma vez que todos os herbicidas
alternativos ao glyphosate apresentaram controle satisfatorio. Entretanto, ressalta-se a
dependéncia da utilizacao desses produtos, em especial os herbicidas de contato em estadios
iniciais de desenvolvimento, de forma a evitar rebrotes e perdas na eficiéncia do controle.

No Artigo II, ao avaliar a adaptabilidade dos bidtipos R e S ao glyphosate, a partir do
acompanhamento do desenvolvimento vegetativo e reprodutivo, foi possivel comprovar a
superior capacidade de desenvolvimento, acimulo de matéria seca e produgao de sementes
pelo R. Esses resultados demonstram que mesmo apresentando capacidade de resistir a
elevadas doses do herbicida glyphosate como relatado no Artigo I, o bidtipo R ndo apresentou
“custo” adaptativo no seu desenvolvimento e, pelo contrario, mesmo na auséncia da aplicagao
do herbicida se mostrou mais adaptado em relacdo ao biotipo S. De forma geral, as variaveis
mensuradas convergiram de modo a garantir o desempenho final superior do bidtipo R. Nesse
contexto, pequenos ganhos nos primeiros estadios de desenvolvimento, como o observado
para as varidveis numeros de folhas e indice de clorofila, resultaram em ganho
significativamente elevados no acimulo de massa seca final, reducao do ciclo bioldgico e na
elevada quantidade de sementes produzidas.

As plantas de buva R foram capazes de apresentar superior valor adaptativo em ambas
as condi¢des de conducdo dos estudos - inverno e verdo - demonstrando deste modo que a
resisténcia ndo causou prejuizos ao seu desenvolvimento em condi¢des de altas ou baixas
temperaturas e fotoperiodos distintos. Corroborando com esses resultados, no Artigo III,
experimento I, observa-se que mesmo sob condigdes de baixas temperaturas e fotoperiodo
reduzido, os altos FRs observados no experimento de curva-de-dose em casa de vegetagao
(Artigo I) foram mantidos, discordando de GE et al. (2011) que observou reversao da
resisténcia ao glyphosate em C. canadensis submetida a condi¢des de inverno. Esses autores
relatam que esse comportamento decorre porque o mecanismo de resisténcia envolvido no
referido estudo ¢ o sequestro do herbicida para o vacuolo, e sobre tais condi¢des de
temperatura e fotoperiodo os carregadores responsdveis pelo sequestro tornam-se menos
eficientes e o herbicida consegue atingir o alvo, tornando a planta novamente sucetivel. Para
as condic¢des do clima do sul do Brasil, se esse comportamento fosse observado poderiam ser
tracadas estratégias de manejo da buva durante o periodo de inverno, onde o glyphosate se
tornaria eficiente no controle, novamente. Contudo, ndo se observou a reversdo da resisténcia,

inferindo sobre a atuagao de outro (s) mecanismo(s) de resisténcia.
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Quando conduzido o experimento nas condi¢des de verdo, altas temperaturas e
fotoperiodo elevado observam-se reducdes significativas na Csy e GRsy de ambos os biotipos.
Pode-se especular sobre a reduzida capacidade das camaras tipo B.O.D em fornecer
luminosidade para as plantas sob essas condi¢des, ocasionando menor capacidade de resistir
ao herbicida. Salienta-se que o FR foi reduzido, mas as plantas do bidtipo R ainda foram
capazes de resistir a doses de glyphosate cerca de 22x superiores ao bidtipo S. Contudo, a
dose responsavel pela morte de 50% da populagdo (DLsg) do bidtipo R ficou abaixo da dose
maxima de registro para a espécie, inferindo sobre a sucetibilidade do bidtipo R ao glyphosate
em condi¢des de alta temperatura e fotoperiodo prolongado. Neste contexto, estudos do efeito
dessa condig@o sobre a resisténcia ao glyphosate passam a ser necessarios uma vez que sao
raros trabalhos deste género. Ainda, podera se correlacionar e/ou avaliar alteracdes climaticas
como o aumento de temperatura e concentragdo de gas carbdnico sobre a insidéncia,
persistencia e expressdo da resisténcia ao glyphosate em C. bonariensis.

O insucesso obtido na tentativa de reverter a resisténcia com a atuacao da temperatura
(Artigo III) e o alto nivel de resisténcia observado (Artigo I) passam a ter uma possivel
resposta a partir do menor acimulo de shiquimato demonstrado pelo bidtipo R frente ao
bidtipo S, quando estes foram submetidos a doses crescentes de glyphosate. Esses resultados
possibilitam inferir sobre a ocorréncia de um mecanismo de resisténcia atrelado ao alvo do
glyphosate, ou seja, ligado a enzima EPSPS. Assim sendo, duas hipoteses sdo plausiveis na
elucidagdo do mecanismo de resisténcia em C. bonariensis; a primeira hipdtese estaria
fundamentada na ocorréncia de uma mutagdo no gene que codifica a enzima EPSPS, como o
relatado por Wakelin & Preston (2006) em Lolium rigidum; a segunda hipétese a
insensibilidade da enzima estaria ocorrendo pela superexpressdo do gene que codifica a
EPSPS, concordando com o relatado por Salas et al. (2012), também para a espécie L.
rigidum resistente ao glyphosate. Portanto, de modo a elucidar o mecanismo de resisténcia em
Conyza bonariensis, trabalhos de sequenciamento genético podera comprovar a existéncia ou
auséncia de mutacdo na enzima EPSPS, assim como a avaliacdo da expressdo genica da
enzima alvo do glyphosate.

A partir confirmacao do elevado nivel de resisténcia da buva e da superior capacidade
competitiva do bidtipo R € possivel sugerir uma mudanga na concepgao de nivel satisfatorio
de controle atual (80%) para a espécie Conyza bonariensis, uma vez que o nao controle de
apenas uma planta por m?, podera significar a producdo de mais de 800.000 sementes nessa
area. Deste modo, controle de buva em &reas ndo agricolas e areas em pousio torna-se

ferramenta importante na reduc¢do de infestagdes futuras. Entretanto, apesar da imensa
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quantidade de sementes produzidas e de seu elevado vigor inicial, informagdes da viabilidade
destas no solo por maiores periodos de tempo e a dindmica do banco de sementes da espécie
sdo raros ou inesistentes, fazendo-se necessario mais estudos deste género. Por fim, torna-se
importante 0 monitoramento da expansao da resisténcia ao glyphosate, bem como a evolucao
de casos de resisténcia multipla a difentes herbicidas, como ferramenta de manejo da espécie

daninha.
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