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Resumo

CECHIN, Joanei. Andlise de transcriptoma e praticas de manejo para reducao
do banco de sementes de Lolium multiflorum Lam. resistente e suscetivel ao
glifosato. 2019. 189f. Tese (Doutorado) - Programa de Pés-Graduagédo em
Fitossanidade. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O azevém (Lolium multiflorum Lam.) € uma espécie forrageira de inverno
amplamente utilizada como planta de cobertura de solo e considerada planta
daninha em trigo e cevada, afetando o desenvolvimento e produtividade. A utilizagc&o
de glifosato visa o controle da espécie e semeadura de culturas em sucessdo em
areas limpas. Porém, o uso repetido do herbicida para controle do azevém contribuiu
na selecdo de biotipos resistentes. Os objetivos da pesquisa foram determinar o
mecanismo de resisténcia em bidtipos de azevém através da andlise de
transcriptoma e quantificacdo da expressao relativa de genes candidatos; avaliar
praticas de manejo para reducédo do banco de sementes do solo; e analisar o ciclo
de vida, adaptabilidade e habilidade dos gendétipos de azevém tetraploide e diploide.
O screening inicial dos bi6tipos coletados em areas do Estado do Rio Grande do Sul
foi conduzido em casa de vegetacdo. A confirmacdo da resisténcia dos biotipos
selecionados foi obtida através de curva dose resposta. Os genes candidatos em
resposta ao glifosato foram obtidos ap6s analise do transcriptoma de plantas
resistentes e suscetiveis submetidas ou ndo ao herbicida glifosato na dose de 2160
g e.a. hal, com coleta do material vegetal 24 horas apds aplicacdo, segido de
extracdo de RNA e sequenciamento em plataforma Illumina. Os genes
diferencialmente expressos (DEGs) foram quantificados em RT-gPCR, usando os
genes endogenos RNA ribossomal 18s (18s) e fator de elongacdo 1-A (eEF1As)
como normalizadores da expressao génica. O acumulo de chiquimato, alinhamento
do gene EPSPs, uso de inibidores da citocromo P4so monooxigenease e atividade de
enzimas antioxidantes foram avaliadas de maneira complementar para elucidar e
confirmar o mecanismo de resisténcia. As praticas de manejo para reducdo do
banco de sementes foram avaliadas em experimentos conduzidos a campo, casa de
vegetacao e laboratorio. A adaptabilidade e habilidade competitiva dos gendétipos de
azevém tetraploide e diploide foi avaliada em casa de vegetagdo. O screening inicial
demonstrou que a resisténcia do azevém ao glifosato ocorreu para 44% dos bidtipos
coletados e, a curva dose resposta evidenciou que a GRso do bibtipo suscetivel
(SVA02) e resistente (SVA04) foi de 225 e 2275 g e.a. ha' do herbicida glifosato,
respectivamente. Os resultados do transcriptoma demonstraram expressao
diferencial de 102 e 50 genes up- e down-regulados em reposta ao glifosato para o



bidtipo SVAO04, respectivamente. Apdés anotacdo das DEGs, o mecanismo de
resisténcia em azevém envolve a expressdo diferencial da citocromo Paso, protein
detox, glicosiltransferase, ABC transporters (ABC 2 e ABC 4) e peroxidases. Além
disso, houve reducdo no acumulo de chiquimato, metabolizagdo parcial e atividade
diferencial de enzimas antioxidantes para o bi6tipo resistente. O azevém apresentou
baixa viabilidade no banco de sementes do solo para enterrio até 20cm. A utilizacdo
de plantas supressoras como centeio, aveia-preta e ervilhaca; aplicacdo dos
herbicidas piroxasulfone e alachlor na pré emergéncia do trigo; revolvimento do solo
com arado seguido de semeadura antecipada do milho como cultura sucessora; e
inviabilizacdo das sementes com os herbicidas paraquat e glufosinato de amoénio
aplicados até o estadio de antese foram praticas de manejo que auxiliaram na
reducdo da populagéo infestante e banco de sementes do solo ao longo do tempo. O
azevém tetraploide apresenta maior ciclo de vida comparado ao diploide devido
aumento do periodo de afilhamento, com aumento significativo no nimero de afilhos
por planta, acimulo de area foliar e massa seca que proporcionou maior valor
adaptativo e habilidade competitiva em relacéo ao azevém diploide.

Palavras-chave: Azevém:; inibidores da enzima EPSPs; mecanismos de resisténcia;
técnicas moleculares; métodos de controle; culturas alternativas.



Abstract

CECHIN, Joanei. Transcriptome analysis and practices of management to
reduce the seed bank of resistant and susceptible Lolium multiflorum Lam. to
glyphosate. 2019. 189f. Thesis (Doctoral) - Graduate Program in Plant Protection.
Federal University of Pelotas, Pelotas.

The Italian ryegrass (Lolium multiflorum Lam.) is a winter forage species widely used
as a soil cover plant and, considered weed in wheat and barley crops, affecting the
development and yield. The use of glyphosate aims the specie control and sowing of
succession crops in free fields. However, the repeated use of herbicide to Italian
ryegrass control contributed to the selection of resistant biotypes. The objectives of
this research were to determine the resistance mechanism in Italian ryegrass
biotypes through transcriptome analysis and quantification the relative expression of
candidate genes; evaluate management practices to reduce the soil seed bank; and
analyze the life cycle, adaptability and competitive ability of teraploid and diploid
Italian ryegrass genotypes. The initial screening of biotypes collected in areas of the
Rio Grande do Sul State was conducted under greenhouse conditions. The
resistance confirmation of the selected biotypes was obtained through a dose
response curve. Candidate genes in response to glyphosate were obtained after
transcriptome analysis of resistant and susceptible plants submitted or not to
glyphosate herbicide at rate of 2160 g a.e. hal, with plant material harvested at 24
hours after application, followed by RNA extraction and sequencing on the Illlumina
platform. Differentially expressed genes (DEGs) were measured in RT-gPCR using
the endogenous genes of 18s ribosomal RNA (18s) and elongation factor 1-A
(eEF1As) as normalizers of gene expression. The shikimate accumulation, EPSPs
gene alignment, use of cytochrome Pss0 monooxygenease inhibitors, and activity of
antioxidant enzymes were evaluated in a complementary manner to elucidate and
confirm the resistance mechanism. The management practices for the reduction soil
seed bank were evaluated in the field, greenhouse and laboratory experiments. The
life cycle, adaptability, and competitive ability of tetraploid and diploide Italian
ryegrass was evaluated in greenhouse. The initial screening demonstrates that Italian
ryegrass resistance to glyphosate occurred in 44% of biotypes, and the dose
response curve showed that GRso of susceptible (SVA02) and resistant (SVA04)
biotypes was 225 and 2275 g a.e. ha' of glyphosate herbicide, respectively. The
results of transcriptome analysis demonstrated differential expression of 102 and 50
up- and down-regulated genes in response to glyphosate for the SVAO4 biotype,
respectively. After DEGs annotation, the resistance mechanism in lItalian ryegrass
involves the differential expression of cytochrome Paso, protein detox,



glycosyltransferase, ABC transporters (ABC 2 e ABC 4 and peroxidases. In addition,
reduction of shikimate accumulation was found, partial metabolization and differential
activity of antioxidant enzymes for the resistant biotype. The Italian ryegrass showed
low viability in the soil seed bank for burial depth until 20cm. The use of cover crops
such as rye, black-oat and vetch; application of the pyroxasulfone and alachlor
herbicides in the pre-emergence of wheat crop; soil disturbance with moldboard plow
followed by early sowing of corn as successive crop; and seeds inviability with
paraquat and ammonium-glufosinate herbicides sprayed in the anthesis stage were
management practices to favor the reduction of weedy population and soil seed bank
over long-term. The tetraploid Italian ryegrass has higher life cycle compared to the
diploid due to extend of tillering time, with a significant increase in the tillers number
per plant, leaf area accumulation and dry mass provide greater adaptive value and
competitive ability than for the diploid ryegrass.

Key-words: Italian ryegrass; inhibiting of EPSPs enzyme; resistance mechanism,;
molecular techniques; control management; alternative crops.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores de alimentos do mundo com 237,3
milhdes de toneladas de graos produzidas em mais de 62 milhdes de hectares (FAO,
2019). Na regido Sul do Brasil, a maior parte das areas destinadas a producao séo
manejadas sob sistema de semeadura direta com cultivo de soja e milho no veréo e
na safrinha, seguidas do cultivo do trigo ou espécies de cobertura de solo durante o
inverno como culturas sucessoras (SILVA et al., 2006).

O azevém (Lolium multiflorum Lam.) € uma espécie forrageira de inverno
amplamente utilizada como planta de cobertura de solo em sistemas agricolas do
Sul do pais (KISSMANN; GROTH, 2007), completando seu ciclo antes da colheita
dos cereais de inverno e realimentando os bancos de sementes do solo (MAIA et al.,
2009). Entretanto, a ocorréncia da espécie em cultivos de inverno como trigo e
cevada € considerada prejudicial ao desenvolvimento devido os efeitos da
competicdo, causando reducdo da produtividade e na qualidade dos graos colhidos
(RIGOLI et al., 2008; TIRONI et al., 2014).

O controle quimico com herbicidas € um método altamente eficaz e de baixo
custo comparado a outras estratégias para manejo de plantas daninhas, protegendo
0 potencial produtivo das culturas (BUSI et al., 2013). No trigo, a dessecacéo do
azevém e de outras plantas daninhas com glifosato € considerada uma etapa
importante do manejo pois permite a semeadura em area limpa, proporcionando
vantagem competitiva a cultura e melhor manejo em pds-emergéncia.

Em plantas suscetiveis, o glifosato inibe a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato sintase (EPSPs) causando acumulo de chiquimato, um intermediario da
biossintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano e,
precursores de metabdlitos secundarios importantes no crescimento e

desenvolvimento de plantas (DUKE, 2018). Todavia, a pressédo de selecdo devido
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uso intenso e repetitivo do glifosato favoreceu o surgimento de bibtipos de azevém
resistentes em diversas areas de cultivo.

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas caracteriza-se pela capacidade
herdavel de alguns biétipos dentro de uma mesma populacdo em sobreviver e
reproduzir apos expostas a dose herbicida, geralmente letal para a maioria dos
individuos (AGOSTINETTO; VARGAS, 2014). Além disso, a evolucéo da resisténcia
ocasiona aumento dos custos para controle e dificulta 0 manejo, especialmente para
culturas onde o niumero de moléculas existentes para manejo na pds-emergéncia €
limitado (POWLES, YU, 2010; KAUNDUN et al., 2013).

O primeiro caso de resisténcia para bidtipos de azevém a herbicidas
inibidores da enzima EPSPs ocorreu no ano de 2004 em pomares de mac¢a do Rio
Grande do Sul, apos frequentes aplicacdes de glifosato (ROMAN et al., 2004).
Atualmente, a resisténcia do azevém a herbicidas também € reportada para os
inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS) (MARIANI, 2015), enzima acetil-CoA
carboxilase (ACCase) (VARGAS et al., 2013) e, ocorréncia de casos com resisténcia
multipla a herbicidas inibidores da EPSPs e ALS (HENCKES et al., 2019). Aliado aos
problemas da resisténcia, a ocorréncia do azevém coincide com os cultivos de
inverno, dificultando o controle devido a similaridade boténica e o baixo nimero de
moléculas herbicidas eficientes para controle e seletivas as culturas de inverno.

A elaboracdo de estratégias de manejo e prevencdo da resisténcia
dependem, primeiramente da investigacdo dos mecanismos envolvidos na
sobrevivéncia dos bi6tipos, geralmente mais probleméticos para espécies de
fecundacdo cruzada onde os niveis de resisténcia podem ser elevados dentro de
algumas geragbes (YU; POWLES, 2014). Em plantas daninhas resistentes, o
aumento da expressdo génica em resposta ao herbicida pode ser considerado a
base do mecanismo de resisténcia, especialmente quando técnicas moleculares de
alto rendimento sdo utilizadas para proporcionar uma abordagem ampla sobre os
processos fisiologicos e moleculares envolvidos (YUAN et al., 2007; MAROLI et al.,
2018a)

Recentemente, a analise de transcriptoma tem sido considerada uma
ferramenta inovadora e pouco utilizada na caracterizagdo génica de plantas
daninhas resistentes a herbicidas, permitindo a determinacao do splicing alternativo
e das redes reguladoras, expressao de alelos especificos com localizacdo precisa

dos limites da transcricdo e no desenvolvimento de marcadores, importantes no
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manejo da resisténcia (RAMSKOLD; KAVAK; SANDBERG, 2012; GIACOMINI et al.,
2018).

Os problemas crescentes de resisténcia do azevém a herbicidas em culturas
agricolas implica em mudancas quanto as estratégias de manejo quimico, visando
reducdo da interferéncia e dos bancos de sementes do solo (WALSH et al., 2011;
BOUTSALIS; GILL; PRESTON, 2014). Entretanto, a evolucdo da resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas é um processo dinamico que acarreta em aumento no
namero de individuos ao longo do tempo, devendo ser manejada para evitar a
evolucdo da resisténcia e diminuir seu impacto a agricultura.

O amplo entendimento dos processos envolvidos na resisténcia de bidtipos a
herbicidas permite a busca por alternativas de manejo visando criar um ambiente
desfavoravel para o desenvolvimento de plantas daninhas e contribuir para reducéo
dos bancos de sementes (BURGOS; TRANEL; STREIBIG, 2013; SHANER; BECKIE,
2014). As principais praticas agrondémicas alternativas para manejo de plantas
daninhas incluem o uso da rotacdo de culturas, manejo do solo, uso de culturas
competitivas e/ou supressoras, coleta e destruicdo de sementes (HARKER, 2013).

No campo, a presenca e capacidade de interferéncia das plantas daninhas
em areas de cultivo esta relacionada com a dinamica populacional dos bancos de
sementes e ao grau de dorméncia, caracteristicas intrinsecas de cada espécie que
impedem o estabelecimento sob condi¢cdes inadequadas e permitem diferentes
fluxos de germinacdo (GRAEBER et al., 2012; NEE; XIANG; SOPPE, 2017). Para
plantas daninhas, a exposi¢do das sementes a condi¢des favoraveis de germinacao,
geralmente coincide com a semeadura das culturas onde a ocorréncia de fluxos
descontinuos de germinagédo dificulta o controle.

O uso de culturas supressoras de rapido crescimento inicial e 0 manejo com
herbicidas alternativos sdo alternativas que podem auxiliar significativamente na
reducdo dos bancos de semente e na evolucdo da resisténcia (MIRSKY et al., 2010;
COLLAVO; STREK; BEFFA, 2013). Estudos realizados na Australia com populacdes
de Lolium rigidum Gaudin. resistente ao herbicida glifosato evidenciaram que a
eliminacdo da entrada de sementes pode esgotar o banco de sementes em periodo
inferior a 24 meses (NARWAL; SINDEL, JESSOP, 2008). Praticas eficientes para
manejo da resisténcia e redugcdo dos bancos de sementes devem evitar a
permanéncia de areas sob pousio na entressafra, preconizando o uso de culturas na

estacao fria ou plantas de cobertura do solo (MAIA et al., 2008).
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De maneira similar, outras praticas do manejo integrado como o método fisico
e mecanico aliado ao uso da rotacdo de culturas podem auxiliar na reducdo da
interferéncia do azevém e contribuir significativamente na reducéo da realimentacao
dos bancos de semente (MIRSKY et al., 2010; HARKER; O'DONOVAN, 2013). O
manejo integrado da rotacdo de culturas e controle quimico para biotipos resistentes
causou reducdo do banco de sementes do solo, mesmo quando utilizados por
periodos curtos (KLEEMANN; PRESTON; GILL, 2016). Outra alternativa importante
de manejo consiste na inviabilizacdo das sementes de plantas daninhas resistentes
com herbicidas aplicados na pré-colheita do trigo, possibilitando reducdo da
qualidade fisiologica e aumento de sementes mortas (CAMPOS et al., 2012).

Para plantas daninhas, a adaptacéo evolutiva de alguns individuos dentro de
uma populacdo em resposta a aplicacéo de herbicidas sao fatores que devem ser
considerados quando se busca eficiéncia dos sistemas agricolas. Estudos de
adaptabilidade ou “fitness” de uma espécie sao importantes para entender o
comportamento dos componentes de crescimento, sobrevivéncia e producdo de
sementes viaveis das espécies, em funcdo do aproveitamento dos recursos de
crescimento em determinado nicho ecolégico (RADOSEVICH; HOLT; GHERSA,
2007). O uso crescente de azevém tetraploide na regido Sul do Brasil,
especialmente como planta forrageira, pode ser considerada uma alternativa para
substituicio do azevém diploide resistente a herbicidas. Entre as principais
vantagens evidenciadas para o azevém tetraploide, destaca-se a maior producéo de
massa seca e melhor qualidade forrageira (NAIR, 2004; GILLILAND; JOHNSTON;
CONNOLLY, 2007) sugerindo ser uma espécie capaz de substituir o azevém
diploide com vantagens ao produtor e aos sistemas agricolas. Além da
adaptabilidade, a habilidade competitiva do azevém tetraploide com diploide através
de experimentos em série de substituicdo necessita ser avaliada para elucidar as
relacdes de competicdo inter e intraespecifica e, avaliar seu estabelecimento dentro
dos sistemas de cultivo.

Os objetivos do trabalho foram elucidar o mecanismo de resisténcia em
biétipos de azevém através da analise de transcriptoma e quantificar a expressao
relativa de genes candidatos em resposta ao glifosato; avaliar um conjunto de
praticas de manejo para reducao da populacéo infestante e do banco de sementes
do solo e, analisar o ciclo de vida, adaptabilidade e habilidade competitiva do

azevém tetraploide em substituicdo ao diploide.



2. CAPITULO | = Screening inicial, analise de transcriptoma e expressio génica
em biotipos de Lolium multiflorum Lam. suscetivel e resistente

ao glifosato do Estado do Rio Grande do Sul.
2.1 Introducéao

As plantas daninhas sdo consideradas agentes do estresse causadoras de
diversos problemas para a producdo agricola, interferindo negativamente na
produtividade e causando danos econémicos. O azevém (Lolium multiflorum Lam.) é
uma planta daninha anual de inverno encontrada em lavouras de trigo e cevada do
Sul do Brasil, podendo causar reducdo da produtividade superior a 60%, devido a
elevada capacidade de interferéncia (BARARPOUR et al., 2018). Além disso, é uma
espécie forrageira amplamente usada para alimentacdo de bovinos e usada como
planta de cobertura de solo para o sistema de plantio direto (VARGAS et al., 2005;
PRESTON et al., 2009).

O manejo quimico com herbicidas é considerado o principal método de
controle utilizado pelos agricultores por ser eficiente e ter baixo custo quando
comparado a outras praticas de manejo (BUSI et al., 2013). O glifosato, apds a sua
introducdo no mercado agricola em 1970, tornou-se o herbicida mais utilizado no
mundo para o controle de plantas daninhas e, tem sido amplamente utilizado para
manejo do azevém e outras espeécies infestantes durante a dessecacédo, permitindo
a semeadura em areas sem a presenca de plantas daninhas.

Em plantas suscetiveis, o glifosato € um herbicida sistémico que inibe a
enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs) causando acumulo de
chiguimato, um substrato chave da rota do &cido chiquimico responsavel pela
biossintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano e,

precursores de metabdlitos secundarios importantes no crescimento e
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desenvolvimento de plantas (TZIN; GALILI, 2010). Ap6s a inibicdo da enzima
EPSPs, diversos processos fisiologicos de plantas suscetiveis sdo afetados com
diminuicdo significativa da sintese proteica, inibicdo do crescimento, redu¢cdo no
transporte de fotoassimilados e na fixacdo de CO: fotossintético (YANNICCARI et
al., 2012a), limitados ou ausentes em plantas daninhas resistentes ao herbicida.

No Brasil, a ocorréncia de falhas de controle tem aumentado
significativamente apds uso repetido do glifosato por varios anos na mesma area,
com diversas populagbes de azevém resistentes ao glifosato identificadas em
resposta a pressao de selecdo. A resisténcia consiste na habilidade herdavel de
uma planta sobreviver e reproduzir-se apds exposicdo a uma dose herbicida
normalmente letal (dose maxima de bula) aos demais individuos da mesma
populacdo (AGOSTINETTO; VARGAS, 2014). O primeiro relato de resisténcia ao
herbicida glifosato no Brasil ocorreu no ano de 2004 para bibtipos de azevém
coletados em pomares de maca que sobreviveram apds aplicacdo do herbicida
glifosato na dose de 5760 g e.a. ha' (ROMAN et al., 2004). Além disso, os
problemas de resisténcia no Brasil e no mundo se intensificaram apds a introducao
de soja e milho Roundup Ready® em virtude do aumento expressivo no uso do
herbicida glifosato, com intervalos menores entres aplicacdes e em doses superiores
daquelas indicadas em bula, contribuindo fortemente para a evolucao da resisténcia
(VARGAS et al., 2011).

No campo, a evolugdo da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas € um
processo dinamico e dependente do conjunto de fatores que podem ser manejados
a fim de diminuir seu impacto negativo a agricultura. Na fase inicial, a resisténcia de
plantas daninhas causa alteracbes na dinamica de popula¢cdes com aumento de
densidade ao longo do tempo e dose necessaria para controle, podendo ser
avaliada de forma cientifica através dos estudos de curva-dose resposta. A resposta
biolégica dos bidtipos em funcdo da dose herbicida pode ser representada por
modelos néo lineares do tipo log-logistico (SEEFELDT; JENSEN; FUERST, 1995),
que permitem estimar os valores de Cso (dose necessaria para controle de 50%)
e/lou GRso (dose para reduzir 50% a matéria seca da parte aérea), usados
posteriormente na determinagdo do fator de resisténcia (FR) dos biotipos (HALL;
STROMME; HORSMAN, 1998; CHRISTOFFOLETI, 2002). Todavia, as respostas ao

herbicida podem ser variaveis entre biotipos e 0 aumento significativo da dose para
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controle de azevém resistente pode inviabilizar a sua utilizacdo dentro dos
programas de manejo e tornar o controle mais oneroso.

A resisténcia a herbicidas como um resultado da adaptacdo evolutiva das
plantas daninhas pode ocorrer devido a diferentes mecanismos envolvendo o local
alvo ou n&o local alvo de acdo do herbicida (YUAN et al., 2007; DEYLE et al., 2013).
Os mecanismos resisténcia para o local alvo de acdo dos herbicidas inibidores da
EPSPs incluem alteragbes do gene da enzima alvo que impede a ligacdo do
herbicida, devido a alteracdes nucleotidicas, ou ainda, podem estar associados ao
aumento dno numero de copias do gene (SALAS et al., 2012; SAMMONS; GAINES,
2014). Todavia, a absorcdo e translocacao diferencial, sequestro vacuolar ou nos
cloroplastos, metabolismo diferencial com rapida degradacéo do herbicida, ou ainda,
aumento da atividade antioxidante envolvidos na prote¢do contra o dano oxidativo
sdo 0s principais mecanismos de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas
referentes ao n&o local alvo de acéo (DEYLE; JASIENIUK; LE CORRE, 2013).

Em plantas daninhas, diversas respostas do estresse herbicida envolvem a
regulacdo diferencial da expressdo génica, garantindo sua sobrevivéncia e
desenvolvimento (LIANG; LU; YANG, 2012; FANG et al., 2015). Os herbicidas
desencadeiam mudancas fisiolégicas e metabdlicas em nivel pos-transcricional
como resposta compensatoria a inibicdo, promovendo reducdo ou auséncia de
afinidade com o local alvo de acdo (DELYE, 2013). Recentemente, a andlise de
transcriptoma (RNA-Seq) tem sido considerada um dos métodos mais avancados
para investigacdo da resisténcia a herbicidas, proporcionando elevada eficacia em
fornecer informacbes do transcriptoma, detectar variagdo genética, splicing
alternativo, expresséao de alelos especificos e redes regulatorias, especialmente para
espécies sem um genoma sequenciado ou com informagdes limitadas, permitindo a
localizag&o precisa dos limites da transcricdo com resolugéo base a base (PENG et
al., 2010; MAROLI et al., 2018a).

As tecnologias de sequenciamento de proxima geracdo da Illumina (Sistema
HiSeq2s00) consiste na amplificacdo de uma Unica molécula com sequenciamento
reversivel baseado em um terminador para gerar o transcriptoma de referéncia de
novo através de leituras curtas dos pares de bases (pb), proporcionando ampla
cobertura e alta sensibilidade na deteccao de transcritos (PENG et al., 2010; MUTZ
et al., 2013). Resultados reportaram que o aumento da expressao génica pode ser a

base dos mecanismos de resisténcia onde a utilizacdo de métodos experimentais
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baseados na andlise de RNA-Seq podem fornecer informacfes essenciais para
comparar as respostas de plantas submetidas a herbicidas (MAROLI et al., 2018a).

As respostas em nivel pés-transcricional de plantas daninhas submetidas a
herbicidas para o mecanismo de resisténcia envolvendo o n&o local alvo de acéo
envolvem a expressdo diferencial de alguns genes candidatos como ABC
transportadores, glutationa S-transferases, glicosiltransferases, citocromos Paso,
hidrolases e peroxidases, que possuem papel importante na resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas (YUAN et a., 2007; GAINES et al., 2014, SALAS-PEREZ al.,
2018). Todavia, a investigacdo do mecanismo de resisténcia através de RNA-Seq
requer a validacdo dos genes candidatos e a quantificacdo da expressdo génica
diferencial em resposta ao estresse herbicida (GIACOMINI et al., 2018). Juntamente
com o microarranjos de cDNA, a reacdo em cadeia de polimerase quantitativa em
tempo real (RT-gPCR) € uma técnica frequentemente usada na quantificacdo de
RNA, proporcionando elevada acuracia bem como alta sensibilidade e
especificidade para uma gama ampla de genes (CALDANA et al., 2007).

A quantificacdo da expressao diferencial através de RT-gPCR requer o uso de
genes de referéncia para minimizar as influéncias de RNA e a eficiéncia da
transcricdo reversa (BUSTIN, 2002; MA et al., 2013). Todavia, 0os genes de
referéncia devem ser estaveis sob diferentes condicdes ambientais (MA et al., 2013).
Dessa forma, os resultados da analise de RNA-Seq e a validacdo atraves de RT-
gPCR séo importantes para avaliar a resposta diferencial e os mecanismos de
resisténcia de plantas daninhas ao glifosato, possibilitando abordagens em nivel
molecular e o primeiro passo para o uso do RNA de interferéncia (RNAI). O objetivo
deste estudo foi avaliar a resisténcia e suscetibilidade de bidtipos de azevém ao
glifosato bem como realizar a analise de transcriptoma e a quantificacdo da
expressdo génica de bidtipos apds a exposicdo ou ndo do glifosato para determinar

0 mecanismo de resisténcia.

2.2 Materiais e métodos

A metodologia dos estudos esta descrita na sequencia para facilitar a leitura.

2.2.1 Screening e curva dose-resposta para o herbicida glifosato em azevém.
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Para a realizacdo do trabalho, as sementes de 43 bibtipos de azevém foram
coletadas em diversas areas cultivadas com trigo e cevada do Estado do Rio Grande

do Sul que apresentavam histérico de aplicacdes do herbicida glifosato (Tabela 1).

Tabela 1- Biotipos de azevém oriundos do Estado do Rio Grande do Sul para
screening e que sobreviveram no campo apos aplicacdo do herbicida

glifosato. FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2019.

Amostra  Bidtipos” Municipio Latitude Longitude
1 TUP 04 Tuparendi 27°45°26” S 54°34°27" W
2 DP 01 Dom Pedrito 30°68'54” S 54°40'34” W
3 SVA 01 S&o Valentim 27°50'50” S 54°18’'18" W
4 SVA 02 S&o Valentim 27°50'50” S 54°18’'18" W
5 SVA 04 Sao Valentim 27°50'50” S 54°18’'18" W
6 SVA 03 Sao Valentim 27°50'50” S 54°18’'18" W
7 SVA 05 S&o Valentim 27°50’50” S 54°18’'18" W
8 SJO 02 Sao Jorge 28°28'13” S 51°45'10" W
9 ENV 02 Engenho Velho 28°13'13” S 52°20°'39" W
10 CDO 04 Cacique Doble 27°47°28” S 51°39'28" W
11 VGR 09 Victor Graeff 28°35'45” S 52°41°34” W
12 AlA 60 Alto Alegre 28°12'00” S 53°39'44” W
13 AGS 61 Agua Santa 28°10'48” S 52°03'79” W
14 SPM 93 Séo Paulo Missdes 28°10°77" S 5202298" W
15 TUC 92 Tucunduva 27°33'42” S 54°27°48" W
16 JOI 01 Joia 28°38'51” S 54°07°21" W
17 coL 01 Colorado 28°28'55” S 53°01°'13" W
18 EMB 04 Passo Fundo 28°1045” S 52°23'79” W
19 EMB 05 Passo Fundo 28°10'77" S 52022'98" W
20 VGR 15 Victor Graeff 28°36'48” S 52°44’19” W
21 VGR 16 Victor Graeff 28°34'43” S 52°44°03" W
22 VAC 48 Vacaria 28°52'05” S 50°93'20" W
23 SJA 60 Salto do Jacui 29°13'54” S 53°21°'75" W
24 SJA 61 Salto do Jacui 29°13'68” S 53°20'90" W
25 EMB 11 Passo Fundo 28°13'45” S 52°25'79" W
26 EMB 12 Passo Fundo 28°13'77" S 52°24'98" W
27 EMB 13 Passo Fundo 28°13'85” S 52°24°04” W
28 EMB 14 Passo Fundo 28°14’49” S 52°23'50” W
29 CcOoQ Coqueiros do Sul 28°11°02" S 52°45°23" W
30 C0OQ 02 Coqueiros do Sul 28°11°24” S 52°44°32” W
31 VIF 01 Vila Floresta-ljui 28°20'17” S 53°49'42” W
32 VIF 02 Vila Floresta-ljui 28°20'21” S 53°49'37” W
33 VIF 03 Vila Floresta-ljui 28°18'45” S 53°50'16” W
34 VIF 04 Vila Floresta-ljui 28°1919” S 53°50°44” W
35 C0OQ 03 Coqueiros do Sul 28°10'12” S 52°40'49” W
36 COQ 04 Coqueiros do Sul 28°11’11” S 52°44°23" W
37 ALM 01 Almirante do Sul 28°15°02” S 52°51°09” W
38 CCGLO01 Cruz Alta 28°36'19” S 53°40'53" W
39 CCGL02 Cruz Alta 28°36'28” S 53°40'04” W
40 CCGLO03 Cruz Alta 28°36’16” S 53°40'50" W
41 CCGLO06 Cruz Alta 28°36’15" S 53°40'49” W
42 CONVO01 Passo Fundo 27°57°42” S 52°10'73" W
43 PDIR 01 Passo Fundo 27°57'85” S 52°11'29” W

*Dois bidtipos foram selecionados para a curva dose-resposta em funcdo da resisténcia e

suscetibilidade ao herbicida glifosato, escolhendo-se bidtipos do mesmo municipio.
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Em cada éarea visitada, amostras de sementes obtidas de uma Unica planta
com suspeita de resisténcia foi coletada, sendo posteriormente identificada e
georreferenciada através das coordenadas geodésicas, utilizando o equipamento de
GPS (Global Positioning System). As principais praticas de manejo adotadas pelos
produtores nessas areas suspeitas envolviam a auséncia de rotacdo de culturas e
mecanismo de acéao, aplicacdes de trés a quatro vezes na mesma area e em estadio
inadequado, uso de doses acima de 1440 g e.a. ha'! na dessecacdo para
semeadura de soja e/ou de trigo e doses superiores a 960 g e.a. ha'! para manejo
em pos-emerggencia da soja Roundup Ready. Apés as coletas, as sementes foram
limpas e armazenadas até a implantacéo dos ensaios.

O screening foi conduzido em casa de vegetacdo (Capado do Ledo - 31°80°S,
52°41°'W) em delineamento experimental completamente casualizado, com quatro
repeticbes. As sementes coletadas foram semeadas em bandejas para obtencéo das
plantas usadas no estudo. As bandejas foram preenchidas com solo classificado
como Argissolo Vermelho-Amarelo e substrato GerminaPlant® na proporgéo 2:1. A
andlise do solo evidenciou pH em &gua= 5,6; CTCpn7= 7,2 cmolc dm3; matéria
organica= 1,5%; argila= 16%; textura = 4; Ca= 4,1 cmolc dm3; Mg= 1,1 cmolc dm3;
Al= 1,8 cmolc dm; P= 6,5 mg dm= e K= 0,15 cmolc dm™3. A correcdo da fertilidade
foi realizada previamente a mistura com o substrato GerminaPlant®, conforme as
recomendacdes para a cultura do trigo (SBCS, 2016).

As plantas, quando atingiram estadio de 3-4 folhas, foram submetidas a
aplicacdo de 2160 g e.a. ha! de glifosato (Roundup Original 360 SL, Monsanto-
Brasil), maxima dose de registro encontrada (AGROFIT, 2018). O herbicida foi
aplicado com pulverizador costal pressurizado a CO2, equipado com pontas de
pulverizacdo do tipo leque 110.02, espacadas 50 cm entre si e calibrado para um
volume de calda de 120 L ha.

A resposta dos bidtipos ao herbicida foi observada 28 dias apds aplicacdo
(DAA), adotando-se a escala percentual onde zero (0) correspondeu a auséncia de
controle e, cem (100) foi a nota atribuida para a morte completa das plantas
(FRANS; CROWLEY, 1986). ApOs screening, dois bidtipos (SVAO02 - suscetivel e
SVA04 - resistente) oriundos do municipio de S&o Valentin-RS (mesma éarea
cultivada com trigo) foram selecionados para o estudo de curva dose-resposta e,

usados para a analise de RNA-Seq e expressao génica.
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Os dados obtidos foram analisados quanto a sua homocedasticidade e,
posteriormente, submetidos a analise de variancia (p<0,05). Ocorrendo significancia
estatistica, os dados foram ajustados ao modelo de regresséo néo linear do tipo log-
logistico utilizando o software SigmaPlot 12.0 (SIGMAPLOT, 2012) e, os valores de
Cso e GRso, foram calculados a partir dos parametros da equagédo (SEEFELDT,;
JENSEN; FUERST, 1995) a qual relaciona a resposta da planta (controle) com a
dose x do herbicida. Os valores foram ajustados a equacédo de regressao sigmoidal
do tipo logistico.

y=a/[1+ (x/Xo)"]

onde: y = percentagem de controle; x= dose do herbicida; e a, xo € b sdo parametros
da equacao onde a consiste na diferenca entre os pontos de maxima e minima da
curva, Xo € a dose que proporciona 50% da resposta variavel e, b é a declividade da
curva.

O fator de resisténcia (FR) foi calculado pela razédo entre o Cso ou GRso do
biétipo resistente com o seu correspondente do bidtipo suscetivel. O intervalo de
confianca foi calculado através da estimacdo do intervalo para a média p com

variancia estimada conforme equacao:

P(X —ta2 V52/n< <X +ta2 V820 = 1—q

onde: X corresponde ao Cso ou GRso, ta/2 valor da tabela t de student, S2 o
quadrado médio do erro do Xo, obtido na regressdo néo linear e n 0 nimero de
repeticbes (STORCK; LOPES; LUCIO, 2001). A sobreposicdo do intervalo de
confianca entre os biotipos indica ndo haver diferencga significativa entre os valores
de Cso e/ou GRso dos biotipos (AVILA et al., 2005).

2.2.2 Andlise de transcriptoma em bidtipos de azevém suscetivel e resistente

ao glifosato.

A metodologia para analise do transcriptoma esta descrita na sequencia para

melhor entendimento.

2.2.2.1 Material vegetal e extracdo do RNA.
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Os bidtipos de azevém suscetivel (SVA02) e resistente (SVA04) ao glifosato
oriundos do municipio de S&o Valentin-RS (27°35’'S, 54°28'W) foram clonados
vegetativamente através da separacdo dos afilhos e transplantados em vasos
individuais para avaliacdo. O delineamento experimental para analise do RNA-Seq
incluiu trés repeticdes bioldgicas dos bidtipos suscetivel e resistente submetidos ou
ndo ao glifosato na dose de 2160 g e.a. hat. Amostras foliares de plantas individuais
foram colhidas 24 horas apés a aplicagéo, congeladas imediatamente em nitrogénio
liguido e armazenadas a -80°C para anélise de RNA-Seq e validacdo em RT-qPCR.

Para a extracdo do RNA total foram usadas amostras de 100mg de folhas
utilizando o reagente Trizol (Invitrogen, EUA), seguindo as instru¢cdes do fabricante
com algumas modificacdes. As folhas jovens foram colhidas e moidas até pé fino
usando nitrogénio liquido (N2), seguido de homogeneizacao na presenca de 1mL de
Trizol onde a porc¢ao liguida foi centrifugada a 11700rpm por 6min. O sobrenadante
foi coletado individualmente e transferido para tubo contendo 150uL de cloroférmio
que foi centrifugado a 11700rpm por 15min a 4°C. A fase aquosa (x500ul) foi
transferida para um novo tubo contendo 500uL de alcool puro usado para precipitar
0 RNA, seguido de repouso a temperatura ambiente.

A amostra foi novamente centrifugada a 11700rpm por 15min a 4°C para
formacdo do pellet, seguido de agitacdo rapida em vortex. O sedimento de RNA foi
cuidadosamente decantado do sobrenadante e imediatamente lavado em solugéao
fria de alcool a 75%, seguido de centrifugacdo a 7500rpm por 5min a 4°C e
redissolvido em 20uL de agua DEPC. A quantidade e qualidade das amostras de
RNA foram avaliadas em gel de agarose a 2% e em espectrofotometro (Nanovue

Plus 1000) antes do sequenciamento na plataforma Illumina (Hi-Seqgzso0 System).

2.2.2.2 Construcéo das bibliotecas de cDNA e sequenciamento em plataforma

Illumina.

A preparacao das bibliotecas de cDNA e o sequenciamento em lllumina foram
realizados no Laboratério de Gendmica Funcional Aplicada a Agricultura e
Agroenergia da Universidade de S&o Paulo (USP), localizada em Piracicaba-SP.
Previamente, os valores de RIN (RNA integrity number) e a concentracdo de cada
amostra foram examinados em Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,

EUA). Uma biblioteca de cDNA de referéncia foi construida usando 500ng de
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amostras do RNA total e, o mRNA foi enriquecido e purificado de acordo com o Kit
de Preparacdo de Amostra de mRNA lllumina TruSeq Stranded (lllumina, San Diego,
CA), seguindo o protocolo Low Throughput (LT) do fabricante para quebrar em
fragmentos curtos.

A primeira cadeia de cDNA foi sintetizada pela adicdo da transcriptase
reversa Superscript Il (Invitrogen), seguida de incubacao por ciclo térmico a 25°C por
10min, 42°C por 15min e 70°C por 15min. O cDNA plate (CDP) barcode foi removido
e a sintese da segunda cadeia foi processada pela master mix a 16°C por 60min.
Apos isso, o reparo final foi realizado para remover desvios da fita 3' para ligar os
adaptadores de sequéncias nas extremidades 5 —3' de cada fita do fragmento
gendmico, importante na amplificagédo da biblioteca durante a formacéo do cluster.

Os fragmentos de DNA foram enriquecidos em termociclador pré-aquecido
usando um ciclo a 98°C por 30s, 15 ciclos a 98°C por 10s, 60°C por 30s e 72°C por
30sec, seguido de um ciclo a 72°C por 5min. Finalmente, as doze bibliotecas foram
sequenciadas em placa com detector de fluorescéncia do tipo HiSeq Flow Cell Va4,
usando o kit HiSeq SBS Va4 que proporcionou leituras com comprimento aproximado

de 100 pares de bases (pb) apds submetidas a leituras duplas.

2.2.2.3 Montagem de novo transcriptoma e anotacao funcional dos transcritos.

Os dados brutos gerados foram pré-processados para remover sequéncias
sem sentido geralmente oriundas de contaminacdo dos adaptadores, nucleotideos
desconhecidos maiores que 5% e leituras de baixa qualidade (sequéncias ambiguas
'N' ou muito curtas) usando a ferramenta Fastqscreen (WINGET; ANDREWS, 2018),
seguido de verificacdo quanto a qualidade das sequéncias em FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/). Todas as leituras foram submetidas ao
pré-processamento para corte e filtragem da qualidade (Opc¢do: LEADING:3,
TRAILING:3, SLIDINGWINDOW:4:15) e, para remover as sequencias dos
adaptadores (Opcao: ILLUMINACLIP 2:40:15) usando o programa Trimmomatic
(BOLGER et al., 2014), visando reconstruir um transcriptoma completo.

As leituras limpas para a montagem de novo transcriptoma foram realizadas
pelo programa Trinity (GRABHERR et al., 2011; HAAS et al., 2013) que implementa
um algoritmo grafico de Bruijn, usando as configuracbes padrdes, exceto para o

valor K-mer (K-mer=25) e, descarte de transcritos menores que 300pb para
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montagem. A montagem do transcriptoma foi realizada para todas as doze
bibliotecas usando todos os dados das sequéncias fragmentadas, considerado um
passo importante para a analise de expresséo diferencial (HAAS et al., 2013). O
Trinity foi executado usando as configuracdes padrdes para montagem final, seguido
de analise estatistica (Nso, Lso, CG%) calculada pelo script acessorio “TrinityStats.pl”.
Adicionalmente, a analise da montagem foi realizada usando o pacote BioPython
(COCK et al., 2009) usando os scripts internos do pacote Python. Os transcritos
montados e gerados pelo Trinity foram alinhados ao banco de dados UniProt-trEMBL
(APWEILER et al., 2004) pelo programa Diamond (BUCHFINK; XIE; HUSON, 2015).

A anotacdo funcional de cada transcrito foi realizada usando o pipeline
Trinotate que inclui a identificacdo das familias de proteinas do banco de dados do
Pfam e UniProt-SwissProt (CONESA et al., 2016), identificacdo de peptideos sinal
com o software SignalP (PETERSEN et al., 2011), e as proteinas transmembranas
com o programa TMHMM (BUSHNELL, 2018) e, a predicao dos transcritos de rRNA
foi avaliado pelo RNAmmer (LOVE et al., 2014). Para avaliar a similaridade, todos os
transcritos montados foram comparados com as proteinas nao redundantes
disponiveis no banco de dados do Swiss-Prot, TTEMBL, CDD, Pfam e KOG usando a
ferramenta BLAST com valor de significancia E-value<10-.

As categorias funcionais foram avaliadas por termos gene ontology (GO)
utiizando o melhor BLASTX hit obtido do banco de dados das proteinas
redundantes com o software BLAST2GO, usando valor de significancia E-value<10®
e agrupados quanto a funcédo bioldgica, molecular e quanto ao componente celular.
Para melhorar a avaliacdo quanto a integridade da biblioteca dos transcriptomas e a
eficacia do processo de anotacdo, os transcritos foram submetidos a analise de
Cluster dos grupos ortdlogos para classificacdo de genomas completos de
eucariotos (KOG classification). As atribuicbes de rota foram realizadas por
pesquisas da sequéncia contrastada com o banco de dados da Enciclopédia de
Genes e Genomas de Kyoto (KEGG), sequido de BLASTX (E-value<107).

2.2.2.4 Expresséo génica diferencial (DEGs) e genes candidatos em resposta

ao glifosato.

As leituras com qualidade desejada foram mapeadas contra o transcriptoma

de referéncia usando o pacote de bioinformatica BBmap (BUSHNELL, 2018),



38

incluindo configuracdes especificas do transcriptoma. As contagens da leitura foram
extraidas a nivel génico das transcricbes (em vez de nivel de isoforma) usando um
script personalizado perl. Para cada repeticdo, a expressao em nivel génico foi
estimada pelo método Kallisto (BRAY et al., 2016) implementado no script acessorio
do programa Trinity “align_and_estimate _abundance.pl” usado para gerar uma
matriz de expressdo usando outro script “abundance_estimates_to_matrix. pl”. A
matriz foi processada usando o script “run_DE_analysis.pl” no modo edgeR
(ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010) para avaliar a expressao génica
diferencial. Finalmente, estes resultados foram submetidos a analise com o script
“analyze diff_expr.pl” (DEGS), que recebeu a anotacédo pelo GO gerados no pipeline
Trinotate.

As DEGs foram avaliadas dentro de cada linha dos bio6tipos (suscetivel e
resistente) submetidos ou ndo ao glifosato, usando como referéncia o valor da taxa
de descoberta falsa inferior a 5% (FDR<0,05). A listagem com todas as DEGs que
apresentaram valor p-value menor que 0,05 foram exportadas para comparacao. Os
graficos MA e Volcano foram produzidos dentro do DESeq2 e, as listas das DEGs,
foram filtradas para remover genes com valor log de alteracédo (Log FC <2 e =-2). Os
genes nao redundantes de todas as DEGs encontradas no biétipo suscetivel e
resistente com e sem glifosato presentes na listagem comum foram excluidos para
descobrir os DEGs especificos em resposta ao herbicida glifosato (Figura 1). As
funcdes dessas sequéncias foram pesquisadas na Ferramenta Basica de Pesquisa
para Alinhamento Local usando o software Blastx.

A andlise de componentes principais (PCA) foi avaliada a partir dos dados de
contagem que apresentaram diferengas significativas entre os bi6tipos suscetivel e
resistente sem tratamento com glifosato. A expressao diferencial foi comparada
entre bidtipos suscetivel e resistente para avaliar genes constitutivos
diferencialmente expressos.

A abundancia da expressdo de cada transcricio montado foi mensurada
atraves dos valores de leituras pareadas por kilobase por milhdo (RPKM). Todas as
leituras foram mapeadas para um conjunto de transcritos ndo redundantes para

guantificar a abundancia dos transcritos montadas.
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Figura 1- Esquema simplificado que foi desenvolvido para avaliacdo dos genes
candidatos em resposta ao herbicida glifosato nos bi6tipos de azevém
suscetivel (SVA02) e resistente (SVA04) para avaliar o mecanismo de
resisténcia. FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2019. A andlise estatistica foi

baseada nos valores de Log Fold Change (Log FC=2), P value e FDR value (<0,05).

O diagrama de Veen foi montado usando o software Draw Veen Diagram com

leituras de mapeamento aplicadas para medicdo da expressao, usando valores de

RPKM (RPKM>10) para cada leitura entre pares de amostras. Os conjuntos

avaliados foram: biotipo suscetivel (SVA02) e resistente (SVA04) sem versus com
herbicida; biotipo SVA02 versus SVA04 sem herbicida e, SVA04 versus SVA02 com

glifosato onde foi usado como parametros os valores minimos de expresséao de Log

FC= +2 entre o bidtipo de azevém suscetivel e resistente com e sem o herbicida

glifosato.

2.2.2.5 Acesso aos dados do RNA-Seq dos bi6tipos de azevém.

Os dados de RNA-seq gerados neste estudo podem ser baixados no banco

de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI-SRA), registrado

com namero de acesso (em processo de depdsito).

2.2.3 RT-qPCR dos genes candidatos em resposta ao glifosato.
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A metodologia para analise em RT-gPCR esta descrita na sequencia para

melhor entendimento.
2.2.3.1 Sintese do cDNA dos biétipos de azevém.

A sintese do cDNA foi realizada a partir das amostras do RNA total
remanescentes de cada tratamento avaliado em andlise de transcriptoma, mantidas
em ultrafreezer apos extragdo. As reacdes para o cDNA foi obtido através do kit
SuperScript™  First-Strand System for RT-PCR (Invitrogen™), seguindo as
recomendacdes do fabricante. A diluicdo do RNA (+£0,2ug) foi realizado em 10uL do
mix composto por com 1uL de dNTPs, 1uL de Oligo DT e 8uL de &gua. As amostras
foram incubadas em termociclador por 5min a 65°C seguido de resfriamento em gelo
por 1min. Posteriormente, em cada tubo foram adicionados 2uL do tampé&o 10x RT,
4uL de MgClz, 2uL de DTT e 1uL de RNase Out que foram incubados a 42°C por
2min, seguido da adi¢édo de 1uL do SuperScript™ First-Strand System for RT-PCR. A
reacdo foi submetida a termociclador por 50min a temperatura de 42°C para
anelamento, seguido de aquecimento a 70°C por 15min para extensdo da fita e

resfriamento a 4°C para que ocorresse a sintese do cDNA.
2.2.3.2 Genes candidatos a referéncia e condi¢cdes para RT-gPCR.

Para normalizacdo da RT-gPCR foram considerados quatro genes candidatos

de referéncia, usados como controle interno para analise de RT-gPCR (Tabela 2).

Tabela 2- Genes candidatos a referéncia para normalizacdo da RT-gPCR em
azevém suscetivel (SVA02) e resistente (SVA04) ao herbicida glifosato.
FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2019.

Gene Sequéncia primer (5°—3’)! Referéncia

GAPDH F- AACTGTTCATGCCATCACTGCCAC
R- AGGACATACCAGTGAGCTTGCCAT
F- AACACTTCACCGGACCATTCA

18s R- CGTCCCTGCCCTTTGTACAC Zhang; Hu, (2009)

F- GGCTTGTGTCTCAGGTTATCTCATC

R- CATGGAGGATGGCTCGAAGG

F- CCGTTTTGTCGAGTTTGGT

CEFLAS o AGCAACTGTAACCGAACATAGC Lee etal,, (2010)

IForward (F) e reverse (R) primers.

Wan et al., (2010)

TUAS Clarke; Rahman, (2005)
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Os genes de referéncia testados nos bidtipos de azevém para avaliar o
estresse herbicida causado pelo glifosato foram glyceral-dehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), 18S RNA (18s), elongation factor 1-A
(eEF1As) e tubulin (TUA5). A RT-gPCR dos genes alvos dos bi6tipos de azevém foi

ribossomal

avaliada a partir da analise de transcriptoma (local alvo e néo local alvo de acéo)
onde foram selecionados possiveis genes candidatos envolvidos na resisténcia do
azevém ao glifosato (Tabela 3). Os primers foram desenhados com o software
Primer 3 (UNTERGASSER et al.,, 2012) obtidos das sequencias encontradas do

transcriptoma.

Tabela 3- Genes alvos para RT-gPCR em azevém suscetivel e resistente ao
glifosato. FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2019.

Cédigo a . ol A
(Trinity) Genes alvo Sequéncia primer (5°—3") Eficiéncia
Trinity_DN beroxidase 1 F- GACACCGATGTTTCATGTGC > an
125339 ¢4 g2 R- GTGCGATTCAGGATTTTGGT ’
Trinity_DN nositol Kinase - GCATCAACGTTAGGCAGTGA 210
129234 _c0_g4 R- CCAAAGTTCCTTGACGAAGC ’
Trinity DN F- GGGAAGCACAACACTGAAATC
141928 c1 g1~ ABelansporter2 o - GGTTGTCTTAGACGGTTGC 2,14
Trinity_DN F- CGAACATGTCCAGGATTATAG
133778_c0_gl1 CYTPASO71AL o CTCGAGAAGGTGATAGACGAC 2,06
Trinity_DN Epsps F- GCCGAGGAAACAATCAACAT ) 46
139722 ¢2 g6 R- GCAGGTTTCCGATTGAGAAG ’
Trinity_DN F- TGCATGAGTTCGAGTGGATG
135064 _c0_g4 CYTPAS078A3 b CCAAAACGGGACACTACACA 2,11
Trinity DN hveosviransforase - CETAGTCGCGTACACACATA )21
117070 _c0_g1 yeosy R- GGTCATCGAGGAGGCTATGG
Trinity DN Gluthationa F- GGAGGACTCACAAACAGGCT L
125475 c1_gl R- GGAGGAGACGATGTGAAGCT !
Trinity DN beroxidase 2 F- GCTCCGATTGCTGAACATGG ) 1o
127555 _c0_gl R- GCCCTTTCTTGGATCGCAAT ’
Trinity_DN F- GTTTCTCGACATGGAACGCA
135712 ¢0_g4 CYT P40 R- TTGTCAGGGAGGTGATGTCC 2,15
Trinity_DN F- GCTTGTTCGGCGCTTGTC
140736 c3 g2~ /BClansporterd o oo G CTATCTTCACCTCTTGE 2,02
Trinity_DN Protein detox F- CGTTCTACTTGGCAGGCATC 1,03

116297 c0_g3

R- GGCTACCACAAACTATGCCG

IForward (F) e reverse (R) primers. Valoress entre 1,8 a 2,2 indicam eficiéncia dos alvos 6tima para
RT-qPCR.

Para a reacdo de amplificacéo foram usados 6,25uL do reagente LightCycler®

480 SYBR Green | Master Mix (Roche Applied Science), 0,5uL dos primers forward e
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reverse (10mM), 1uL cDNA (0,2ug) e 4,25uL de agua DEPC, totalizando 12,5uL da
reacdo. A amplificacdo foi realizada em LightCycler 480 System nas seguintes
condi¢gbes: um ciclo a 95°C por 5min, 45 ciclos para desnaturacédo a 95°C por 20s,
60°C por 15s e 72°C por 20s. O processo foi interrompido pela curva de dissociagcéo
a 95°C por 5s com incubacédo a 70°C por 1min e aquecimento gradual a 0,11°C até
95°C. O produto foi incubado a temperatura de 40°C por 30s usando triplicatas do

cDNA e a especificidade confirmada pela curva de melting.

2.2.3.3 Eficiéncia e analise da estabilidade dos genes candidatos a referéncia

A eficiéncia da PCR foi mensurada usando quatro diluigbes do cDNA (1:1,
1:5, 1:25 e 1:125) para gerar a curva padréo de cada par de primer testado. O valor
E foi estimado pela equacdo E=10(1slore) (RASMUSSEN, 2001), com valores
considerados aceitaveis para os genes de referéncia variando entre 1,8 a 2,2. O
ranking e a performance dos genes de referéncia foram avaliados pelos valores
médios de Ct de cada amostra do ciclo de RT-gPCR. A expressdo génica foi
avaliada com 0 auxilio da ferramenta da web RefFinder
(http://leonxie.esy.es/RefFinder/) onde sao integrados os algoritmos dos programas
GeNorm (VANDESOMPELE et al.,, 2002), NormFinder (ANDERSEN; JENSEN;
ORNTOFT, 2004) e BestKeeper (PFAFFL et al., 2004) além do método comparativo
ACt (SILVER et al.,, 2006), amplamente utilizados para estimar a estabilidade da
expressdo e para selecionar os genes alvo candidatos apropriados (CHEN et al.,
2011). Os valores médios de Ct para cada amostra foram usados como dados de
entrada no site.

Os resultados dos genes alvo dos bidtipos de azevém foram comparados
quanto as mudancas na expressao génica, considerando a aplicagdo ou ndo do
herbicida glifosato na dose de 2160 g e.a. hal. O nivel de expresséo relativa (RE)
para um determinado gene foi calculado pela formula RE=2-(ACT (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001) onde ACt refere-se a diferenca entre Ctsample da amostra e 0
menor valor Ctmin em todas as amostras. Os resultados foram submetidos a anélise
de variancia (p<0,05) e, as médias foram comparadas pelo teste Duncan (p<0,05) e

o efeito do herbicida comparado pelo teste t (p<0,05).


http://leonxie.esy.es/RefFinder/
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2.3 Resultados e discusséao

Os resultados e discusséo serdo apresentados de acordo com a sequéncia
das atividades descritas no material e métodos.

2.3.1 Screening e curva dose-resposta dos bidtipos de azevém ao glifosato.
Os resultados do screening inicial para mapeamento e selecdo dos bibtipos

de azevém evidenciou que 56 e 44% foram suscetiveis e resistentes ao glifosato na

dose de 2160 g e.a. de glifosato ha, respectivamente (Figura 2A e 2C).

Resposta ao glyphosate (2160 g ea. ha')
Biotipos suscetiveis  Biotipos resistentes
DP 01 TUP 04
SVA 02 SVA 01
ENV 02 SVA 04
VGR 09 SVA 03
AIA 60 SVA 05
AGS 61 SJO 02
SPM 93 CDO 04
= Resistente = Suscetivel UE2 el ol
JOI 01 EMB 04
A EMB 05 VGR 15
SJA 60 VGR 16
SJA 61 VAC 48
EMB 11 VIF 01
EMB 12 VIF 02
EMB 13 VIF 03
EMB 14 VIF 04
coQ cOoQ 04
coQ 02 ALM 01
coQ 03 CCGL 02
CCGL 01
CCGL 03
CCGL 06
CONV 01 i
B PDIR 01 C

Figura 2- Resposta percentual dos bibtipos resistentes e suscetiveis (A), controle
visual (B) e lista dos bidtipos suscetiveis e resistentes ao glifosato (C)
submetidos a dose de 2160 g ea. ha! avaliados 28 dias ap6s a aplicacéo.
FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2019.

Resultados obtidos em diversos levantamentos de campo demonstraram que
0 azevém resistente ao glifosato esta presente em mais de quatro milhGes de
hectares na regido Sul do Brasil onde tem ocorrido aumento dos casos de
resisténcia e em area infestada, evidenciando a necessidade de adocao de medidas
proativas para evitar a evolucdo da resisténcia (VARGAS et al., 2016). Apés o
screening, 0s bidtipos de azevém suscetivel (SVA02) e resistente (SVA04) ao
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glifosato foram selecionados, considerando a mesma regido edafoclimaticas, para os
estudos de curva dose resposta, analise de transcriptoma e expressdo génica e
demais estudos desenvolvidos para confirmacéo dos mecanismos de resisténcia
(Figura 2B).

A andlise de variancia para a curva dose resposta indicou interacdo entre os
bidtipos e doses do herbicida glifosato, com ajuste satisfatorio ao modelo sigmoidal
do tipo logistico obtendo-se valores do coeficiente de determinagdo (R?) que
variaram de 0,85 a 0,99 (Figura 3A e 3B).

A
- — 100 4

100 { gro—s - & ——
—_—— g Vo= 101,197 1+ (x21483)"®  R’=085
90 4 // 90—\ = ) ) 129 2-
. \ — ——  y.=9931/1+(¥2300,36)'*® R®=095
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0 0
0 1440 2880 4320 5760 7200 8640 10080 11520 0 1440 2880 4320 5760 7200 8640 10080 11520

Dose do glyphosate (g ea. ha™!) Dose do glyphosate (g ea. ha')

Figura 3- Curva dose-resposta para controle visual (A) e massa seca da parte aérea
(B) dos bidtipos de azevém submetidos a diferentes doses do herbicida

glifosato. FAEM/UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2019. Os pontos representam os
valores médios de cada biétipo.

Tabela 4- Valores de Cso e GRso com o intervalo de confianga (IC 95%) e fator de
resisténcia (RF) de bidtipos de azevém suscetivel (SVA02) e resistente
(SVA04) submetidos a diferentes doses do herbicida glifosato, aos 28 dias
apos a aplicacdo (DAA). FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2019.

Bi6tipo Csot Fator de resisténcia?
g e.a. hat 951C (RF)
Suscetivel (SVA02) 192 191,6 - 192,4 -
Resistente (SVA04) 1645 1573,6 -1716,4 8,6
Bi6tipo GRso! Fator de resisténcia?
g ea hat 95 IC (RF)
Suscetivel (SVA02) 225 127,4 - 322,6 -
Resistente (SVA04) 2275 2021,9 — 2528,1 10,1

1Cs0 e/ou GRso= dose necessaria para controle ou reduzir a massa seca em 50%.
°FR obtido pela divisdo da Cso e/ou GRso do biétipo resistente pelo suscetivel.

Os resultados de controle aos 28 DAA evidenciaram que o Cso do bidtipo
suscetivel (SVA02) e resistente (SVA04) foi de 192 e 1645 g e.a. ha® do herbicida
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glifosato (Figura 3A, Tabela 4). Ao avaliar a GRso, 0s valores obtidos para o biotipo
SVAO02 e SVA04 foram de 225 e 2275 g e.a. de glifosato ha?, respectivamente
(Figura 3B, Tabela 4). ApGs constatada a resisténcia para o biétipo SVAO04, foi
calculado o fator de resisténcia (FR) que foi de 8,6 e 10,1 com base nos valores de
Cso e GRso, respectivamente (Tabela 4). Resultados semelhantes foram observados
em diferentes biotipos de L. multiflorum Lam. resistentes ao glifosato coletados em
campos do Arkansas-EUA onde os valores de GRso variaram de 945 a 1596 g e.a.
hal, evidenciando nivel intermediario de resisténcia (SALAS et al., 2012). Todavia,
alteracdes quanto ao nivel de resisténcia dos biotipos de azevém podem ocorrer em
funcdo das praticas de manejo adotadas pelo produtor. Em todos os casos, a
sobrevivéncia de bidtipos a herbicidas é indesejavel devido os efeitos negativos da
interferéncia e alteracdo quanto a medidas de manejo com aumento de custos para
controle. Dessa forma, compreender os mecanismos de resisténcia envolvidos em
bitipos de azevém através da avaliacdo do transcriptoma € de suma importancia

para propor medidas de manejo eficientes e auxiliar na reducgéo da resisténcia.

2.3.2 Sequenciamento do transcriptoma e montagem de novo.

Ao todo foram sequenciadas doze bibliotecas do transcriptoma em plataforma
lllumina HiSeqzs00 oriundos dos bidtipos de azevém suscetivel (SVA02) e resistente
(SVA04) submetidos ou ndo ao herbicida glifosato (2160 g e.a. ha'). Ap6s andlise
em bioinformatica, os resultados do transcriptoma e montagem das sequéncias
evidenciaram um total de 26368711951 pares de bases sequenciadas, produzindo

155613732 leituras com comprimento médio de 311pb (Tabela 5).

Tabela 5- Resultados da montagem de novo transcriptoma dos biétipos de azevém
resistente e suscetivel ao glifosato. FAEM/UFPel, Capdo do Le&do/RS,

2019.
Descricao Estatisticas da montagem*

Total de leituras montadas 155613732
Comprimento médio das leituras 311
Total de pares de bases sequenciadas 26368711951
Total de transcritos 232748
Tamanho médio das contigs 575,24
Tamanho de contigs N50 740
Relacédo GC (%) 50,47

*Os dados completos do transcriptoma estéo disponiveis no material suplementar.
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Para as leituras brutas usadas na montagem do de novo transcriptoma, 0s
resultados estatisticos demonstraram que mais de 99,9% das sequéncias
apresentaram valor Phred =2Q30 ao nivel de probabilidade de erro a 0,01%. Além
disso, o transcriptoma foi construido a partir de 157784873pb, gerando 232748
transcritos com comprimento inferior a 500 bp, os quais foram utilizados para a
montagem de 87433 contigs com N50 igual a 740bp (Tabela 5). Os resultados
estatisticos quanto a distribuicdo das contigs em relacdo ao comprimento
demonstraram reducdo no numero total das contigs, usando como limite sequéncias
de transcritos com comprimento variando de 0 a 2500pb (Figura 4). Contigs com
comprimento menor que 500pb foi evidenciado em 146263 contigs, representando

mais de 68% do transcriptoma total (Figura 4).

146263

52302

Numero de contigs

19042

8711 481 S0
1

T
0499 500-999 1000-1499  1500-1999  2000-2499 =2500

Comprimento das contig (bp)

Figura 4- Distribuicdo das contigs quanto ao comprimento dos transcritos montados
das bibliotecas do transcriptoma sequenciadas em bi6tipos de azevém
suscetivel e resistente. FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2019.

2.3.3 Anotacéao funcional das montagens pelo gene ontology e KEGG.

As contigs foram anotadas através da analise conjunta usando o banco de
dados do UniProtKB (Uniprot Consortium, 2012) e PFam (PUNTA et al., 2012) tendo
como ponto de corte valor E<1x10°. A relagdo dos transcritos (top 10 BLAST Hits)
com maior similaridade aos biétipos de L. multiflorum Lam. foram identificadas pela
anotacao funcional (Figura 5). Os resultados do transcriptoma quanto ao top 10
BLAST Hits evidenciaram maior similaridade dos transcritos com Triticum aestivum
L. (32,68%) seguido de Brachypodium distachyon (L.) P. Beauv. com 15,86% e
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Hordem vulgare L. com 15,77%, representando mais de 64% do total das contigs e
gue apresentaram maior probabilidade apés o BLAST no transcriptoma de referéncia
(Figura 5). Resultados similares da anotacdo funcional foram reportados em L.
rigidum Gaudin. apresentando maior similaridade com B. distachyon (L.) P. Beauv. e
H. vulgare L. totalizando mais de 60% das contigs totais (GAINES et al., 2014).

® Cynara mrdum'uj.us.\ ® Qryza sativa
W Helianthus annuus, 2,590 \ 1,90%

M Setaria italica
5,03% 4

¥ 1.500%

f
™ Aegzilaps lauschii, Fg \ / / ® Others
646% - ® 7 mean

e

W Triticum urarfu,
6,56% \

W Hordewm vulgare
15,77%

Ju W Triticum aestivim

. Brachypedium distachyon o

15,86%

Figura 5- Transcritos conservados (%) dos bidtipos de azevém suscetivel e
resistente ao glifosato em diferentes espécies. FAEM/UFPel, Capéo do

Ledo/RS, 2019. Top 10 BLAST hits.

A classificacdo geral das DEGs (Top 12 terms) dos bibtipos de azevém
suscetivel e resistente ao glifosato pelo gene ontology (GO) evidenciou que mais de
87% das DEGs envolvem processos biologicos, 74% para funcbes moleculares e
96% para os componentes celulares foram representados pelo Top 12 terms. Em
biétipos de azevém, o glifosato alterou processos metabdlicos (+10%), a fosforilacao
de proteinas (+9%), processos redox (£6%), transporte transmembrana (x5%) além
desencadear mudancas expressivas para DEGs mapeadas sem processo biolégico
ou fungdo molecular conhecida (dados néo apresentados). A classificacao individual
das DEGs dos biétipos suscetivel e resistente evidenciaram que a maioria dos
processos biolégicos e moleculares ainda ndo sao conhecidos em resposta ao
herbicida (Figura 6). Ao avaliar as principais DEGs up-regulated no biétipo
resistente, os resultados demonstraram que ocorre alteragbes em processos
metabdlicos, transporte transmembranas e atividade redox (Figura 6A e 6B). Para o
bi6tipo suscetivel, processos de ligacdo do DNA, RNA e proteinas, atividade de

transferases e outros processos do metabolismo foram afetados (Figura 6E e 6F).
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Figura 6- Classificacdo individual das DEGs quanto ao processo biologico e funcao
molecular em biotipos de azevém suscetivel e resistente ao glifosato.
FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2019. DEGs up-regulated (A e B) e down-
regulated (C e D) em bidtipo resistente, DEGs up-regulated (E e F) e down-regulated (G
e H) em bidtipo suscetivel.
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De maneira similar, alteracbes em processos metabodlicos e atividade
catalitica foram reportados em E. indica em resposta ao glifosato (CHEN et al.,
2017). Os resultados de GO nos bidtipos suscetivel e resistente evidenciaram que
para os DEGs down-regulated em resposta ao herbicida ocorrem alteracdes em
processos biolégicos e moleculares envolvidos na ligacdo de ATP e acido nucléico,
fosforilacdo de proteinas, atividade enzimatica diferencial, processos redox,
transporte transmembranas e outras modificacdes em processos metabolicos
(Figura 6C, 6D, 6G e 6H). As respostas do glifosato em plantas suscetiveis devido a
inibicdo competitiva da enzima EPSPs com a PEP na rota do chiquimato envolvem o
aumento da atividade da enzima 3-deoxy-D-arbinoheptulosonate-7-phosphate
(DAHP) sintase que acarreta em desbalanco no fluxo de carbono (ZABALZA et al.,
2017), afetando a sintese de carboidratos, aminoécidos e outros compostos do
metabolismo secundario (MAROLI et al., 2018b).

Em plantas resistentes, a maioria dos relatos envolvendo a auséncia de
efeitos do herbicida devem-se a ocorréncia de mutagcées e/ou superexpressado do
gene EPSPs que afetam a afinidade com o substrato, ou ainda, pela reducéo da
absorcdo e translocacdo, aumento do metabolismo, sequestro vacuolar e rapida
necrose (SALAS et al., 2012; SAMMONS; GAINES, 2014; MORETTI et al., 2016).
Dessa forma, as informac¢des envolvendo o sequenciamento do transcriptoma séo
importantes na investigacdo dos mecanismos de regulacdo fisiologicas e do
metabolismo que podem proporcionar aumento de tolerancia ao herbicida ap6s sua
exposicao. Recentemente, estudos avaliando o mecanismo de resisténcia através da
analise de transcriptoma em bibtipos de Amaranthus palmeri S. Watson ao herbicida
glufosinato de amoénia reportaram a regulacdo génica diferencial em rotas de
biossintese, processo metabdlico de pequenas moléculas e atividade oxido-
redutases como as principais envolvidas (SALAS-PEREZ et al., 2018). A analise de
transcriptoma dos bidtipos de azevém comparando a resposta ao glifosato
demonstrou que processos moleculares, bioquimicos e fisiologicos estdo envolvidos

e podem auxiliar no entendimento do mecanismo de resisténcia.

2.3.4 Identificagdo e anotagéo das DEGs.

Os niveis de expressdo dos transcritos foram calculados em funcdo dos

valores de Fragments per thousand bases per million read (FPKM), tendo como



referéncia estatistica os valores de Log FC=2,

<0.05 (Figura 7).
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Figura 7- Ma plot das DEGs geradas pelo EdgeR apés filtragem com um valor
minimo de cobertura e Volcano plot comparando o false discovery rate
entre os tratamentos. FAEM/UFPel, Capdo do Leao/RS, 2019. A
comparacao entre bidtipo suscetivel sem e com glifosato (A e B), biotipo resistente sem

e com glifosato (C e D), biétipo suscetivel e resistente sem glifosato (E e F) e, biétipo
suscetivel e resistente com glifosato (G e H).

Os DEGs para o bidtipo suscetivel (SVA02) e resistente (SVA04) submetidos
ou ndo ao glifosato na dose de 2160 g e.a. ha! foram sumarizados no diagrama de

Venn, demonstrando a resposta individual e as relacdes de sobreposicao (Figura 8).

Entre todos os transcritos com valor RPKM>10, 39854 transcritos foram expressos
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em todos os tratamentos (bidtipos e herbicida), 3149 e 3151 transcritos foram co-
expressos no biotipo suscetivel e resistente com e sem herbicida, respectivamente.
Por outro lado, 2691 e 1043 foram 0s transcritos que apresentaram Co-expressao
entre os bidtipos suscetivel e resistente sem herbicida e entre os bidtipos expostos

ao glifosato, respectivamente (Figura 8).

Suscetivel Resistente
(com glyphosate) (sem glyphosats)

Suscetivel S ) ’ Resistente
(sem glyphosate) > 3 {com glyphosate)

Figura 8- Diagrama de Venn representando o numero de transcritos expressos
(RPKM>10) em bibtipos de azevém suscetivel (SVA02) e resistente
(SVAO04) ao glifosato submetidos ou ndo ao herbicida na dose de 2160 g

e.a. hal. FAEM/UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2019. Cada circulo representa o
conjunto especifico de transcritos.

Ao avaliar individualmente cada tratamento, foram encontrados 2734
transcritos expressos especificamente no biotipo suscetivel sem herbicida e 2004
transcritos para o bidtipo SVA02 exposto ao glifosato. Para SVA04 foram 11459 e
1830 transcritos foram expressos de forma especifica no biétipo resistente sem e
com herbicida glifosato, respectivamente (Figura 8). A maioria dos resultados
envolvendo estudos de transcriptoma para avaliar a resposta de plantas daninhas a
herbicidas reportam que poucos genes podem desempenhar um papel chave na
resisténcia, afetando processos do metabolismo e impedindo a correta ligacdo do
herbicida no alvo de acdo (GAINES et al., 2014; CHEN et al., 2017).

A magnitude das altera¢des provocadas nos biodtipos de azevém expostos ou

nao ao glifosato foram agrupados pelo Heat-map (Figura 9A) e hierarchical clustering
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(Figura 9B), permitindo uma abordagem visual da analise da expressao diferencial

para o conjunto de dados explorados na analise de transcriptoma.
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Figura 9- Heat-map da correlacdo de Spearman’s (A) e hierarchical clustering (B)
dos niveis de expressao dos transcritos oriundos de todos os tratamentos
(coluna) comparado contra cada par da amostra (linha). FAEM/UFPel,

Capao do Ledo/RS, 2019.P:, P2 e Ps s&o as repetigbes bioldgicas. Cor verde e
violeta representa DEGs down-regulated enquanto vermelho e amarelo sdo DEGs up-
regulated em funcdo do valor FPKM.

O agrupamento dos dados de transcriptoma na forma de matriz permite
analisar através da correlagdo uma amostra ou tratamento a outro, permitindo
examinar de forma instantanea o perfil molecular e o nivel de atividade genémica. O
conjunto de entrada dos dados para avaliagdo do agrupamento hierarquico nas
andlises de transcriptoma é realizado com base nos calculos de algoritmos dos
clusters, sendo considerada uma ferramenta importante para medir a similaridade ou
dissimilaridade entre cada par de tratamento e, permite separar grupos homogéneos
de heterogéneos quanto ao nivel de expressao génica (BROOM et al., 2017).

Ao avaliar os transcritos especificos para cada tratamento, os resultados
evidenciaram que 1671 e 1071 DEGs foram up- e down-regulated na comparacéo
com o bidtipo suscetivel sem e com glifosato; 124 DEGs foram up-regulated e 60
down-regulated ao avaliar o bi6tipo resistente com e sem herbicida, enquanto que
para a comparacao entre o bidtipo suscetivel e resistente, 315 e 427 DEGs foram
up- e down-regulated na auséncia do herbicida glifosato, respectivamente (Figura

10A). Apos avaliacao e filtragem dos transcritos especificos dos biétipos de azevém
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em resposta ao glifosato, foram identificados 102 e 50 DEGs up- e down-regulated
para o biotipo resistente enquanto que para o bidtipo suscetivel foram reportados

1623 e 1035 up- and down-regulated, respectivamente (Figura 10B).

Resistente (SVA04) Suscetivel (SVA02)

1671

B Up-regulated
[0 Down-regulated

1623 Up-regulated
1035 Down-regulated

102 Up-regulated
50 Down-regulated

DEGs

26 Up
27 Down

1071

289 Up-regulated
399 Down-regulated

(A)

Suscetivel sem herbicida Resistente sem herbicida Suscetivel sem herbicida
vs vs vs
Suscetivel com Resistente com Resistente sem herbicida Resistente (SVA04) vs Suscetivel (SVA02)

(B)

Figura 10- DEGs up- e down-regulated na comparacdo entre os grupos (A) e
transcritos especificos (B) em biotipos de azevém suscetivel (SVA02) e
resistente (SVA04) ao glifosato expressos 24 HAT. FAEM/UFPel,
Capéao do Le&o/RS, 2019.

A anotacdo das DEGs especificas dos bi6tipos em resposta ao glifosato
evidenciou que a maioria dos genes candidatos ndo foram caracterizados quanto a
funcdo biol6gica e molecular. Em plantas suscetiveis, a enzima EPSPs é inibida pelo
glifosato afetando a biossintese de aminoacidos aromaticos e diferentes processos
fisiolégicos, como a fotossintese e 0 metabolismo do carbono, levando a morte das
plantas (GOMES et al., 2014). A sobrevivéncia de popula¢gdes de plantas daninhas
resistentes apos a exposi¢cao ao herbicida glifosato pode ocorrer devido ao local alvo
ou nao-alvo, incluindo os mais comuns, como a reducao do transporte celular e a
enzima EPSPs insensivel (POWLES; PRESTON, 2006). Entretanto, os resultados
nao demonstraram nenhum dos DEG up-regulated envolvendo o local alvo de acdo
como provavel mecanismo de resisténcia no bidtipo resistente (Tabela 6). Para o
glifosato, o aumento na expressao de cépias da EPSPs como o mecanismo de
resisténcia foi evidenciado em diversas plantas daninhas como Kochia scoparia L.
(WIERSMA et al., 2015)., L. multiflorum Lam. (SALAS et al., 2015) e A. palmeri S.
Watson (GAINES et al., 2010). Outros estudos demonstraram ainda que mutacdes

do gene EPSPs, especialmente na Alaioz e Proiws, também podem conferir
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resisténcia ao herbicida devido a mudancas na afinidade com o substrato, impedindo
a inibicdo da enzima (YU et al., 2015).

Para os DEGs up-regulated no biétipo SVA04 foram identificados um ABC
transportador familia 4, trés citocromos Passo monooxigenases, seis
glicosiltranferases, uma peroxidase e duas proteinas de detoxificacdo envolvidas
possivelmente no mecanismo de resisténcia para o néo local alvo de acao (Tabela
6). Os resultados demonstraram que pode haver mais de um mecanismo de
resisténcia ao herbicida glifosato para o bi6étipo SVA04. A degradacdo do glifosato
em compostos ndo e/ou menos téxicos como AMPA, sarcosina e glioxilato tem sido
pouco relatado para os casos de resisténcia envolvendo plantas daninhas e, sua
contribuicdo na sobrevivéncia das plantas (SAMMONS; GAINES, 2014). Em recente
estudo avaliando o mecanismo de resisténcia em bi6tipos de E. colona (L.) Link.
resistentes ao glifosato foi evidenciado reducédo no acumulo de chiquimato, auséncia
de metabolismo diferencial do herbicida e, aumento potencial na atividade de
enzimas do sistema antioxidante que podem acarretar na sobrevivéncia das plantas
(GOH et al., 2018). Todavia, resultados demonstram que a oxidacdo do glifosato a
AMPA em plantas leguminosas pode contribuir na resisténcia ao herbicida (REDDY
et al., 2008). Em plantas de soja e canola Roundup Ready®, o aumento da atividade
da enzima glifosato oxido-redutase (GOX) e modificacbes na N-acetiltransferase
auxiliaram na metabolizagéo do glifosato em AMPA e na sobrevivéncia das plantas
apos exposicao ao glifosato (DUKE, 2011).

Estudos tem reportado o papel da citocromo Paso sobre o mecanismo de
resisténcia de plantas daninhas em resposta a herbicidas onde atuam em etapas da
detoxificacdo através da clivagem de moléculas usando elétrons do NADPH
(DEYLE, 2013; GAINES et al., 2014; DUHOUX et al., 2015). As peroxidases, por sua
vez, sdo uma grande familia de enzimas que atuam em varios processos biolégicos
para decompor o peroxido de hidrogénio (H202) e proteger as células contra o dano
oxidativo (MITTLER, 2017). Os genes candidatos com papéis conhecidos sobre os
mecanismos de resisténcia a herbicidas como ABC transportadores, GSTs,
glicosiltransferases, citocromos Paso € enzimas do complexo antioxidante sdo a base
da regulacdo de diversos processos do metabolismo e, tendem a apresentar niveis
de expressao diferencial entre biGtipos suscetiveis e resistentes a herbicidas
(DEYLE, 2013; SALAS-PEREZ al., 2018).
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Tabela 6- DEGs relacionadas ao local alvo e ndo local alvo de acdo apos analise de transcriptoma em biGtipos de azevém
suscetivel e resistente em resposta ao glifosato na dose de 2160 g e.a. ha'. FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2019.

DEGs Up-regulated — Biétipo resistente (SVA04)

Gene ID Uniprot ID Descricao logFC P Value FDR
TRINITY_DN140736_c3_g2 AOA1D8MIX5 ABC transporter 4 27,964 0,0001 0,0202
TRINITY_DN136882 c0 g1 Q9AVM3 Cytochrome P450 53,000 0,0001 0,0219
TRINITY_DN135712 cl1 g4 AOA1C9U428 Cytochrome P450 18,811 0,0005 0,0490
TRINITY_DN135712_c1_g5 AOA1C9OU428 Cytochrome P450 17,752 0,0001 0,0181
TRINITY_DN125958 c0 g2* AOA1DG6CIL6 Glycosyltransferase 337,000 0,0004 0,0433
TRINITY_DN140278_c5_g4 AOA1D5TRN5 Glycosyltransferase 12,383 0,0002 0,0276
TRINITY_DN112899 c0 g3 AO0A1D5UWD9 Glycosyltransferase 58,250 0,0004 0,0444
TRINITY_DN123097_c0 g1 AOA1D6AP30 Glycosyltransferase 26,917 0,0003 0,0306
TRINITY_DN125138 c7_g1 AOA1QOXS76 Glycosyltransferase 12,804 0,0002 0,0269
TRINITY_DN125138 c7_g3 AOA1D5TMVO Glycosyltransferase 13,880 0,0001 0,0182
TRINITY_DN127555 c0_g1* F2D359 Peroxidase 32,222 0,0005 0,0449
TRINITY_DN137326_c2_g1 MBBEN7 Protein detoxification 61,000 0,0003 0,0350
TRINITY _DN116297 c0 g3* A0A287E710 Protein detoxification 78,842 0,0001 0,0226

DEGs Down-regulated — Biétipo resistente (SVA04)
TRINITY_DN135064_cO_g4* M8BDGO Cytochrome P450 78A3 -4,858 0,0001 0,0166
TRINITY_DN125339 c4_g2* AOA096UNO6 Peroxidase -3,009 0,0005 0,0480
DEGs Up-regulated — Biétipo suscetivel (SVA02)
TRINITY_DN141928 cl1 gl R7WS5TO ABC transporter 3,534 0,0054 0,0440
TRINITY_DN99911 c0 g2 M7ZSS2 ABC transporter 19,571 0,0001 0,0030
TRINITY_DN142088 c17_ g8 M8AS31 ABC transporter 10,666 0,0017 0,0191
TRINITY_DN85421 c0_g1 AOA1DSMIY6 ABC transporter 8,104 0,0003 0,0061
TRINITY_DN133778_c0_g1* M8C4M2 Cytochrome P450 71A1 13,923 0,0001 0,0035
TRINITY_DN133778 _c0 g3 M8C4M2 Cytochrome P450 71A1 15,500 0,0039 0,0349
TRINITY_DN123387_c0_g1 N1QZF8 Cytochrome P450 71D7 6,056 0,0049 0,0409
TRINITY_DN137998_c2 g1 N1QZF8 Cytochrome P450 71D7 27,228 0,0001 0,0025

TRINITY_DN139578 cl1_g1 N1QY09 Cytochrome P450 81D1 11,235 0,0034 0,0317
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Gene ID Uniprot ID Descricao logFC P Value FDR
TRINITY_DN124861 c0 g3 R9WS10 Cytochrome P450 33,203 0,0012 0,0148
TRINITY_DN115219 c0 g1 C4RA43 Glutathione S-transferase 10,064 0,0036 0,0327
TRINITY_DN121292 c0 g1 Q97S17 Glutathione transferase 4,704 0,0036 0,0330
TRINITY_DN125531 c0 g1 Q9SB98 Glutathione transferase 10,593 0,0029 0,0283
TRINITY_DN125643 cl1 g1 Q9SB98 Glutathione transferase 11,950 0,0054 0,0436
TRINITY_DN115561 c0 g1 11IRW8 Glycosyltransferase 6,255 0,0003 0,0050
TRINITY_DN116240 c0 g1 F2DJP7 Glycosyltransferase 6,255 0,0005 0,0051
TRINITY_DN117070_c0 g1 F2DGLO Glycosyltransferase 23,285 0,0003 0,0053
TRINITY_DN120042_c0 g1 AOAO077RTX0 Glycosyltransferase 9,589 0,0018 0,0201
TRINITY_DN120479 c0 g1 F2D634 Glycosyltransferase 14,562 0,0002 0,0047
TRINITY_DN120614 c0 g2 11GU56 Glycosyltransferase 6,158 0,0015 0,0173
TRINITY_DN121990 c0 g3 C4MF46 Glycosyltransferase 6,937 0,0005 0,0076
TRINITY_DN124988 c0 g3 B6TSL5 Glycosyltransferase 19,800 0,0001 0,0024
TRINITY_DN124988 c0_g7 AOA1D5UXW8 Glycosyltransferase 45,250 0,0038 0,0341
TRINITY_DN129577 cl1_g4 AO0A287HI50 Glycosyltransferase 25,555 0,0002 0,0040
TRINITY_DN130648_c1 g2 11J0G6 Glycosyltransferase 16,400 0,0006 0,0087
TRINITY_DN130648 cl1 g4 F2DGLO Glycosyltransferase 16,000 0,0013 0,0155
TRINITY_DN138050_cl1 g2 F2D634 Glycosyltransferase 9,125 0,0043 0,0375
TRINITY_DN138050 cl1 g3 CAMF57 Glycosyltransferase 14,080 0,0001 0,0036
TRINITY_DN139774 c3_g3 W5BMP6 Glycosyltransferase 7,071 0,0059 0.04675
TRINITY_DN96730 _c0 g2 AOAO77RXS2 Glycosyltransferase 20,000 0,0004 0.0067
TRINITY_DN102163_c0_g1 AOA1D5Z6S3 Glycosyltransferase 12,750 0,0059 0.0470
TRINITY_DN109237 c0 g1 W5BMP6 Glycosyltransferase 41,500 0,0002 0.00430
TRINITY_DN118047_c1 g1 AOA1D6CFFO Glycosyltransferase 7,569 0,0013 0.0159
TRINITY_DN118148 c0 g3 AOA1D6DEC7 Glycosyltransferase 6,063 0,0030 0.0288
TRINITY_DN122212_c0_g2 AOA1D5VBES Glycosyltransferase 5,607 0,0028 0.02753
TRINITY_DN122274 c1 g3 AOA1D6SFG9 Glycosyltransferase 8,333 0,0054 0.04400
TRINITY_DN122615 c0_g1 F2CPUO Glycosyltransferase 6,152 0,0035 0.0321



Continuagdo...

57

Gene ID Uniprot ID Descricao logFC P Value FDR
TRINITY_DN123537 _cl1 g2 AOA1D5WWX3 Glycosyltransferase 12,945 0,0007 0.0099
TRINITY_DN123688 c0 g2 W5C413 Glycosyltransferase 22,538 0,0004 0.0067
TRINITY_DN124487 c2 g1l AOA1D5SS60 Glycosyltransferase 6,342 0,0001 0.0027
TRINITY_DN124635 c0 g1l AOA1D5TSVO Glycosyltransferase 7,000 0,0043 0.0372
TRINITY_DN124988 c0 g1 AOA1D5TMVO Glycosyltransferase 65,000 0,0004 0.00727
TRINITY_DN124988 c0 g2 AOA1D5YPX1 Glycosyltransferase 14,875 0,0001 0.0035
TRINITY_DN125138 c7_g5 AOA1D5TMVO Glycosyltransferase 11,636 0,0026 0.02583
TRINITY_DN125958 c0 g5 C4MF46 Glycosyltransferase 14,157 0,0008 0.0116
TRINITY_DN128036_c4 gl AOA1DG6DECY Glycosyltransferase 13,666 0,0023 0.0240
TRINITY_DN129577 c2 g3 AOA1D5TRD2 Glycosyltransferase 8,777 0,0020 0.02110
TRINITY_DN131125 cl1l g2 C4MF46 Glycosyltransferase 12,642 0,0002 0.0044
TRINITY_DN132159 cl g1 AOAQ77RHL6 Glycosyltransferase 37,000 0,0017 0.0191
TRINITY_DN132159 cl g2 AOA1D6C373 Glycosyltransferase 8,744 0,0001 0.0024
TRINITY_DN134070_c0_g2 I1HHDO Glycosyltransferase 5,205 0,0054 0.0440
TRINITY_DN135990 cl1 g3 11IAW3 Glycosyltransferase 121,000 0,0003 0.0051
TRINITY_DN135990 c1 g4 I1IAW3 Glycosyltransferase 33,750 0,0001 0.0024
TRINITY_DN136497 cl1l g2 C4MF33 Glycosyltransferase 5,009 0,0007 0.0096
TRINITY_DN138276_c0_g3 W5EKMO Glycosyltransferase 8,933 0,0001 0.0033
TRINITY_DN138892 cl1 g2 IIHQP3 Glycosyltransferase 5,016 0,0052 0.0425
TRINITY_DN139466_cl1 g5 M8B338 Glycosyltransferase 10,428 0,0034 0,0318
TRINITY_DN140278 c5 g3 AO0A1D5UWD9 Glycosyltransferase 9,500 0,0021 0,0221
TRINITY_DN141174 c2_g3 C4AMF57 Glycosyltransferase 10,741 0,0001 0,0022
TRINITY_DN141436 _c7_g3 AOAQ77RXS2 Glycosyltransferase 177,000 0,0001 00023
TRINITY_DN19908 c0 g1 C4AMF52 Glycosyltransferase 35,000 0,0046 0,0392
TRINITY_DN115610 c0 g3 F2CZF9 Glycosyltransferase 18,000 0,0019 0,0207
TRINITY_DN138417_cl1 g2 D8L9S9 Glycosyltransferase 5,714 0,0030 0,0287
TRINITY_DN131428 c3 g1 AOA165FYU2 Glutathione S-transferases 3,905 0,0063 0,0488
TRINITY_DN131428 c3_g3 AOA165FYR3 Glutathione S-transferases 4,465 0,0030 0,0289
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Gene ID Uniprot ID Descricao logFC P Value FDR
TRINITY_DN130622_c0 g2 AOA1D6RT39 NADH-CYT b5 reductase 3,807 0,0033 0,0307
TRINITY_DN140198 c1_gl1 AOAOQ3JBR5 NADPH-CYT Puso reductase 24,000 0,0009 0,0121
TRINITY_DN138714 _c0 g1 AOA1D6C890 O-acyltransferase 5,860 0,0042 0,0371
TRINITY_DN112600 cl1l g2 Q5U1I2 Peroxidase 7,787 0,0006 0,0093
TRINITY_DN139408_c4 g2 081525 Peroxidase 11,144 0,0005 0,0084
TRINITY_DN139408_c4 g3 081524 Peroxidase 9,315 0,0001 0,0029
TRINITY_DN101279 cl1 g1 B4F6F0 Peroxidase 6,415 0,0031 0,0293
TRINITY_DN110339 c0 g1 C6ETAS Peroxidase 7,939 0,0003 0,0054
TRINITY_DN120722_c0 g1 AOA251UL54 Peroxidase 28,212 0,0019 0,0207
TRINITY_DN129860_c3_g1 AOA1DBRK35 Peroxidase 11,515 0,0045 0,0384
TRINITY_DN85923 c0 g1l AOA1D6CLA41 Peroxidase 56,000 0,0003 0,0052
TRINITY_DN115541_c0_g1 Q9ATU1 Cytochrome P450 31,062 0,0002 0,0039
TRINITY_DN135634_c3_g3 QYATU1 Cytochrome P450 5,014 0,0002 0,0040
TRINITY_DN135634_c3_g4 Q9ATU4 Cytochrome P450 5,333 0,0001 0,0030
TRINITY_DN140911 c2 gl QYATUG Cytochrome P450 5,876 0,0001 0,0031
TRINITY_DN120423 _c0_g3 R7W8V3 Cytochrome P450 71D11 40,000 0,0003 0,0056
TRINITY_DN125475 cl1 g1 M8A3A2 Glutathione S-transferase 17,448 0,0024 0,0241
TRINITY_DN132421_c0_g1 M8BYL5 Glycosyltransferase 7,309 0,0016 0,0179
TRINITY_DN125769 c0 g1 A0A251UMZ3 Heme peroxidase 38,800 0,0016 0,0185
TRINITY_DN138445 c0 g6 C8YTM5 N-methyltransferase 5,155 0,0003 0,0049
TRINITY _DN132159 cl1 g3 AOA1E5UJAS UDP-glycosyltransferase 87A2 6,540 0,0021 0,0222

DEGs Down-regulated — Biotipo suscetivel (SVA02)
TRINITY_DN128631_c0 g2 V5ZDY?2 Cytochrome P450 -3,503 0,0021 0,0224
TRINITY_DN129556_c1 g2 AOA1D6CIU8 Glutathione peroxidase -1,129 0,0030 0,0286
TRINITY_DN113092_c0 g2 F2CuZ3 Glycosyltransferase -4,672 0,0021 0,0218
TRINITY _DN89430 c2 gl AOA1D5SS62 Glycosyltransferase -3,321 0,0016 0,0179

*DEGs em resposta ao glifosato avaliados em RT-gPCR para validagdo do mecanismo de resisténcia em bibtipos de azevém resistente ao herbicida.
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Recente estudo de transcriptoma com bidtipos de E. indica (L.) Gaertn
evidenciou maior numero de coOpias da EPSPs e aumento na expressdo da
glutationa S-transferase (GST) no bidtipo resistente para amostras foliares coletadas
48 horas apos a aplicacdo (CHEN et al., 2017). De maneira similar, o aumento do
metabolismo em L. rigidum Gaudin. resistente ao herbicida diclofop-methyl foi
atribuido ao aumento da expressao génica de duas citocromos P4s0 € uma glutationa
transferase (GAINES et al., 2014). Além disso, as vias de regulagéo incluem outros
subgrupos que apresentaram reducdo quanto ao valor de Log FC e, identificados no
biétipo resistente (Tabela 6).

Ao todo, 50 DEGs down-regulated foram observadas no bidtipo SVA04 onde
seis DEGs estava relacionada a processos da fotossintese (clorofila a/b) e quatro
DEGs para metabolismo diferencial de carboidratos (dados ndo demonstrados). Em
plantas, a proteina de ligacao da clorofila a/b é um importante complexo de coleta da
luz onde o elétron é capturado e fornecido na forma de energia de excitacdo para os
fotossistemas, permitindo uma absorcdo mais eficiente (XU et al., 2012). J4, o
aumento da atividade da inositol kinase em plantas de A. thaliana L. foi observado
em resposta ao glifosato atuando como um marcador do estresse oxidativo (FOYER,;
NOCTOR, 2011). No entanto, as nossas principais evidéncias sobre 0 mecanismo
de resisténcia do bidtipo de azevém SVAO04 ao glifosato envolvem, possivelmente, a
expressdo de diferentes complexos como citocromo Psso monooxigenase
glicosiltransferases, ABC transcporter e peroxidases relacionadas ao nao local alvo
da enzima EPSPs, que serdo validados em RT-gPCR (Tabela 6). Dessa forma, a
validacdo da expressdo dos genes candidatos usando a RT-gPCR em bidtipos de
azevém suscetivel e resistente ao glifosato é fundamental para determinar o

mecanismo de resisténcia e desenvolver estratégias de manejo.

2.3.5 RT-gPCR dos genes candidatos em resposta ao glifosato.

Os resultados sobre a eficacia das diluicdes do cDNA para determinacao dos
genes estaveis a normalizacdo e expressao relativa (RE) dos genes alvo evidenciou
que a diluicdo mais adequada foi 1:25 (dados ndo amostrados). Para os genes
endogenos candidatos a referéncia, os valores de eficiéncia variaram entre 2,30
para RNA ribossomal 18s (18s) a 2,87 para gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

(GAPDH), sendo considerados adequados para estudos de RT-qPCR (Figura 11).
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Para os genes alvo do transcriptoma, a eficiéncia variou de 1,8 para glutationa a
2,46 para o gene EPSPs nas avaliacdes realizadas usando o pool de amostras dos
bi6tipos de azevém suscetivel e resistente (Tabela 3). Esses resultados prévios sao
essenciais para os estudos de RT-gPCR pois indicam alta precisao e confiabilidade

nas analises.
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Figura 11- Eficiéncia dos genes candidatos a referéncia em bidtipos de azevém
suscetivel (SVA02) e resistente (SVA04) ao glifosato para validacdo em
RT-gPCR. FAEM/UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2019.

A estabilidade (valor M) dos genes candidatos a referéncia para os biétipos de
azevém suscetivel e resistente ao glifosato foi avaliada pelos softwares NormFinder,
BestKeeper e GeNorm e, pelo método comparativo ACt (Figura 12). Os genes de
referéncia mais estaveis nos bidtipos de azevém apds analise pelo software
NormFinder, foram 18s e eEF1As com valores de estabilidade de 2,202 e 3,703
(Figura 12A). Resultados similares para estabilidade destes genes foram obtidos
com o software BestKeeper onde o valor M foi de 0,880 e 3,482 para 18s e eEF1As,
respectivamente (Figura 12B). Ao avaliar a estabilidade pelo método comparativo
ACt e pelo software GeNorm, os resultados evidenciaram maior estabilidade para os
genes 18s e eEF1As (Figura 12C e 12D).

O ranking geral dos melhores genes para normalizacdo foi obtido através da
combinacdo dos algoritmos testados (CHEN et al.,, 2011). Os resultados
evidenciaram que 18s com valor M= 1,0 e, eEF1As, com valor M= 1,682 foram os

dois genes mais estaveis para validacdo dos genes alvos nos bi6tipos de azevém
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suscetivel e resistente usando RT-gPCR (Figura 12E). Todavia, o gene GAPDH foi
considerado 0 menos estavel com valor de estabilidade igual a quatro. Em plantas,
18s é um RNA estrutural componente dos ribossomos citoplasmaticos de eucariotos
e altamente conservados sendo altamente estavel em Solanum tuberosum L. para o
estresse salino e frio (NICOT et al., 2005).
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Figura 12- Estabilidade média de expressdo (M) de acordo com o algoritmo
NormFinder (A), BestKeeper (B), método comparativo ACt (C), GeNorm
software (D) e ranking geral (E) para os genes candidatos a
normalizacdo em bibtipos de azevém suscetivel (SVA02) e resistente
(SVAO4) ao glifosato para validagdo em RT-qPCR. FAEM/UFPel,
Capao do Ledo/RS, 2019.
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Para o gene eEF1As, estudos reportam que esta isoforma pertencente a
subunidade do complexo alfa eEF1 envolvida no alongamento de enzimas
hidrolases e de proteinas actina, sendo considerado o gene mais estavel em L.
perene L. e L. temulentum L. para estudos com diferentes estresses abioticos
(DOMBROSKSI; MARTIN, 2009; LEE et al., 2010). Dessa forma, os genes
candidatos a referéncia 18s e eEF1As foram considerados os mais estaveis e o
primeiro caso relatado para validacdo da expressao génica em biotipos de azevém
suscetivel e resistente ao glifosato a fim de avaliar o mecanismo de resisténcia.

Para peroxidase 1 e inositol kinase houve diminuicdo na expressao relativa do
biétipo resistente apés aplicacdo do glifosato e, auséncia de diferencas no bibtipo

suscetivel em resposta ao herbicida comparado ao controle (Figura 13A e 13B).
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Figura 13- Expresséao relativa dos genes peroxidase 1 (A), inositol kinase (B), ABC
transporter (C) e CYT Paso 71A1 (D) em resposta ao glifosato em
biotipos de azevém suscetivel (SVA02) e resistente (SVA04).

FAEM/UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2019. Letra maiGscula compara o efeito do
herbicida em fungdo do controle pelo teste Duncan (p<0,05) e, letras minusculas,
compara os biétipos entre si. "nao significativo pelo teste t (p<0,05).
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Ao avaliar o gene ABC transporter familia 2 houve regulacdo positiva apos
aplicacdo do glifosato onde os valores de RE foram de 3,8 e 23,9 no biotipo
suscetivel e resistente, respectivamente (Figura 13C). O envolvimento das proteinas
de membrana TIP (Tonoplast Intrinsic Protein) e ABC transporters associadas ao
sequestro vacuolar do glifosato foi reportado como mecanismo de resisténcia em
biétipos de C. canadensis (NOL et al., 2012). Além disso, 0 aumento de expressao
relativa em ambos os biGtipos pode ocorrer devido o envolvimento de outras
proteinas de membrana como analagos de ABC transporters que, juntamente com
as TIPs, sdo constitutivas e podem estar envolvidas no transporte de outras
moléculas conjugadas com a glutationa (PENG et al., 2010; YUAN et al., 2010). De
maneira similar, a andlise de RT-gPCR demonstrou que a RE do gene ABC
transporter familia 2 foi 50% maior em resposta ao glifosato no biétipo de azevém
resistente e, 5 vezes maior quando comparado ao bidtipo suscetivel submetido ao
herbicida (Figura 13C). Para CYT Paso 71A1 ndo foi evidenciado diferenca
significativa no bidtipo suscetivel e resistente em resposta ao herbicida (Figura 13D).

Os resultados para EPSPs evidenciaram que expressao relativa foi superior a
67 vezes no bidtipo suscetivel submetido ao herbicida comparado ao controle sem
aplicacdo (Figura 14A). De maneira similar, para o bidtipo resistente ocorreu
aumento de 8 vezes nos niveis de expressdo do gene EPSPs apds exposicdo ao
glifosato na dose de 2160 g e.a. ha (Figura 14A). Todavia, a RE do biétipo SVA04
em relacdo ao SVAO2 foi 8 vezes superior na auséncia do herbicida, evidenciando
maior expressao do gene EPSPs. Durante a sintese dos aminoacidos aromaticos, a
enzima EPSPs esta envolvida na formacdo do complexo EPSPs-S3P através da
reacdo do chiquimato-3-fosfato (S3P) com a fosfoenolpiruvato (PEP), aumentando
0s niveis em plantas suscetiveis devido inibicdo do complexo da PEP pelo herbicida
(PADGETTE et al., 1995). Entrentanto, esses efeitos ndo foram observados no
bidtipo resistente ao herbicida demonstrando que a inibicdo da enzima ndo ocorreu.
Para CYT Psso 78A3 houve regulacdo negativa em ambos os biotipos de azevém
apos aplicacao do glifosato comparado ao controle sem herbicida (Figura 14B).

Para glicosiltransferase houve aumento significativo nos niveis de expressao
relativa com valores superiores a 400 vezes no bidtipo resistente apds exposi¢do do

herbicida comparado aos demais tratamentos (Figura 14C).
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Figura 14- Expressao relativa dos genes EPSPs (A), CYT Pso 78A3 (B),
glicosiltransferase (C) e glutationa (D) em resposta ao glifosato em
biétipos de azevém suscetivel (SVA02) e resistente (SVAO04).

FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2019. Letra maitscula compara o efeito do
herbicida em funcdo do controle pelo teste Duncan (p<0,05) e, letras mindsculas,
compara os biétipos entre si. "nao significativo pelo teste t (p<0,05).

Em plantas resistentes, as glicosiltransferases sdo enzimas envolvidas na
detoxificacdo de herbicidas na fase Il através da conjugacdo de moléculas a
acucares ou aminoacidos, tornando-as mais hidrofilicas (BOWLES et al., 2005).
Para glutationa, a expressao relativa foi 50 vezes maior no bibtipo suscetivel apds
aplicacdo de 2160 g e.a. ha' do glifosato comparado ao controle sem herbicida
(Figura 14D). Todavia, o nivel de expresséo relativa no bidtipo resistente foi 40%
menor em resposta ao herbicida e trés vezes maior quando comparado ao biétipo

suscetivel (Figura 14D). Em plantas resistentes, as glutationas S-transferases séo
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enzimas multifuncionais envolvidas na conjugacdo de moléculas herbicidas com a

glutationa (fase Il), formando compostos mais polares que podem ser facilmente

transportados ao vacuolo na fase Ill do metabolismo (YUAN et al., 2007).

Para citocromo Paso, proteina detox, ABC transporter familia 4 e peroxidase 2

foram evidenciados aumentos significativos de expressdo relativa no bidtipo

resistente (SVA04) em resposta a aplicacdo do herbicida glifosato comparado ao

tratamento controle (SVA02) sem herbicida (Figura 15).
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A expressao relativa para CYT Paso e proteina detox no biotipo SVAO4 apos
exposicao do glifosato herbicida foram superiores a 280 e 986 vezes comparado a
auséncia do estresse herbicida, respectivamente (Figura 15A e 15B). Os resultados
para os genes ABC transporter familia 4 e peroxidade 2 evidenciaram valores de
expressao relativa superiores a 545 e 142 no biotipo resistente em resposta ao
herbicida comparado ao suscetivel sem herbicida, sendo 14 e 8 vezes maiores
quando comparado ao biotipo resistente na auséncia do herbicida (Figura 15C e
15D). Em plantas, a citocromo Passo pode atuar sobre diversos processos redox da
detoxificacdo herbicida através da hidrélise ou clivagem oxidativa na fase | do
metabolismo (KREUZ et al., 1996). Todavia, 0 metabolismo diferencial tem sido
reportado para um numero limitado de plantas daninhas resistentes ao glifosato,
com degradacdo da molécula a compostos como AMPA, glioxilato e sarcosina
(CARVALHO et al.,, 2012; GONZALEZ-TORRALVA et al.,, 2012a). Em plantas, as
principais vias de degradacdo envolvem a atividade diferencial da enzima glifosato
oxirredutase (GOX) que atua sobre a ligacdo C-N para produzir AMPA (DUKE,
2011). Todavia, o acumulo de AMPA em plantas pode ser fitotoxico e causar efeitos
sobre processos fisioldgicos importantes da planta como reducdo nas quantidades
de glicina, serina e glutamato que afetam a atividade do acido delta aminolevulinico
(ALA) e biossintese da clorofila (REDDY et al., 2008; SERRA et al., 2013).

De maneira similar, as proteinas de detoxificacdo juntamente com outras
enzimas detox atuam de maneira coordenada na clivagem de substancias toxicas
durante a fase Il do metabolismo e no transporte de uma membrana a outra,
auxiliando na sobrevivéncia de plantas daninhas resistentes (YUAN et al., 2007).
Além disso, as etapas de metabolismo do glifosato incluem o sequestro vacuolar em
plantas apos aplicacdo do herbicida através de transporte ativo dependente de
temperatura e aumento na expressao de genes ABC transporters e suas isoformas
(YUAN et al., 2010; SAMMONS; GAINES, 2014).

Para peroxidase, o aumento da expressao relativa demonstra o papel-chave
na protecdo contra o dano oxidativo causado pelo acumulo de perdxido de
hidrogénio em plantas submetidas ao herbicida glifosato. Em plantas suscetiveis, a
inibicdo da EPSPs afeta a fotossintese e quelatos de ions metalicos como ferro (Fe)
e zinco (Zn) importantes para o fotossistema que favorecem o acumulo de espécies
reativas de oxigénio (GOMES et al., 2014). Dessa forma, a analise de transcriptoma

em bibtipos de azevém suscetivel e resistente ao glifosato para avaliar os genes
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envolvidos em resposta ao herbicida, evidenciou regulacdo positiva da citocromo
P450, glicosiltransferase, ABC transporter familia 4 e peroxidase na resisténcia do
biétipo SVAO4 ao glifosato. Além disso, o sequenciamento genémico dos biétipos
gerou um conjunto grande de informacdes sobre outros processos de regulagédo em
nivel molecular e fisiolégico, importantes no desenvolvimento de estratégias de

manejo e, considerado a primeira etapa para o uso como RNA de interferéncia.

2.4 Conclusoes

O screening inicial demonstrou que a resisténcia ao glifosato ocorre em mais
de 44% dos bidtipos coletados do Estado do Rio Grande do Sul.

A curva dose resposta evidenciou que a GRso do bidtipo resistente (SVA04) e
do suscetivel (SVA02) foi de 2275 e 225 g e.a. ha'l do herbicida glifosato,
proporcionando um FR de 10,1.

O sequenciamento em plataforma lllumina HiSegzs00 das 12 bibliotecas gerou
mais de 26,3 bilhdes de pares de bases (bp) sequenciadas e 155,6 milhdes de
leituras montadas com comprimento médio de 311pb.

A analise de transcriptoma evidenciou que 102 e 50 genes foram regulados
positivamente e negativamente no biotipo resistente (SVA04), considerados genes
alvos potenciais envolvidos na resisténcia ao glifosato. Ja para o bi6tipo suscetivel
(SVA02), foram 1623 e 1035 genes regulados positivamente e negativamente,
respectivamente.

Os genes enddgenos 18s e eEF1As foram 0s mais estaveis para avaliacdo da
expressdo génica em RT-gPCR dos bidtipos de azevém suscetivel e resistente
submetidos a aplicacdo do herbicida glifosato.

A analise em RT-gPCR demonstrou que houve aumento significativo nos
niveis de expressdo no bibdtipo de azevém resistente para os genes CYT Paso,
proteina detox, glicosiltransferases, ABC transporter (ABC 2 e ABC 4) e peroxidades
em resposta ao herbicida glifosato aos 24 HAA.



3. CAPITULO Il — Anédlise de transcriptoma em bi6tipos de Lolium multiflorum

Lam. e 0 mecanismo de resisténcia ao glifosato.

3.1 Introducéo

O azevém (Lolium multifiorum Lam.) é uma planta daninha monocotiledénea
de fecundacdo cruzada amplamente adaptada a diversas condigcbes ambientais
(KISSMANN, 2007). A espécie é facilmente encontrada na regido Sul do Brasil
durante o periodo de inverno onde causa reducéo significativa da produtividade em
culturas como o trigo e cevada (VARGAS; ROMAN, 2005). A reducdo da
interferéncia do azevém em cereais de inverno tem sido obtida através do controle
quimico que, alia alta eficacia e baixo custo comparado a outros métodos de
controle (BUSI et al., 2013).

O glifosato é um herbicida néo seletivo amplamente utilizado devido seu baixo
custo, baixa toxicidade e alta eficacia sobre um espectro amplo de plantas daninhas
(GREEN; OWEN, 2011). O controle do azevém com glifosato durante a dessecacao
€ uma pratica realizada pelos agricultores em diversas areas de cultivo e, em sua
maioria, sempre com o0 uso repetido do mesmo herbicida, situacéo que favoreceu o
surgimento de bidtipos resistentes devido a alta pressédo de selecdo. Nos processos
de evolucdo da resisténcia, os herbicidas sdo agentes selecionadores de plantas
daninhas resistentes pré-existentes em uma determinada area, podendo ocorrer
tanto em altas e baixas doses (BUSI et al., 2013). Em plantas, o glifosato é um
potente inibidor da enzima 5-enol-piruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPSs)
localizada no cloroplasto, impedindo a biossintese dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina, tirosina e triptofano, essenciais para o desenvolvimento das plantas e
sintese de proteinas (DUKE; POWLES, 2008; YANNICCARI et al., 2012a).
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A capacidade inerente e herdavel de sobrevivéncia dos bibtipos resistentes
apos a exposicao do herbicida pode ocorrer devido a diferenciacdo genética, visto
que esta caracteristica possibilitou a introducdo e colonizacdo das plantas daninhas
em diversos nichos ecologicos (AGOSTINETTO; VARGAS, 2014). No campo, a
evolucdo da resisténcia envolve diversos fatores ecoldgicos, genéticos e
agrondmicos que podem desencadear no rapido surgimento de bidtipos resistentes
a herbicidas. Embora complexa, a evolucéo da resisténcia requer a combinacdo dos
fatores genéticos e das caracteristicas bioldégicas das populagbes bem como do
conjunto de praticas de manejo que sdo desenvolvidas em um determinado
ambiente (POWLES; YU, 2010; GOULD; BROWN; KUZMA, 2018).

Atualmente, diversos casos de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas
sao reportados ao redor do mundo, com custos anuais superiores a 30 bilhdes de
dolares considerando os efeitos da competicdo sobre a produtividade das culturas e
0 aumento nos custos para controle (GOULD; BROWN; KUZMA, 2018). Para o
herbicida glifosato, sao reportados mais de 300 casos de resisténcia, englobando 43
espécies em mais de 25 paises (HEAP, 2019). No Brasil, o primeiro caso de
resisténcia ao glifosato ocorreu em bibtipos de azevém apos utilizacdo repetida do
herbicida em pomares de maca do Rio Grande do Sul (ROMAN et al., 2004).
Atualmente, os problemas de resisténcia do azevém no Brasil aumentam em torno
de 7% ao ano e, esta presente em area superior a quatro milhdes de hectares
englobando diversas lavouras de trigo, soja e pomares (VARGAS et al., 2016).

A resisténcia de plantas daninhas é resultado da adaptacdo evolutiva de
alguns individuos que pode ocorrer em uma ou mais etapas da acdo do herbicida,
incluindo desde sua absor¢do até o dano celular que podem causar (DEYLE;
JASIENIUK; LE CORRE, 2013). Os principais mecanismos de resisténcia para o
herbicida glifosato incluem a reducdo da absorcdo e translocacdo da molécula,
rapido sequestro para o vacuolo, metabolismo diferencial, muta¢des no local alvo e
superexpressdao da EPSPs (SAMMONS; GAINES, 2014), compensacao e/ou
protecdo ao dano celular (DEYLE; JASIENIUK; LE CORRE, 2013) e, mais recente,
rapida necrose dos tecidos (HARRE; YOUNG; YOUNG, 2018). A avaliacdo dos
mecanismos de resisténcia a herbicidas é considerada uma etapa importante para
elaborar estratégias preventivas de manejo a fim de retardar a evolucdo da
resisténcia, analisando os mecanismos relacionados ao local e ndo local de acéo do
herbicida devido a possibilidade de coexisténcia (AHMAD-HAMDANI et al., 2013).
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Em azevém resistente ao glifosato, alguns trabalhos reportam a ocorréncia de
mutacdo para os aminoacido Prolina na posicdo 106 do gene EPSPs (PEREZ-
JONES et al, 2007; JASIENIUK et al., 2008). Essas mutacOes apresentam
diferengas quanto ao grau de resisténcia devido o decréscimo de afinidade com que
causam a enzima EPSPs. Além disso, o aumento de coépias do gene como
mecanismo de resisténcia foi verificado em populacbes de azevém resistente
encontradas em lavouras do Arkansas (SALAS et al., 2012). A amplificacdo do gene
oferece sitios ativos adicionais para que a fosfoenolpiruvato (PEP) e chigquimato 3-
fosfato possam se ligar normalmente e, continuar a fixacdo de carbono
(FERNANDEZ-MORENO et al., 2017). Outros estudos reportam que a resisténcia do
azevém ao glifosato ocorre devido a reducdo da absorcdo e translocacdo com
menor acumulo de &cido chiquimico quando comparado a bibtipos suscetiveis, sem
gue haja degradacdo metabdlica do herbicida (MICHITTE et al., 2007; NANDULA et
al., 2008). O aumento da metabolizacdo do glifosato para compostos menos e/ou
nao téxicos como &cido aminometilfosfonico (AMPA), glioxilato, sarcosina e
formaldeido s&@o descritos como mecanismo envolvendo o ndo local de acédo
(GONZALEZ-TORRALVA et al., 2014), embora ndo seja frequentemente reportado
para plantas daninhas resistentes ao glifosato (DUKE, 2011). Outros mecanismos
potenciais para o glifosato envolvem menor permeabilidade na membrana, aumento
da atividade de enzimas de detoxificagdo como alfa-ceto redutases (VEMANNA et
al., 2017) e outras do sistema antioxidante como peroxidades e catalases (MAROLI
et al., 2015).

Em plantas de Nicotiana benthamiana Domin. (tabaco) e A. thaliana L., o
aumento de genes homologos da alfa-ceto redutases (AKR) reduziu a sensibilidade
ao glifosato devido o menor acumulo de &cido chiquimico e seu envolvimento em
processos redox (VEMANNA et al.,, 2017). Em plantas de Ambrosia trifida L., o
aumento na expressdo de proteinas alfa-beta hidrolases bem como da enzima
glutationa S-transferase em bidtipos resistentes foram reportados como mecanismo
de resisténcia e causadores de rapida necrose (PADMANABHAN et al., 2016). Além
disso, a avaliacdo de enzimas do complexo antioxidante é importante na
compreensao dos mecanismos de defesa e protecdo de plantas submetidas a
estresse. Em plantas, as principais espécies reativas de oxigénio (EROs) em nivel
celular capazes de causar estresse oxidativo sdo peréxido de hidrogénio (H20:2),
radicais hidroxila (OH") e oxigénio singleto (*O2) (CHOUDHURY et al. 2017). O
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aumento da atividade do sistema antioxidante como superéxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT) e peréxido de hidrogénio (H202) além
de antioxidantes hidrofébicos podem ocorrer em resposta ao estresse a fim de evitar
o dano oxidativo (MITTLER, 2017).

Apo6s aplicacdo do herbicida em plantas, diversos processos fisiologicos séo
afetados e regulados através da expressao diferencial de genes e suas formas de
regulacéo, podendo ser considerada a base principal do mecanismo de resisténcia
envolvido em plantas daninhas resistentes (YUAN et al., 2007). Em recente estudo
com biotipos de Echinchloa colona (L.) Link. resistente ao glifosato, os autores
sugerem uma ampla abordagem com sequenciamento de transcritos a fim de
identificar genes candidatos e estudos complementares para avaliar os possiveis
mecanismos de resisténcia ao herbicida (GOH et al., 2018). De maneira similar, a
complexidade das interacbes moleculares e ambientais requer a utilizacdo de
analises complementares, visto que as abordagens moleculares de forma isolada
nao explicam em sua totalidade os efeitos da resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas (MAROLI et al., 2018a). Dessa forma, a elucidagcdo do mecanismo de
resisténcia envolvido é uma estratégia importante na busca por formas e métodos
capazes de auxiliar na prevencdo e manejo de bibtipos resistentes. O objetivo é
avaliar os mecanismos de resisténcia em bibtipos de azevém suscetivel e resistente

ao glifosato apés andlise de transcriptoma.

3.2 Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo e laboratorio de
biologia molecular pertencentes ao CEHERB/FAEM/UFPel. Os afilhos dos bidtipos
de azevém selecionados para a curva de dose-resposta (SVA02 - suscetivel e
SVAO04 - resistente) oriundos de lavouras do municipio de S&o Valentin-RS (27°35’
S, 54028’ O) foram clonados vegetativamente e utilizados em todos os experimentos
deste capitulo. Cada afilho foi alocado em potes com capacidade volumétrica de
0,75L contendo solo classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo e substrato
GerminaPlant® na proporgéo 2:1.

A correcao da fertilidade foi realizada previamente a mistura com o substrato,
conforme as recomendacgdes para a cultura do trigo (SBCS, 2016). A apresentacéo

dos materiais e métodos especificos de cada experimento estdo descritos abaixo.
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3.2.1 Bioensaio in vivo para quantificacdo do acido chiquimico

A conducéo prévia dos experimentos para o bioensaio in vivo foi realizada em
casa de vegetacao entre o periodo de maio a setembro de 2016. Dois experimentos
foram realizados em delineamento experimental blocos completamente casualizados
com quatro repeticdes biologicas.

O primeiro experimento foi realizado para determinar a melhor época de
coleta para quantificagdo do &cido chiquimico. Os tratamentos foram arranjados em
esquema fatorial (2 x 5), onde o fator A foi composto pelos biétipos de azevém
(SVA02 e SVA0D4) e, o fator B, foram os tempos de coleta do material vegetal (zero,
24, 48, 96 e 192 horas ap0Os aplicacdo - HAA). As plantas foram submetidas a
aplicacdo em estadio de 3-4 folhas utilizando 2160 g e.a. ha do glifosato (Roundup
Original 360 SL, Monsanto- Brasil), maxima dose de registro (AGROFIT, 2018).

No segundo experimento, o material vegetal foi coletado com base no melhor
tempo obtido no ensaio preliminar. Neste estudo, os tratamentos foram arranjados
em esquema fatorial (2 x 8) cujo o fator A testou os biétipos de azevém (SVA02 e
SVAO04) e, o fator B, foi composto pela aplicacéo de oito doses do herbicida glifosato
(zero, 180, 360, 720, 1440, 2880, 5760 e 11520 g e.a. ha). O herbicida foi aplicado
em estadio fenolégico Vs-Va do azevém, com pulverizador costal pressurizado a
COg, equipado com pontas de pulverizagéo do tipo leque 110.02, espacadas 50 cm
entre si e calibrado para proporcionar volume de calda de 120 L ha!. As amostras
foram coletadas nos tempos descritos e, armazenadas em ultrafreezer (-80°C) para
posterior analise em laboratério.

A extracdo do acido chiquimico do tecido foliar proveniente da 42 folha
verdadeira foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Singh e Shaner
(1998), com modificagcdes propostas por Perez-Jones et al. (2007), usando oito
repeticbes experimentais. O ensaio in vivo foi realizado utilizando 50mg do tecido
foliar que foi inserido em recipiente contendo 1000uL de HCI (1,25N), seguido de
agitacdo por 1lmim. As amostras foram congeladas a -20°C e, posteriormente
descongeladas antes de serem submetidas a banho-maria por 45min a 37°C. Duas
aliquotas de 125uL de cada amostra foi adicionada em tubo contendo 1000uL do
tampdao de reacao [acido periodico a 0,25% (p/v) e meta-periodato de sédio a 0,25%
(p/v)]. As amostras foram incubadas em banho-maria por 30min a 37°C, seguido da
adicdo de 1000uL do tampéo (0,6N de NaOH e 0,22M de Na2S0s3). O acumulo de
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acido chiquimico foi mensurado apds resfriamento das amostras em temperatura
ambiente (x10mim) com espectrofotémetro (Ultrospec 2000 UV/Visivel), com leituras
realizadas em comprimento de onda de 380nm (CROMARTIE; POLGE, 2000). A
concentracdo de A&cido chiquimico foi expressa em mg ml! de solugdo e,
determinada através da curva padréo obtida com diferentes concentraces de acido
chiguimico (zero, 20, 40, 60, 80 e 100mg mL™?) diluidas em HCl a 1,25M.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e, posteriormente, submetidos a andlise de variancia (p<0,05). Caso
seja constatada significancia estatistica, realizou-se analise de regressdo para o0s
fatores tempos de coleta do material vegetal e doses do glifosato enquanto que para
o fator bibtipos, foi realizada a comparacdo de médias para mensurar a dose que
proporcionou 50% de acumulo de chiquimato (Iso). A analise de regressao foi
realizada com o auxilio do programa SigmaPlot 12.0 (SIGMAPLOT, 2012),
ajustando-se os dados a equacdo de regressdo do tipo sigmoidal, conforme
proposto por Alarcon-Reverte et al. (2013):

y= al [1 + exp(-(x- xO)/b)]
onde: y= acumulo de chiquimato em mg ml?; x= tempo da coleta ou dose do
herbicida e; a, xo € b= parametros da equacdo em que a refere-se a diferenca entre
0s pontos de maxima e minima da curva, xo € a dose que proporciona 50% de
acumulo do chiquimato e b € a declividade da curva.

Os valores de Iso de cada biétipo foram obtidos a partir dos parametros
gerados das equacdes das curvas e, utilizados para calculo do fator de resisténcia
(FR) do biodtipo resistente. A comparacdo da Iso foi realizada pelo intervalo de
confianga (IC de 95%) descrito no capitulo 1, referente ao estudo de curva dose-

resposta.

3.2.2 Metabolismo do herbicida glifosato com inibidores da citocromo Paso

A metabolizacdo do glifosato foi avaliada em experimento conduzido em casa
de vegetacdo usando o delineamento experimental blocos completamente
casualizado com quatro repeticdes bioldgicas. Os clones vegetativos de cada biétipo
foram alocados em potes plasticos de 0,75L contendo solo e substrato

GerminaPlant® na proporcdo de 2:1. Os tratamentos foram dispostos em esquema
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fatorial utilizando os bidtipos de azevém SVAQ02 (suscetivel) e SVA04 (resistente)
que foram submetidos a aplicacdo dos inibidores da citocromo P4so monooxigenase
malathion e butéxido de piperolina (PBO) isolados ou antecedendo o herbicida
glifosato. A comparacéo do metabolismo diferencial foi realizada para a aplicacéo de
glifosato isolado e testemunha sem aplicacédo, totalizando seis tratamentos. Os
inibidores malathion e PBO, na dose de 500 e 525 g i.a. ha?, respectivamente, foram
aplicados isoladamente 30 minutos antes da aplicacdo do herbicida glifosato na
dose de 2160 g e.a. ha* (YU et al., 2009).

As plantas foram submetidas a aplicacdo dos tratamentos no estadio de 3-4
folhas. A aspersédo dos herbicidas e dos inibidores foi realizada com pulverizador
costal pressurizado a CO2, com ponta de pulverizagdo do tipo leque 110.02,
espacadas a 50 cm, calibrado para aspergir 120 L ha* de calda.

As avaliacOes visuais de controle foram realizadas aos 14 e 28 dias apés a
aplicacao (DAA) e, a massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA), foi avaliada
aos 28 DAA. A avaliacao de controle foi realizada utilizando-se a escala percentual,
onde zero (0%) representou auséncia de injurias e cem (100%) a morte das plantas
(FRANS; CROWLEY, 1986). A MMSPA foi obtida pela coleta do material
previamente submetido a secagem em estufa de circulacéo forcada de ar a 60°C por
72hs, seguido de pesagem em balanca de precisdo com valores transformados para
g plantat.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro
Wilk) e, posteriormente, submetidos a andlise de variancia (p<0,05). Em caso de
significAncia estatistica, foi realizada a comparacdo de médias pelo teste de Duncan

(p<0,05) para os fatores bidtipos e inibidores da metabolizacao.

3.2.3 Superexpresséo e sequenciamento do gene EPSPs

O experimento foi conduzido em laboratorio de biologia molecular usando
material vegetal oriundo de clones vegetativos dos bidtipos de azevém, com trés
repeticdes. O RNA total foi extraido a partir de £100mg de folhas usando o reagente
Trizol (Invitrogen-USA) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A integridade do
RNA extraido foi determinada em eletroforese com gel de agarose a 2% (p/v) e, a

guantidade e qualidade de RNA foi mensurada em eletroforese com gel de agarose
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a 1% (p/v) e nanofotébmetro (NanoDrop™ 2000 - Thermo Scientific) com razdes de
absorbancia de 260/280nm e 260/230nm.

O cDNA foi sequenciado em plataforma Illumina HiSeqzs00 € 0s transcritos
foram usados para a montagem do de novo transcriptoma. A RT-qPCR foi utilizada
para quantificar o nimero de copias gendmicas da EPSPS dos biodtipos de azevpém
em relacdo ao numero de cépias gendbmicas da cinamol-CoA redutase (CCR). Os
primers forward e reverse da EPSPs (F-GCCGAGGAAACAATCAACAT e R-
GCAGGTTTCCGATTGAGAAG) e da CCR (F-CACAGGAGCAGTCAGGGG e R-
CCCGGTCACCTCCAAGTAC) foram obtidos do transcriptoma.

A reacao de amplificacdo foi realizada em LightCycler 480 System, conforme
protocolo j& descrito. As triplicatas foram submetidas a incubagdo com 6,25uL do
reagente LightCycler® 480 SYBR Green | Master Mix (Roche Applied Science),
0,5uL dos primers forward e reverse (10mM), 1uL cDNA (0,2ug) e 4,25uL de agua
DEPC, totalizando 12,5uL da reacdo. O aumento no namero de copias da EPSPs
para cada bidtipo sem aplicacdo do herbicida foi obtido pelo valor de RE=2-(AACT)
onde ACt refere-se a diferenga entre Ctepsps € Ctccr (GAINES et al.,, 2010). Os
resultados foram submetidos a analise de variancia (p<0,05) e, as médias
comparadas pelo teste t (p<0,05).

As sequéncias da EPSPs dos bidtipos de azevém suscetivel e resistente
obtidas do transcriptoma foram submetidas a analise dos quadros de leituras
abertos, usando o programa online ORFfinder. O programa € usado para traducdo
da proteina e identificacdo de todos os quadros de leituras da sequéncia que contém
trechos continuos de cédons (ORF). As ORFs compreendendo todo o gene EPSPs
dos bibtipos de azevém suscetivel e resistente foram alinhadas pelo programa
BioEdit Sequence Alignament Editor Verséo 7.2.6 (HALL, 1999). A ocorréncia de
mutacdes do gene foi comparada com as sequéncias da EPSPs de A. thaliana (L.)
Hevnh (GenBank: CAA29828.1), Lolium multiflorum Lam. (GenBank: DQ153168.2) e
Zea  mays L. (GenBank:  AF349754) depositadas no  GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

3.2.4 Atividade de enzimas antioxidantes

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente ao
CEHERB/FAEM da Universidade Federal de Pelotas, durante o periodo de julho a
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setembro de 2017, em delineamento experimental de blocos completamente
casualizados com quatro repeticdes biolégicas. Os tratamentos foram dispostos em
esquema fatorial (2 x 5) onde o fator A foram os bibtipos de azevém suscetivel
(SVAO02) e resistente (SVA04) e, o fator B, foram os tempos de coleta (zero, 24, 48,
96 e 192 horas ap0Os a aplicacdo) para avaliacdo das enzimas antioxidantes em
resposta ao glifosato.

O herbicida foi aplicado na dose de 2160 g e.a. ha' com pulverizador costal
pressurizado com COz2, equipado com quatro pontas do tipo TTi 110.15, espacadas
a 0,5m e calibrado para aplicar 120L ha! de calda. As enzimas antioxidantes
avaliadas foram ascobarto peroxidase (APX), superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), peroxido de hidrogénio (H202) e espécies reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) nos tempos pré-determinados.

As enzimas antioxidantes APX, SOD e CAT foram avaliadas em 200mg de
amostras oriundas de folhas moidas até p6 fino em almofariz de porcelana na
presenca de nitrogénio liquido e 0,02g de polivinilpolipirrolidona (PVPP). Ao material
macerado foi adicionado 1,5mL da solucdo tampéao (pH=7,8) composto por 100mM
de fosfato de potassio, 0,1mM de EDTA e 20mM de iodo ascérbico e agua ultrapura.
A solucdo mista (amostra + tampéao) foi centrifugada a 14000rpm por 20min a 4°C.

A atividade da SOD foi determinada de acordo com o método adaptado de
Peixoto et al. (1999), na qual baseia-se na inibicdo da reducdo do nitro azul de
tetrazolio (NBT) pelo extrato enzimatico envolvido na formacéo de cromoforo. Neste
ensaio, uma unidade de atividade enzimética (UA) da SOD foi considerada como a
guantidade de enzima necesséria para obter 50% de inibicdo da reducdo do NBT
pela SOD contida no extrato enzimatico. Para a reacdo, 20uL da amostra foi
submetida a 1mL do tampéo fosfato de potassio a 100 mM (pH=7,8), 400uL de
70mM de metionina, 20uL de EDTA a 10mM, 390uL de agua ultrapura, 150uL de
1mM de NBT e 20uL de riboflavina a 0,2mM, totalizando 2mL da mistura. Apds isso,
os tubos foram expostos a uma camara fechada com lampada fluorescente de 15W
por 10min e, a absorbancia, lida em espectrofotometro a 560nm. A amostra controle
foi composta por tubos sem extrato expostos ou ndo a luz. A atividade foi
determinada pelo calculo da quantidade de extrato que inibiu 50% da reacdo NBT e
expressa em UA mg* min-,

Para APX, a atividade foi determinada pelo consumo de H20:2 (coeficiente de

extincdo de 2,9mM cm). A incubacéo foi realizada em tampéo fosfato de potassio a



77

200 mM (pH=7,8) com 100uL de 0,5mM de &cido ascoérbico a 10mM e 780uL de
agua ultrapura que foi submetida a banho maria a 28°C por 30min. A absorbancia foi
lida em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 290nm por 90 segundos,
com leituras realizadas em intervalos de sete segundos. A atividade da CAT foi
determinada pelo consumo de H20:2 (coeficiente de extingdo de 39,4mM cm). A
mistura para reacao foi composta de 1mL do tampéo fosfato de potassio a 200 mM
(pH=7,0), 880uL de &gua ultrapura, 100uL de peroxido de hidrogénio a 250mM e
20uL do extrato. A absorbancia foi lida em espectrofotbmetro com comprimento de
onda de 240nm por 90 segundos, com leituras realizadas em intervalos de sete
segundos (SUDHAKAR; LAKSHMI; GIRIDARAKUMAR, 2001). O célculo da
atividade da CAT e da APX foi considerado em funcdo do decréscimo de uma
unidade de absorbancia e, os valores foram expressos em UA mg™* min.

O dano celular nos tecidos foi determinado pelo contetdo de H202 e TBARS
via acumulo de malonilaldeido (MDA) (HEATH; PACKER, 1968). As analises foram
avaliadas utilizando 0,2g do tecido foliar moidos em pistilo com nitrogénio liquido,
homogeneizados em 2mL de acido tricloroacético a 0,1% (p/v) e centrifugados a
14000 rpm por 20min. Apds isso, foi adicionado 0,2mL do sobrenadante a 0,8mL do
tampéo fosfato 10mM (pH=7,0) e 1mL de iodeto de potassio a 1M. A solucéo foi
mantida por 10min a temperatura ambiente e a absorbéancia lida a 390nm. A
quantificacdo de H20:2 foi avaliada em funcéo da concentracdo de H202 determinado
através da curva padrdo com valores expressos em mmol g de massa fresca.

A determinacdo de TBARs foi realizada com aliquotas de 0,5mL do
sobrenadante apds adicdo em 1,5mL de &cido tiobarbittrico (TBA) a 0,5% (p/v) e
acido tricloroacético 10% (p/v), seguido de incubacdo a 90°C por 20min. A reacéo foi
interrompida em gelo por 10min e a absorbéncia lida a 532nm, descontando-se a
absorbéancia ndo especifica a 600nm. Os dados obtidos foram analisados quanto a
normalidade (teste Shapiro-Wilk), posteriormente submetidos a analise de variancia
(p<0,05) e, em caso de significancia estatistica, as médias foram comparadas

atraves de analise de regressao para os fatores tempos de coleta.

3.3 Resultados e discusséao

A apresentacdo dos resultados e discussdo de cada experimento estédo

descritos abaixo, seguindo a sequéncia descrita nos materiais e métodos.
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3.3.1 Bioensaio in vivo para quantificacdo do acido chiquimico

A analise de variancia evidenciou efeito significativo para acumulo do acido
chiquimico entre os biétipos de azevém e tempos de amostragem bem como para as
doses do herbicida glifosato, com ajuste satisfatério dos dados ao modelo de
regressdo sigmoidal, considerando os valores do coeficiente de determinacéo (R?)
superiores a 0,85 em todas as curvas (Figura 16 e 17).

A avaliacdo dos niveis basais do chiquimato antes da aplicagdo do glifosato
na dose de 2160 g e.a. hal nos bidtipos de azevém suscetivel e resistente
evidenciou valores médios de 9,45mg mL?, sendo estatisticamente iguais (Figura
16). Resultados similares foram encontrados para o acumulo de &acido chiquimico
em plantas suscetiveis e resistentes de L. multiflorum Lam., previamente ao
tratamento com glifosato (JASIENIUK et al., 2008).

100
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Figura 16- Acumulo de &acido chiquimico (mg mL™t) em biétipos de azevém
suscetivel (SVA02) e resistente (SVA04) avaliado nos tempos zero, 24,
48, 96 e 192 horas apos aplicacdo do herbicida glifosato na dose de
2160g ea. hal. FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2019. Os pontos

representam os valores médios das repeticdes e as barras, os respectivos intervalos
de confian¢a da média de cada tempo.

Para as avaliagcOes realizadas apos a aplicacdo do herbicida, os resultados
demonstraram que o acumulo maximo de &cido chiquimico nos bibtipos suscetivel e
resistente foi de 81,06 e 30,10 mg mL™* que ocorreu 192 e 48 HAA, respectivamente

(Figura 16). O menor acumulo de chiquimato observado no biGtipo resistente
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comparado ao suscetivel pode ocasionar menor inibicdo da enzima EPSPs,
evidenciando a necessidade de doses maiores do herbicida glifosato para
proporcionar niveis semelhantes de controle. Resultados similares foram reportados
em plantas suscetiveis de E. colona (L.) Link. e L. rigidum Gaudin. onde o acumulo
de chiquimato foi duas vezes maior comparado as plantas resistentes ao glifosato
(ALARCON-REVERTE et al., 2013; FERNANDEZ-MORENO et al., 2017).

Para a avaliacdo realizada 24 HAT com glifosato, o acumulo do acido
chiquimico néo diferiu estatisticamente entre os biétipos, evidenciando que na fase
inicial de acdo do herbicida os processos de absorcdo e translocacdo estdo
ocorrendo de forma similar (Figura 16). Todavia, os resultados evidenciaram que o
acumulo de chiquimato no bidtipo resistente ndo aumentou nos demais periodos
avaliados quando comparado ao bi6tipo suscetivel onde os niveis basais foram
320% superior na avaliacdo aos 96 HAT (Figura 16). Resultados similares foram
encontrados em L. rigidum Gaudin. resistente ao glifosato onde o acumulo de
chiquimato entre biGtipos suscetivel e resistente ndo diferiu estatisticamente na
avaliacdo 24HAT e, foi 250% superior no suscetivel para analise realizada 96HAT
(FERNANDEZ-MORENO et al., 2017). De maneira similar, em L. perene L. o
acumulo de &cido chiquimico foi menor para biotipos resistentes ao glifosato aos 72
HAT (YANNICCARI et al., 2012b). Elevado acumulo de acido chiquimico resulta em
maior inibicdo da enzima EPSPs em plantas e reducdo nos valores de Cso e GRso
(GAINES et al.,, 2010; FERNANDEZ et al., 2015). A reducdao no acumulo de
chiguimato pode indicar absorcdo e/ou translocacdo do glifosato mais lenta
(POWLES; PRESTON, 2006). Além disso, o0 herbicida néo é totalmente excluido do
local alvo devido a presenca do acido chiquimico na enzima alvo, indicando que
EPSPs pode ser parcialmente inibida pelo herbicida (PEREZ-JONES et al., 2007).

Ao avaliar o acumulo de &cido chiguimico nos biétipos de azevém suscetivel e
resistente submetidos a diferentes doses do herbicida glifosato, os resultados
evidenciaram maior acumulo no bibtipo suscetivel independente da dose utilizada
comparado ao bibtipo resistente (Figura 17). Em A. palmeri S. Wats,
independentemente da dose de glifosato, o acumulo de chiquimato em plantas
suscetiveis foi maior comparado aos resistentes (MOHSENI-MOGHADAM;
SCHROEDER; ASHIGH, 2013). Para a dose de 720 e 1440 g e.a. ha* do glifosato, o

acumulo de chiquimato foi 252 e 173% menor no biotipo resistente, respectivamente.
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Todavia, os niveis de chiquimato para doses de superiores a 5160 g e.a. ha? foi

apenas 17% menor no bidtipo resistente.
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Figura 17- Acumulo de &acido chiquimico (mg mL?) em biétipos de azevém
suscetivel (SVA02) e resistente (SVA04) em funcdo de diferentes
doses do herbicida glifosato avaliado 48 horas apds aplicacao.

FAEM/UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2019. Os pontos representam os valores
médios das repeti¢des e, as barras, 0s respectivos intervalos de confianga da média
de cada tempo.

Tabela 7- Valores de Iso com o intervalo de confiangca (IC de 95%) e fator de
resisténcia (FR) de bidtipos de azevém suscetivel e resistente
submetidos a diferentes doses do glifosato. FAEM/UFPel, Capdo do
Ledo/RS, 2019.

1

50 Fator de resisténcia?

Biotipos g ea hat IC 95% (FR)
Suscetivel (SVA02) 182,5 163,17 - 201,85 i
Resistente (SVA04) 1275,73 1153,40 - 1398,06 7,0

s0 = dose necesséria para inibir 50% o acimulo de chiquimato.
2FR obtido pela divis&o do valor Iso do resistente pelo Iso do bidtipo suscetivel.

Os resultados evidenciam a necessidade de doses maiores para que 0S
niveis de chiquimato sejam similares entre biotipos suscetiveis e resistentes, visto
que lIso foi de 182,5 e 1275,7, respectivamente, resultando em FR de sete vezes ao
comparar os valores de Iso (Tabela 7). Com base nos valores de Iso para acimulo de
chiguimato, populacdes resistentes de E. colona L. e E. indica (L.) ao glifosato
apresentaram valores quatro a oito vezes menores comparado a plantas suscetiveis
(ALARCON-REVERTE et al., 2013; MOLIN; WRIGHT; NANDULA, 2013).
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Altos niveis de resisténcia ao glifosato aliados e ao menor acumulo de acido
chiguimico em bidtipos resistentes pode resultar do envolvimento de mais de um
mecanismo de resisténcia (ndo local e/ou local alvo de a¢édo), como j& demonstrado
em espécies gramineas de plantas daninhas (MICHITTE et al., 2007; CARVALHO et
al., 2012; FERNANDEZ et al., 2015). Resultados recentes obtidos para biotipos de L.
rigidum Gaudin. coletados em campos de oliveira reportaram que a resisténcia ao
glifosato envolvia menor absor¢cdo da molécula seguido de reduc¢do no acumulo de
chiguimato e aumento da metabolizacdo do glifosato (FERNANDEZ-MORENO et al.,
2017). Dessa forma, compreender os processos bioquimicos e fisiolégicos bem
como 0s demais possiveis mecanismos que ocorrem em bibtipos de azevém
resistentes e suscetiveis ao glifosato sdo importantes no sentido de desenvolver
estratégias eficazes para manejo da resisténcia aos herbicidas.

3.3.2 Metabolismo do herbicida glifosato com inibidores da citocromo Paso

A analise de variancia evidenciou interacdo significativa entre os fatores para
todas as épocas avaliadas e para a massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA)
(Tabela 8). O herbicida glifosato aplicado de forma isolada ou associado aos
inibidores malathion ou PBO proporcionaram controle acima de 97% aos 14 DAA no
bi6tipo suscetivel. Ao comparar o controle no bibtipo resistente, foi observado
fitotoxicidade de 56% para aplicacdo isolado do herbicida, n&o diferindo
estatisticamente dos valores obtidos para o uso associado do glifosato com os
inibidores da citocromo P4so monooxigenase aos 14 DAA (Tabela 8).

Em plantas, estas enzimas estdo envolvidas em diversas funcdes fisiologicas
onde sd@o as principais responsaveis na metabolizagdo de xenobidticos através de
reacgOes redox, conferindo seletividade ou tolerancia a herbicidas (POWLES; YU,
2010). Resultado similar foi reportado aos 28 DAA, onde os niveis de controle foram
estatisticamente semelhantes no biotipo resistente submetido a aplicagdo do
glifosato isolado ou associado aos inibidores malathion e PBO (Tabela 8). Em
plantas, o malathion estd4 envolvido na liberagcdo do enxofre da Paso, inibindo sua
acao nos processos de detoxificacdo (WERCK-REICHHART; HEHN; DIDIERJEAN,
2000) enquanto que o PBO atua no metabolismo oxidativo do grupo metileno da
citocromo Paso, levando a formagéo de carbono e de um complexo irreversivel com
grupo heme-ferro da enzima Psso (FEYEREISEN, 1999).
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Tabela 8- Controle (%) aos 14 e 28 dias ap0s aplicacdo (DAA) e massa da matéria
seca da parte aérea (MMSPA em gramas planta') de bidtipos azevém
suscetivel (SVA02) e resistente (SVA04) submetidos a aplicacdo de
herbicida glifosato isolado ou antecedido em trinta minutos da aplicacao
dos inibidores do citocromo Psso monooxigenase (malathion e PBO) e
testemunha sem aplicacdo. FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 20109.

Tratamento 14 DAA -
Suscetivel (SVA02) Resistente (SVA04)

Malathion 2,7 Ba 0,7 Ba
PBO 2,3 Ba 0,0 Ba
Glifosato 98 Aa 56 Ab
Glifosato+Malathion 99 Aa 52 Ab
Glifosato+PBO 98 Aa 55 Ab
Controle 0,0 Ba 0,0 Ba
C.V. (%) 11,54

Tratamento 28 DAA

Suscetivel (SVA02) Resistente (SVA04)
Malathion 0,2 Ba 0,0 Ca
PBO 0,4 Ba 0,0 Ca
Glifosato 100 Aa 59 Bb
Glifosato+Malathion 100 Aa 71 Ab
Glifosato+PBO 100 Aa 74 Ab
Controle 0,0 Ba 0,0 Ca
C.V. (%) 8,76
MMSPA (g plantat)

Tratamento Suscetivel (SVA02) Resistente (SVA04)
Malathion 1,78 Ab 2,15 Aa
PBO 1,76 Ab 2,10 Aa
Glifosato 0,22 Bb 0,82 Ba
Glifosato+Malathion 0,20 Ba 0,31 Ca
Glifosato+PBO 0,21 Ba 0,33 Ca
Controle 1,85 Ab 2,12 Aa
C.V. (%) 14,07

*médias seguida de mesma letra mindscula (na linha) e de mesma letra mailscula (na coluna) nao
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p<0,05). "= n&o significativo (p<0,05).

Como ja evidenciado para o acumulo de chiquimato, estes resultados
demonstraram que ha inibigcdo parcial da enzima mesmo para a aplicagdo isolada do
glifosato. Todavia, o0 uso de inibidores potencializou a agéo do herbicida conforme foi
evidenciado para a MMSPA onde o uso do glifosato com malathion ou PBO reduziu
em mais de 80% a massa seca e mais de 50% quando comparado ao uso isolado
do herbicida (Tabela 8). Diversos estudos relatam o papel do citocromo Paso como
mecanismo de resisténcia em resposta a herbicidas devido a detoxificacdo através
da clivagem de moléculas usando elétrons do NADPH como agente redutor (DEYLE,
2013; GAINES et al., 2014; DUHOUX et al., 2015).
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Para o glifosato, a metabolizacdo do herbicida para compostos ndo e/ou
menos téxicos € pouco reportada como mecanismo de resisténcia e, inclui a
transformacdo da molécula para metabdlitos como AMPA, glioxilato, sarcosina e
formaldeido (DUKE et al., 2011; GONZALEZ-TORRALVA et al., 2014). Resultados
encontrados em L. rigidum Gaudin. (FERNANDEZ-MORENO et al., 2017) Conyza
canadensis (L.) Crong. (GONZALEZ-TORRALVA et al., 2012a), Sorghum halepense
L. (CARVALHO et al., 2012) e Parthenium hysterophorus L. (BRACAMONTE et al.,
2016) reportaram aumento do metabolismo ao glifosato a compostos ndo téxicos
como mecanismo de resisténcia com producdo de AMPA como principal metabdlito
e com niveis até nove vezes maiores em biétipos resistentes.

O aumento do metabolismo do glifosato pode ocorrer através da acdo de
outras enzimas de detoxificacdo como glycosyltransferases, glutationa-S-transferase
e ABC transportadores que estdo envolvidas na transformacdo da molécula ou
sequestro para locais ndo alvo da enzima (YUAN et al., 2007; DELYE, 2013). Em
bi6étipos de C. canadensis (L.) Crong. resistente ao glifosato foi observado rapido
sequestro ao vacuolo (<24HAA) como mecanismo de resisténcia onde houve
superexpressao de ABC transportadores que reduziram o transporte via floema do
herbicida (GE et al., 2011). De maneira similar, os resultados do transcriptoma
evidenciaram aumento na experssao relativa de ABC transportadores para o biotipo
de azevém resistente, demosntrando a possibilidade de haver compartimentalizacéo
do glifosato no vacuolo. Os niveis de controle e de reducdo de MMSPA observados
nesse estudo indicam um possivel envolvimento dos complexos enzimaticos da Paso
na resisténcia de azevém ao herbicida glifosato, comprovando parcialmente a

hipotese que ha mais de um mecanismo de resisténcia envolvido.

3.3.3 Superexpresséao e sequenciamento do gene EPSPs

A analise em RT-gPCR quanto ao numero de copias da EPSPs dos biotipos
suscetivel e resistente em relagcdo a CCR néo evidenciou superexpressao da EPSPs
(Figura 18). No entanto, a ocorréncia de superexpressdo da EPSPs ocasiona
elevado nivel de resisténcia e, considerado um dos principais mecanismos
envolvidos na sobrevivéncia de plantas daninhas resistentes ao glifosato (SALAS et
al., 2012; SAMMONS; GAINES, 2014; CHEN et al., 2015).
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Figura 18- Numero de cépias da EPSPs:CCR dos bidtipos de azevém suscetivel
(SVA02) e resistente (SVA04) ao herbicida glifosato. FAEM/UFPel,
Capao do Ledo/RS, 2019.

Um fragmento com 1168 e 1101pb do gene EPSPs englobando todas as
regides conservadas foi obtido a partir do RNA dos bi6tipos de azevém suscetivel
(SVAO02) e resistente (SVA04) ao herbicida glifosato. A regido sequenciada incluiu os
dominios conservados do gene EPSPs onde foram reportados pontos de mutacao
em biétipos de L. mutiflorum Lam. e L. rigidum Gaudin. resistentes a herbicidas
inibidores da EPSPs (GAINES; HEAP, 2018). A sequéncia parcial da EPSPs nos
biétipos de azevém suscetivel e resistente (SVA02 e SVA04) ndo evidenciou
mutacOes da Tirosina e Prolina nas posi¢coes 102 (Thr-102) e 106 (Pro-106) do gene,

respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9- Sequéncia parcial do gene EPSPs dos biotipos de L. multiflorum Lam.
suscetivel (SVA02) e resistente (SVA04) ao herbicida glifosato.
FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2019.

Posicéo 100 101 102 103 105 106 107 ... 366 367 368

Sequéncia GCT GGA ACT GCG CGG CCA TIG .. CAT TGC GAT
Traducéo A G T A R P L I C T
A. thalianal A G T A R P L - I (o T
L.multiflorum? A G T A R P L - | C T
Suscetivel A G T A R P L - | C T
Resistente A G T A R P L - I R T
Z. mays® A G T A R P L - I R T

1Sequéncia da EPSPs em Arabidopsis thaliana (GenBank: CAA29828.1);2 Sequéncia da EPSPs em
Lolium multiflorum (GenBank: DQ153168.2); 3Sequéncia da EPSPs em Zea mays (GenBank:
AF349754). As letras dentro da tabela referem-se a traducdo dos aminoacidos Alanina (A), Glicina
(G), Treonina (T), Metionina (M), Arginina (R), Leucina (L), Isoleucina (I) e Cisteina (C).
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Em plantas daninhas resistentes ao glifosato, a ocorréncia das muta¢des Thr-
102 por Isoleucina em E. indica (L.) Gaertn. e na Pro-106 por Treonina, Serina, Leucina
ou Alanina tendem a causar moderado nivel de resisténcia ao herbicida (GAINES;
HEAP, 2018; SAMMONS; GAINES, 2014). Resultado similar foi encontrado para L.
multiflorum Lam. resistentes ao glifosato oriundo de lavouras da Espanha onde a
substituicdo do aminoacido Prolina para Serina (Pro-i06-Ser) do gene da EPSPs
juntamente com a menor translocacdo do herbicida, conferiu moderado nivel de
resisténcia (FR<5) em todos os bidtipos resistentes avaliados (GONZALEZ-
TORRALVA et al., 2012b). Todavia, em recente estudo com biotipos de E. indica (L.)
Gaertn. foi reportado que a substituicdo dupla de aminoacidos nas posicées Thr-102 €
Pro-106 (TIPS) para Isoleucina e Serina conferindo elevado grau de resisténcia ao
herbicida glifosato (YU et al., 2015).

MutacBes de ponto afetam a conformacao estrutural do gene EPSPs e o
acoplamento do herbicida devido a reducao da afinidade da enzima com a por¢ao
fosfatada do glifosato e menor interacdo com as forgas hidrofobicas existentes entre
o fosfoenolpiruvato (PEP) e herbicida (PRIESTMAN et al., 2005). A reducéo da
afinidade da PEP foi demonstrada através de experimentos in vivo com biétipos de
E. indica (L.) Gaertn. onde as mutacbes TIPS acarretaram em elevado nivel de
resisténcia (YU et al., 2015). Além disso, a sequéncia analisada da EPSPs
evidenciou alteracdo de aminoacido Cisteina por Arginina na posicdo 367 (Cys-
367Arg) do gene no bibtipo resistente devido a troca do cdédon TGC para CGT
comparado ao biétipo suscetivel e alinhamento com as sequéncias de L. multiflorum
Lam. e A. thaliana L. (Tabela 9).

Estruturalmente, a cisteina € um aminoacido polar encontrada em proteinas e
na glutationa onde difere da arginina pela presenca de um grupo tiol na cadeia
lateral que possui carater nucleofilico e, importantes na estabilidade celular e
resisténcia a protedlise (BURNS; OLSZOWY; CIBOROWSKI, 2016). Todavia, a
ocorréncia do aminoacido Arginina na posicdo 367 do gene corrobora com a
sequéncia da EPSPs alinhada em Zea mays L. (Tabela 9). Resultados similares
foram obtidos para o alinhamento de L. multiflorum Lam. de populagbes do
Arkansas-EUA onde foi encontrada uma mutacdo Cys-ss7Arg no bidtipo resistente e

suscetivel, indicando nao conferir resisténcia ao glifosato (SALAS et al., 2012).
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3.3.4 Atividade das enzimas antioxidantes

Os resultados ndo demonstraram a necessidade de transformacao dos dados
e, a analise de variancia evidenciou efeito significativo para as enzimas
antioxidantes APX, CAT, SOD, H202 e TBARs entre os fatores biotipos de azevém
suscetivel e resistente submetidos ao glifosato e tempos de amostragem (Figura 19,
20 e 21). Recentemente, a protecdo contra os danos oxidativos subsequentes a
acdo do herbicida também pode desempenhar um papel importante como
mecanismo de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas relacionados ao nao
local alvo de acdo (DEYLE et al., 2013). O papel das enzimas antioxidantes em
situacbes de estresse € controlar o acimulo de EROs e limitar o dano oxidativo
(SHARMA et al., 2012).

Para APX, a atividade da enzima apés exposicado ao glifosato foi 50 vezes
superior no biotipo resistente aos 24HAA e 100 vezes maior na avaliacdo realizada
48 HAA quando comparado com o bibtipo suscetivel (Figura 19A). Para atividade da
enzima catalase, os resultados demonstraram comportamento similar entre os
biétipos nas avaliacfes realizadas até 96HAA (Figura 19B). Todavia, a atividade da
catalase no bibtipo resistente (SVA04) foi 60% superior aos 192HAA comparado ao

biétipo suscetivel (Figura 19B).
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Figura 19- Atividade das enzimas antioxidantes APX (A) e CAT (B) nos biotipos de
azevém suscetivel (SVA02) e resistente (SVA04) em resposta ao
herbicida glifosato na dose de 2160 g ea. ha! avaliado em diferentes

tempos apds aplicagdo. FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2019. Os
pontos representam os valores médios das repeticfes e, as barras, séo 0s respectivos
intervalos de confianga da média dos tratamentos no tempo (p<0,05).
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Em plantas expostas a estresse, a APX possui varias isoformas enzimaticas
de regulacdo encontradas no citosol, mitocéndrias, peroxissomos, cloroplastos e
parede celular atuando na detoxificacdo do peréxido de hidrogénio usando
ascorbato como substrato (DABROWSKA et al., 2007; BHATT; TRIPATHI, 2011).
Resultados recentes em plantas de trigo e arroz evidenciaram aumento da atividade
de enzimas APX e catalase ap0s exposicao a herbicidas (AGOSTINETTO et al.,
2016; 2019). Além disso, a inibicdo da enzima EPSPs em plantas suscetiveis causa
0 bloqueio da biossintese de aminoacidos e afeta demais processos fisiol6gicos
através da producédo de EROs que causam danos celulares e morte de plantas.

A neutralizacdo de moléculas citotdxicas geradas pela acdo de herbicidas foi
constatada em biétipos resistentes de Ambrosia myosuroides Huds. para herbicidas
inibidores da enzima acetil-CoA carboxilase (ACCase) onde houve aumento
significativo para atividade de peroxidases, conferindo protecdo contra o dano
oxidativo (CUMMINS; BRYANT; EDWARDS, 2009). A conversdo do perdxido de
hidrogénio em oxigénio e a4gua pela enzima catalase envolve a presenca de um
grupo heme no sitio ativo, que impede a formacdo do radical hidroxila e outros
compostos téxico produzidos na fotorrespiracdo e B-oxidacdo de acidos graxos. Em
plantas superiores, a catalase esta localizada nos peroxissomos, mitocondrias,
citosol e cloroplasto sendo considerada uma das enzimas mais efetivas na
degradacéo de altas concentracdes de H202 devido a alta afinidade com o substrato
a fim de manter o nivel basal atéxico (MHAMDI et al., 2010).

Para a enzima SOD, os resultados nos bibtipos de azevém suscetivel e
resistente apos aplicacdo do glifosato, evidenciaram atividade da enzima similar ao
longo do periodo avaliado e, superior para o biotipo suscetivel aos 48HAA (Figura
20A). Para peroxidase, foi constatada diferenga estatistica significativa entre os
biétipos em todos os tempos onde a maxima atividade da enzima no bibtipo
resistente ocorreu 48 HAA enquanto que, para o biétipo suscetivel, a atividade da
enzima peroxidase aumentou significativamente até 192HAA (Figura 20B). O
aumento de EROs em plantas sob estresse tem sido relatado como uma via de
sinalizacdo para ativagao dos sistemas de defesa. A aumento da SOD foi reportado
em plantas de milho como um mecanismo de defesa celular limitando a formacéo de

H20:2 e radicais livres para tolerancia ao déficit hidrico (MALLIK et al., 2011).
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Figura 20- Atividade das enzimas antioxidantes SOD (A) e H202 (B) nos biétipos de
azevém suscetivel (SVA02) e resistente (SVA04) em resposta ao
herbicida glifosato na dose de 2160 g ea. ha? avaliado em diferentes

tempos apds aplicacdo. FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2019. Os
pontos representam os valores médios das repeticfes e, as barras, sdo os respectivos
intervalos de confianga da média dos tratamentos no tempo (p<0,05).

O aumento na atividade das enzimas antioxidantes SOD, APX e glutationa-S-
transferase devido ao aumento do H202 foi demonstrado em plantas de arroz
expostas ao glifosato em resposta ao estresse oxidativo (AHSAN et al., 2008).
Todavia, plantulas de A. thaliana L. expostas ao glifosato apresentaram menor
atividade da SOD quando expostas a 20uM de glifosato e aumento significativo na
atividade da APX e catalase, demonstrando que outras enzimas do estresse
oxidativo envolvidas no metabolismo podem compensar os efeitos negativos da
H20:2 e proteger do dano celular (FREITAS-SILVA et al., 2017).

As peroxidases sdo enzimas envolvidas em varios processos biolégicos onde
atuam na clivagem do H202 devido a presenca de um grupo heme ou aminoacido
(cisteina) como cofator, conferindo protecdo contra o dano oxidativo (MITTLER,
2017). Aumento significativo na atividade da peroxidase foi demonstrado em plantas
de Arachis hypogaea L. (amendoin) submetidas a 720 g e.a. ha! de glifosato como
mecanismo de defesa em resposta ao acumulo de H20:2 e peroxidacao de lipideos
(RADWAN; FAYEZ, 2016).

Ao avaliar a atividade de TBARs, os resultados demonstraram diferenca
estatistica significativa entre os bidtipos com acumulo de MDA sete vezes maior no
bidtipo suscetivel (SVA02) comparado ao resistente (SVA04) aos 192 HAA (Figura
21). Em plantas, o acumulo de MDA é um forte indicativo da ocorréncia de
peroxidacdo lipidica das células e tecidos em resposta ao estresse oxidativo
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(GUNES et al., 2007). De maneira similar, o menor acumulo de MDA foi reportado
em bidtipos de A. palmeri S. Watson resistentes ao glifosato apés aplicacdo do
herbicida, indicando que o aumento na atividade de enzimas antioxidantes podem
ser contribuir na clivagem de EROs e protecéo celular (MAROLI et al., 2015).

Em plantas, a peroxidacdo lipidica induzida pelo glifosato € um processo
conhecido que pode causar danos a integridade celular. Além disso, o aumento das
EROs causa efeitos sobre processos fotossintéticos com reducdo no contetdo de
clorofila, eficiéncia fotoquimica e metabolismo do carbono (GOMES et al., 2014).
Resultados recentes demonstraram elevada producdo de radicais livres e
peroxidacao lipidica em plantas de A. palmeri S. Watson suscetiveis ao glifosato

devido a inibicao do ciclo de Krebs e da rota das pentoses (MAROLI et al., 2015).

Vo= 960,40 [ 1 + expt*-T521824 - p2o gg
14— ——  y =207/ 1+exp 19140460 R*=0,89

Horas apds aplicacao do glyphosate
Figura 21- Atividade de TBARs nos bi6tipos de azevém suscetivel (SVA02) e
resistente (SVA04) em resposta ao herbicida glifosato na dose de 2160
g e.a. ha! avaliado em diferentes tempos apds aplicacdo.

FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2019. Os pontos representam os valores
médios das repeticbes e, as barras, sdo os respectivos intervalos de confianca da
média dos tratamentos no tempo (p<0,05).

O aumento da atividade antioxidante em plantas resistentes expostas a
herbicidas pode acarretar em menor formacdo de EROS e limitado dano celular
(DEYLE et al., 2013). Além disso, outros marcadores ndo enziméaticos do estresse
oxidativo como inositol, ascorbato e serina podem apresentar atividade aumentada
em resposta ao glifosato (SERRA et al., 2013; FOYER; NOCTOR, 2011).
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A abordagem molecular com transcriptoma e a analise complementar in vivo
dos mecanismos de resisténcia ao glifosato em bidtipos de L. multiflorum Lam.
foram importantes para avaliacdo das alteragbes relacionadas ao local alvo e ndo
local de acdo. Para o biotipo resistente (SVA04), os resultados evidenciaram menor
acumulo de chiguimato, aumento parcial do metabolismo herbicida e na atividade
das enzimas antioxidantes APX, H202 e TBARs comparado ao biotipo suscetivel

apos aplicagdo do herbicida glifosato (Figura 22).

l Etapas entre a aplicacéo do glifosato e acé@o herbicida em bidtipos de azevém
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Figura 22- Esquema simplificado sobre os mecanismos de resisténcia envolvidos na
sobrevivéncia do bidtipo de azevém SVA04. FAEM/UFPel, Capéao do
Le&o/RS, 2019.

O entendimento dos aspectos relacionados ao metabolismo e a adocao de
outras praticas de manejo para bidtipos resistentes como a avaliacdo da viabilidade
das sementes no banco do solo, utilizagdo de culturas com potencial supressor,
controle fisico e/ou mecéanico, herbicidas para inviabilizagdo de sementes com
herbicidas sao ferramentas que devem ser compreendidas e, importantes para evitar

a evolucao da resisténcia e garantir viabilidade econémica e sustentavel ao produtor.



91

3.4 Conclusoes

O acumulo de chiguimato do biétipo de azevém SVA04 foi menor comparado
ao SVAO02 com Iso de 1275 e 182 g e.a. hal, respectivamente.

O bidtipo resistente (SVA04) apresentou metabolizacdo diferencial parcial ao
herbicida glifosato através dos inibidores malathion e PBO do complexo enzimatico
da Pss0 monooxigenase com niveis de controle superiores e reducdo da MMSPA
comparada a aplicagéo isolada do herbicida.

A sequéncia do gene EPSPs obtida do transcriptoma néo evidenciou aumento
no numero de copias do gene. Além disso, verificou-se auséncia de alteracdes de
aminoécidos para as posi¢des Thr-102 € Pro-106 no biétipo resistente (SVA04).

Uma mutacdo na posicdo 367 do gene resultando na substituicdo do
aminoéacido Cisteina por Arginina (Cysse7-Arg) foi encontrada, sem apresentar
envolvimento na resisténcia do bidtipo resistente ao glifosato.

As enzimas antioxidantes APX, H202 e TBARs apresentaram atividade
diferencial no biotipo resistente (SVA04) comparado ao biétipo suscetivel (SVA02)

apos exposicdo de 2160 g ea. hat de glifosato.



4. CAPITULO IIl — Praticas de manejo para supresséo e reducdo do banco de
sementes de Lolium multifflorum Lam. resistente ao herbicida

glifosato.

4.1 Introducao

As plantas daninhas sdo consideradas agentes do estresse que competem
com as culturas por recursos limitantes e essenciais ao desenvolvimento, causando
danos econémicos e reducdo do potencial produtivo (AGOSTINETTO et al., 2008).
No Brasil, o azevém (L. multifforum Lam.) € a principal planta daninha de inverno
encontrada em lavouras cultivadas com trigo e cevada, podendo ainda ser usada
como forragem para alimentacado animal ou como planta de cobertura para sistemas
de semeadura direta (VARGAS et al., 2005).

Atualmente, o azevém apresenta ampla distribuicdo geogréafica na Regido Sul
do Brasil, com mais de quatro milhdes de hectares com problemas de resisténcia. A
ocorréncia crescente de biétipos de azevém resistentes ao glifosato em diversas
lavouras apdés elevada pressao de selecdo oriundos do uso repetido de herbicidas
inibidores da enzima EPSPs, tem reduzido as opg¢bes de manejo e tornado o
controle mais oneroso (VARGAS et al.,, 2016). Além disso, outros fatores tém
contribuido para o aumento da area infestada como o elevado nimero de sementes
produzidas por planta, deiscéncia precoce antes da colheita do trigo, facil dispersao
e dorméncia de sementes, que contribuem para a realimentacdo do banco de
sementes do solo, garantindo sua sobrevivéncia nas areas de cultivo e futuras
infestacdes (NORRIS, 2007; FERNANDEZ-MORENO et al., 2017).

A busca por medidas alternativas de manejo visando retardar a evolucao da
resisténcia de plantas daninhas a herbicidas € um processo dindmico, dependente

do conjunto de fatores que podem ser manejados a fim de diminuir seu impacto
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negativo a agricultura. Todavia, a alternancia das praticas de manejo geralmente
ocorre quando a presenca de bidtipos resistentes esta em nivel critico (BURGOS;
TRANEL; STREIBIG, 2013). Os herbicidas sao considerados ferramentas
importantes no manejo de plantas daninhas em funcdo de sua eficicia e papel
vital na diversificacdo e integracdo em estratégias de controle, especialmente
para praticas que visem reduzir a entrada e realimentacdo dos bancos de
sementes (WALSH; POWLES, 2007; NORSWORTHY et al., 2012).

Em sistemas agricolas, a comunidade de plantas daninhas € dindmica, com
mudancas temporais quanto as condicdes do ambiente e que podem ser afetadas
pelo conjunto de praticas de manejo do solo (ARMENGOT et al., 2017). Os métodos
eficazes no manejo de plantas daninhas devem evitar a producdo de sementes e
promover o esgotamento do banco de sementes (CHAUHAN et al., 2006) através de
ambientes desfavoraveis para a germinacdo e o estabelecimento de plantas
daninhas (SHANER; BECKIE, 2014). As principais praticas agronémicas alternativas
visando aumentar a mortalidade das sementes, afetar a germinacdo e diminuir o
desenvolvimento de plantas daninhas incluem rotacéo de culturas, manejo do solo,
uso de culturas supressoras e inviabilizacdo de sementes (SWANTON; BOOTH,
2004; HARKER, 2013). Além disso, a presenca e capacidade de interferéncia das
plantas daninhas em areas de cultivo esta relacionada com a dindmica populacional
dos bancos de sementes e ao grau de dorméncia, podendo interferir em maior grau
dependendo do momento em que emergirem (GHERSA et al., 1997).

Para plantas daninhas, a dorméncia das sementes € uma estratégia evolutiva
gue causa atraso da germinacdo no tempo devido a caracteristicas intrinsecas,
impede o estabelecimento sob condi¢cdes inadequadas e permite diferentes
flutuacBes populacionais (GRAEBER et al., 2012; NEE; XIANG; SOPPE, 2017).
Além disso, a dorméncia é diretamente regulada pelo ambiente (temperatura, luz,
umidade do solo) e fatores endogenos e exdogenos da semente envolvidos na
regulacdo do metabolismo e germinacdo (NEE; XIANG; SOPPE, 2017). Ja, o nivel
de dorméncia e a viabilidade das sementes no solo pode ser afetado por préaticas de
manejo como aragao e gradagem, causando mudancas temporais de temperatura e
no conteido de agua no perfil do solo (YAMASHITA; GUIMARAES, 2010).

Em nivel hormonal, a germinacéo das sementes dormentes ocorre atraves da
acdo e interacao de diversos fitohormonios, especialmente &cido abscisico (ABA) e

acido giberélico (GAs) que atuam na sinalizacdo e inducdo da germinacdo (MILLAR
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et al.,, 2006). Respostas diferenciais quanto ao grau de dorméncia em diversas
plantas daninhas podem ocorrer em funcédo dos niveis de metabolismo entre ABA e
GAs onde atuam na maturacdo de sementes, fatores de transcricdo, regulacao de
genes especificos como DOG-1 (Delay of germination-1) e processos nao
enzimaticos envolvidos na germinacdo (GRAEBER et al., 2012). Niveis baixos de
dorméncia tendem a favorecer a germinacdo e mortalidade de plantulas enquanto
que niveis elevados causam atraso na germinacdo e reduzem o tempo para
desenvolvimento de plantulas (DONOHUE et al., 2010).

Para plantas daninhas, a exposicdo das sementes a condi¢cdes favoraveis de
germinacao geralmente coincide com a semeadura das culturas, onde a ocorréncia
de fluxos descontinuos de germinacdo dificulta o manejo quimico, seguido de
aumento dos escapes e interferéncia sobre a produtividade final. Nesse sentido, o
uso de culturas com potencial supressor pode ser considerado uma ferramenta
importante para reducdo do desenvolvimento e interferéncia das plantas daninhas,
podendo favorecer a reducdo dos bancos de sementes do solo (LAWSON et al.,
2015; BARAIBAR et al.,, 2018). A supressdo das plantas ocorre quando ha a
dominancia de um individuo sobre outro ao utilizar, concomitantemente, um recurso
limitado do meio (AARSSEN, 1983). Dessa forma, € importante a utilizacdo de
plantas de cobertura de solo que apresentem rapido crescimento inicial e mais
competitivas (FLECK et al., 2003; BALBINOT JR; MORAES; BACKES, 2007),
contribuindo para a reducdo do banco de sementes (DAVIS; CARDINA; FORCELLA,
2005).

A supressédo de plantas daninhas por culturas de inverno pode ser ainda mais
evidente quando se utiliza herbicidas alternativos, reduzindo significativamente a
evolucéo da resisténcia (COLLAVO; STREK; BEFFA, 2013). No trigo, os problemas
crescentes de resisténcia do azevém para herbicidas aplicados na pds-emergéncia
da cultura implica em mudancas quanto as estratégias de manejo quimico
(BOUTSALIS; GILL; PRESTON, 2014). Nesse sentido, os herbicidas pré-
emergentes sdo opg¢les vidveis para manejo de azevém resistente, garantindo a
emergéncia do trigo em area limpa e maior potencial competitivo. Todavia, a eficacia
e a seletividade destes herbicidas na cultura do trigo dependem do modo de acédo de
cada molécula e das condi¢cdes do ambiente e do solo, devendo ser avaliados com
critério devido as semelhancas ecofisiolégicas do azevém com a cultura. Novas

opcbes de herbicidas pré-emergentes para o controle de azevém resistente
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permitem maior flexibilidade de manejo e auxiliam na reducdo dos bancos de
sementes (WALSH et al., 2011; BOUTSALIS; GILL; PRESTON, 2014).

De maneira similar, outras préaticas do manejo integrado como o método fisico
e mecanico aliado a rotacédo de culturas podem auxiliar na reducéo da interferéncia
do azevém e contribuir significativamente na reducdo da realimentacdo dos bancos
de semente (MIRSKY et al.,, 2010; HARKER; O'DONOVAN, 2013). Resultados
reportaram que o acumulo de sementes de espécies gramineas na superficie do
solo é maior na auséncia de revolvimento do solo, evidenciando maior potencial em
ocupar as areas de cultivo comparado ao preparo convencional e maior
dependéncia do controle quimico (SCHERNER; MELANDER; KUDSK, 2016). Outra
janela importante de manejo é a inviabilizacdo das sementes de azevém resistente
na pré-colheita do trigo possibilitando reducdo dos bancos de sementes devido a
perda de qualidade fisiolégica e aumento de sementes mortas (CAMPOS et al.,
2012). A inibicdo de processos fisiolégicos em funcédo da aplicacdo de herbicidas
pode afetar a formacdo das sementes devendo ser realizada em estadio adequado
para que haja maior inviabilizacdo das sementes (PIASECKI et al., 2019).

A avaliacdo das préaticas de manejo para controle de azevém resistente ao
glifosato sdo essenciais para fornecer informacdes sobre a dinAmica populacional e
elencar estratégias para reducédo do banco de sementes do solo e evitar infestacdes
futuras, permitindo a manutencdo das areas de cultivo e protegendo o potencial
produtivo das culturas. O objetivo deste trabalho foi avaliar praticas de manejo para
supressao, inviabilizacdo, controle e reducdo dos bancos de sementes do solo de

azevém resistente ao herbicida glifosato.

4.2 Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos a campo, em casa de vegetagcdo e no
laboratorio de sementes pertencentes ao CEHERB/FAEM/UFPel. O solo da area
experimental foi classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo pertencente a
unidade de mapeamento Pelotas (EMBRAPA, 2013) e, a correcao da fertilidade foi
realizada previamente conforme as recomendacfes técnicas de cultivo para cada
cultura (SBCS, 2016). A apresentacdo dos materiais e métodos especificos de cada

experimento estdo descritos abaixo.
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4.2.1 Longevidade das sementes de Lolium multifforum Lam. submetidas a

diferentes profundidades de enterrio.

A longevidade das sementes de azevém foi avaliada em experimento
conduzido a campo, no periodo de outubro de 2016 a novembro de 2018, utilizando
o delineamento experimental blocos casualizados com quatro repeticdes. Antes do
enterrio, as sementes dormentes da planta mae foram selecionadas manualmente
em diafanoscépio e, a viabilidade, foi avaliada em solucdo de tetrazolio a 1%
(BRASIL, 2009). Ao todo, 50 sementes viaveis foram colocadas dentro de saquinhos
de nylon permeéavel medindo 10x10cm, preenchidos com 50 g de solo e enterradas
em diferentes profundidades.

A viabilidade das sementes de azevém foi avaliada em cinco profundidades
de enterrio (0,5; 2,5; 5,0; 10 e 20cm) em trincheiras previamente abertas e, o resgate
das sementes, foi realizado em oito tempos (zero, 30, 60, 90, 180, 360, 540 e 720
dias ap6s o enterrio). Além disso, um teste prévio de germinagdo com sementes de
azevém nao dormentes foi conduzido para avaliar a capacidade de emergéncia,
usando as profundidades de enterrio avaliadas no estudo de viabilidade. Este estudo
foi conduzido em casa de vegetacdo em delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticdes, usando caixas tetra park (papeldo e filme polietileno) contendo
solo e 50 sementes viaveis cada, com avaliacdo da percentagem de germinacdo
realizada aos 14 dias apos enterrio (DAE).

As amostras de campo recolhidas em cada tempo foram submetidas a
lavagem em agua corrente utilizando conjuntos de peneiras de 16, 32 e 60 mesh.
Apos a lavagem, as amostras permaneceram sob papel filtro por 24 horas e, as
sementes remanescentes, foram coletadas manualmente e separadas para o teste
de germinacdo. O estudo foi realizado no laboratorio utilizando caixas plasticas
transparentes (11,5x11,5x3,5cm), nas quais foram distribuidas em duas folhas de
papel, previamente umedecidas com agua destilada em quantidade equivalente a
2,5 vezes a massa do papel mata-borréo, permanecendo em camara de germinacao
por 14 dias em temperatura alternada de 20/30°C noite/dia e fotoperiodo de 8h dia™,
seguindo as regras para analise de sementes (BRASIL, 2009).

As variaveis avaliadas foram percentagem de sementes resgatadas,
germinacao, plantulas anormais, sementes mortas/predadas e deterioradas além da

percentagem de sementes dormentes vidveis e nao viaveis. A avaliacdo da



97

germinacao e das demais variaveis foi realizada 14 dias apoés inicio do teste de
germinacdo, sendo considerada a semente germinada aquela que apresentou
extrusao visivel da radicula e/ou coledptilo (BRASIL, 2009). As sementes que nao
germinaram foram submetidas ao teste de tetrazolio a 1% onde foi realizado um
corte longitudinal do embrido seguido de embebicao por seis horas a temperatura de
30°C, conforme as regras para analise de sementes (BRASIL, 2009).

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para avaliagdo da
normalidade e, posteriormente, a analise de variancia (p<0,05). Caso constatada
significAncia estatistica, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste
Duncan (p=< 0,05) para o fator profundidade de enterrio e, foi realizada analise de
regressao para o fator tempo de enterrio das sementes.

Para as varidveis sementes resgatadas, sementes dormentes vidveis e
sementes mortas, predadas e/ou deterioradas, os dados se ajustaram a equacao de

regressao do tipo exponencial sigmoidal com trés parametros:
y= all+ exp('(X‘XO)/b))

onde: y= variavel resposta de interesse; x= dias apds enterrio; exp= funcao
exponencial; x0= é o numero de dias que proporciona 50% da resposta variavel e b=
declividade da curva.

Para as variaveis percentagem de germinacdo, plantulas anormais e
sementes nao-viaveis, os dados se ajustaram a equacdo de regressdo com
distribuicdo do tipo Gaussian de trés parametros:

y= a* exp05 ((x0b)2)
onde: y= variavel resposta de interesse; exp= funcdo exponencial; x= dias apos
enterrio; a= representa a diferenca entre os pontos maximo e minimo da variavel; b=

declividade da curva; e, x0= ponto maximo da variavel.

4.2.2 Germinacgado e quantificacdo temporal dos horménios da dorméncia em

sementes de Lolium multiflorum Lam.

O estudo foi conduzido em laboratério de sementes do CEHERB/UFPel em
delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro repeti¢cdes. O teste
de germinacdo das sementes dormentes foi avaliado aos zero, 15, 30, 60 e 120 dias

apos colheita da planta-mée (temperatura ambiente) e a quantificacdo dos



98

horménios da dorméncia primaria do azevém diploide (acido abscisico, acido
giberélico e acido 3-indol acético) foi realizado nos tempos do teste de germinacao.

Ao todo, 50 sementes foram alocadas em caixas plasticas transparentes
(11,5x11,5x3,5cm) contendo duas folhas de papel mata-borrdo, previamente
umedecidas com agua destilada em quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa do
papel onde permaneceram em camara de germinacdo por 14 dias com temperatura
alternada de 20/30°C noite/dia e fotoperiodo de 8h dia?, seguindo as regras para
analise de sementes (BRASIL, 2009).

As variaveis avaliadas foram percentagem de germinacdo, plantulas
anormais, sementes mortas, percentagem de sementes dormentes vidveis e nao
vidveis. A avaliagdo da germinagdo e demais varidveis foi realizada 14 dias apos
inicio do teste de germinacdo, sendo considerada a semente germinada aquela que
apresentou extrusdo visivel da radicula e/ou coleéptilo (BRASIL, 2009). As sementes
gue ndo germinaram foram submetidas ao teste de tetrazolio a 1% onde foi realizado
um corte longitudinal do embrido seguido de embebicdo por seis horas a
temperatura de 30°C, conforme as regras para analise de sementes (BRASIL, 2009).

Para quantificacdo dos fitohormdnios, as sementes de azevém foram colhidas
de plantas-mé&e na maturidade fisiologica e mantidas a temperatura ambiente, sendo
armazenadas em ultrafreezer a -80°C nos diferentes tempos avaliados. O protocolo
para extracdo dos hormonios &cido abscisico (ABA), acido giberélico (GAs) e acido
3-indol acético seguiu a metodologia proposta por Pan et al. (2008) com algumas
modificacdes. As sementes cheias foram selecionadas em um diafanoscopio,
liofilizadas e moidas em moinho de bolas. Para cada tratamento, trés repeticdes com
+100mg de sementes foram pesadas em balanca analitica e colocadas em
eppendorf contendo 650uL de solucdo composta de 1-propanol, agua ultrapura e
acido cloridrico concentrado (HCI) na proporcédo de 2:1:0,001, respectivamente. As
amostras foram agitadas a 4°C por 30 minutos, seguidas da adicdo de 1300uL de
diclorometano, sendo submetidas a nova agitacdo a 4°C por 30 minutos. As
amostras foram centrifugadas a frio por 10 min a 10000 rpm e, a fracdo liquida foi
separada e concentrada em TurboVap utilizando nitrogénio liquido e presséo
constante. A solubilizacdo das amostras foi realizada com adigdo de 200uL de agua
ultrapura e acido cianidrico na proporcéo 1:1 e, a solucao final, foi filtrada em uma
membrana de nylon de 0,22um (AllCrom, St. Louis, Mo, EUA) e colocada em frascos

para analise em cromatografia.
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A quantificacdo dos fitohormbénios da semente foi realizada através de
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, Shimadzu, Japao) acoplado em
espectrometro de massa de quadrupolo-tempo-de-voo (QTOF-MS, Bremen,
Alemanha). A separagéao foi realizada em HPLC equipado com desgaseificador em
linha, bomba binaria, detector de arranjo de diodos e amostrador automatico, usando
uma coluna de fase reversa (Hyperclone ODS C18 - 125mm de comprimento x
4,0mm, tamanho de particula interno de 5um). A fase mével foi avaliada através de
um gradiente linear utilizando 0,1% de acido férmico em agua (eluicdo A) e 0,1% de
acido férmico em acetonitrila (eluicdo B). O gradiente utilizado para a composicéo
inicial da fase mével foi de 20% (eluicdo B) e permaneceu constante por 2min,
aumentando para 30% nos proximos 4 minutos e, para 38, 50 e 70% mantidas por 2
minutos cada. Apds isso, a fase movel foi ajustada as condic¢des iniciais (20%) por 3
minutos para estabilizacdo e, o fluxo foi mantido constante a 0,2 mL min™, com
temperatura da coluna ajustada a 40°C e utilizando um volume de injecdo de 10uL
(PEREZ-ORTEGA et al., 2012).

O espectrometro de massa foi operado no modo ESI negativo onde o
espectro foi obtido ao longo de uma faixa de massa variando entre 50 a 1200m/z. Os
parametros de aquisi¢cdo foram 4kV de tensao capilar, 2bar de pressédo de gas de
nebulizacdo (N2) com gas de secagem a 8L min, 180°C de temperatura e colisédo
RF de 150Vpp; transferéncia de 70mS e armazenamento pré-pulso de 5mS. O
equipamento foi calibrado com 10mM de formiato de sédio para cobrir toda a banda
de aquisicdo (50 a 1200m/z). Além disso, experimentos automaticos de MS/MS
foram realizados ajustando os valores de energia de colisdo como segue: 100m/z,
15eV; 500m/z, 35eV e 1000m/z e 50eV usando gas nitrogénio para colisdo. O
processamento da curva de calibracdo e os dados de quantificacéo foram realizados
usando a analise do software Quanty. Os dados obtidos foram analisados quanto a
sua homocedasticidade, e posteriormente submetidos a andlise de variancia
(p<0,05). Em caso de significancia estatistica, a comparacdo das médias foi

realizada pelo teste de Tukey (p<0,05) com os valores expressos em ug g.

4.2.3 Germinacdo de sementes dormentes de Lolium multifforum Lam. com

nitratos e reguladores enddgenos.

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de sementes pertencentes
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ao Departamento de Fitossanidade da FAEM/UFPel em delineamento experimental
inteiramente casualizado com quatro repeticbes. As sementes de azevém foram
colhidas de plantas-mées e, submetidas ao teste de tetrazélio para avaliar a
viabilidade, seguindo as regras para analise de sementes (BRASIL, 2009).

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial (5x5+1) onde o fator A
foi constituido dos nitratos e reguladores enddgenos (nitrato de potassio, nitrato de
calcio, nitrato de aménia, 6xido nitrico e acido giberélico) e, o fator B, foi composto
por cinco concentracdes (zero, 0,1, 1, 10 e 100ppm) comparadas com a testemunha
padrao que foi estratificada a frio a temperatura de 5°C por sete dias para superacao
da dorméncia. Ao todo, 50 sementes foram alocadas em caixas plasticas
transparentes (11,5x11,5x3,5cm) contendo duas folhas de papel mata-borrao,
previamente umedecidas com &agua destilada em quantidade equivalente a 2,5
vezes a massa do papel onde permaneceram em camara de germinacao por 14 dias
com temperatura alternada de 20/30°C noite/dia e fotoperiodo de 8h dia?, seguindo
as regras para analise de sementes (BRASIL, 2009).

As variaveis avaliadas foram percentagem de germinacdo, plantulas
anormais, sementes mortas, percentagem de sementes dormentes vidveis e nao
viaveis mensuradas aos 14 dias apOs inicio do teste de germinacdo, sendo
considerada germinada a semente que apresentou extrusdo visivel da radicula e/ou
coleodptilo. As sementes que ndo germinaram foram cortadas longitudinalmente ao
embrido e submetidas a embebicao por seis horas a temperatura de 30°C em sal de
tetrazélio a 1%, seguido de analise visual em lupa (BRASIL, 2009).

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro
Wilk) e, posteriormente, submetidos a analise de variancia (p<0,05). Em caso de
significancia estatistica, foi realizada analise de regresséo para o fator concentracéo

dos nitratos e reguladores endégenos.

4.2.4 Potencial supressor das culturas de inverno sobre o azevém em areas

agricolas do Sul do Brasil.

O experimento de campo foi conduzido durante as safras de 2016-2018 em
delineamento experimental blocos ao acaso com quatro repeticdes. As coberturas
de inverno utilizadas foram trigo, canola, cevada, ervilhaca, centeio, nabo, aveia-

preta e pousio com e sem controle, com sucessao durante o verdo pela cultura da
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soja Roundup Ready®. As culturas de inverno foram alocadas em faixas com
parcelas medindo 7,65m? (5 x 1,53m) cada. O estabelecimento e a conducdo das
culturas foram realizados conforme as indica¢gBes técnicas de cultivo especificas
(SBCS, 2016). Para implementacao das culturas de inverno foi realizado a aplicagao
do herbicida paraquat+diuron na dose de 200+100 g i.a. ha' e, o manejo das plantas
daninhas na cultura da soja, foi realizado com a aplicacdo do herbicida glifosato na
dose de 720 g e.a. ha'. A aplicacdo foi realizada com pulverizador costal, com
pontas de pulverizagdo do tipo leque 110.015, espagadas a 50 cm, regulado para
aspergir 120 L ha™.

As variaveis avaliadas foram populacdo do azevém e das culturas (plantas m-
2) ao final de cada ciclo das plantas, estatura das plantas de azevém e das culturas
no inicio do florescimento, producdo de massa da matéria seca da parte aérea
(MMSPA) do azevém e das plantas de cobertura e banco de sementes ao final do
ciclo.

As contagens da populacdo de azevém foram realizadas em dois pontos da
parcela utilizando quadro amostral de 0,25m? enquanto que, a populacdo das
coberturas, foi avaliado em 0,5m linear, sendo transformadas para plantas m?2. A
estatura do azevém e das culturas foi realizada com regra milimétrica a partir de 10
plantas da parcela, enquanto que a MMSPA do azevém e das culturas de cobertura,
foi obtida através da coleta das plantas em &area de 0,25m? com quantificacdo
realizada apos secagem em estufa a 60°C por 72 horas e, os dados transformados
para toneladas ha?. O banco de sementes foi avaliado previamente ao inicio do
experimento em trés profundidades (0-5; 5-10 e 10-20cm) e ao final do ciclo das
culturas de inverno de cada ano. A coleta foi realizada com trado calador medindo
2,5cm de didametro e 5¢cm de altura onde o solo foi coletado em um ponto de cada
parcela composto por trés sub-amostras por ponto.

As amostras foram colocadas em recipientes plasticos devidamente
identificados onde permaneceram em casa de vegetacdo para contagem de
plantulas emergidas conforme o método descrito por Brown (BROWN, 1992), com
intervalos de contagens a cada 15 dias durante o periodo de 120 dias. Apés este
periodo, as amostras de solo foram lavadas com agua usando um conjunto de
peneiras de nylon de 30, 45 e 120 mesh para separar as sementes e detectar

sementes viaveis que poderiam estar dormentes. A viabilidade foi avaliada em sal de
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tetrazdlio a 1% apods corte longitudinal do embrido e embebicdo por seis horas a
temperatura de 30°C (BRASIL, 2009).

O banco total de sementes do solo foi obtido através da soma das plantulas
emergidas em casa de vegetacdo e das sementes viaveis que nao germinaram apos
avaliacdo (PRICE et al., 2010).

2 banco total de sementes do solo= 2 germinacéo em casa de vegetacdo T 2 sementes viaveis

Os dados obtidos foram analisados quanto a sua homocedasticidade, e
posteriormente, submetidos a analise de variancia (p<0,05). Ocorrendo significancia
estatistica, as médias dos tratamentos para cada variavel foram comparadas pelo
teste de Duncan (p<0,05).

4.2.5 Herbicidas pré-emergentes na cultura do trigo para manejo de Lolium

multiflorum Lam. resistente ao glifosato.

Os experimentos a campo foram realizados durante os anos agricolas 2017 e
2018 em delineamento experimental blocos ao acaso com quatro repeticbes. As
parcelas contendo os tratamentos herbicidas pré-emergentes foram alocadas em
area medindo 6,1m? (4,0 x 1,53 m).

A semeadura do trigo ocorreu em meados de maio, utilizando-se 110Kg do
cultivar Thio Sinuelo, em linhas espacadas a 0,17m, permitindo o estabelecimento
de 300 plantas m2. A adubacdo de base foi realizada conforme a andlise de solo
utilizando-se 330 Kg ha' de adubo NPK, na formulacdo 05-20-20 seguido de
adubacdo complementar de cobertura utilizando-se 100 Kg de N ha? de ureia. O
estabelecimento e demais tratos culturais foram realizados conforme as indicacdes
técnicas de cultivo.

A aplicacéo dos herbicidas foi realizada com pulverizador costal pressurizado
a COz, com pontas de pulverizagédo do tipo leque 110.015, espacgadas a 50 cm, a
pressdo constante e regulado para aspergir 120 L ha?. Os tratamentos utilizados
preconizaram estratégias de manejo quimico na pré-emergéncia do trigo
considerando a existéncia de populacdes de azevém com resisténcia mdltipla,

conforme consta na tabela 10.
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Tabela 10- Herbicidas pré-emergentes avaliados para controle de azevém na cultura
do trigo. FAEM/UFPel, Capéo do Le&o/RS, 2019.

Ingrediente ativo Produto comercial Dose PC mL ou Dose
g hat (i.a. hal)

Pendimetalinal Herbadox 2500 1000
Trifluralinal Trifuralin 2500 1500
Isoxaflutole? Provence 100 75

Clomazone® Gamit 1700 612
Alachlor? Alachlor Nortox 5000 2400
Piroxasulfone* Yamato 200 100
S-metolachlor® Dual Gold 1500 1440
Sulfentrazone® Boral 1000 500
Oxadiazon® Rosntar 2500 625
Oxifluorfen® Goal 2500 600
Atrazina® Atrazina Nortox 4000 2000
Diuron® Diuron Nortox 2500 1250
Metribuzin® Sencor 300 144
Limpa

Suja

1Herbicida inibidor da formacdo de microtUbulos; 2Inibidor da 4-hidroxifenil piruvato dioxigenase
(HPPD); ZInibidor da 1-deoxi-xilulose 5-fosfatase (DOXP) sintase; “Inibidor da sintese de acidos
graxos de cadeia longa;®Inibidor da protoporfirinogénio 1X oxidase (PPO);fInibidor do Fotossistema |l.

As varidveis avaliadas foram controle de azevém e fitotoxicidade a cultura aos
sete, 14, 28 e 56 dias ap0s a emergéncia, populacdo de azevém e da cultura aos 56
DAE e produtividade do trigo (kg hat). O controle do azevém e a fitotoxicidade na
cultura foram realizados utilizando a escala percentual onde a nota zero corresponde
a auséncia de dano e a nota cem corresponde a morte completa (FRANS;
CROWLEY, 1986).

A contagem da populacdo de azevém foi realizada em dois pontos de cada
parcela utilizando um quadro amostral de 0,5 x 0,5m e, a populacdo de trigo, foi
avaliada atraves da contagem das plantas presentes em um metro linear, onde os
valores foram transformados para plantas m-2. A produtividade final foi obtida apds
colheita de 3,6m? da parcela que foi submetida a trilha, limpeza e pesagem em
balanca analitica, descontando-se a umidade para 13%.

Os dados obtidos foram analisados quanto a sua homocedasticidade, e
posteriormente submetidos a analise de variancia (p<0,05). Ocorrendo significancia
estatistica, as médias dos tratamentos para cada variavel foram comparadas pelo

teste Scott-Knot (p<0,05).
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4.2.6 Manejo do banco de sementes de azevém através de métodos fisicos e

mecanicos na pré-semeadura das culturas de veréo.

O experimento foi realizado em delineamento experimental blocos ao acaso
com quatro repeticbes durante as safras de 2017/18 e 2018/19. Os tratamentos
foram arranjados em parcelas subsubdivididas onde a parcela principal foi contituida
pelos manejos (aivecatgradagem, gradagem, rocada+feno e pousio), a subparcela
foram as culturas (soja e milho Roundup Ready®) e, as subsubparcelas foram os
anos avaliados. Durante o periodo de inverno, a area foi mantida com azevém que
foi estabelecido em maio de 2016 e conduzido de acordo com as técnicas de cultivo
para culturas forrageiras.

Nas parcelas experimentais foi efetuada o cultivo do milho e da soja Roundup
Ready® nas suas respectivas épocas de semeadura (meados de setembro para o
milho e final de outubro para a soja), em parcelas medindo 10m? (5 x 2m) cada. A
semeadura do milho (cinco plantas m?) e da soja (36 plantas m?) foi realizada em
linhas espacadas 45cm entre si juntamente com uma adubacao de base de 300 Kg
ha'l de adubo NPK, na formulacdo 05-20-20. O estabelecimento e demais tratos
culturais foram realizados conforme as indicacfes técnicas de cultivo para o Estado
do Rio Grande do Sul e Santa Catarina.

Os herbicidas utilizados na pés-emergéncia do milho Roundup Ready® foram
glifosato na dose de 960 g e.a. ha! combinado com o herbicida nicosulfurom na
dose de 60 g i.a. ha' e, na soja Roundup Ready®, foi utilizado o herbicida glifosato
na dose de 1080 g e.a. ha! combinado com o herbicida fluazifope-p-butilico na dose
de 250 g i.a. ha! (AGROFIT, 2018). A aplicacédo dos herbicidas foi realizada com
pulverizador costal pressurizado a CO2, com ponta de pulverizacdo do tipo leque
110.015, espacadas a 50 cm e presséo constante, regulado para aspergir 120 L hat
de calda.

As variaveis avaliadas foram levantamentos da populacédo de azevém, massa
da matéria seca da parte aérea (MMSPA) e banco de sementes do azevém em trés
profundidades do solo (0-5; 5-10 e 10-20cm). A contagem da populacédo do azevém
foi realizada ao final do ciclo do milho e da soja em dois pontos da parcela, utilizando
um quadro amostral de 0,25m?, sendo transformado para plantas m2. A MMSPA do

azevém foi obtida através da coleta das plantas em area de 0,25m? de cada parcela,



105

onde o material coletado foi devidamente identificado e submetido a secagem em
estufa a 60°C por 72 horas e, os valores transformados para toneladas ha™.

O banco de sementes foi avaliado previamente ao inicio do experimento em
trés profundidades (0-5; 5-10 e 10-20cm) e ao final do ciclo do azevém em cada ano.
A coleta foi realizada com trado calador medindo 2,5cm de diametro e 5¢cm de altura,
tomando-se um ponto por parcela composto por trés sub-amostras cada. As
amostras foram colocadas em recipientes plasticos devidamente identificados onde
permaneceram em casa de vegetacdo para contagem de plantulas emergidas
conforme o método descrito por Brown (BROWN, 1992), com intervalos de
contagens a cada 15 dias durante o periodo de 120 dias. ApGs este periodo, as
amostras de solo foram lavadas com agua usando um conjunto de peneiras de nylon
de 30, 45 e 120 mesh para separar as sementes e detectar sementes viaveis que
poderiam estar dormentes. A viabilidade das sementes foi avaliada através de corte
longitudinal do embrido seguido de embebicéo por seis horas a temperatura de 30°C
em sal de tetrazélio a 1% (BRASIL, 2009).

O banco total de sementes do solo foi obtido através da soma das plantulas
emergidas em casa de vegetacao e das sementes vidveis que ndo germinaram apds
avaliacdo (PRICE et al., 2010).

2 banco total de sementes do solo= 2 germinacéo em casa de vegetacdo T 2 sementes viaveis

Os dados obtidos foram analisados quanto a sua homocedasticidade, e
posteriormente submetidos a analise de variancia (p<0,05). Ocorrendo significancia
estatistica, as médias dos tratamentos para cada variavel foram comparadas pelo
teste de Duncan (p<0,05) e, o efeito do ano em cada cultura comparada pelo teste t
(p=<0,05).

4.2.7 Inviabilizacdo de sementes de Lolium multiflorum Lam. com herbicidas em

diferentes estadios no periodo reprodutivo.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo em delineamento
experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 5x3 com quatro
repeticbes. As unidades experimentais foram comportas de vasos com capacidade
volumétrica de 1L preenchidos com solo+substrato GerminaPlant® na proporgéo 2:1.

O solo foi classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo onde a analise do solo
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evidenciou pH em agua= 5,6; CTCpH7=7,2 cmolc dm3; matéria organica= 1,5%;
argila= 16% ; textura= 4 ; Ca= 4,1 cmolc dm3; Mg= 1,1 cmolc dm3; Al= 1,8 cmolc dm-
3 P= 6,5 mg dm?3 e K= 0,15 cmolc dm=3. A correcdo da fertilidade foi realizada
previamente a mistura com o substrato conforme as recomendacdes para as
culturas forrageiras (SBCS, 2016).

Os tratamentos herbicidas foram paraquate na dose de 400 g i.a. ha?,
glufosinato de aménio na dose de 400 g i.a. hat, iodosulfurom-metilico na dose de 5
g i.a. hal, cletodim na dose de 120 g i.a. ha' que foram comparados com a
testemunha sem aplicagcdo. Os herbicidas foram aplicados em trés diferentes
estadios reprodutivos do azevém (pré-espigamento, antese e enchimento dos
graos), conforme escala fenoldgica adaptada para cereais de inverno (BLEIHOLDER
et al., 1997).

A aplicacéo dos herbicidas foi realizada com pulverizador costal pressurizado
a CO2, com ponta de pulverizagcdo do tipo leque 110.015, espacadas a 50 cm,
regulado para aspergir 120 L ha* de calda.

As variaveis avaliadas foram controle visual do azevém e numero de
sementes cheias produzidas por planta. As avaliacbes de controle visual foram
realizadas aos sete, 14 e 28 dias apds a aplicacdo dos tratamentos (DAT), utilizando
a escala percentual de fitotoxicidade/controle onde a nota zero corresponde a
auséncia de dano e a nota cem corresponde a morte completa das plantas (FRANS;
CROWLEY, 1986). O numero de sementes cheias produzidas por planta foi obtido
através da contagem visual em diafanoscépio de luz, onde foi padronizado a
utilizacdo de sete afilhos planta! para fins de comparacéo.

As sementes produzidas apdés maturacdo plena foram armazenadas em
geladeira por quatro meses e, submetidas ao teste de germinacéo para avaliacéo da
percentagem de germinacgédo, plantulas anormais, sementes mortas, percentagem de
sementes dormentes viadveis e nado viaveis. Ao todo, 50 sementes foram alocadas
em caixas plasticas transparentes (11,5x11,5x3,5cm) contendo duas folhas de papel
mata-borrdo, previamente umedecidas com &agua destilada em quantidade
equivalente a 2,5 vezes a massa do papel onde permaneceram em camara de
germinacao por 14 dias com temperatura alternada de 20/30°C noite/dia e
fotoperiodo de 8h dial, seguindo as regras para analise de sementes (BRASIL,
2009). A primeira contagem de germinacao foi avaliada cinco dias apos inicio do

teste e, as demais variaveis, foram mensuradas aos 14 dias apds inicio do teste de
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germinacdo, sendo considerada a semente germinada aquela que apresentou
extrusao visivel da radicula e/ou coledptilo (BRASIL, 2009). As sementes que nao
germinaram foram submetidas a andlise em sal de tetrazdlio a 1% apOs corte
longitudinal do embrido onde foram submetidas a embebicdo por seis horas a
temperatura de 30°C, seguido de analise visual em lupa (BRASIL, 2009).

Os dados obtidos foram analisados quanto a sua homocedasticidade e,
posteriormente, submetidos a analise de variancia (p<0,05). Ocorrendo significancia
estatistica, as médias dos tratamentos herbicidas nos diferentes estadios foram

comparados pelo teste de Duncan (p=<0,05).

4.3 Resultados e discussao

A apresentacdo dos resultados e discussdo de cada experimento estdo

descritos abaixo, seguindo a sequéncia apresentada nos materiais e métodos.

4.3.1 Longevidade das sementes de Lolium multifflorum Lam. submetidas a

diferentes profundidades de enterrio ao longo do tempo.

A analise de variancia evidenciou efeito significativo sobre a germinacdo das
sementes de azevém ndo dormentes aos 14 dias apés enterrio (DAE), com valores
superiores a 78% para enterrio até 5cm, diferindo estatisticamente apenas da

germinacao obtida nas profundidades enterrio realizadas a 10 e 20cm (Figura 23).
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Figura 11- Percentagem de germinacdo de sementes de azevém viaveis nao
dormentes avaliado em diferentes profundidades de enterrio.

FAEM/UFPel, Capéao do Ledo/RS, 2019. Mesma letra maitscula, ndo diferem
significativamente pelo teste de Duncan (p<0,05).
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Resultados similares foram encontrados para sementes de trigo onde a
germinacao aos 14 dias apos enterrio foi acima de 80% para profundidades de até
5cm (MARTENS et al., 2017).

A andlise variancia evidenciou efeito significativo entre o fator tempo e
profundidade de enterrio para todas as variaveis mensuradas ao avaliar a
longevidade das sementes dormentes no banco do solo (Figura 24, 25 e 26). Os
resultados evidenciaram diminuicdo significativa na percentagem de sementes
resgatadas para todas as profundidades testadas nas avaliagcfes realizadas até 360
dias ap6s enterrio onde mais de 85 e 65% das sementes foram perdidas nas

profundidades de 0,5 e 20cm, respectivamente (Figura 24A).
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Figura 12- Percentagem de sementes resgatadas (A) e de germinacédo (B) avaliado
em diferentes tempos e profundidades de enterrio. FAEM/UFPel, Capéo

do Ledo/RS, 2019. Os pontos representam a média das repeticbes e, as barras,
corresponde a diferenca minima significativa em cada tempo avaliado (p<0,05).



109

Com base nos valores médios obtidos, foi constatado que o enterrio das
sementes de azevém no solo até 2,5cm tende a favorecer as perdas comparado o
enterrio em profundidades maiores, visto que aproximadamente 20% das sementes
foram resgatadas na profundidade de 20cm aos 540 dias apds enterrio (Figura 24A).
AlteracOes significativas na dindmica e na quantidade de sementes presentes no
banco do solo podem ocorrer ao longo do tempo devido as perdas por germinacao,
migracdo e degradacdo/predacdo de microrganismos e invertebrados (FENNER,;
THOMPSON, 2005; CHEE-SANFORD et al., 2006). Além disso, as sementes
alocadas na camada superficial do solo estdo constantemente expostas a alteracfes
de temperatura e umidade que pode favorecer a germinacdo das sementes e a
atividade microbiana (MAIN et al., 2006).

Para a variavel germinagéo, os valores maximos foram obtidos entre 90 e 180
dias apos enterrio (DAE) onde mais de 50% das sementes germinaram
independente da profundidade avaliada (Figura 24B). Além disso, o0s resultados
evidenciaram aumento significativo na percentagem de germinacdo em todas as
profundidades entre as avaliacdes realizadas aos 30 e 90 DAE devido reducdo da
dorméncia das sementes de azevém, especialmente para profundidades maiores
onde a superacdo da dorméncia ocorreu em menor tempo (Figura 24B). Todavia,
reducdo significativa da germinacdo ocorreu entre 180 e 360 DAE onde
aproximadamente 15% das sementes germinaram nas profundidades de 10 e 20cm
e, menos de 5% para sementes na camada do solo superior a 5cm (Figura 24B).
Para plantas daninhas, a dorméncia € considerada uma estratégia evolutiva
importante permitindo fluxos descontinuos de germinacdo ao longo do tempo e/ou
evita a germinagdo em periodos onde as condi¢des ambientais sdo desfavoraveis
para o desenvolvimento (GARDARIN; COLBACH, 2014). Altera¢gbes de temperatura
e umidade nas camadas mais superficiais do solo favorecem a rapida superacao
dorméncia primaria e aumentam a mortalidade, possibilitando menor longevidade do
banco de sementes do solo (DAVIS et al., 2008; DONOHUE et al. 2010). Além disso,
reducdo na germinacdo do azevém ocorre com o0 aumento da profundidade de
enterrio, favorecendo a viabilidade no banco de sementes do solo no tempo
(CHAUHAN et al., 2006).

Os resultados para plantulas anormais evidenciaram que os valores maximos
foram encontrados para as sementes presentes na profundidade de 2,5cm com 9 e

8% aos 60 e 90 DAE, respectivamente (Figura 25A). A ocorréncia de plantulas
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anormais é um indicativo da perda de vigor que reduz a capacidade de

desenvolvimento da planta e ocupacdo do banco de sementes do solo mesmo sob

ambientes altamente favoraveis de temperatura, umidade e luminosidade (BARTH

NETO et al., 2014).
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Figura 13- Percentagem de plantulas anormais (A) e sementes mortas/deterioradas
e predadas (B) avaliado em diferentes tempos e profundidades de

enterrio. FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2019. Os pontos representam a
média das repeticbes e, as barras, corresponde a diferenga minima significativa em

cada tempo avaliado (p<0,05).

O aumento na percentagem de plantulas anormais na camada superficial

pode estar relacionado a maior atividade microbiana e alteragbes de temperatura e

umidade do solo comparado ao enterrio das sementes a 10 e 20cm onde o ambiente

tende a ser mais homogéneo (NEE; XIANG; SOPPE, 2017). De maneira similar, a
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percentagem de sementes mortas, deterioradas e/ou predadas foi menor com o
aumento da profundidade de enterrio (Figura 25B).

Os resultados evidenciaram que a mortalidade foi 15% menor aos 360 DAE
para as sementes alocadas a 10 e 20cm comparado ao enterrio até 2,5cm. Além
disso, mais de 94% das sementes foram perdidas até 540 DAE, independente da
profundidade de enterrio, evidenciando que a viabilidade do azevém no banco de
sementes do solo é curta (Figura 25B). Baixa persisténcia no banco de sementes do
solo foi constatado para L. rigidum Gaudin. onde 100% das sementes perderam a
viabilidade apés 16 meses de enterrio (NARWAL; SINDEL, JESSOP, 2008). De
maneira similar, reducédo na viabilidade foi reportado em C. bonariensis (L.) Crong.
onde 59% foi perdida em periodo inferior a 360 DAE (VARGAS et al., 2018).

Para a percentagem de sementes dormentes viaveis houve reducgéo
significativa até 60 DAE em todas as profundidades testadas onde apenas 14% das
sementes foram diagnosticadas como dormentes viaveis nas profundidades de
enterrio até 10cm (Figura 26A). Entretanto, a manutencao das sementes na camada
superficial favorece a superacdo da dorméncia e aumenta a percentagem de
sementes dormentes ndo viadveis comparado ao enterrio em profundidades
superiores a 5cm (Figura 26B). Em sistemas agricolas, a manutencdo das sementes
na camada superficial proporciona ambientes mais favoraveis para a manipulacao
do banco de sementes de plantas daninhas, favorecendo a germinagao e processos
biolégicos como deterioracédo e predacdo (GOGGIN; POWLES; STEADMAN, 2012;
YAMASHITA et al., 2016). Todavia, a dindmica dos bancos de sementes do solo
para plantas daninhas é complexa devido interacdo dos fatores intrinsecos de cada
espécie (dorméncia), condi¢cdes do ambiente (luz, temperatura, umidade), processos
biolégicos (predacdo e alelopatia) e praticas de manejo (preparo do solo) que
contribuem para mudancas de longevidade e viabilidade das sementes no tempo
(GRAEBER et al., 2012; NEE; XIANG; SOPPE, 2017).

Para a maioria das plantas daninhas, a superacdo da dorméncia primaria
apos a dispersao das sementes da planta-mée é considerada a primeira barreira
para desencadear 0 processo germinativo e, podendo envolver fatores endégenos
como embrido imaturo, balanco hormonal e outros reguladores especificos em nivel
transcricional que alteram o nivel de dorméncia (GRAEBER et al., 2012). Além disso,
a auséncia de condi¢cbes ambientais favoraveis para germinacéo e desenvolvimento

podem induzir a dorméncia secundaria possibilitando o aumento da longevidade,



112

especialmente para sementes alocadas em maiores profundidades do solo
(NAMBARA et al., 2010). Em L. rigidum Gaudin., a superacdo da dorméncia envolve
a regulacdo da sensibilidade ao ABA que permite respostas a estimulos de
temperatura e luz (GOGGIN et al., 2015).
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viaveis (B) avaliado em diferentes tempos e profundidades de enterrio.

FAEM/UFPel, Capéao do Ledo/RS, 2019. Os pontos representam a média das
repeticbes e, as barras, corresponde a diferenca minima significativa em cada tempo
avaliado (p<0,05).

A baixa viabilidade das sementes de azevém no solo e sua manutencdo em
camadas mais superficiais sdo caracteristicas importantes que devem ser

consideradas na elaboracdo de praticas de manejo eficientes para reducdo dos
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bancos de sementes do solo devido a maior exposicdo das sementes para

deterioracdo e germinacdo comparada as camadas mais profundas do perfil do solo.

4.3.2 Germinagao e quantificagdo dos hormdnios da dorméncia em sementes

de Lolium multiflorum Lam no tempo.

Para a quantificacdo dos fitohormonios (fitoreguladores) ABA, AIA e GAs, as
caracteristicas de cada composto bem como o cromatograma demonstrando o

tempo de retencdo da amostra estdo apresentados abaixo (Tabela 11, Figura 27).

Tabela 11- Caracteristicas dos compostos analisados em amostras de azevém.
FAEM/UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2019.

Composto* Formula molecular Massa Massa Tempo Erro
[M-H] tedrica experimental deretencdo (ppm)
ABA C15H1004 263,129 263,129 8,04 2
AlA C10HsNO2 174,056 174,053 7,09 5,8
GAs C19H2206 346,379 346,373 5,40

“Padrdes analiticos obtidos na SigmaAldrich com 99,9% de pureza.
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Figura 15- Representacdo do cromatograma para os hérmonios da dorméncia AlA,
ABA e GAs avaliados em sementes de azevém com seus respectivos

controle. FAEM/UFPel, Capéo do Le&do/RS, 2019.
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A andlise ndo demonstrou necessidade de transformacdo dos dados com

efeito significativo para o fator tempo de coleta em todas as variaveis avaliadas no

teste de germinacdo das sementes e, diferenca significativa apenas para a

quantificacdo do AIA na dorméncia (Figura 28).
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Ledo/RS, 2019. Os pontos representam os valores médios das repeticbes e, as
barras, corresponde a diferenca minima significativa em cada tempo avaliado (p<0,05).

Os resultados do teste de germinacdo evidenciaram elevado nivel de

dorméncia das sementes de azevém nas avaliacbes realizadas até 30 dias apos

coleta da planta-mae, com reducéo significativa nos demais tempos onde menos de

20% das sementes ainda permaneceram dormentes viaveis aos 120 dias (Figura
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28A). No entanto, a germinacdo das sementes foi inversamente proporcional a
dorméncia com aumento significativo entre 30 e 120 dias ap0s a coleta da planta-
mae, onde os valores de germinacdo variaram de 10 a 80%, respectivamente
(Figura 28A). Além disso, a percentagem de plantulas anormais, sementes mortas e
dormentes nao-viaveis foi similar entre os tempos avaliados onde os valores foram
inferiores a 10% (Figura 28A).

O aumento da germinagcdo no tempo devido a reducdo da dorméncia
evidenciou que a superacdo da dorméncia das sementes do azevém envolve
possivelmente a maturidade fisiolégica do embrido e efeitos da regulagcdo hormonal.
Para plantas daninhas, a dorméncia das sementes € um processo importante do
ciclo de vida pois regula a germinacdo ao longo do tempo e, impede o
estabelecimento sob condi¢des inadequadas (MATILLA; CARRILLO-BARRAL,;
RODRIGUEZ-GACIO, 2015). O impedimento da germinacdo em diversos cereais
tem sido atribuido a presenca de proteinas inibidoras da a-amilase dependentes de
acido giberélico produzido no eixo embrionario como ativador primario (CASTRO;
BRADFORD; HILHORST, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Ao avaliar a concentracdo hormonal das sementes de azevém, os resultados
evidenciaram que os niveis de ABA foram superiores a 105 pug g em todos os
tempos avaliados enquanto que, para AlA, os valores de concentracdo aumentaram
em torno de 400% ao longo do tempo avaliado apoOs coleta, sendo diretamente
proporcional a germinacédo das sementes (Figura 28B). No entanto, para GAs, ndo
foi constatado aumento significativo de concentracdo nas sementes de azevém no
intervalo compreendido entre zero e 120 dias apds coleta da planta-mée, onde os
valores foram inferiores a 0,02 pg g* (Figura 28B). Durante o desenvolvimento da
semente, o ABA desempenha papel importante na regulacdo da maturacdo da
semente e na transicdo entre a fase do embrido e plantula (HOLDSWORTH et al.,
2008). Além disso, 0 ABA e o0 GAs sdo hormdénios antagdnicos que atuam em
diversos processos fisiologicos e na sinalizacdo para a manutencdo da dorméncia
ou promoc&o da germinacdo (GRAEBER et al., 2012; NEE; XIANG; SOPPE, 2017).
Entretanto, os resultados deste estudo ndo evidenciaram alteragcdes na
concentragcdo de GAs nas sementes de azevém nos diferentes tempos, mas
aumento significativo na concentracdo de AIA. Todavia, acédo regulatoria do ABA e
das auxinas na dorméncia das sementes indicam que sua atuagdo €

interdependente (LIU et al., 2013). A interacao das auxinas com ABA no controle da
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dorméncia das sementes ocorre pela inativacdo de repressores envolvidos na
sinalizacdo e na dorméncia das sementes (LIU et al., 2013). Em baixos niveis, o AIA
inativa a expressédo de ABA induzindo a liberacdo da dorméncia e a promocéo da
germinacao das sementes. Em geral, os resultados evidenciaram que a dorméncia
primaria do azevém foi superada aos 120 dias apoOs coleta da planta-méde com
aumento gradual nos niveis de AIA ao longo do tempo avaliado. Todavia, a
dorméncia das sementes no campo é complexa devido sua interacdo com o
ambiente e diversos fatores de regulagdo molecular envolvidos no estimulo a

germinacao.

4.3.3 Germinacdo de sementes dormentes de Lolium multiflorum Lam. com

nitratos e reguladores endégenos.

A analise de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk ndo evidenciou a
necessidade de transformacdo dos dados e, para a analise de variancia, foi
constatado efeito significativo apenas para as concentragdes usadas dos promotores
de germinacdo (Figura 29). Os resultados obtidos para as sementes dormentes e
nao dormentes de azevém nédo evidenciaram aumento significativo na percentagem
de germinacdo, plantulas anormais, sementes mortas, dormentes viaveis e
dormentes ndo viaveis, independente da concentragdo do promotor enddgeno
utilizado (Figura 29A e 29B). Entretanto, resultados de pesquisa demonstraram o
efeito do nitrato de potassio e sais de amdnia na promoc¢do da germinacdo de
sementes de Amaranthus albus L. e E. crusgalli [L.] Beauv. (HENDRICKS;
TAYLORSON, 1974).

As principais evidéncias sobre o papel dos nitratos na promocao da
germinacao envolvem processos de oxidagdo do NADPH durante na rota das
pentoses para metabolismo de carboidratos e na inducdo da expressao de genes
repressores de ABA em sementes dormentes (YAN et al., 2016; NONOGAKI;
NONOGAKI, 2017). Em diversas espécies de plantas daninhas, o ABA atua como o
principal regulador da dorméncia podendo ser alterado pela através do balango com
giberelinas ou por nitratos que agem sobre os processos fisiolégicos da dorméncia
(NAMBARA et al., 2010; GRAEBER et al., 2012).
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Figura 17- Teste de germinacdo em sementes dormentes (A) e nao dormentes (B)
de azevém em funcdo do uso de promotores da germinacao.

FAEM/UFPel, Capdo do Le&o/RS, 2019. Os pontos representam os valores
médios das repeticbes e, as barras, corresponde a diferenca minima
significativa(p<0,05).

Os resultados deste estudo n&o evidenciaram alteragdes na percentagem de
germinacdo de sementes de azevém dormentes ou ndo dormentes em fungédo da
utilizacado de promotores da germinacdo, demonstrando que os niveis de dorméncia
logo apés liberacdo da planta-mde sdo elevados e envolvem possivelmente a
maturacdo do embrido e outros aspectos moleculares n&o identificados como
regulacdo génica, visto que o tratamento padrdo com estratificacéo a frio ndo alterou

0s niveis de germinacao comparado aos promotores.
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4.3.4 Potencial supressor das culturas de inverno sobre o azevém em areas

agricolas do Sul do Brasil.

A analise de variancia demonstrou efeito significativo na supressdo e no

banco de sementes de azevém apds manejo invernal com culturas supressoras ao

longo do periodo avaliado para todas as variaveis (Figura 30, 31 e 32). Os

resultados evidenciaram reducao significativa na populagcédo do azevém ap0ds manejo

continuo com ervilhaca, centeio, nabo ou aveia-preta comparado ao pousio invernal

ou manejo com canola onde houve aumento médio de 6% ao ano (Figura 30A).
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Figura 18- Populacdo (A), massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) e
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com a diferenca minima significativa (p<0,05).
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Para areas manejadas com trigo e cevada, a reducdo na populacdo de
azevém ocorreu mais lentamente, atingindo valores 70% menores na comparacao
com o pousio apos trés anos de manejo (Figura 30A). De maneira similar, 0 manejo
cultural com ervilhaca, centeio, nabo ou aveia-preta bem como para areas
manejadas com trigo ou cevada proporcionaram reducao significativa da MMSPA do
azevém comparado ao pousio invernal (Figura 30B). Todavia, a estatura do azevém
foi menos afetada pela presenca das culturas de supressdo, com reducéo
significativa apds uso de centeio e aveia-preta (Figura 30B).

Ao avaliar a populacdo, a MMSPA e a estatura das culturas, os resultados
evidenciaram que as culturas gramineas (trigo, cevada, centeio e aveia-preta)
apresentaram maior densidade populacional comparado as demais espécies
supressoras (Figura 31A). Todavia, as principais culturas de supresséo
apresentaram maior acumulo de MMSPA e estatura de plantas comparado a
espécies onde a supressdo do azevém foi baixa (Figura 31B). Para centeio e aveia-
preta, os valores médios de MMSPA foram superiores a 9,5 toneladas ha! enquanto
gue a estatura das plantas foi superior a 112cm. No entanto, a utilizacdo de canola,
trigo ou cevada como culturas supressoras sem a complementacdo com herbicidas
exerceu efeito reduzido sobre a populacédo de azevém devido ao menor acumulo de
MMSPA e estatura de plantas. Para isso, € necessario escolher adequadamente a
espécie levando em conta sua habilidade de competicdo visto que quantidades
similares de palha poderdo resultar em respostas distintas na supressao de uma
mesma espécie (CORREIA; DURIGAN; KLINK, 2006; MORAES et al., 2009).

A supressdo de plantas daninhas com espécies de cobertura de solo que
apresentem alta producdo de massa seca podem reduzir a germinacdo e o
desenvolvimento de plantas daninhas (BALBINOT JR; MORAES; BACKES, 2007)
além de contribuir na reducdo do banco de sementes (DAVIS; CARDINA,;
FORCELLA, 2005; MAIA et al., 2009; MIRSKY et al., 2010). No entanto, 0 momento
da emergéncia de plantas daninhas em relacao a cultura exerce grande influéncia no
potencial competitivo (JAKELAITIS et al., 2006). Elevada habilidade competitiva do
azevém foi observada quando em competicdo com a cevada diminuindo a medida
gue planta daninha e cultura emergem juntas (TIRONI et al., 2014). Sistemas de
rotacao e/ou sucessao de culturas apos a colheita da soja devem ser considerados
no manejo integrado para reducéo da infestacdo, desenvolvimento e proliferacdo de
plantas daninhas (CASTRO et al., 2011).
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Figura 19- Populacdo (A), massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) e
estatura das culturas (B) usadas para supressdo do azevém.

FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2019. Letras mailsculas comparam
culturas dentro de ano e, letra mindscula, comparam anos dentro de culturas pelo
teste Duncan (p<0,05). Os pontos, representam a estatura das culturas supressoras
com a diferenga minima significativa (p<0,05).

Para o banco de sementes do solo, os resultados evidenciaram que houve
reducdo significativa na camada de 0-5cm apds a utilizagdo das culturas de
supressdo comparado ao banco de sementes inicial do solo e ao pousio invernal,
exceto para canola onde houve aumento superior a 120% no banco de sementes ao
longo do periodo avaliado (Figura 32A). Os métodos de controle ndo quimicos
baseados na supressao de plantas daninhas por culturas auxiliam fortemente na
reducdo dos bancos de sementes do solo devido a criagdo de ambientes

desfavoraveis para germinacao e estabelecimento (SHANER; BECKIE, 2014).
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Figura 20- Banco de sementes de azevém na camada de 0-5cm (A), 5-10cm (B) e
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do tempo. FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2019. Letras maiusculas

comparam culturas dentro de ano e, letra mindscula, comparam anos dentro de
culturas pelo teste Duncan (p<0,05).



122

Para culturas onde as opcbes de manejo séo limitadas como o trigo, a maior
habilidade competitiva das culturas supressoras como centeio, aveia-preta, ervilhaca
e nabo podem ser consideradas uma oportunidade de manejo muito importante para
a reducdo dos bancos de sementes do solo e prevenir futuras infestacbes de
azevém. Estudos tem reportado que as culturas de cobertura de solo podem reduzir
entre 40 a 78% o0 banco de sementes do solo dependendo da espécie avaliada no
periodo de um ano (TEASDALE et al., 2004; DAVIS; CARDINA; FORCELLA, 2005;
BAJWA,; WALSH; CHAUHAN, 2017).

Para o banco de sementes de azevém avaliado na camada de 5-10cm, os
resultados evidenciaram reducdes significativas apenas para areas manejadas com
centeio e aveia-preta comparado aos demais manejos preconizados durante o
periodo invernal durante o triénio avaliado (Figura 32B). Para a camada de 10-20cm,
a reducdo média do banco de sementes do solo para azevém com a culturas de
supresséao variou de 18 a 25% ao ano dependendo da cultura comparado ao banco
inicial e ao pousio invernal, ndo diferindo estatisticamente entre si (Figura 32C). As
reducBes menos expressivas no banco de sementes de azevém evidenciados para
profundidades maiores que 5cm deve-se a auséncia de revolvimento do solo e baixa
viabilidade das sementes, conforme ja demonstrado anteriormente. Cabe ressaltar
ainda, que a atividade microbiana e a predagdo envolvidos na deterioracdo das
sementes diminui significativamente com o aumento da profundidade onde as
condicbes de temperatura e oxigénio sdo limitantes (YAMASHITA et al., 2016;
VARGAS et al., 2018).

Com a evolucado da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas, as plantas
de solo devem ser preconizadas como ferramentas potenciais para reducdo da
realimentacdo dos bancos de semente e reducdo dos impactos negativos das
plantas daninhas sobre as culturas (EVANS et al., 2016). Os resultados do banco de
sementes e populacéo infestante obtidas neste estudo demonstraram a importancia
da utilizacédo de culturas supressoras durante o periodo invernal, especialmente com
espécies de rapido crescimento inicial, alta produgdo de matéria seca e estatura
como demonstrado para centeio, ervilhaca e aveia-preta. Além disso, as estratégias
de manejo para as culturas com potencial supressor podem ser executadas de
maneira contemplar através da utilizacdo de herbicidas alternativos na pés e pré-
emergencia, desde que seja considerado sua seletividade e eficacia no controle de

azevém resistente.



123

4.3.5 Herbicidas pré-emergentes na cultura do trigo para manejo de Lolium

multiflorum Lam. resistente ao glifosato.

A andlise de variancia evidenciou efeito significativo para todas as variaveis
analisadas sem a necessidade de transformacéo de dados (Tabela 12 e 13, Figura
33). Os resultados obtidos evidenciaram que a aplicacdo de clomazone seguido dos
tratamentos com atrazina e oxifluorfen proporcionaram maior fitotoxicidade ao trigo
comparado a testemunha sem herbicida com 64 e 45% aos 7 DAE, respectivamente
(Tabela 12). De maneira similar, a injaria causada pelos herbicidas clomazone e
atrazina foram elevadas nas demais avaliacbes de fitotoxicidade com niveis

superiores a 62, 88 e 85% aos 14, 28 e 56 DAE, respectivamente.

Tabela 12- Fitotoxicidade dos herbicidas pré-emergentes aplicados na cultura do
trigo para controle de azevém. FAEM/UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2019.
Fitotoxicidade (%)

H -1
Tratamento Dose ia ha 7 DAE 14 DAE 28 DAE  56DAE
Pendimetalina 1000 14 C 8,0D 70E 20F
Trifluralina 1500 41 B 34B 19D 12 E
Isoxaflutole 75 8,0D 50D 20E 10F
Clomazone 612 64 A 78 A 91 A 85B
Alachlor 2400 16 C 11C 90E 6,0F
Piroxasulfone 100 9,0D 7,0D 50E 30F
S-metolachlor 1440 22C 18 C 15D 10 E
Sulfentrazone 500 35B 40 B 65 B 50C
Oxadiazon 625 37B 31B 32C 26 D
Oxifluorfen 600 45 B 42 B 48 C 31D
Atrazina 2000 45 B 63 A 88 A 98 A
Diuron 1250 12D 10C 6,0 E 40F
Metribuzin 144 14 C 9,0C 50E 20F
Limpa -- 00E 0,0D 0,0E O0F
Suja -- 0,0 E 0,0D 0,0 E 00F
C.V. (%) 21,11 19,91 18,40 12,10

*médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

Resultados recentes reportaram que o uso de clomazone na dose de 400 g ia.
ha! na cultura do trigo apresentou baixa seletividade e niveis de injarias acima de
80% dependendo da cultivar (GALON et al., 2015). A baixa seletividade para
atrazina na cultura do trigo deve-se a auséncia e/ou reduzida capacidade de
detoxificacdo e aumento significativo do estresse oxidativo seguido de inibicdo da

atividade fotossintética e fixagdo de carbono (BUONO et al.,, 2011). Entretanto, o
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herbicida piroxasulfone e isoxaflutole aplicado na pré-emergéncia do trigo foram
considerados os mais seletivos a cultura com niveis de fitotoxicidade inferiores a 9%

em todas as épocas avaliadas (Tabela 12).

Tabela 13- Controle (%) de azevém com herbicidas pré-emergentes aplicados na
cultura do trigo. FAEM/UFPel, Capao do Le&o/RS, 2019.

Controle (%)

Tratamento Dose ia hat

7 DAE 14 DAE 28 DAE 56 DAE
Pendimetalina 1000 50 E 62D 56 D 45D
Trifluralina 1500 85C 85C 80 B 80 B
Isoxaflutole 75 11F 50F 30F 10F
Clomazone 612 90 B 91B 94 A 88 B
Alachlor 2400 92 B 91B 94 A 92 A
Piroxasulfone 100 93 B 94 A 95 A 94 A
S-metolachlor 1440 92B 91 B 94 A 93 A
Sulfentrazone 500 85C 85C 88 B 82B
Oxadiazon 625 79D 78 C 75 C 86 B
Oxifluorfen 600 81C 82C 79 C 70 C
Atrazina 2000 75D 86 C 89 B 97 A
Diuron 1250 43 E 50D 29 E 16 E
Metribuzin 144 14 F 27 E 21 E 6,0 F
Limpa -- 100 A 100 A 100 A 100 A
Suja -- 0,0G 0,0F 0,0F 00F
C.V. (%) 11,57 11,18 10,04 8,19

*médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

Em plantas suscetiveis, o piroxasulfone atua inibindo a elongacdo de &cidos
graxos de cadeia longa (>18 atomos de carbono), especialmente o acido estearico
localizado no reticulo endoplasmatico e no cloroplasto (TANETANI et al., 2009). A
seletividade no trigo deve-se a metabolizacdo do herbicida através da glutationa S-
transferase onde os efeitos podem ser distintos dependendo da dose utilizada, da
textura do solo e do teor de matéria organica (KNEZEVIC et al., 2009; WALSH et al.,
2011). Para o isoxaflutole, a inibicdo da enzima 4-hidroxifenil piruvato dioxigenase
(HPPD) afeta a biossintese de plastoquinona causando branqueamento dos tecidos
e morte de plantas, exceto para plantas tolerantes onde ocorre aumento da
metabolizacdo (PALLETT et al., 1997).

Os resultados evidenciaram que a aplicacdo de piroxasulfone, alachlor, s-
metolachlor e clomazone proporcionou niveis de controle superiores a 90%, seguido
de trifluralina e sulfentrazone com 85% aos 7 DAE (Tabela 13). Resultados

semelhantes foram obtidos em aplicacdes de s-metolachlor e piroxasulfone na dose
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de 1790 e 160 g ia. ha! na cultura do trigo onde os niveis de controle de azevém
resistente ao glifosato foram superiores a 90% (BOND et al., 2014).

Ao avaliar a eficacia dos herbicidas aos 14, 28 e 56 DAE, os resultados
demonstraram que os melhores tratamentos para controle de azevém na pré-
emergéncia foram piroxasulfone, alachlor, s-metolachlor, clomazone e atrazina com
niveis de controle superiores a 86% e similares ao controle da testemunha capinada
em todas as épocas avaliadas (Tabela 13). Os resultados deste estudo corroboram
com os elevados niveis de controle de azevém obtidos em lavouras de trigo da
Australia ap0s a aplicacdo na pré-emergéncia de atrazina, piroxasulfone e s-
metolachlor onde a eficacia foi superior a 85%, sendo considerados herbicidas
importantes para manejo de populagdes azevém com resisténcia multipla (WALSH
et al., 2011; BOUTSALIS; GILL; PRESTON, 2014).

A avaliacdo da populacdo de azevém e de trigo demonstrou apenas 0s
herbicidas piroxasulfone e alachlor proporcionaram elevada reducédo no numero de
plantas de azevém m~ sem afetar a populacédo do trigo aos 56 DAE (Figura 33A e
33B). Cabe ressaltar que os critérios para 0 uso destes herbicidas no controle de
azevém deve considerar sua seletividade ao trigo ou a outras culturas de interesse,
de modo que possam ser utilizadas de maneira eficiente no manejo da resisténcia.
Em trabalho conduzido em lavouras de trigo da Australia foi evidenciado elevada
eficacia do herbicida piroxasulfone na dose de 42 g i.a. ha no controle de L. rigidum
Gaudin. resistente a diferentes herbicidas, além de apresentar elevada seletividade
para trigo e centeio dependendo da dose utilizada (WALSH et al., 2011).

Ja para atrazina, foi constatado reducdo de mais 92% na populacdo de
azevém e de trigo comparado a testemunha limpa, demonstrando que o herbicida
nao deve ser considerado no manejo de azevém em trigo (Figura 33). Todavia, 0
herbicida pode ser uma opc¢éo importante para controle de azevém em lavouras de
canola tolerante a herbicidas do grupo das triazinas devido sua seletividade (SAINI
et al.,, 2014). Além disso, o uso de herbicidas com mecanismos de acao distinto e
culturas pode contribuir para manejo da evolugdo da resisténcia com reducdo
significativa na realimentacdo do banco de sementes do solo (COLLAVO; STREK;
BEFFA, 2013). Resultados similares foram reportados para bidtipos resistentes de L.
rigidum Gaudin. onde o uso de herbicidas alternativos pode reduzir entre 50 a 99% o
banco de sementes do solo para areas manejadas por até dois anos (FERNANDEZ-
MORENO et al., 2017).
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Os resultados de produtividade evidenciaram que os melhores tratamentos
herbicidas foram piroxasulfone, alachlor e s-metolachlor com mais de 2400 Kg ha?,
nao diferindo estatisticamente da testemunha limpa (Figura 34). Resultados
similares foram encontrados ap0s a aplicagdo na pré-emergéncia do trigo dos
herbicidas piroxasulfone e s-metolachlor nas doses de 100 e na 280 g ia. hat onde a
produtividade superior a 2500 Kg ha'! (BOUTSALIS; GILL; PRESTON, 2014).
Entretanto, a reducdo na emergéncia de plantulas de trigo apds a aplicacdo de s-
metolachlor e piroxasulfone depende da dose utilizada, podendo causar reducdo na
produtividade mesmo quando ha controle adequado do azevém.
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Figura 22- Produtividade (Kg hat) do trigo em funcdo da aplicacdo de herbicidas
pré-emergentes para controle de azevém. FAEM/UFPel, Capdo do

Ledo/RS, 2019. Mesma letra maiGscula n&o difere significativamente pelo teste
Scott-Knott (p<0,05).

Resultados semelhantes foram encontrados em nosso estudo apdés aplicacao
de trifluralina onde o controle de azevém foi superior a 85% com reducao de 20% na
populacdo do trigo, acarretando em produtividade menor comparado ao herbicida
piroxasulfone e a testemunha limpa (Figura 34). Dessa forma, o manejo de bi6tipos
resistentes a herbicidas em &reas cultivadas com trigo pode ser realizado com
herbicidas pré-emergentes como piroxasulfone e alachlor que apresentaram
seletividade a cultura do trigo sem ocasionar reducao significativa no stand inicial
aliando elevado controle sobre o azevém, proporcionado maior produtividade

comparado aos demais herbicidas testados.

4.3.6 Manejo do banco de sementes de azevém através de métodos fisicos e

mecanicos na pré-semeadura das culturas de verao.

O teste de normalidade ndo demonstrou a necessidade de transformacéo dos
dados e, a analise de variancia, evidenciou efeito significativo sobre o banco de
sementes e a populacdo infestante entre os manejos fisicos e mecanicos e as

culturas de verao em sucesséao (Figura 35 e 36).
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Os resultados do banco de sementes do solo na camada de 0-5cm
evidenciaram que o pousio invernal seguido de soja proporcionou aumento
significativo no numero de sementes comparado aos demais manejos preconizados
na pré-semeadura da soja ou do milho (Figura 35A). Ao comparar o efeito do tempo
para o manejo adotado, houve diferenca significativa apenas no pousio seguido de
soja com aumento de 380% entre um ano e outro. Para o banco de sementes de
azevém presente na camada de 5-10cm foi constatado aumento de 22 e 53% entre
um ano e outro para areas submetidas a gradagem superficial seguido do uso da
soja como cultura sucessora de verdo comparado ao banco inicial (Figura 35B).

A auséncia de revolvimento do solo proporcionou reducdes no banco de
sementes do solo de até 50% na camada de 5-10cm comparado ao banco inicial
apos dois anos de manejo continuo, independente da cultura usada em sucessao
(Figura 35B). Para a camada de 10-20cm, os resultados evidenciaram aumento
significativo no banco de sementes do solo em areas submetidas a aracdo na pré-
semeadura da soja comparado ao banco inicial do solo (Figura 35C). De maneira
similar, houve reducdo no nimero de sementes de azevém na camada de 10-20cm
para manejos sem revolvimento do solo ou com disturbio superficial apés gradagem,
independente da cultura sucessora.

Em sistemas agricolas, o preparo do solo e os disturbios frequentes sao
considerados os principais fatores envolvidos na distribuicdo vertical das sementes
de plantas daninhas comparado a semeadura direta onde a maioria das sementes
permanece na superficie do solo (CLEMENTS; BENOIT; SWANTON, 1996).
Resultados semelhantes foram encontrados em Poa annua L. em sistemas com
inversdo do solo onde a distribuicdo vertical foi mais uniforme comparado a
semeadura direta sem inversdo, contribuindo para evitar o estabelecimento de
plantulas devido o enterrio de sementes a camadas onde as condicbes para
germinacdo sdo desfavoraveis (SCHERNER; MELANDER; KUDSK, 2016). Além
disso, o enterrio das sementes dificulta a germinacdo, aumenta a dorméncia e
dificulta a manipulacdo do banco de sementes devido a reducdo da predacéao e
deterioragcdo (GOGGIN; POWLES; STEADMAN, 2012). Em recente pesquisa foi
constatado que perturbacbes do solo podem auxiliar no controle de plantas
daninhas, mas processos de aracdo podem aumentar a longevidade das sementes e
reduzir a emergéncia das plantulas e manter as sementes viaveis por periodos
maiores (MELANDER et al., 2013).
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Para populacdo de azevém, os maiores valores foram obtidos em areas sob
pousio invernal com sucedido de soja no verdo, onde o aumento foi superior a 400%
apos dois anos de manejo continuo (Figura 36). A aracao do solo, fenag@o ou pousio
invernal seguido do milho como cultura sucessora de verdo foram manejos que
reduziram a populacdo de azevém em mais de 65% comparado a populagéo
infestante inicial. As principais evidéncias para reducdo da populacdo do azevém
estdo relacionadas com a auséncia/limitada realimentacéo do banco de sementes do
solo, visto que a semeadura do milho geralmente ocorre 60-80 dias antes da cultura
da soja. Resultados similares foram obtidos em sistemas de cultivo que utilizam o
milho como cultura sucessora no verao onde a realimentacdo do banco de sementes
do solo é menor devido a antecipacdo de semeadura comparado a soja (GALVAN et
al., 2015; JHA et al., 2017).
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Figura 24- Populacdo de azevém em funcdo dos manejos pré-semeadura da soja e

do milho ao longo do tempo. FAEM/UFPel, Capao do Ledao/RS, 20109.
Letras mailsculas comparam os manejos dentro de ano e, letra minlUscula, compara
manejo dentro de culturas no ano pelo teste Duncan (p<0,05); *signicativo e "Sn&o
significativo para comparacao de anos dentro de manejos pelo teste t (p<0,05).

Em é&reas cultivadas com soja, destacou-se a produgcdo de feno como
alternativa mais viavel para reducdo da populacédo de azevém onde os valores foram
30 e 85% menores comparado a populacgéo inicial e ao pousio invernal (Figura 36).
Além disso, a producdo de feno foi préxima a 5,7 toneladas ha' de matéria seca

(dados nao apresentados) e o volumoso produzido a partir do azevém pode ser
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considerado uma importante fonte energética para gado em periodos de menor
disponibilidade alimentar (PEDROSO et al., 2004).

A utilizacdo de arado ou gradagem na pré-semeadura da soja foi pouco
eficiente na reducdo da populagcédo infestante comparada a populagéo inicial, mas
contribuiu  significativamente na reducdo no numero de plantas de azevém
comparado ao pousio invernal (Figura 36). O manejo do solo com aracao e/ou
gradagem pode ser considerado uma oportunidade para controle de plantas
daninhas, proporcionando reducdo na densidade de plantas daninhas em sistemas
de cultivo (RENTON; FLOWER, 2015). No entanto, essas praticas de manejo
isoladas tendem a ser limitadas para controle adequado de plantas daninhas, mas
importantes em programas de manejo do banco de sementes de azevém que devem
ser preconizadas para proteger o potencial produtivo das culturas, reduzir a presséo
de selecéo para resisténcia e manter a populacdo infestante em niveis mais baixos
(KLEEMANN; PRESTON; GILL, 2016; COLBACH et al., 2017). O uso do milho como
cultura sucessora com semeaduras mais precoces, independente do manejo
adotado auxilia na reducéo da populagéo infestante e do banco de sementes. Dessa
forma, praticas de manejo que proporcionem reducdo na realimentacdo do banco de
sementes do solo sdo essenciais para reduzir a populacdo infestante e evitar a

evolucdo da resisténcia.

4.3.7 Inviabilizagdo de sementes de Lolium multifflorum Lam. com herbicidas em

diferentes estadios do periodo reprodutivo.

Os resultados para o teste de normalidade ndo demonstraram a necessidade
de transformacao dos dados e, a analise de variancia, evidenciou efeito significativo
entre os fatores tratamentos herbicidas e os diferentes estagios reprodutivos para
todas as variaveis avaliadas, exceto para percentagem de plantulas anormais onde
houve efeito simples para o fator tratamento herbicida (Tabela 14, Figura 37).

Os resultados evidenciaram rapido efeito dos herbicidas paraquate e
glufosinato de amoénia no controle de azevém independente do estagio aplicado
onde os niveis foram superiores a 80% aos 7DAA (Tabela 14). Todavia, o controle
foi 25 a 40% menor para as aplicacdes de cletodim e iodosulfuron-metil comparado
aos demais herbicidas. Em plantas, o paraquat possui rapida acdo herbicida devido

o desvio de elétrons do fotossistema | (FS I) durante o processo fotossintético que
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resultam na formacéo de peroxido de hidrogénio (H202), causando peroxidacéo de

lipidios e danos as membranas do cloroplasto (SENSEMAN, 2007).

Tabela 14- Controle (%) de azevém aos sete, 14 e 28 dias apos aplicacdao (DAA) de
paraquat, glufosinato de amonia, iodosulfuron-metil e cletodim para
inviabilizacdo das sementes em diferentes estadios reprodutivos.
FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2019.

Tratamento [_)ose _ Controle 7DAA _

(g ia. ha™) Pré-espiga Antese Enchimento
Paraquat 200 84 Aa 82 Aa 80 Aa
Gluf. de aménia 400 82 Ba 81 Aa 82 Aa
lodosulfuron-metil 5 44 Da 42 Ca 45 Ba
Cletodim 120 55 Ca 51 Ba 52 Ba
Testemunha -- 0,0 E™s 0,0D 0,0C
CV (%) 4,33
Tratamento [_)ose Controle 14DAA

(g ia. ha) Pré-espiga Antese  Enchimento
Paraquat 200 99 Aa 98 Aa 99 Aa
Gluf. de amobnia 400 93 Ba 95 Aa 95 Aa
lodosulfuron-metil 5 83 Ca 82 Ba 80 Ba
Cletodim 120 91 Ba 89 Ba 90 Ba
Testemunha -- 0,0 D™ 0,0C 0,0C
CV (%) 3,52
Tratamento [_)ose Controle 28DAA

(g ia. ha') Pré-espiga Antese Enchimento
Paraquat 200 100 Aa 100 Aa 100 Aa
Gluf. de amobnia 400 100 Aa 100 Aa 99 Aa
lodosulfuron-metil 5 96 Ba 97 Ba 97 Ba
Cletodim 120 99 Aa 99 Aa 99 Aa
Testemunha -- 0,0Cns 0,0C 0,0B
CV (%) 2,55

*médias seguida de mesma letra mindscula (na linha) e de mesma letra mailscula (na coluna) ndo
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p<0,05). "s= n&o significativo (p<0,05).

De maneira similar, o controle do azevém aos 14 DAA foi menor para os
herbicidas iodosulfuron-metil e cletodim comparado ao paraquat e/ou glufosinato de
amonia, independente do estagio reprodutivo avaliado (Tabela 14). O menor nivel de
controle evidenciado aos 14 DAA para iodosulfuron-metil e cletodim deve-se
possivelmente ao modo de agao mais lento dos herbicidas e a menor mobilidade
para plantas mais desenvolvidas comparado a herbicidas de contato onde os
sintomas sé&o visiveis num intervalo menor de tempo (CAMPOS et al., 2012). Além
disso, ndo foi constatada diferenca significativa de controle entre os estadios
reprodutivos de pré-espiga, antese e enchimento de gréos, independente do
herbicida testado.
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Para as avaliacdes aos 28 DAA, os niveis de controle do azevém foram
superiores a 96% para todos os herbicidas e menor para aplicacdo de iodosulfuron-
metil independente do estagio (Tabela 14). Resultados similares foram reportados
para controle de azevém no pré-florescimento onde os niveis foram 13% menores
para o herbicida iodosulfuron-metil comparado a aplicacdo de paraquat aos 28 DAA
(PEREIRA; CARVALHO; DAL MAGRO, 2017).

Ao avaliar a producdo de sementes cheias produzidas planta?, a aplicacéo
em estagio de pré-espiga inviabilizou completamente a producdo de sementes

comparado a testemunha sem aplicacdo de herbicida (Figura 37).

450 4 [ Pré-espiga
[ Antese Aa Aa Aa
400 { [ Enchimento

350

Sementes produzidas plan‘ca'1

[ T
Paraquat Glufosme_1t0 lodosulfuron-metil  Cletodim Testemunha
de amédnia

Tratamentos
Figura 25- Sementes de azevém produzidas planta™ apés aplicacdo dos herbicidas
paraquat, glufosinato de amoénia, iodosulfuron-metil e cletodim para
inviabilizagdo de sementes em diferentes estadios reprodutivos.
FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2019. Letras minusculas comparam o

herbicida nos estégios e, letras mailscula, comparam os herbicida para cada estagio
através do teste de Duncan (p<0,05).

Para os herbicidas aplicados na antese, paraquat e glufosinato de amonia
foram os tratamentos herbicidas que proporcionaram reducao de 99% na producéo
de sementes planta comparado a testemunha enquanto que, o uso de iodosulfuron-
metil e cletodim, proporcionou reducéo de 90 e 92%, respectivamente. Todavia, 0
atraso na aplicacdo de herbicidas aumentou a producéo de sementes cheias planta
para todos os tratamentos herbicidas. Ao avaliar o nUmero de sementes produzidas
para herbicidas aplicados no enchimento de graos, houve reducéo de 81% para o
herbicida paraquat e de 51, 36 e 15% para glufosinato de amdnia, iodosulfuron-metil

e cletodim, respectivamente (Figura 37). De maneira similar, a aplicacdo tardia de
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glifosato reduziu a proporcao de sementes de L. rigidum Gaudin. (STEADMAN et al.,
2005). Em trabalho realizado na Espanha, a reducéo na producdo de sementes de L.
rigidum Gaudin. com herbicidas proporcionaram reducdo de 45% no banco de
sementes do solo a longo prazo (GONZALEZ-ANDUJAR; FERNANDEZ-
QUINTANILLA, 2004). Todavia, a utilizacdo de herbicidas para controle de escapes
precisa ser realizada em estagios que impossibilitem a producdo de sementes
viaveis (PIASECKI et al., 2019).

O teste de germinacdo das sementes cheias produzidas evidenciou efeito
significativo entre os fatores para todas variaveis analisadas, exceto para a
percentagem de plantulas anormais onde houve efeito simples para o fator
tratamento (Tabela 15, 16 e 17).

Tabela 15- Germinacéo e sementes mortas de azevém apdés aplicacdo de paraquat,
glufosinato de amonia, iodosulfuron-metil e cletodim para inviabilizacao
das sementes em diferentes estagios reprodutivos. FAEM/UFPel, Capéo
do Ledo/RS, 2019.

Tratamento Dose Germinacéo (%)

(g ia. ha) Pré-espiga Antese  Enchimento
Paraquat 200 0,0B™ 0,0C 0,0C
Gluf. de ambnia 400 0,0Bb 0,0 Cb 17 Ba
lodosulfuron-metil 5 0,0Bb 21 Ba 22 Ba
Cletodim 120 0,0 Ba 1,0 Ca 2,0 Ca
Testemunha - 89 Ans 89 A 89 A
CV (%) 11,90
Tratamento Dose Sementes mortas (%)

(g ia. ha™) Pré-espiga Antese  Enchimento
Paraquat 200 100 Aa 100 Aa 81 Ab
Gluf. de ambnia 400 100 Aa 99 Aa 75 ABDb
lodosulfuron-metil 5 99 Aa 76 Bb 53 Bc
Cletodim 120 100 Aa 98 Aa 57 Bb
Testemunha - 8,0B 8,0C 80C
CV (%) 15,64

*médias seguida de mesma letra mindscula (na linha) e de mesma letra maidscula (na coluna) ndo
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p<0,05). "s= néo significativo (p<0,05).

Para germinacéo foi constatado que todos os herbicidas causaram reducao
na germinagdo comparado a testemunha sem aplicacdo onde 89% das sementes
germinaram. Ao avaliar os estagios de aplicacdo, a germinacdo foi maior para os
herbicidas aplicados no estadio de enchimento de grdos comparado a aplicacéo
realizada na antese ou pré-espiga, onde todos os herbicidas causaram inviabilizacao

da germinacéo, exceto para iodosulfuron-metil aplicado na antese ou enchimento de
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graos onde aproximadamente 21% das sementes germinaram (Tabela 15).
Resultados similares foram reportados em trigo submetido a aplicacdo dos
herbicidas glyphosate e paraquat em estagio de enchimento de grdos onde houve
reducao significativa da germinacao (PERBONI et al., 2018) devido o dano oxidativo
causado pelos herbicidas sobre as estruturas de membrana (BELLE et al., 2014).

O numero de sementes mortas de azevém foi acima de 98% para todos 0s
herbicidas aplicados na pré-espiga e no estagio de antese, exceto para iodosulfuron-
metil aplicado na antese onde a inviabilizacao foi de 76% (Tabela 15). Além disso, o
atraso na aplicacdo dos herbicidas causou reducdo na percentagem de sementes
mortas, especialmente para o herbicida cletodim aplicado no enchimento de gréos
onde apenas 57% das sementes foram identificadas como mortas. A aplicacéo de
herbicidas em plantas causa alterac6es em diversos processos fisiologicos, podendo
afetar o enchimento de grdos e a qualidade das sementes, especialmente quando
realizadas antes da maturidade fisiologica (JASKULSKI; JASKULSKA, 2014).

Para plantulas anormais néo foi evidenciado diferenca significativa entre os
herbicidas quando comparado com a testemunha sem aplicacdo (Tabela 16). As
plantulas anormais sédo caracterizadas pela auséncia de alguma estrutura essencial
da semente que reduz o vigor e a capacidade de desenvolvimento da planta no
ambiente (BARTH NETO et al., 2014).

Tabela 16- Plantulas anormais de azevém apds aplicacdo de paraquat, glufosinato
de amonia, iodosulfuron-metil e cletodim para inviabilizacdo das
sementes em diferentes estagios reprodutivos. FAEM/UFPel, Capao do
Le&o/RS, 2019.

Tratamento Dose Plantulas anormais (%)
(g ia. ha?) Estagios reprodutivos

Paraquat 200 0,0A

Gluf. de amoénia 400 0,0A

lodosulfuron-metil 5 10A

Cletodim 120 0,0A

Testemunha -- 10A

CV (%) 8,31

*médias seguida de mesma letra mailscula (na coluna) nao diferem significativamente pelo teste de
Duncan (p<0,05).
A dessecacdo de trigo com os herbicidas glufosinato de amdnio, cletodim ou

paraquat pode causar reducdo de vigor e no comprimento de plantulas devido a
reducdo da massa das sementes decorrentes da formacdo incompleta das
estruturas essenciais (KRENCHINSKI et al.,, 2017). Os resultados para a

percentagem de sementes dormentes viaveis e ndo viaveis ndo evidenciaram
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diferenca significativa entre os tratamentos herbicidas aplicados na pré-espiga e
antese comparado com a testemunha sem aplicacdo (Tabela 17). Todavia, o0 maior
percentual de sementes dormentes viaveis foi encontrado para a aplicacdo de
iodosulfuron-metil no enchimento de graos com 5%. Elevados niveis de dorméncia
em sementes de plantas daninhas permitem maior longevidade no banco de
sementes do solo e germinacdo escalonada no tempo, especialmente quando as
condi¢cdes ambientais sdo desfavoraveis (BENECH-ARNOLD et al., 2000).

Tabela 17- Sementes viaveis e ndo-viaveis de azevém apos aplicacado de paraquat,
glufosinato de amonia, iodosulfuron-metil e cletodim para inviabilizagcéo
das sementes em diferentes estadios reprodutivos. FAEM/UFPel, Capéo
do Ledo/RS, 2019.

Tratamento Dose Sementes viaveis (%)

(g ia. ha') Pré-espiga Antese  Enchimento
Paraquat 200 0,0 Aa 0,0 Aa 2,0 Ba
Gluf. de amobnia 400 0,0 Aa 0,0 Aa 1,0 Ba
lodosulfuron-metil 5 0,0 Ab 1,0 Ab 5,0 Aa
Cletodim 120 0,0 Aa 0,0 Aa 2,0 Ba
Testemunha -- 1,0 Ams 10A 10B
CV (%) 10,81
Tratamento Dose Sementes nao viaveis (%)

(g ia. ha?) Pré-espiga Antese  Enchimento
Paraquat 200 0,0 Ab 0,0 Ab 16 Ba
Gluf. de amobnia 400 0,0 Ab 1,0 Ab 7,0 Ca
lodosulfuron-metil 5 0,0 Ab 1,0 Ab 19 Ba
Cletodim 120 0,0 Ab 1,0 Ab 39 Aa
Testemunha -- 1,0 Ams 10A 10D
CV (%) 8,31

*médias seguida de mesma letra mindscula (na linha) e de mesma letra mailscula (ha coluna) nédo
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p<0,05). "s= n&o significativo (p<0,05).

Para as sementes dormentes ndo viaveis, os maiores percentuais foram
evidenciados para aplicacéo de cletodim com 39%, seguido de iodosulfuron-metil e
paraquat com valores acima de 16% no estagio de enchimento de gréos (Tabela
17). Para sementes com reservas limitadas, os processos de deterioracao
decorrentes do atague de microrganismos e/ou estresses ambientais como
temperatura e umidade sédo considerados as principais causas para aumento na
percentagem de sementes dormentes ndo viaveis (VIVIAN et al, 2008;
AGOSTINETTO et al.,, 2018). Todavia, ao avaliar detalhadamente as sementes

dormentes nao-viaveis em microscopio, foi constatado que mais de 90% das



137

sementes analisadas do ndo apresentavam embrido, independente do herbicida

aplicado durante o enchimento de graos (Figura 38).

Testemunha Cletodim lodosulfuron-metil Paraquat
Glufsinato de amoénia

Figura 26- Efeito dos herbicidas sobre as sementes dormentes n&o viaveis de
azevém apOs aplicacdo em estadio de enchimento de grédos.
FAEM/UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2019.

As praticas de manejo preconizadas para azevém sao consideradas de suma
importancia para reducdo do banco de sementes do solo devido a diminuicdo das
entradas e, consideradas op¢des para manejo de azevém resistentes a herbicidas. A
avaliacdo de cada cenario com o levantamento prévio dos niveis de infestacdo e a
adocdo de estratégias de manejo conjuntas devem ser consideradas para

proporcionar reducéo da interferéncia e de futuras infestacdes de azevém resistente.

4.4 Conclusodes

A viabilidade do azevém no banco de sementes do solo é inferior a dois anos
e aumenta com a profundidade de enterrio.

A quantificagdo hormonal da dorméncia do azevém é regulada pelo aumento
na concentracdo de AIA e ocorre em intervalo superior a 56 dias apos coleta da
planta-mée. Entretanto, nenhum dos promotores da germinacao, independente da
concentragdo, causa aumento na percentagem de germinacao do azevém devido ao

elevado nivel de dorméncia primaria.
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O centeio, ervilhaca e aveia-preta apresentam elevada capacidade de
supressdo do azevém e auxiliam na reducdo do banco de sementes do solo
comparado ao pousio, canola e trigo.

O herbicida piroxasulfone apresenta controle altamente satisfatorio do
azevém resistente e alta seletividade na cultura do trigo sem reduzir a produtividade
da cultura comparado aos demais tratamentos herbicidas.

A utilizacdo de milho em sucessao proporciona reducdo do banco de
sementes e da populagéo infestante, independente do manejo realizado na pré-
semeadura.

Os herbicidas paraquat e glufosinato de amoénia causam completa
inviabilizacdo das sementes de azevém para aplicacdes realizadas em estagio

fenoldgico de pré-espiga ou antese.



5. Capitulo IV — Adaptabilidade e habilidade competitiva de Lolium multiflorum

Lam. tetraploide e diploide para manejo da resisténcia.

5.1 Introducéo

O azevém (Lolium multiflorum Lam.) € uma planta monocotiledénea de
fecundacdo cruzada amplamente adaptada a diversas condicdes ambientais e,
facilmente encontrada em &reas de pastagem destinadas para a alimentacdo animal
ou em campos cultivados com cereais de inverno onde pode ocasionar reducdo da
produtividade (VARGAS; ROMAN, 2005). A adocdo do controle quimico para
manejo de azevém visa proteger o potencial produtivo das culturas, reduzindo a
interferéncia, aliando alta eficacia e baixo custo em relacdo a outros métodos de
controle (BUSI et al., 2013).

No campo, a grande variabilidade genética das plantas daninhas associada
aos efeitos do ambiente e das praticas de manejo inadequadas, como 0O USO
repetitivo de moléculas herbicidas com o mesmo local alvo, exercem elevada
pressdo de selecdo e favoreceram o surgimento, adaptacédo e sobrevivéncia de
biétipos resistentes (POWLES; YU, 2010; GOULD; BROWN; KUZMA, 2018). A
resisténcia de plantas daninhas € resultado da adaptacdo evolutiva de alguns
individuos que pode ocorrer em uma ou mais etapas da agéo do herbicida, incluindo
desde sua absorcéo até o dano celular que podem causar (DEYLE; JASIENIUK; LE
CORRE, 2013). Para plantas de azevém diploide resistente ao glifosato, 0s
principais mecanismos de resisténcia reportados incluem a reducdo da absorcéo e
translocacdo da molécula, rapido sequestro para o vacuolo, mutacdes no local alvo
ou superexpressao da EPSPs (SALAS et al., 2012; SAMMONS; GAINES, 2014).

O surgimento da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas requer a

adocdo de estratégias para prevencdo e/ou reducdo da evolucdo da resisténcia.
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Dentro deste contexto, o uso de espécies alternativas de inverno como o azevém
tetraploide em campos do Rio Grande do Sul tém aumentado como uma estratégia
de manejo ao azevém diploide resistente a herbicidas (OLIVEIRA et al., 2014). O
uso crescente do azevém tetraploide deve-se a maior producdo de massa seca,
ciclo vegetativo mais longo e melhor qualidade forrageira quando comparado ao
azevém diploide (NAIR, 2004; GILLILAND; JOHNSTON; CONNOLLY, 2007).
Todavia, o nivel de ploidia do azevém (2n=2x= 14 cromossomos para diploide e
2n=4x= 28 cromossomos para o tetraploide) determinam diferentes caracteristicas
genotipicas e fenotipicas, além de afetar diretamente no desempenho da planta
devido ao aumento no volume celular (BALOCCHI; LOPEZ, 2009).

Os estudos de adaptabilidade ou valor adaptativo (“fitness”) constituem
ferramentas importantes para entendimento dos componentes de crescimento,
sobrevivéncia e producdo de sementes viaveis em funcdo do aproveitamento dos
recursos de crescimento em determinado nicho ecologico (RADOSEVICH; HOLT;
GHERSA, 2007). As principais altera¢des do valor adaptativo séo a reducdo na taxa
de crescimento, atividade fotossintética diferenciada, reduzida capacidade de
competir por recursos e menor producdo de sementes por planta (VILA-AIUB et al.,
2015). Entretanto, o custo adaptativo refere-se a expressdo fenotipica final
resultante da interacdo genética das plantas, da base molecular de resisténcia
(mecanismo de resisténcia/gene/alelo; interacdes alélicas e niumero de alelos de
resisténcia) e do ambiente bidtico e abibtico, podendo acarretar mudancas
morfofisioldgicas (VILA-AIUB; GUNDEL; PRESTON, 2015).

As modificacdes nas caracteristicas fisiolégicas e na taxa de crescimento das
plantas podem alterar a competitividade dos individuos e sua dindmica dentro da
populacao, afetando diretamente as estratégias de manejo e prevencao da evolucao
da resisténcia (CHRISTOFFOLETI, 2001; LI et al., 2013). Estudos reportaram que o
comportamento ecofisiolégico de plantas resistentes a herbicidas inibidores da
EPSPs foi similar comparado a individuos suscetiveis (VARGAS et al., 2005;
FERREIRA et al., 2008; BRAVO et al., 2017), demonstrando a elevada capacidade
de adaptacdo a mudancas ambientais através da alocagéo de recursos (VILA-AIUB
et al., 2009).

Em sistemas agricolas, a capacidade de adaptacdo e a presenca de plantas
daninhas em areas de cultivo estdo relacionadas com sua presenca no banco de

sementes e com a capacidade de liberacdo da dorméncia, podendo interferir em
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maior grau dependendo do momento em que emergirem (BATLLA; BENECH-
ARNOLD, 2007). A maior habilidade competitiva de plantas daninhas tém sido alvo
de estudo através dos principais componentes do ciclo de vida, especialmente
relacionados a fecundidade e germinacdo de sementes, considerados 0s principais
fatores que favorecem a prevaléncia de um individuo no ambiente (KESHTKAR et
al., 2019).

A capacidade competitiva entre dois ou mais individuos pode ser determinada
através dos atributos fisiologicos e morfoldégicos em fungcdo da exploracdo dos
recursos disponiveis em determinado nicho ecolégico (SWANTON; NKOA;
BLACKSHAW, 2015). A série de substituicdo € considerada uma valiosa ferramenta
para fornecer informagcBes sobre as interacdes entre as espécies, podem ser
categorizadas como negativas, positivas ou neutras através dos coeficientes de
competicdo e agrupamento relativo (WANG et al., 2006). Além disso, estudos sobre
competitividade de culturas com plantas daninhas permitem desenvolver estratégias
de manejo cultural onde espécies que apresentam maior acimulo de matéria seca
da parte aérea possuem maior habilidade competitiva (FLECK et al., 2003).

Em cevada e trigo, a habilidade competitiva do azevém foi maior que as
culturas onde afetou o afilhamento, a area foliar e a massa da matéria seca da parte
aérea de plantas resultando em menor produtividade final (RIGOLI et al., 2008;
GALON et al.,, 2011). Todavia, a sustentabilidade dos sistemas de producéo
depende da diversificagdo das préaticas de manejo para controle eficiente das plantas
daninhas (SHANER; BECKIE, 2014), podendo auxiliar na reversdo da resisténcia
através dos custos adaptativos negativos com dominancia de individuos suscetiveis
sobre uma populacdo resistente (KESHTKAR et al.,, 2019). Os objetivos foram
avaliar o ciclo de vida, comparar o valor adaptativo e a habilidade competitiva do

azevém diploide e tetraploide para manejo da resisténcia.

5.2 Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo pertencentes ao
CEHERB/FAEM/UFPel durante o ano de 2016 e 2017. As sementes de azevém
diploide cultivar BRS Ponteio e do tetraploide cultivar INIA Winter Star foram usadas
para avaliar o ciclo de vida, adaptabilidade e habilidade competitiva. As plantas

foram alocadas em vasos plasticos contendo solo classificado como Argissolo
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Vermelho-Amarelo pertencente a Unidade Mapeamento Pelotas como Argissolo
Vermelho-Amarelo. A analise do solo evidenciou pH em agua= 5,6; CTCpnr= 7,2
cmolc dm3; matéria organica= 1,5%; argila= 16%; textura = 4; Ca= 4,1 cmolc dm3;
Mg= 1,1 cmolc dm=3; Al= 1,8 cmolc dm3; P= 6,5 mg dm= e K= 0,15 cmolc dm=. A
correcdo da fertilidade foi realizada conforme as recomendacdes para as forrageiras
de inverno (SBCS, 2016). A apresentacdo dos materiais e métodos especificos de

cada experimento estdo descritos abaixo.

5.2.1 Ciclo e duracéo dos principais estagios fenoldégicos de Lolium multiflorum

Lam. diploide e tetraploide.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado com quatro repeticdes. As sementes ndo dormentes foram semeadas
em vasos plasticos com capacidade volumétrica de 10dm3, preenchidos com solo.
Apéds a emergéncia, foi mantida apenas uma planta em cada unidade experimental
para a realizacéo das avaliacdes.

Os principais estagios avaliados foram emergéncia das sementes,
emergéncia de coledptilo, primeira folha verdadeira, afilhamento, alongamento do
caule, emissao da espiga, florescimento pleno, enchimento da semente, maturacéo
e maturacdo de sementes (inicio de dorméncia) usando a escala fenologica para
cereais adaptada de Bleiholder (BLEIHOLDER et al., 1997). Para célculo da duragéo
de cada estagio, foi considerado a presenca de 50% das plantas com as mesmas

caracteristicas fenotipicas.

5.2.2 Valor adaptativo de Lolium multiflorum Lam. diploide e tetraploide para

manejo da resisténcia.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado com cinco repeticdes. Cada unidade experimental foi composta de uma
planta por vaso plastico com capacidade de 8dm? cada, preenchidos com solo e
substrato GerminaPlant® na proporcdo 2:1. Os tratamentos foram dispostos em
esquema fatorial onde o fator A compreendeu o azevém diploide (cultivar BRS

Ponteio) e tetraploide (cultivar INIA Winter Star) e, o fator B, foi composto por dez
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épocas de avaliacdo (zero, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 140 e 170 dias apos a
emergéncia).

As variaveis avaliadas, em cada época, foram: estatura, numero de afilhos
(NA), éarea foliar (AF), massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) e massa
seca de raiz (MSR). A estatura foi determinada com o auxilio de régua milimetrada
tomando-se o comprimento da planta desde o nivel do solo até o apice com o limbo
foliar estendido. A AF foi determinada com o auxilio do medidor de é&rea foliar
(modelo LI 3100C) e, a MMSPA, foi obtida ap6s secagem do material em estufa com
circulacdo de ar a temperatura de 60°C por 72h, seguido de pesagem em balanca
analitica. Ao final do ciclo, foi avaliado o nimero de espigas e espiguetas produzidas
bem como foi realizado o peso de mil sementes e a contagem das sementes
produzidas planta™.

Os resultados de AF e MMSPA foram utilizados para determinar a taxa de
crescimento absoluto (TCA) e a razéo de area foliar (RAF). A TCA, expressa em ¢
planta-ldial, demonstra a velocidade média de crescimento das plantas ao longo do
periodo observado (REIS; MULLER, 1978), obtida pela formula:

TCA = (W2-W1) / (to-t1)

onde: W2 e W1 sdo as MMSPA de duas amostragens sucessivas, t2 e t1 sdo
os dias transcorridos entre as duas observacoes.

A RAF (cm? g?') serve como parametro apropriado para as avaliacdes de
efeitos genotipicos, climaticos e do manejo de comunidades vegetais onde
considera a éarea foliar util para a fotossintese e a massa seca total (WEST,;
BRIGGS; KIDD, 1920), obtida pela férmula:

RAF = AF /| MST

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro
Wilk) e, posteriormente, submetidos a andalise de variancia (p<0,05). Caso
constatada significancia estatistica, realizou-se analise de regressdo para o fator
épocas de avaliacao utilizando o SigmaPlot 12.0 (SIGMAPLOT, 2012) e, para o fator
bidtipo, foi procedida a comparacdo entre as médias utilizando o teste F (p<0,05)
para as variaveis niumero de espigas por planta e espiguetas produzidas por espiga
bem como foi realizado o peso de mil sementes e a contagem das sementes

produzidas planta™.
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Para todas as variaveis mensuradas, exceto para RAF, os dados ajustaram-
se a equacao de regressao sigmoidal com trés parametros conforme segue:

y=a/ (1 + expx-xb)

onde: y= variavel resposta de interesse; exp= funcdo exponencial; x= dias apls a
emergéncia e; os valores de a, b e xo sdo 0os parametros da regressdo néo linear do
modelo com a= diferenca entre a assintota maxima e minima; b= declive da curva,
Xo= dias ap0s a semeadura correspondente a 50% do rendimento da variavel
dependente para o valor da assintota maxima (a).

Para a variavel RAF, os dados se ajustaram a equacédo de regressao do tipo

peak Gaussian com trés parametros
y - a*ex[-O,S (X - XO/b)Z]

onde: y= variavel resposta de interesse; exp= funcdo exponencial; x= dias apos a
emergéncia e; os valores de a, b e xo séo os parametros da regressao néo linear do
modelo com a =diferenca entre a assintota maxima e minima; b= declive da curva,
Xo= dias ap0s a semeadura correspondente a 50% do rendimento da variavel

dependente para o valor da assintota maxima (a).

5.2.3 Habilidade competitiva de Lolium multiflorum Lam. diploide e tetraploide

em sistemas agricolas.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado com cinco repeticdes. As plantas foram alocadas em unidades
experimentais composta por vasos plasticos com capacidade volumétrica de 4dm?,
preenchidos com solo.

Primeiramente, foi realizado um experimento para determinar a populacao de
plantas a partir da qual a area foliar (AF) e a massa da matéria seca da parte aérea
(MMSPA) por unidade de area tornam-se constantes, independente da populacao,
baseado na “lei de produgao final constante” (RADOSEVICH; HOLT; GHERSA,
2007). Este experimento foi conduzido em série aditiva utilizando monocultivo de
azevéem diploide e tetraploide nas populacdes de uma, 2, 4, 8, 16, 32 e 64 plantas
vasol, equivalente a 12, 22, 44, 88, 176, 352 e 704 plantas m2. As variaveis
analisadas foram éarea foliar (cm? planta!) e MMSPA (g planta) aos 50 dias apds a
emergéncia (DAE). A AF foi determinada com auxilio de determinador de AF e a
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MMSPA foi quantificada pela pesagem do material vegetal apds secagem em estufa
a 60°C por 72hs.

A habilidade competitiva entre o azevém diploide e tetraploide foi avaliada por
dois anos consecutivos através de experimentos em série de substituicdo, utilizando
a populacdo de plantas determinada no ensaio anterior. Em cada série, as
proporcdes testadas entre plantas de azevém diploide e tetraploide foram de 100:0,
75:25, 50:50, 25:75 e 0:100.

As variaveis avaliadas foram area foliar, nUmero de afilhos (NA), estatura de
planta (EST) e massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) aos 50 DAE, com
os valores médios expressos em unidades por planta. A area foliar foi determinada
com o auxilio do medidor de area foliar (modelo LI 3100C) e, a estatura das plantas,
foi obtida com auxilio de régua milimetrada. A MMSPA foi obtida apds secagem em
estufa com circulacéo de ar a temperatura de 60°C por 72 hs.

Com base nos resultados obtidos das variaveis, foi calculada a produtividade
relativa (PR) das misturas em relagdo ao monocultivo. A produtividade relativa total
(PRT) foi obtida pela soma das PR do azevém diploide e tetraploide de cada
experimento. Os indices de competitividade relativa (CR), coeficiente de
agrupamento relativo (K) e competitividade (C) foram calculados na proporcéo de
50% dos competidores. A CR representa o crescimento comparativo do azevém
diploide em relagdo ao tetraploide; K indica a dominancia relativa de uma espécie
sobre a outra e, C indica a espécie mais competitiva. Os indices CR, K e C para
serem considerados diferentes, necessitam da ocorréncia de, no minimo, duas
propor¢cdes com significancia estatistica através do teste t (BIANCHI; FLECK;
LAMEGO, 2006).

Para a analise estatistica da PR, primeiro foi calculada a diferenca para os
valores de PR obtidos nas proporgbes de 25, 50 e 75% de plantas em relagcéo aos
valores pertencentes as retas hipotéticas obtidas nas respectivas proporcoes
(PASSINI; CHRISTOFFOLETI; YADA, 2003). O teste t (p<0,05) foi utilizado para
testar as diferencas entre os indices estimados em relac&o a reta hipotética.

Os resultados obtidos para AF, NA, EST e MMSPA foram submetidos a
analise de variancia. Ocorrendo significancia pelo teste F (p<0,05), as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Dunnett (p<0,05), considerando suas

respectivas monoculturas como testemunhas.
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5.3 Resultados e discusséao

A apresentacdo dos resultados e discussdo de cada experimento estdo
descritos abaixo, seguindo a sequéncia descrita nos materiais e métodos.

5.3.1 Ciclo e duracéo dos principais estagios fenoldgicos de Lolium multiflorum
Lam. diploide e tetraploide.

O estabelecimento do azevém em areas do Sul do Brasil inicia com
germinacdo da semente nao-dormente apOs exposicdo a condi¢cdes ideais,
especialmente sob temperaturas abaixo de 15°C que ocorrem durante os meses de
marco a junho (Figura 39).
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Figura 27- Ciclo de vida e principais estadios fenolégicos de desenvolvimento do
azevém diploide BRS Ponteio (A) e tetraploide Winter Star (B) com a
duracdo (dias apds semeadura) e meses de ocorréncia no campo.
FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2019.
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Apés a semeadura da semente seca e/ou daquelas presentes no banco de
sementes do solo, 0 processo germinativo inicia com a protusdo da radicula e
emergéncia em periodo que variou de oito a nove dias para 0 azevém tetraploide e
diploide, respectivamente, seguido da extruséo do coledptilo sob a superficie do solo
em processos dependentes de temperatura, umidade e profundidade de enterrio da
semente.

Para a germinacao em diferentes profundidades com temperatura e umidade
controlada, as sementes de azevém ndo dormentes presentes na camada do solo
até 2,5cm possuem maior velocidade de emergéncia comparado aquelas enterradas
a 5cm onde a germinacdo € mais lenta. A velocidade de emergéncia juntamente
com o rapido crescimento inicial sdo os principais componentes que proporcionam
maior potencial competitivo de uma planta sobre outra em determinada area
(SWANTON; NKOA; BLACKSHAW, 2015).

A principal diferenca de ciclo de vida evidenciado entre os genétipos refere-se
ao maior periodo compreendido entre o afilhamento e elongagdo com 53 e 86 dias
para o azevém diploide e tetraploide, respectivamente (Figura 39). O inicio do
afilhamento ocorreu 6 dias antes para o azevém tetraploide comparado ao diploide e
foi 33 dias mais longo, em periodo caracterizado pelo significativo da massa seca,
estatura de plantas bem como no numero de afilhos. O aumento do periodo
vegetativo do azevém tetraploide é resultado do melhoramento genético visando
maior niumero de cortes para pastejo animal (TONETTO et al., 2011). Outro ponto
importante referente ao maior ciclo, refere-se a competicao e eficiéncia de utilizacdo
dos recursos disponiveis do ambiente onde os efeitos da competicdo tendem a
resultar em menores perdas de produtividade (BALBINOT JR. et al., 2003).

A avaliacao do ciclo de vida do azevém diploide demonstrou que a maturacao
das sementes e realimentacdo dos bancos de semente ocorreu aos 150 dias apos
semeadura, englobando os meses de setembro a novembro antes da semeadura da
soja (Figura 39). Para o azevém tetraploide, o ciclo de vida completo ocorreu 198
dias ap0s a semeadura com liberacdo das sementes ao solo nos meses de
novembro a dezembro. Em sistemas agricolas, o ciclo de vida dos genétipos pode
oferecer uma oportunidade para manejo ao azevém diploide resistente a herbicidas,
contribuindo para a reversdo da resisténcia. De maneira similar, reducbes na
realimentacdo dos bancos de sementes do solo sdo considerados o principal alvo de

manejo para reduzir futuras infestacdes de plantas daninhas (NORRIS, 2007). Na
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regido do Sul do Brasil, a dessecacdo do azevém com herbicidas ocorre geralmente
20 dias antes da semeadura da soja (més de outubro), periodo onde a maior parte
das sementes de azevém ja estd madura, contribuindo significativamente para
aumento do banco de sementes do solo. Com base no ciclo de vida, a antecipacéo
da dessecacao em sistemas de cultivo pode contribuir para reduzir a realimentacao
do banco de sementes do solo, auxiliando no manejo da resisténcia (GALVAN et al.,
2015; JHA et al.,, 2017). Além disso, 0 uso do azevém tetraploide como uma
estratégia de manejo ao azevém diploide resistente ao glifosato ou como planta
forrageira de inverno, requer planejamento adequado para ndo comprometer o
estabelecimento das culturas de sucessdo de verdo bem como aprofundamento
quanto ao seu comportamento e capacidade competitiva em sistemas agricolas do
Sul do Brasil.

5.3.2 Valor adaptativo de Lolium multiflorum Lam. diploide e tetraploide para

manejo da resisténcia.

O teste de Shapiro Wilk ndo evidenciou a necessidade de transformacéo dos
dados para o experimento de valor adaptativo com efeito significativo entre os
genotipos e tempos de coleta avaliados para todas as varidveis mensuradas e,
ajuste satisfatério dos dados ao modelo de equacédo nao linear do tipo sigmoidal e
peak Gaussian (Figura 40, 41, 42 e 43).

Para estatura de plantas, os resultados demonstraram rapido crescimento
inicial para o azevém tetraploide comparado ao diploide, onde os valores foram até
50% superiores nas avaliagbes realizadas entre 15 e 45 dias ap0s a emergéncia
(Figura 40A). Com ciclo de vida menor, maior estatura do azevém diploide foi
evidenciado para o periodo compreendido entre 75 e 120 dias ap0s a emergéncia
devido a elongacdo do colmo. Todavia, a estatura final das plantas de azevém
diploide e tetraploide foi similar aos 150 dias ap0s emergéncia com valores proximos
a 113cm (Figura 40A). Os resultados para azevém tetraploide evidenciaram
producdo 50% superior no numero de afilhos comparado ao diploide, com
incrementos significativos para as avaliagbes realizadas entre 45 e 75 dias ap0s

emergéncia em ambos os genotipos (Figura 40B).
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Figura 28- Estatura de plantas (A) e numero de afilhos (B) em gendétipos de azevém
avaliado até 150 dias apdés a emergéncia. FAEM/UFPel, Capédo do

Ledo/RS, 2019. Os pontos representam os valores médios das repeticdes e, as
barras, representam a diferenca minima significativa para cada tempo avaliado
(p<0,05).

O rapido desenvolvimento inicial de plantas aliado a maior estatura e
capacidade de afilhamento sdo caracteristicas importantes para a competicao,
especialmente na busca por radiacdo solar (FLECK et al., 2007; RIGOLI et al.,
2009). Mudancas na qualidade da luz devido a ocorréncia de plantas vizinhas séo
detectadas pelos fotorreceptores da fitocromo e podem causar alteragdes
fisiologicas e respostas diferenciais nos niveis de expressdo génica em resposta ao
escape ao sombreamento, afetando a capacidade competitiva (LE et al., 2012;
MCKENZIE-GOPSILL et al., 2016). Além disso, a luz exerce papel relevante na

ocupacgdo de espaco e no numero de afilhos para espécies gramineas (GALON et
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al.,, 2011) onde ha uma relacdo inversa entre tamanho e numero de afilhos
(CALSINA et al.,, 2012). Resultados similares foram reportados para cevada em
competicdo com azevém onde plantas com maior numero de afilhos apresentaram
vantagens na ocupacdo do espaco e na supressdo no crescimento de plantas
vizinhas (TIRONI et al., 2014).

Os resultados demonstraram acumulo superior a 60% na area foliar do
azevém tetraploide comparado ao diploide entre 90 e 150 dias ap6s a emergéncia
(Figura 41A). Em todo o periodo avaliado, a AF do azevém tetraploide foi superior ao
diploide com aumento linear em ambos 0s genoétipos entre as avaliacfes realizadas

entre 45 e 90 dias apds a emergéncia.
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Figura 29- Area foliar (A) e MMSPA (B) em genétipos de azevém avaliado até 150

dias apés a emergéncia. FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2019. Os
pontos representam os valores médios das repeticGes e, as barras, representam a
diferenca minima significativa para cada tempo avaliado (p<0,05).
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Os valores de AF sado diretamente relacionados com a interceptacao de luz e
capacidade fotossintética das plantas, demonstrando que a maior fixacdo de CO:
proporcionando vantagens competitivas em ambientes agricolas (FRAGA et al.,
2013). O ciclo mais longo e a presenca de folhas mais longas e largas do azevém
tetraploide sdo caracteristicas que favorecem a interceptacéo de luz e, proporcionam
aumento da AF e maior acumulo de fotoassimilados (O’'DONOVAN; DELABY, 2005).
Todavia, os resultados obtidos demonstraram que a MMSPA dos genotipos foi
similar ao longo do ciclo, sendo maior para o azevém tetraploide apenas aos 150
dias ap6s a emergéncia, valores 60% superiores ao genotipo diploide (Figura 41B).
Resultados reportaram que o acumulo de MMSPA é dependente da relacéo
colmo:folha onde o contetdo de dgua exerce grande influéncia sobre este parametro
(TONETTO et al., 2011). Para Benincasa (2003), o acumulo de MMSPA é
dependente do desempenho do sistema assimilatério proveniente da atividade
fotossintética.

Para azevém tetraploide, maior acumulo de MMSPA foi obtido através do
melhoramento genético e aumento da fase vegetativa, permitindo aumentar a
producdo de forragem e o numero de cortes para pastejo comparado ao azevém
diploide (OLIVEIRA et al., 2014). Plantas que produzem maiores quantidades de
matéria seca num curto espaco de tempo sdo mais competitivas, pois podem
suprimir o crescimento de plantas vizinhas devido a reducdo dos recursos do meio
que, geralmente, sdo limitados (FLECK et al., 2006; RADOSEVICH; HOLT,;
GHERSA, 2007).

O acumulo de massa seca de raiz dos gendétipos foi similar até 75 dias apds a
emergéncia, diferindo significativamente nos demais periodos avaliados onde o
azevém tetraploide demonstrou acumulo superior a 260% comparado ao diploide
aos 150 dias apdés a emergéncia (Figura 42A). O maior desenvolvimento radicular
evidenciado para plantas de azevém tetraploide contribuem no uso eficiente da agua
e assimilacdo de nutrientes limitados no ambiente bem como auxiliar na reducéo da
erosdo e melhoraria das caracteristicas biologicas do solo (DERU et al., 2014). Para
a MST, os resultados evidenciaram comportamento similar até 105 dias apos a
emergéncia e, acumulo superior a 71% para o azevém tetraploide aos 150 dias apos

emergéncia (Figura 42B).
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Figura 30- Massa seca de raizes (A) e massa seca total (B) em gendtipos de
azevém avaliado até 150 dias apos a emergéncia. FAEM/UFPel, Capéo

do Ledo/RS, 2019. Os pontos representam os valores médios das repeticdes e, as
barras, representam a diferenca minima significativa para cada tempo avaliado

(p<0,05).

A avaliacdo do acumulo de MST é uma importante variavel para estudar
competicdo pois considera o somatorio da MMSPA e da MSR com base nas
relacbes de atividade fotossintética e capacidade de explorar 0s recursos
disponiveis no solo (VARGAS et al., 2005b). Todavia, ndo ha evidéncias de custos
de adaptabilidade para a variavel MSR em populacdes resistentes a herbicidas
comparados a plantas suscetiveis (DARMENCY, 2013). Aléem disso, a capacidade
de utilizacdo do recursos limitados do ambiente tornando-os indisponiveis para

plantas vizinhas € caracteristica que exerce grande influéncia sobre a competicao

(RADOSEVICH; HOLT; GHERSA, 2007).
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Para a variavel TCA, foi observado que o0s gendtipos apresentaram
comportamento similar até 120 dias apds emergéncia, com diferenca superior a 80%

para o azevém tetraploide na avaliacdo final do estudo (Figura 43A).
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Figura 31- Taxa de crescimento absoluto (A) e razdo de area foliar (B) em gendtipos
de azevém avaliado até 150 dias apO0s a emergéncia. FAEM/UFPel,

Capéo do Ledo/RS, 2019. Os pontos representam os valores médios das
repeticdes e, as barras, representam a diferenca minima significativa para cada tempo
avaliado (p<0,05).

A TCA indica a velocidade de crescimento em funcdo do tempo onde os
valores sdo proporcionais a AF e o indice de area foliar (ALVAREZ; CRUSCIOL;
NASCENTE, 2012). Todavia, a auséncia de diferencas na TCA indica que a
produtividade e capacidade competitiva entre plantas € semelhante (VIDAL; TREZZI,
2000) enquanto que, maior TCA pode representar vantagem ecoldgica na ocupacao
do espaco (RADOSEVICH; HOLT; GHERSA, 2007). Cabe ressaltar ainda que, as
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respostas de crescimento dos gendtipos de azevém tetraploide podem ser distintas,
especialmente para invernos mais rigorosos onde o crescimento € menor devido a
temperatura basal mais elevada comparado a gendtipos diploides (MULLER et al.,
2009).

Os resultados obtidos para a variavel RAF demonstraram a ocorréncia de
diferenca significativa entre os genoétipos em todas as épocas avaliadas, sendo
superior para o azevém tetraploide em aproximadamente 30% (Figura 43B). A RAF
evidencia a translocagéo e particdo de assimilados para as folhas em relacdo ao
total de matéria seca produzida pela planta (SCOTT; BATCHELOR, 1979). O
decréscimo observado a partir dos 60 dias apdés emergéncia, ocorreu devido a
interferéncia exercida pelas folhas superiores sobre as inferiores e particao
diferencial entre as estruturas vegetativas e reprodutivas, considerados drenos
competitivos (BRIGHENTI et al., 1993; BENINCASA, 2003). Além disso, maior RAF
representa maior potencial competitivo devido a capacidade da planta interceptar
energia luminosa e sombrear plantas vizinhas (FERREIRA et al., 2008).

A avaliacao final dos custos adaptativos de culturas e/ou plantas daninhas em
ambientes agricolas deve considerar a producdo de sementes e outros
componentes de produtividade que impactam o ciclo de vida e as praticas de manejo
para bidtipos resistentes a herbicidas (VILA-AUB et al., 2015). Comparando 0s
gendtipos em relagdo as suas principais caracteristicas reprodutivas, foi constatada
diferengas significativas para numero de espiguetas por espiga (NEE) e espiga por
planta (NEP) bem como para o peso de mil sementes (PMS) e niUmero de sementes

produzidas por planta (Tabela 18).

Tabela 18- Componentes de produtividade do azevém diploide (BRS Ponteio) e
tetraploide (INIA Winter Star) ao final do ciclo de vida. FAEM/UFPel,
Capéo do Ledo/RS, 20109.

- Azevém C.V.
Componente de produtividade diploide tetraploide (%)
N° de espigas por planta (NEP) 64" 88 15,73
N° de espiguetas por espiga (NEE) 20,6" 28,8 8,21
Peso de mil sementes (g) (PMS) 2,58" 3,14 4,12
N° de sementes por planta (NSP) 12147" 20513 12,54

*significativo pelo teste t (p<0,05) ao comparar os genétipos de azevém para cada variavel resposta.

Para azevém tetraploide foi evidenciado maior NEP, NEE, PMS e numero de

sementes de sementes produzidas por planta comparado ao azevém diploide
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(Tabela 18). Resultados similares foram obtidos em azevém onde uma planta adulta
pode produzir entre 2000 até mais de 20000 sementes (BUSI et al., 2008;
FERNANDEZ-MORENO et al., 2017). Os resultados obtidos para azevém tetraploide
sdo decorrentes do melhoramento genético que possibilitou aumento na quantidade
de afilhos férteis, maior area foliar e maior comprimento de espigas, contribuindo
para 0 aumento no nimero de espiguetas e de sementes produzidas (MANDIC et
al., 2014). Resultados similares foram reportados para azevém tetraploide onde
houve maior producdo de massa seca e maior niumero de sementes produzidas
comparado a plantas diploides (NAIR, 2004; GILLILAND; JOHNSTON; CONNOLLY,
2007). Além disso, a duplicacdo cromossdmica favorece para aumento de tamanho
das sementes e maior PMS, caracteristicas importantes para o desenvolvimento
inicial de plantulas (MANDIC et al., 2014; BUSTAMANTE et al., 2015).

A auséncia de custos de adaptativos do azevém tetraploide comparado ao
diploide é um fator que pode contribuir no manejo da resisténcia, favorecendo a
sustentabilidade dos sistemas de producao agricola. Além disso, a substituicdo do
azevém diploide pelo tetraploide pode oferecer vantagens como maior producéo de
matéria seca e maior tolerancia a estresses (RANNEY, 2006). Todavia, controle de
azevém tetraploide requer cuidados maiores quanto a dessecacao devido a maior
tolerancia a herbicidas onde foram reportados a necessidade de doses 1,76 vezes
maiores de glifosato para obter o mesmo nivel de controle (DORS et al., 2010).
Como pratica de manejo, a auséncia do herbicida como agente selecionador de
biétipos resistentes e/ou 0 uso de culturas com maior habilidade competitiva podem
favorecer os custos adaptativos negativos e, proporcionar reducdo de plantas

daninhas resistentes no tempo em uma determinada area (KESHTKAR et al., 2019).

5.3.3 Habilidade competitiva de Lolium multifflorum Lam. diploide e tetraploide

em sistemas agricolas.

Os resultados de produtividade relativa (PR) dos genotipos para as variaveis
numero de afilhos planta (NA), estatura de plantas (EP), area foliar (AF) e massa da
matéria seca da parte aérea (MMSPA) conduzidos em série de substituicdo
evidenciaram maior vantagem competitiva para o azevém tetraploide comparado ao
azevém diploide (Figura 44, Tabela 19, 20 e 21).



156

Aumento significativo na PR do azevém tetraploide foi constatado para as
variaveis NA, AF e MMSPA na propor¢cao 25:75, demonstrando que a competicao
interespecifica com o azevém diploide causa menor dano sobre a PR comparado a
competicdo intraespecifica. Todavia, independente da proporcado, a linha concava
evidenciada para o azevém diploide demonstra que o azevém tetraploide causou
interferéncia negativa sobre a PR, exceto para EP onde os valores nédo diferiram da
linha hipotética nas proporgdes de 75:25 e 25:75 (Figura 44, Tabela 19). Resultados
similares sobre vantagem competitiva de cultivares tetraploides de L. perenne L. em
competicdo com cultivares diploides foram reportados com maior PR e uso mais
eficiente dos recursos do ambiente (GILLILAND et al., 2011; GRIFFITH et al., 2016).
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Figura 32- Produtividade relativa (PR) e total (PRT) para numero de afilhos (A),
estatura de plantas (B), area foliar (C) e MMSPA (D) do azevém
tetraploide (Winter Star) e diploide (BRS Ponteio) submetidos a série de
substituicdo. FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS, 2019. Circulos hachurados
(e) representam a PR do genétipo de azevém tetraploide, os circulos abertos (o)
representam a PR do genétipo diploide e, os tridangulos (V) indicam a PRT. Linhas

continuas demonstraram a produtividade relativa hipotética na auséncia de
interferéncia.
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Em sistemas agricolas, a competicdo entre plantas cultivadas e daninhas é
considerada indesejada devido as diversas mudancas fisiolégicas e morfolégicas
gue podem ocorrer em funcdo dos processos dependentes dos recursos limitados
do nicho ecoldgico (HARPER, 1977). Todavia, a limitagdo de recursos durante o
desenvolvimento depende da populacédo infestante e do estagio fenologico das
plantas quando em competicdo (PAGE, 2010; MAZZA; BALLARE, 2015). Além
disso, diferencas de habilidade competitiva entre plantas devem ser consideradas
guando duas ou mais proporcdes forem estatisticamente diferentes (BIANCHI, et al.,
2006), permitindo avaliar mais adequadamente sua aptiddo em ocupar determinado
nicho ecoldgico (ORR, 2009).

Tabela 19- Diferencas relativas de produtividade (PR) e produtividade relativa total
(PRT) para as variaveis numero de afilhos planta?, estatura de plantas,
area foliar e massa da matéria seca da parte aérea, nas proporcdes de
plantas de azevém tetraploide (INIA Winter Star) e azevém diploide
(BRS ponteio). FAEM/UFPel, Capéo do Le&ao/RS, 2019.

Proporcéo (%) de plantas associadas (tetraploide:diploide)
75:25 50:50 25:75

Gendtipo Nimero de afilhos planta?
Tetraploide -0,07 (+0,06)"s 0,02 (x0,03)"s 0,03(x0,01)*
Diploide -0,04(+0,01)* -0,07 (x0,01)* -0,09 (+0,03)*
Total 0,89 (x0,05) 0,95 (x0,04) 0,94 (+0,03)"s
Estatura de plantas
Tetraploide -0,01 (+0,03)"s -0,01(x0,02)" 0,01(x0,01)"s
Diploide -0,02 (£0,02)" -0,05 (+0,01)" -0,01 (x0,02)"s
Total 0,97 (x0,03)"s 0,95 (20,02)* 1,00 (x0,03)™
Area foliar
Tetraploide 0,03 (+0,04)"s 0,03 (x0,03)"s 0,08 (+0,03)*
Diploide -0,05 (+0,03)* -0,11 (x0,02)" -0,11 (+0,01)*
Total 0,98 (+0,02)"s 0,91 (x0,01)" 0,98 (+0,03)"s
Massa da matéria seca da parte aérea
Tetraploide -0,01 (x0,05)" 0,02 (x0,03)"s 0,07 (x0,03)*
Diploide -0,05 (+0,03)* -0,12 (+0,03)* -0,12 (+0,03)*
Total 0,93 (x0,07)s 0,90 (£0,05)* 0,96 (+0,04)s

Os valores entre parénteses representam os erros padrbes das médias. *significativo e "nao
significativo pelo teste t (p<0,05).

Os resultados de PRT para as variaveis EP, AF e MMSPA demonstraram
reducdo significativa apenas na proporgédo 50:50, exceto para NA onde diferencas
foram evidenciadas apenas na propor¢cao 75:25 (Tabela 19). Em espécies
gramineas, o aumento populacional tende a reduzir o nimero de afilhos planta? e

causar maior estatura de plantas, favorecendo a captacdo de luz (FLECK et al.,
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2006). Resultados semelhantes foram encontrados para competicdo de azevém com
a cultura do trigo onde houve reducéo da éarea foliar, menor massa seca e menor

namero de afilhos por planta (PAULA et al., 2011).

Tabela 20- Respostas para numero de afilhos planta?, estatura de plantas, area
foliar e massa da matéria seca da parte aérea do azevém diploide
(BRS Ponteio) competindo com azevém tetraploide (Winter Star) sob
diferentes proporg¢des de plantas. FAEM/UFPel, Capdo do Le&o/RS,

20109.
Proporcéo de plantas associadas
(tetraploide:diploide)
100:0 75:25 50:50 25:75 0:100 CV (%)
Genétipo Namero de afilhos planta?
Tetraploide 574 6,42 5,94ns 5,24"s - 8,21
Diploide - 3,98* 4,15" 4,24 4,84 9,74
Estatura de plantas (cm)
Tetraploide 42,14 41,61"s 41,54" 43,54"s - 6,87
Diploide - 39,32 38,41 41,91 42,32 6,43
Area Foliar (cm?/planta)
Tetraploide 66,07 68,67"S 69,58"s 87,63* - 8,32
Diploide - 46,84* 46,47* 51,44 59,87 7,88
Massa da matéria seca da parte aérea (g/planta)
Tetraploide 0,32 0,32 0,33 0,41* - 8,46
Diploide - 0,25* 0,24 0,28 0,32 9,08

*significativo em relag&o ao respectivo monocultivo pelo teste de Dunnett (p<0,05). "n&o significativo.

Para o gendtipo diploide houve reducéo significativa para todas as variaveis
morfolégicas em funcdo do aumento da proporcdo do azevém tetraploide. Todavia,
nao foi constatada mudancas significativas no azevém tetraploide nas diferentes
proporcdes para as variaveis NA e EP, exceto para AF e MMSPA na proporgao
25:75, onde houve aumento de 32% em relagdo ao monocultivo (Tabela 20).

A partir desses resultados podemos evidenciar que aumentando a proporgcéao
do azevém tetraploide ocorre maior interferéncia sobre as variaveis avaliadas do
azevém diploide, enquanto que a diminuicdo da populagéo do tetraploide favorece o
seu desenvolvimento, visto que a competicdo intraespecifica foi mais prejudicial
(Tabela 20). Resultados semelhantes foram obtidos para genoétipos de L. perene L.
submetidos a competicdo onde plantas tetraploides apresentaram melhor
desenvolvimento e foram mais competitivas que individuos diploides no uso de
recursos do ambiente e ocupacdo do espaco (GILLILAND et al., 2011). Em revisao

recente sobre os efeitos da interferéncia foi evidenciado que a competicao
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intraespecifica foi até cinco vezes mais prejudicial que a competicao interespecifica
(ADLER et al., 2018). Para cenarios onde a competicao interespecifica é mais fraca
do que na competicdo intraespecifica, cada espécie presente em uma comunidade
limita seu crescimento populacional mais do que limita o crescimento populacional
de seus competidores, tendo como resultado uma dependéncia de frequéncia
negativa proporcionando aumento na taxa de crescimento populacional para evitar a
exclusao competitiva (CHESSON, 2013).

Ao avaliar os indices de competitividade, os resultados demonstraram que o
crescimento relativo do azevém tetraploide foi superior ao azevém diploide com
dominancia sobre o competidor, conforme indicado pelos indices K e A (Tabela 21).
Resultados similares foram encontrados para cultivares tetraploides de L. perene L.
onde a habilidade competitiva foi superior a cultivares diploides (GILLILAND et al.,
2011). No entanto, as estratégias de manejo de plantas daninhas devem considerar
a populacéo, o arranjo espacial e a proporcado de plantas nas associacdes visto que
diferencas da estrutura do dossel para genétipos com niveis de ploidia distinto
afetam a habilidade competitiva (GRIFFITH et al., 2016).

Tabela 21- indices de competitividade de azevém tetraploide (Winter Star)
competindo com azevém diploide (BRS Ponteio) expressos através da
competitividade relativa (CR), coeficientes de agrupamento relativo
(Ka e Kb) e competitividade (C). FAEM/UFPel, Capao do Le&o/RS,

2019.
CR Ka Kb C

N° afilhos 1,21 (x0,08)* 1,08 (+0,06)* 0,75 (x0,04) 0,09 (+0,03)*

Estatura 1,09 (+0,03)* 0,97 (+0,07)" 0,83 (+0,01) 0,04 (+0,01)*

Area foliar 1,36 (+0,07)* 1,12 (+0,09)* 0,64 (+0,04) 0,14 (+0,04)*

MMSPA 1,38 (+0,07)* 1,10 (+0,05)* 0,61 (+0,06) 0,14 (+0,04)*

Ka - azevém tetraploide; Kb - azevém diploide; "nao significativo e *significativo pelo teste t (p<0,05).
Valores entre parénteses representam os erros padrées das médias.

Para avaliacdo a nivel ecoldgico, o entendimento dos efeitos da competicéo
para uma espécie a longo prazo depende do comportamento na auséncia de
competidor, da dominancia competitiva e da resposta individual para a competicao
intraespecifica (HART; FRECKLETON; LEVINE, 2018). Dessa forma, é importante
avaliar o efeito competitivo (supressdo de plantas vizinhas) e a capacidade em
tolerar a competicdo a longo prazo, visto que a coexisténcia da competicao intra e

interespecifica causa impactos sobre a dindmica populacional devido as reducgdes
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na sobrevivéncia e crescimento de plantas com reducdo na taxa reprodutiva
(ASCHEHOUG et al., 2016).

A partir dos indices de competitividade (CR>1; Ka>Kb e C>0), podemos
afirmar que o gendtipo tetraploide apresentou maior potencial competitivo e pode ser
utilizado como cultura alternativa no manejo integrado para reduzir a frequéncia de
azevém diploide resistente a herbicidas. Todavia, a capacidade competitiva dos
gendtipos de azevéem pode ser afetada pelo ambiente, fertiidade do solo,
parametros edaficos, época de semeadura, caracteristicas intrinsecas da cultivar e
pelas praticas de manejo como a presenca de animais e frequéncia de pastejo,
devendo ser adotada com critério para garantir sustentabilidade aos sistemas

agricolas do Sul do Brasil.

5.4 Conclusoes

O azevém tetraploide Winter Star apresenta maior ciclo de vida comparado ao
azevém diploide BRS Ponteio, com maior dura¢cdo do periodo de afilhamento.

O valor adaptativo e a habilidade competitiva do azevém tetraploide cultivar
Winter Star é superior ao diploide BRS Ponteio, podendo ser incluido em estratégias

de manejo para reducao de populacées resistentes aos herbicidas.



6. CONCLUSOES GERAIS

O screning inicial demonstra que aproximadamente 45% dos bibtipos de
azevém coletados no Estado do Rio Grande do Sul sobreviveram a aplicacdo de
glifosato na dose de 2160 g e.a. ha™.

A curva dose resposta comprova a resisténcia do bidtipo SVA04 ao herbicida
glifosato onde s&o necessarias doses 9 vezes superiores para obter a GRso
comparado ao biotipo suscetivel SVA02.

A analise de transcriptoma para o biotipo resistente evidencia que 102 e 50
DEGs foram up- e down-regulated, respectivamente, com expressdo de genes
relacionados ao ndo local alvo de agdo do herbicida. A RT-gPCR comprovou
expressdo relativa superior dos genes citocromo Psso, proteina detox,
glicosiltransferases, ABC transportes (ABC 2 e ABC 4) peroxidases e outros genes
em resposta ao herbicida glifosato no biotipo resistente.

A avaliacado in vivo do mecanismo de resisténcia do biétipo SVA04 confirma
que ndo ha mutacdo e amplificacdo de coépias do gene EPSPs, mas reducdo no
acumulo de chiquimato, metabolismo parcial ao herbicida ap6s uso de inibidores da
citocromo Psso e atividade diferencial para as enzimas antioxidantes ascorbato
peroxidase e TBARs ap0s exposi¢do do herbicida glifosato.

A viabilidade das sementes de azevém no banco do solo é baixa e inferior a
540 dias apos enterrio para as camadas até 5cm, aumentando para enterrio a 10 e
20cm de profundidade.

A superacdo da dorméncia das sementes envolve maiores quantidades de
AIA ao longo do tempo como um importante sinalizador, embora possam haver
outros mecanismos intrinsicos no controle da dorméncia que nao foram superados

apos uso de promotores da germinagéo.
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O uso de centeio, ervilhaca e aveia-preta como culturas supressoras
diminuem a infestacdo de azevém e o banco de sementes do solo. De maneira
similiar, a utilizagdo de milho como cultura sucessora de verdo com semeadura mais
precoce comparado a soja permite reduzir a realimentacdo dos bancos de
sementes, independente do manejo fisico ou mecanico adotado na pré-semeadura.
Para a sucessao com soja, a utilizacdo de arado ou fenacdo sdo consideradas
paraticas que auxiliam na reducdo da populacéo infestannte e banco de sementes
do solo.

Na cultura do trigo, os herbicidas piroxasulfone e alachlor na dose de 100 e
2400 g i.a. hal, respectivamente, séo seletivos a cultura e proporcionam altos niveis
de controle do azevém resistente ao glifosato, protegendo o potencial produtivo
comparado a outros moléculas herbicidas usadas na pré-emergéncia.

Os herbicidas paraquat, glufosinato de aménia, cletodim e iodosulfurom-
metilico causam inviabilizacdo das sementes de azevém superior a 98% para
aplicacOes realizadas até estagio fenoldgico de pré-espiga.

O azevém tetraploide Winter Star apresenta maior ciclo de vida com aumento
no periodo de afilhamento, maior valor adaptativo e habilidade competitiva
comparado ao azevém diploide BRS Ponteio, sendo considerada uma opc¢ao para

substituicdo do azevém resistente a herbicidas.
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