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RESUMO

O capim-pé-de-galinha (Eleusine indica) ¢ atualmente um dos principais desafios no manejo de
plantas daninhas no sistema de produgdo agricola brasileiro, devido tanto a sua ampla dispersao,
quanto aos inimeros casos de resisténcia ja confirmados, casos que além de dificultar o manejo
desta espécie, também elevam os custos de producao do produtor rural. Desta forma o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a resposta de bidtipos de capim-pé-de-galinha a glifosato,
cletodim e haloxifope-p-metilico visando o possivel diagnostico de populacdes resistentes a
estes herbicidas. Para tal, dezessete bidtipos (B1 ao B17) dessa espécie foram coletados em
areas de producao na regido de Primavera do Leste — MT e selecionadas por meio de uma
triagem inicial realizada em casa de vegetacdo no delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeti¢cdes, onde as sementes foram semeadas em vasos de 5 dm™ e quando as plantas
atingiram o estdgio de um a trés perfilhos (4 plantas por vaso), foi realizada a aplicagdo dos
herbicidas em suas respectivas doses recomendadas, glifosato (960 g e.a. ha!), haloxifope-p-
metilico (60 g e.a ha) e cletodim (96 g i.a ha'). Avaliacio de eficicia de controle (0 a 100%)
foi realizada aos 28 DAA no intuito de selecionar quais biotipos apresentaram menores niveis
de controle a cada um dos herbicidas para execucdo dos ensaios de curva de dose resposta. Dos
dezessete bidtipos, B1 e B4 foram selecionados para os graminicidas cletodim e haloxifope-p-
metilico; B11, B14 e B15 para os herbicidas cletodim, haloxifope-p-metilico e glifosato; e B16
apenas para haloxifope-p-metilico e glifosato, além dos biotipos selecionados, foi adicionado
um biotipo suscetivel aos herbicidas como comparativo. Os ensaios de curva de dose resposta,
seguiram a mesma metodologia da triagem inicial, no entanto foi adotado a amplitude de dose
de 0 a 16 vezes a dose recomendada de cada produto (0D, D/16, D/8, D/4, D/2, D, 2D, 4D, 8D,
16D, onde D ¢ igual a dose recomendada). Aos 28 DAA foi realizada a avaliagdo de controle e
a coleta das plantas ndo controladas para secagem em estufa a 65°C até o ponto de massa
constante e determinagdo da biomassa seca de capim-pé-de-galinha por vaso. Os dados de
eficacia e biomassa seca foram utilizados para construc¢do das curvas de dose resposta por meio
do modelo de regressdao ndo-linear log-logistico e para determinagdo dos valores de Cso/Cso €
GR50/GRgo de cada herbicida. Apesar de apresentarem o mesmo mecanismo de agdo, foi
possivel observar que existem variagdes na resisténcia a haloxifope-p-metilico e cletodim,
sendo observado um maior niimero de bidtipos resistentes e maiores fatores de resisténcia para
o FOP em rela¢do ao DIM. Dentre os quatro biotipos selecionados e tratados com glifosato, trés
apresentaram eficdcia de controle insatisfatoria (<80%) com a dose recomendada do herbicida.
Destes trés biotipos B11 e B15 se destacaram pois além de se caracterizarem como resistentes
ao glifosato, também ndo foram controlados satisfatoriamente por cletodim e haloxifope-p-
metilico, caracterizando-se como uma suspeita de resisténcia multipla aos trés herbicidas.
Sementes da geragdo F1 destes bidtipos foram coletadas e serdo submetidas a um novo ensaio
de curva de dose resposta, se confirmado, estes podem ser um dos primeiros casos de resisténcia
multipla de capim-pé-de-galinha no Brasil envolvendo cletodim, haloxifope-p-metilico e
glifosato.

Palavras-chave: Resisténcia; Graminicidas; Inibidores da ACCase; Inibidor da EPSPS;
Gramineas.
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ABSTRACT

Goosegrass (Eleusine indica) is currently one of the most troublesome weed species in the
Brazilian cropping system, due to its wide dispersion and the several cases of resistance already
confirmed, cases that besides hamper the management of this species, also increase production
costs for producers. Thus, the present work aimed to evaluate the response of goosegrass
biotypes to glyphosate, clethodim, and haloxyfop-p-methyl aiming for the possible diagnosis
of biotypes resistant to these herbicides. For such, seventeen goosegrass biotypes (B1 to B17)
were collected in production areas in the region of Primavera do Leste, Mato Grosso State, and
screened in a greenhouse in a completely randomized design with four replications. The seeds
were sown in pots of 5 dm™, and when the plants reached the stage of one to three tillers (4
plants per pot), the herbicides were applied in their respective recommended rates, glyphosate
(960 g a.e. ha!), haloxyfop-p-methyl (60 g a.e. ha™'), and clethodim (96 g a.i. ha™). Control
efficacy assessment (0 to 100%) was performed at 28DAT to select which biotypes showed the
lowest control level to each herbicide and conduct the dose-response trials. From the seventeen
biotypes, B1 and B4 were chosen for the graminicides clethodim and haloxyfop-p-methyl; B11,
B14, and B15 for the herbicides clethodim, haloxyfop-p-methyl and glyphosate; and B16 only
for haloxyfop-p-methyl and glyphosate, in addition to the selected biotypes, a susceptible one
to the herbicides was added as a comparison. The dose-response trials followed the same
methodology of the screening; however, it was adopted a dose range of 0 to 16 times the
recommended rate of each herbicide (0D, D/16, D/8, D/4, D/2, D, 2D, 4D, 8D, 16D, where D
is equal to the recommended rate). At 28DAT, an efficacy assessment was performed. Also, the
biomass of uncontrolled plants was collected for drying in an oven at 65°C until constant weight
to establish the dry biomass of goosegrass per pot. The efficacy and dry biomass data were used
to construct the dose-response curves using the non-linear log-logistic model and determine the
values of Cso/Cgo and GRso/GRgo for each herbicide. Despite having the same mechanism of
action, it was possible to observe variations in resistance to haloxyfop-p-methyl and clethodim,
with a greater number of resistant biotypes and greater resistance factors for the FOP compared
to the DIM. Among the four biotypes selected and treated with glyphosate, three presented poor
control (<80%) at the recommended rate. Out of these three biotypes B11 and B15 stood out
because, in addition to being characterized as resistant to glyphosate, they were also not
satisfactorily controlled by clethodim and haloxyfop-p-methyl, being a suspicion of multiple
resistance to these three herbicides. F1 generation seeds of these biotypes were collected and
will be subjected to a new dose-response curve trial if confirmed; these may be one of the first
cases of goosegrass multiple resistance in Brazil involving clethodim, haloxyfop-p-methyl, and
glyphosate.

Key words: Resistance; Graminicides; ACCase inhibitors; EPSPS inhibitors; Grasses.



INTRODUCAO

A forte pressdo de selecdo imposta pelo uso constante e quase que exclusivo de
herbicidas para o controle de plantas daninhas tem resultado em um aumento na evolugao de
biotipos resistentes as mais diversas ferramentas quimicas utilizadas (Neve et al. 2009). Desde
o primeiro relato nos anos 50, mais de 500 novos casos de resisténcia ja foram confirmados
mundialmente, sendo 262 espécies resistentes a 23 dos 26 sitios de acdo ja disponiveis. No
Brasil até a presente data de dezembro de 2020 somam-se 50 casos, abrangendo 29 espécies e
oito diferentes sitios de agao (Heap 2020).

De acordo com a Weed Science Society of America (WSSA), a resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas ¢ definida como a habilidade hereditaria de uma planta sobreviver e se
reproduzir apds exposi¢do a uma dose de herbicida normalmente letal para o biotipo selvagem
da planta, a qual pode ocorrer de forma natural ou induzida por meio de técnicas como
engenharia genética ou sele¢do de variantes produzidas por culturas de tecidos ou mutagéneses
(Heap 2005). Para que o bidtipo de uma espécie de planta daninha sobreviva a acdo de
determinado herbicida e seja considerada resistente ¢ necessario que esse individuo desenvolva
e apresente um ou mais mecanismos de resisténcia, o quais sdo divididos em duas categorias,
target-site resistance (TSR) e non-target-site resistance (NTSR), podendo ser traduzidos como
resisténcia especifica ao sitio de a¢do do herbicida (TSR) e ndo especifica ou metabolica
(NTSR) (Borgatto & Netto 2016).

Se tratando de TSR, esta pode ocorrer devido a mutagdes ou alteragdes no sitio alvo de
acao do herbicida que resultem na perda de afinidade e incapacidade do herbicida em se ligar e
inibir os processos metabdlicos em que atua. Este mecanismo de resisténcia ¢ caracteristico de
herbicidas que inibem enzimas responsaveis por rotas metabolicas especificas da planta, como
por exemplo os herbicidas inibidores da Acetyl-CoA carboxilase (ACCase), os inibidores da
Acetolactato sintase (ALS) e o inibidor da 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS)
(Borgatto & Netto 2016).

A amplificag@o génica ¢ outro mecanismo de resisténcia caracterizado como TSR, onde
o biotipo resistente tem a capacidade de expressar/sintetizar uma quantidade maior de copias
da enzima sobre qual o herbicida inibe (Borgatto & Netto 2016). Este mecanismo de resisténcia
ja foi relatado em espécies como Eleusine indica, Lolium rigidum, Lolium perenne ssp.

multiflorum, Amaranthus palmeri ¢ Amaranthus tuberculatus. Sendo todos, até entdo, relatos



de espécies com bidtipos resistentes ao herbicida glifosato (N — (phosphonomethyl) glycine)
(CHATAM et al., 2015; CHEN et al., 2015; GAINES et al., 2010; SALAS et al., 2010;
POWLES; YU, 2010). Laforest et al. (2017), também relataram amplificacdo génica da enzima
ACCase em um biotipo de Digitaria sanguinalis, sendo este o primeiro relato deste mecanismo
de resisténcia a um sitio de a¢do diferente da inibi¢do da enzima EPSPS.

Ja a NTSR, ¢ caracterizada por alteragdes nos processos fisioldgicos, metabdlicos ou
genético que interferem na chegada do herbicida ao seu sitio alvo, e consequentemente,
resultando em menor eficacia. Metabolizagdo ou desintoxica¢do do herbicida; absorgao foliar
e/ou translocagdo diferencial do herbicida; e sequestro ou compartimentaliza¢ao do herbicida,
sdo exemplos de mecanismos desenvolvidos por biotipos resistentes a diversas classes de
herbicidas (Borgatto & Netto 2016). Os mecanismos descritos como NTSR tem preocupado
cientistas da area devido a complexidade que estes casos podem apresentar, tendo em vista que
a TSR quando desenvolvida ¢ exclusiva ao determinado mecanismo de agdo, ou seja, ha certa
previsibilidade dos possiveis herbicidas afetados, j4 a NTSR quando desenvolvida pode
abranger ndao s6 um, mas outros mecanismos de acao distintos, inclusive mecanismos de a¢ao
que ainda ndo foram descobertos (Délye et al. 2013).

De acordo com o mecanismo ou mecanismos de resisténcia desenvolvido, um bidtipo
pode apresentar resisténcia simples, cruzada ou multipla. A resisténcia simples ¢ caracterizada
por determinado biotipo resistente a um unico herbicida ou a um Unico grupo quimico. J4 a
resisténcia cruzada se trata de casos em que determinado biotipo apresenta a habilidade de
sobreviver a acao de dois ou mais herbicidas pertencentes ao mesmo mecanismo de agao,
entretanto de grupos quimicos diferentes, geralmente essa habilidade ¢ adquirida por meio de
mutagdes genéticas no sitio alvo. Ja a resisténcia multipla ¢ caracterizada por um bidtipo que
possui mecanismos que conferem resisténcia a herbicidas de diferentes mecanismos de acao
(Borgatto & Netto 2016). Mundialmente um dos casos mais complexos ja descrito de resisténcia
multipla, sdo os biotipos de Lolium rigidum que desenvolveram resisténcia a sete diferentes
mecanismos de a¢do, sendo estes seguido do grupo de acordo com a WSSA I) inibidores da
ACCase (G1); II) inibidores da ALS (G2); III) inibidor da sintese de caroteno (G13); IV)
inibidores de microtabulos (G3); V) inibidor de mitose (G23); VI) inibidores da sintese de
acidos graxos de cadeia longa (G15); VII) inibidores da sintese de lipidios (G8). Ja no Brasil o
caso mais complexo ¢ o da Conyza sumatrensis capaz de sobreviver a cinco mecanismos de

acao, sendo estes /) inibidores do fotossistema II (G7); /1) inibidores do FSI (22); 11) inibidores



da PROTOX (G14); IV) inibidor da EPSPS (G9); V) auxinicas sintéticas (G4) (Heap 2020).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas impacta o sistema de diversas formas,
sendo o aumento nos custos de producao, a dificuldade encontrada no controle e manejo de
biotipos resistentes e a perda de ferramentas importantes para o manejo de plantas daninhas os
principais impactos negativos a serem citados (Adegas et al. 2017). Dentre os casos de
resisténcia ja descritos mundialmente, aqueles que envolvem o herbicida glifosato sdo os mais
preocupantes devido a importancia desta ferramenta para o manejo de plantas daninhas, o qual
com o advento da tecnologia Roundup Ready® passou a ser o principal herbicida utilizado
mundialmente nestes sistemas de cultivo (Dill et al. 2008; Duke & Powles 2008; Gazziero et
al. 2016). Shaner (2000), em uma revisao sobre o impacto da adogdo da tecnologia RR sobre o
uso de outros herbicidas ainda no inicio de sua utilizacdo ja previa que o glifosato iria passar a
ser a ferramenta mais utilizada nas culturas com esta tecnologia, entretanto, sua adog¢ao de
forma isolada resultaria na mudanga floristica das espécies de plantas daninhas, levando a
selecdo primeiramente de espécies tolerantes e posteriormente de espécies resistentes, havendo
a necessidade do uso de outros herbicidas para complementar os escapes de controle deixados
pelo glifosato.

O herbicida glifosato apresenta como mecanismo de ag¢do a inibi¢do da enzima 5-
enolpyruvyl-shikimate-3-phosphate sintase (EPSPS), responsavel por uma das etapas de sintese
dos aminoécidos aromaticos triptofano, fenilalanina e tirosina. A auséncia dos aminoacidos
inibe a sintese proteica e a formag¢dao de compostos secundarios como algumas vitaminas e
hormonios (Rodrigues & Almeida 2018). A inibicdo da enzima EPSPS leva também a
desregulacao do fluxo de carbono na planta e ao acimulo de compostos intermedidrios toxicos,
o shikimato ou shikimato-3-fosfato (Roman et al. 2007).

Apos sua aplicagdo, o glifosato ¢ prontamente absorvido pela parte aérea e translocado
para regides meristematicas da planta via simplasto ou apoplasto, permitindo desta forma o
controle de espécies perenes ou de plantas em avangado estagio de desenvolvimento. Quando
em contato com o solo, o glifosato ¢ fortemente adsorvido aos coloides e ndo apresenta efeito
residual no solo, permitindo a semeadura de diversas culturas de forma segura logo apos sua
aplicacdo (Rodrigues & Almeida 2018; Roman et al. 2007). Caracteristicas como estas e outras,
juntamente ao seu amplo espectro de controle, fazem com que o glifosato seja o herbicida mais
utilizado no atual sistema de produgdo agricola mundial, garantindo o titulo de herbicida do

século (Dukes & Powles 2008).



Até a presente data (julho de 2020), 48 espécies ja foram confirmadas resistentes ao
herbicida glifosato, sendo 24 casos de monocotiledoneas e 24 de eudicotiledoneas. No Brasil,
dos 50 casos de resisténcia do pais, somam-se nove espécies com resisténcia confirmada ao
glifosato, sendo estas de acordo com o ano de confirmacao, Lolium perenne ssp. multiflorum
(2003), Conyza bonariensis (2005), C. canadensis (2005), Digitaria insularis (2008), C.
sumatrensis (2010), Chloris elata (2014), Eleusine indica (2016), Amaranthus palmeri (2016)
e A. hybridus (2018). Com destaque as espécies Lolium perenne ssp. multiflorum, C.
sumatrensis, Eleusine indica, Amaranthus palmeri ¢ A. hybridus, que além da resisténcia ao
glifosato, j& tiveram bidtipos confirmados com resisténcia multipla a pelo menos mais um
mecanismo de acao (Heap 2020).

Se tratando do controle de gramineas por meio da aplicagao de herbicidas em pos
emergéncia, além do glifosato, os herbicidas inibidores da ACCase (acetyl coenzima A
carboxilase), popularmente conhecidos como FOPs (ariloxifenoxipropionatos) e DIMs
(ciclohexanodionas), sdo a principal alternativa para o manejo de plantas daninhas gramineas.
Apesar de pertencerem a grupos quimicos diferentes, estes herbicidas atuam inibindo a enzima
ACCase, a qual € responsavel pela sintese de acidos graxos na planta, os quais sdao constituintes
de ceras e suberina, sdo essenciais para forma¢do de membranas, e utilizados também como
forma de armazenamento de energia. A falta de 4cidos graxos no metabolismo da planta leva a
paralisacdo da sintese de membranas necessarias para o crescimento € a multiplicagdo celular,
causando a paralisacao imediata no crescimento e a consequente morte apos um periodo de 7 a
14 dias. (Rodrigues & Almeida 2018; Roman et al. 2007).

Assim como o glifosato, os inibidores da ACCase sao herbicidas de carater sistémico,
podendo se mover tanto via simplasto, quanto apoplasto. Apesar de ocorrer movimentagao
destes herbicidas para os tecidos meristematicos das plantas tratadas, no caso dos graminicidas,
¢ recomendado que a aplicacdo seja realizada em plantas com estagios iniciais de
desenvolvimento, evitando plantas adultas ou perenizadas, uma vez que plantas jovens
apresentam maior demanda de constituintes da membrana celular para o seu crescimento, ja
plantas adultas a atividade meristematica ¢ menor, reduzindo desta forma a eficacia destes
produtos (Roman et al. 2007).

Se tratando dos casos de resisténcia de plantas daninhas aos inibidores da ACCase, 49
espécies ja foram confirmadas resistentes a estes herbicidas no mundo. J4 no Brasil sete

espécies foram relatadas, sdo elas Urochloa plantaginea (1997), Digitaria ciliaris (2002),



Eleusine indica (2003), Avena fatua (2010), Lolium perenne ssp. multiflorum (2010),
Echinochloa crus-galli var. crus-galli (2015) e Digitaria insularis (2016). Com destaque as
espécies Echinochloa crus-galli var. crus-galli, Lolium perenne ssp. multiflorum e Eleusine
indica, que além da resisténcia aos inibidores da ACCase, ja tiveram bidtipos confirmados com
resisténcia multipla a pelo menos mais um mecanismo de a¢cdo (Heap 2020).

Nos tltimos anos o grande desafio no manejo de plantas daninhas no cerrado brasileiro
tem sido o controle de gramineas, com destaque a duas espécies, Digitaria insularis € Eleusine
indica (Adegas et al. 2017; Lopez-Ovejero et al. 2017). Ambas ja foram relatadas com bidtipos
resistentes tanto ao glifosato, quanto aos inibidores da ACCase, entretanto, apenas Eleusine
indica teve um biotipo do estado do Mato Grosso confirmado com resisténcia multipla aos
herbicidas fenoxaprop-p-ethyl, glyphosate e haloxyfop-methyl (Heap 2020).

Popularmente conhecida no Brasil como capim-pé-de-galinha e internacionalmente
como goosegrass, a espécie Eleusine indica (L.) Gaertn é considerada uma das cinco plantas
daninhas mais problematicas no mundo, devido ao grande nimero de relatos de culturas que
infesta e aos casos de resisténcia mundialmente ja descritos (Heap 2020; Holm et al. 1977). Se
trata de uma graminea de ciclo anual com metabolismo fotossintético do tipo C4,
aproximadamente 30 — 50 cm de altura e reproducdo por sementes (Kissmann 2007; Lorenzi
2014). Takano et al. (2016) avaliando o crescimento, desenvolvimento e producdo de sementes
do capim-pé-de-galinha, observaram que esta espécie iniciou o processo de perfilhamento ja
aos 9 dias apos sua emergéncia, sendo o pico maior observado dos 38 aos 43 DAE. Os autores
também observaram que a produ¢do de sementes se iniciou aos 38 e estendeu-se até¢ os 108
DAE, produzindo cerca de 120 mil sementes por planta durante o ciclo médio de vida de 120
dias. O capim-pé-de-galinha tem ganhado destaque no cendrio de manejo de plantas daninhas
brasileiro, em especial nas areas de producao do cerrado. De acordo com Lucio et al. (2019),
em levantamento realizado na safra agricola 2016/17, o capim-pé-de-galinha ¢ a segunda
espécie mais frequente nas areas de producdo de soja brasileiras, infestando cerca de 40% das
areas amostradas, ficando atrds apenas das espécies de buva.

Além da ampla infestacdo, esta espécie impressiona também devido a sua diversidade
genética e a habilidade em desenvolver resisténcia aos mais diversos herbicidas utilizados para
o seu controle. Como exemplos pode se citar as mutagdes que conferem resisténcia ao herbicida
glifosato, o capim-pé-de-galinha foi a primeira espécie a desenvolver tanto a mutagao simples,

em um ponto da enzima EPSPS (Prol06Ser), quanto a mutagdo dupla, em dois pontos da



enzima, conhecida como TIPS (Tre102Ile e Pro106Ser) (BAERSON et al., 2002; YU et al.,
2015). Foi também a primeira espécie a desenvolver resisténcia multipla aos trés herbicidas
ndo seletivos utilizados mundialmente, fato observado na Malésia, onde uma populagao
apresentou resisténcia multipla ao glifosato, ao glufosinato de amonio e ao paraquat, além dos
herbicidas inibidores da ACCase (Jalaludin et al. 2014). Por fim no México foi confirmada
como a primeira espécie a desenvolver dois mecanismos de TSR que conferissem de maneira
conjunta resisténcia ao glifosato, sendo identificada a mutacdo Prol06Ser e também a
superexpressdo do gene que codifica a enzima EPSPS em um mesmo bidtipo (Gherekhloo et
al. 2017).

No Brasil o primeiro relato de resisténcia de capim-pé-de-galinha a herbicidas foi no
ano de 2003, onde biodtipos do estado do Mato Grosso foram confirmados resistentes aos
herbicidas inibidores da ACCase por meio de uma mutagdo enzimdtica (Asp2078Gly) que
conferiu variados niveis de resisténcia cruzada aos herbicidas cyhalofop-butyl, fenoxaprop-P-
ethyl e sethoxydim (Osuna et al. 2012). Na época estes herbicidas eram utilizados
frequentemente para o manejo de gramineas em lavouras de soja, logo com o advento da
tecnologia RR® e a possibilidade de utilizar o glifosato em aplicagdes de pos-emergéncia da
cultura, mitigou-se o problema por um certo periodo (Adegas et al. 2017). Entretanto, como
resposta ao uso continuo desta tecnologia ao longo dos ultimos anos, em 2016 foi confirmado
o primeiro caso de resisténcia do capim-pé-de-galinha ao glifosato no Brasil (Heap 2020). Na
ocasido biotipos do municipio de Campo Mourdo no estado do Parana, foram confirmados
resistentes por meio da mutagdo Prol06Ser na enzima EPSPS, sendo este o primeiro relato
desta mutagdo por uma planta daninha na América do Sul (Takano et al. 2017, 2019). Ainda
envolvendo o glifosato e os inibidores da ACCase, um caso mais complexo foi relatado no ano
de 2017, onde bidtipos de capim-pé-de-galinha do estado do Mato Grosso foram confirmados
resistentes aos herbicidas glifosato e aos graminicidas fenoxaprop-P-ethyl e haloxyfop-methyl,
sendo este o primeiro caso no pais de uma espécie graminea a desenvolver resisténcia multipla
aos inibidores da ACCase ¢ ao inibidor da EPSPS (Heap 2020). Este caso de resisténcia ¢ de
grande preocupacao para o sistema produtivo, pois se tratando do manejo de capim-pé-de-
galinha em pos-emergéncia, o herbicida glifosato e os inibidores da ACCase sdo as duas
ferramentas mais utilizadas e mais efetivas. Logo manejar de forma efetiva e consciente

bidtipos com esta caracteristica ¢ fundamental para a preservagao destas ferramentas.



OBJETIVOS

Tendo como base que a resisténcia de plantas daninhas a herbicidas tem aumentando
mundialmente, e que no cerrado brasileiro, o capim-pé-de-galinha tem ganhado destaque no
cenario de manejo de plantas daninhas devido a dificuldade encontrada no seu controle, este
trabalho tem como objetivo principal avaliar o comportamento de diferentes populagdes de
capim pé-de-galinha coletados em areas de producdo do estado do Mato Grosso, frente a
aplicacdo de glifosato, cletodim e haloxifope-p-metilico visando o possivel diagnostico de
populacdes com resisténcia a estes herbicidas. Assim como auxiliar no monitoramento desta
espécie em areas da regido levando informagdo ao produtor rural sobre a mitigacdo e manejo

de biotipos de dificil controle.



MATERIAL E METODOS

Amostras de sementes de capim-pé-de-galinha foram coletadas em areas de produgao
da regido de Primavera do Leste — MT. Areas quais produtores e técnicos haviam relatado falhas
de controle por parte do glifosato e/ou dos herbicidas inibidores da ACCase no controle desta
espécie. As sementes foram coletadas de cerca de 20 a 30 plantas adultas presentes em lavouras
de algodao ou milho (durante os meses de margo e abril do ano de 2019), como as culturas se
apresentavam em estagio avancado de desenvolvimento no momento da coleta, suspeita-se que
estas plantas ndo foram controladas pelas intervengdes de herbicidas realizadas na pds-
emergéncia de cada cultura. As sementes coletadas foram armazenadas em sacos de papel e
devidamente identificadas, sendo o ponto de coleta de cada area marcado por meio de suas
coordenadas geograficas. As amostras foram numericamente sequenciadas de acordo com a
data de coleta, sendo cada ponto de coleta referenciado como um bidtipo.

No total foram coletados 17 bidtipos (B1 ao B17), logo com intuito de selecionar as
populagdes mais tolerantes aos herbicidas em estudo, instalou-se (durante os meses de julho a
setembro de 2019) o primeiro experimento de triagem inicial executado na casa de vegetacao
da Universidade de Cuiaba — Campus Primavera do Leste — MT. O ensaio foi conduzido no
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repetigdes, sendo cada unidade
experimental composta por um vaso plastico com a capacidade de 5,0 dm™ preenchidos com
solo e irrigados diariamente com lamina d’agua de 4 mm. Os trés centimetros superficiais de
cada vaso foram preenchidos com substrato puro, no intuito de evitar a emergéncia de plantas
da mesma ou de diferentes espécies de plantas daninhas que poderiam contaminar os vasos. As

caracteristicas do solo utilizado podem ser visualizadas na tabela a seguir:

Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas do solo utilizado.

pH P K K Ca Mg Al H+Al M.O. Argila Silte Areia
Agua CaCl, mg/dm?3 cmolc/dm? g/dm3
6.2 5.3 2.7 72.3 0.19 1.9 0.5 0.0 2.7 23.0 365 70 565

S.B. C.T.C. A% m

cmolc/dm3 %

2.6 53 495 0.0

Cerca de quinze sementes de cada bidtipo foram semeadas na superficie de cada vaso e

recobertas com uma camada de meio centimetro de substrato. Apos a emergéncia das planas foi



realizado o desbaste e selecionadas quatro plantas uniformes por vaso. Quando estas atingiram
o estagio de um a tré€s perfilhos foi realizada a aplicagao dos herbicidas glifosato (960 g e.a. ha
1, haloxifope-p-metilico (60 g e.a ha™') e cletodim (96 g i.a ha'), todos em suas respectivas
doses recomendadas e com a adi¢do de 6leo vegetal (Rumba®) a calda de aplicagdo na dose de
0,5% v/v em todos os tratamentos.

A aplicac¢do dos herbicidas foi realizada em ambiente aberto fora da casa de vegetacao,
por meio de um pulverizador manual pressurizado a CO2 e munido de uma barra de aplicacao
de seis pontas no espacamento de 50 cm entre elas do tipo leque AXI 110.02, a pressdo de
trabalho foi de 2.5 kgf cm™ e volume de calda de 150 L ha™!. A avaliacio de eficacia foi realizada
aos 28 dias ap0s a aplicagdo dos tratamentos (DAA) por meio de notas de controle atribuidas
visualmente a cada unidade experimental com o auxilio da escala de notas proposta pela
Asociacion Latinoamericana de Malezas (Alam 1974), onde 0% corresponde a nenhuma injuria
e 100% a morte total da planta.

Os resultados obtidos durante a triagem foram utilizados como base para tomada de
decisdo na etapa subsequente do projeto, sendo essa a instalagao de ensaios de curva de dose
resposta (durante os meses de outubro/2019 a abril/2020). Para isto foram selecionados os
biotipos com os maiores indices de sobrevivéncia a cada herbicida, sendo aqueles que
apresentaram niveis de controle acima de 80% descartados desta etapa.

Os ensaios foram conduzidos seguindo a mesma metodologia de instalagdo e condugao
do ensaio da triagem inicial, avaliando os seguintes bidtipos para os seguintes herbicidas em
suas respectivas propor¢des de doses (Tabelas 2 e 3). Além dos bidtipos selecionados durante
o processo de triagem, foi coletada uma amostra de sementes de plantas de capim pé-de-galinha
na area urbana de Primavera do Leste — MT, por serem plantas provenientes da area urbana,
estas por sua vez provavelmente ndo sofreram pressdo de selegdo por parte dos herbicidas
avaliados, desta forma apds teste prévio por meio da aplicacdo dos herbicidas em suas
respectivas doses recomendadas, esta amostra foi utilizada como o bidtipo susceptivel durante
cada experimento de curva de dose resposta. A Figura 1 ilustra a localizacdo dos bidtipos
coletados para o presente estudo no estado do Mato Grosso, no entanto destaca apenas os
numeros dos bidtipos selecionados para etapa de curva de dose resposta do trabalho, todos
localizados no municipio de Primavera do Leste - MT. Os demais biodtipos coletados e ndo
utilizados na etapa de curva de dose resposta estido representados apenas pelos pontos na cor

preta do mapa.
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Figura 1: Mapa geogréfico do estado do Mato Grosso com detalhe do municipio de Primavera
do Leste e os pontos de coleta dos bidtipos utilizados nos ensaios de curva de dose resposta. BS
(biodtipo susceptivel); B1 (bidtipo 1); B4 (biotipo 4); B11 (biotipo 11); B14 (bidtipo 14); B15
(bidtipo 15); B16 (biotipo 16) representados pelos pontos vermelhos, e os demais bidtipos

avaliados na triagem representados pelos pontos na cor preta.

Tabela 2: Biotipos e herbicidas avaliados na metodologia de curva de dose resposta.

Biotipo Herbicidas Alvo
Bl Cletodim e haloxifope-p-metilico
B4 Cletodim e haloxifope-p-metilico
B11 Cletodim, haloxifope-p-metilico e glifosato
B14 Cletodim, haloxifope-p-metilico e glifosato
B15 Cletodim, haloxifope-p-metilico e glifosato
B16 Haloxifope-p-metilico e glifosato

S Biotipo susceptivel
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Tabela 3: Amplitude de doses utilizadas para cada herbicida avaliado.

Proporgéo da dose recomendada (D)

Herbicida OD D/16 D/8 D/I4 DI2 D 2D 4D 8D 16D
Dose! em g e.a./i.a. ha'
Cletodim? 0O 6 12 24 48 96 192 384 768 1536
Haloxifope-p-metilico® 0 3,75 75 15 30 60 120 240 480 960
Glifosato® 0 60 120 240 480 960 1920 3840 7680 15360

ladicionado 6leo vegetal (Rumba® na dose de 0,5% v/v em todas as doses e herbicidas; *produto comercial
Poquer®; *produto comercial Verdict R®; *produto comercial Stinger WG®.

Assim como na etapa de triagem, as aplicagdes foram realizadas quando as plantas
atingiram o estagio de um a trés perfilhos por meio de um pulverizador manual pressurizado a
CO» e munido de uma barra de aplicacao de seis pontas no espagamento de 50 cm entre elas do
tipo leque AXI 110.02, a pressio de trabalho foi de 2.5 kgf cm™ e volume de calda de 150 1 ha
I, A avaliacio de eficicia foi realizada aos 28DAA, seguindo a mesma metodologia adotada na
triagem. Aos 28 DAA também foi realizada a avaliacdo de biomassa seca, por meio da coleta
da parte aérea das plantas que sobreviveram a aplicagdo de cada herbicida para secagem em
estufa a 65°C at¢ atingir o ponto de massa constante, posterior a isso 0 material seco foi pesado
em balanca de precisdo para determinacdo da biomassa seca em g vaso™.

Com intuito de padronizar os dados de biomassa de todos os bidtipos para constru¢ao
das curvas de dose resposta, a massa seca obtida em g vaso™! foi utilizada para o célculo de
redugdo de biomassa (Rd) em relagao a testemunha por meio da seguinte formula adaptada de
Barroso et al. (2014):

Biomassa seca das plantas tratadas (g vaso)
Rd =100 - - x 100
Biomassa seca da testemunha (g vaso)

em que a biomassa seca da testemunha (g vaso™) foi a média de massa seca na auséncia da
aplicacio de herbicidas, e a biomassa seca das plantas tratadas (g vaso™) foi a média de massa
seca obtida ap6s a aplicacdo de cada respectivo tratamento.

Os dados obtidos foram ajustados a curva de dose resposta do controle e da reducdo de
biomassa por meio do modelo de regressao nao-linear log-logistico de quatro parametros com

o auxilio do pacote “drc” (Ritz et al., 2015) por meio da seguinte equagao:

d—c

flz) =c+ 1 + exp(b(log(z) — log(e)))

em que: ‘f* = porcentagem de controle ou redu¢ao de biomassa; ‘x’ = log da dose do herbicida;
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e ‘b’, ‘c’, ‘d’ e ‘e’ os parametros da curva; de modo que ‘c’e ‘d’sdo os limites inferiores e
superiores da curva os quais foram fixados no modelo em ‘0’ e ‘100, respectivamente; ‘b’¢ a
declividade da curva; e ‘e’a dose que proporciona 50% de resposta da variavel em estudo.

Os valores de Cso/Cso ou GR50/GRgo, que correspondem as doses necessarias para obter
50%/80% de controle ou reduzir a biomassa seca em 50%/80%, respectivamente, foram
calculados através da funcao ED, também disponivel no pacote “drc”. E por meio dos valores
de Cso e GRs foi calculado o fator de resisténcia (F), que corresponde a razao entre o Cso ou
GRs0 do bidtipo resistente e o Cso ou GRso do bidtipo suscetivel. O fator de resisténcia (F = R/S)
expressa o nimero de vezes em que a dose necessaria para controlar 50% do biotipo resistente
¢ superior a dose que controla 50% do biotipo suscetivel (Hall et al., 1998). As andlises foram

realizadas por meio do Software R versao 4.0.2 (R Core Team 2020).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da triagem inicial foi possivel obter bidtipos com a capacidade de tolerar de
maneira individual a dose recomendada dos trés herbicidas avaliados. No entanto como a
triagem foi utilizado apenas como critério de selecdo dos bidtipos, o0 mesmo ndo sera
apresentado nos resultados. Desta forma os resultados a seguir sdo provenientes dos dados

obtidos por meio dos ensaios de curva de dose resposta para cada um dos herbicidas.
Resultados dos ensaios de curva de dose resposta do herbicida cletodim

A Tabela 4 retrata as doses estimadas de cletodim em g i.a. ha™! para proporcionar 50 e
80% de controle, Cso e Cgo, respectivamente, assim como para reduzir a biomassa seca
acumulada nas mesmas propor¢des, GRso ¢ GRgo, ambas varidveis foram avaliadas aos 28
DAA. Com posse dos valores de Cso € GRso foi calculado o FR de cada bidtipo com base no

seu respectivo comparativo suscetivel.

Tabela 4. Doses de cletodim estimadas para proporcionar Cso/Cso € GRso/GRgo, € 0 fator de

resisténcia de acordo com a dose estimada de Csoe GRso. Primavera do Leste — MT, 2020.

Dose de cletodim em g i.a. hat

Bidtipo Eficacia de controle Reducdo de biomassa
Csol p-valor? Cso FRcso GRso p-valor GRao FRGRso
S1 4.6 (0.6)° - 8.7 (0.9) - 5.0 (0.7) - 6.3 (0.7) -
B4 53.6 (2.1) <0.0001 76.8(5.7) 11.7 52.3(1.9) <0.0001 70.8(6.4) 10.5
B11 86.2(3.7) <0.0001 124.3(7.8) 189 73.8(4.7) <0.0001 147.3(12.6) 14.8
S2 4.1(1.2) - 6.1 (0.4) - 4.3 (1.8) - 7.4 (0.6) -
Bl 50.5(2.4) <0.0001 79.0(5.7) 123 35.1(1.7) <0.0001 51.6(3.5) 8.1
S3 5.0 (0.5) - 8.6 (0.8) - 4.2 (0.9) - 6.7 (0.6) -
B14 495 (2.4) <0.0001 80.0(5.5) 9.9 31.8(2.0) <0.0001 66.3(6.0) 7.7
B15 112.6(7.1) <0.0001 253.4(23.5) 226 101.9(6.1) <0.0001 200.1(18.7) 245

!Cso: dose necessaria para proporcionar 50% de controle, Cgo: dose necessaria para proporcionar 80% de controle,
FRso: fator de resisténcia com base no valor de Cso, GRso: dose necessaria para reduzir o crescimento em 50%,
GRgo dose necessaria para reduzir o crescimento em 80%, FRso: fator de resisténcia com base no valor de GRso.
2p-valor com intervalo de confianga de 95% do Csoe GRso dos bidtipos provenientes da triagem em comparagio
ao biotipo suscetivel.
3valores entre parénteses representam o erro padrido com intervalo de confianga de 95% do respectivo parametro
de controle ou de redugdo de biomassa.

As Figuras 2 e 3 retratam as curvas de dose resposta para os biodtipos tratados com
cletodim em relagdo a eficacia de controle e redu¢do de biomassa, respectivamente, ambas

variaveis avaliadas aos 28 DAA.
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Figura 2. Curvas de dose resposta para o controle dos biétipos tratados com cletodim aos 28
DAA. Primavera do Leste — MT, 2020.
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Figura 3. Curvas de dose resposta para a reducdo de biomassa dos bidtipos tratados com
cletodim aos 28 DAA. Primavera do Leste — MT, 2020.
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No campo da ciéncia das plantas daninhas existem duas definigdes de resisténcia, a
académica e a agronOmica, cada uma destas leva em consideracdo critérios para sua
determinagdo. No caso da académica, a resisténcia ¢ considerada quando ha diferencas
significativas na resposta de duas populacdes da mesma espécie a determinado herbicida, sem
levar em consideragdo a dose recomendada do mesmo. Por outro lado, a resisténcia agrondmica
¢ estabelecida quando uma populagao sobrevive a dose recomendada do herbicida em condigdes
normais de campo (Heap 2005). Cada uma destas definicdes apresenta seus pontos positivos e
negativos, no entanto, como o presente trabalho esta diretamente ligado ao agricultor que
enfrenta dificuldades no manejo do capim-pé-de-galinha, a definicdo agrondmica se enquadra
melhor na interpretagdo dos resultados.

Como pode ser observado na Tabela 4, levando em consideracao a defini¢do académica
todos os biodtipos estudados podem ser considerados resistentes, uma vez que, todos
apresentaram valores de Cso/Cgo € GRs0/GRgo significativamente superior daqueles observados
no bidtipo suscetivel, no entanto apenas os bidtipos B11 e B15 necessitaram de uma dose maior
do que a dose recomendada de cletodim para esta espécie (96 g i.a. ha™!) para obter controle
acima de 80%, que ¢ a eficidcia minima requerida no Brasil para o registro de um herbicida.
Logo, em condi¢des de campo seguindo todas as recomendacdes necessarias para o controle do
capim-pé-de-galinha com cletodim, o produtor provavelmente obteria sucesso no controle das
demais populagdes.

Os biotipos do presente estudo sdo provenientes de areas onde produtores e técnicos
relatam baixa resposta no controle proporcionado nao s6 por cletodim, mas também por outros
graminicidas, e em alguns casos por glifosato. No entanto como pode ser observado, diversos
bidtipos foram controlados pela dose recomendada de cletodim quando seguida todas as
recomendagoes para sua aplicagdo, fato este que pode estar atrelado a baixa resposta observada
no campo. Sabe-se que muitas vezes produtores realizam suas aplicacdes em plantas fora do
estagio adequado, sendo este o principal fator que pode afetar a eficacia ndo s6 de cletodim,
mas de outros herbicidas (Takano et al. 2016, 2017).

Mesmo que controlados pela dose recomendada de cletodim, os bidtipos B1, B4 ¢ B14
apresentaram valores de Cso/Cgo € GRs50/GRgo significativamente superior daqueles observados
no biotipo suscetivel (Tabela 4). Isto mostra a grande diferengca de comportamento entre um
biotipo selvagem, que ndo vinha sendo exposto ao herbicida, e aos bidtipos de campo, que

frequentemente sdo expostos ndo s6 ao cletodim, mas a diversos outros herbicidas do mesmo e
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de diferentes mecanismos de acao.

O primeiro relato de capim pé-de-galinha resistente aos inibidores da ACCase no Brasil
foi no ano de 2003, coincidentemente também no estado do Mato Grosso, na €poca estes eram
a principal op¢ao para o controle de gramineas na cultura da soja, uma vez que ainda se estava
no inicio da adocao da tecnologia Roundup Ready (Heap 2020). Segundo Osuna et al. (2012),
o mecanismo de resisténcia responsavel para este bidtipo proveniente do Mato Grosso se trata
da mutagdo Asp2078Gly na enzima ACCase. Na ocasido os autores observaram um valor de
Cso do biotipo resistente bem acima dos valores obtidos para cletodim no presente estudo, sendo
em torno de 737,10 g do herbicida.

J& Andrade Junior (2018), avaliando o comportamento de biotipos também provenientes
do estado do Mato Grosso, observou Cso para cletodim de trés populacdes classificadas como
resistentes de 96,7, 104,1 e 190,1 g i.a. ha'. No entanto o autor observou fatores de resisténcia
da ordem de 3,5 até 6,9 vezes, uma vez que, o suscetivel utilizado apresentou Cso de 27,6 g i.a.
ha™!, bem acima do observado no presente estudo (Tabela 4). O que mostra que apesar do fator
de resisténcia ser um parametro importante para comparagao de bidtipos dentro de um estudo,
0 mesmo nao ¢ tao assertivo para diferentes trabalhos, pois o fator de resisténcia ¢ diretamente
afetado pelo comportamento do suscetivel utilizado, o que pode variar por diversos fatores.

No estado do Mato Grosso, além da soja, os herbicidas inibidores da ACCase sdo
frequentemente utilizados na cultura do algodoeiro visando o manejo de gramineas, em especial
para o controle de capim-pé-de-galinha. Em levantamento realizado pelo Instituto Mato-
Grossense do Algoddao (IMAmt), no ano de 2016 foram coletadas 57 amostras de sementes
desta espécie em areas de producao de algodao no Mato Grosso, deste total 68,4% sobreviveram
a aplicacio do dobro da dose recomendada dos herbicidas cletodim (216 g i.a ha') e
tepraloxydim (208 g i.a ha™!), mostrando a existéncia de um elevado nimero de populagdes
capazes de tolerar altas doses destes herbicidas (Andrade Junior et al. 2018). E conveniente
destacar estes resultados, haja visto que dos 1.132.566 hectares cultivados com algodao no Mato
Grosso na safra 2019/20, cerca de 87% foram cultivados como algodao de segunda safra apos
o cultivo da soja na area (Imea 2020). Logo temos um cendrio onde os herbicidas inibidores da
enzima ACCase podem ser utilizados em duas culturas de forma sequencial, aumentando desta

forma a pressdo de selecao imposta por estes herbicidas.
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Resultados dos ensaios de curva de dose resposta do herbicida haloxifope-p-metilico

Dentre os herbicidas avaliados, haloxifope-p-metilico foi o qual obteve as menores
respostas, com os maiores fatores de resisténcia para os bidtipos estudados. Como pode ser
observado nas Tabela 5 e 6, as quais ilustram os valores de Cso/Cso € GRs50/GRgo € o fator de
resisténcia para cada bidtipo aos 28 DAA, em nenhum deles, com exce¢ao do suscetivel, foi
possivel observar eficacia de 80% com a dose recomendada para o capim-pé-de-galinha (60 g

e.a. ha'l).

Tabela 5. Doses de haloxifope-p-metilico estimadas para proporcionar Cso/Cgo € o fator de

resisténcia de acordo com a dose estimada de Cso. Primavera do Leste — MT, 2020.

Dose de haloxifope-p-metilico em g e.a. ha

Bidtipo Eficacia de controle

Cso’ p-valor? Cso FRcso
S1 3.1(0.4)3 - 6.5 (0.7) -
B4 607.2 (120.6) <0.0001 7014.6 (3231.8) 194.0
B11 1224.3 (346.5) <0.0001 16045.9 (11309.7) 391.2
S2 3.4(0.4) - 7.2 (0.8) -
B1 58.7 (4.3) <0.0001 145.8 (19.3) 17.3
B16 140.6 (14.6) <0.0001 727.9 (129.5) 41.5
S3 3.6 (0.3) - 6.7 (0.7) -
B14 164.9 (11.9) <0.0001 354.4 (35.9) 45.5
B15 334.4 (36.2) <0.0001 1610.2 (373.5) 92.4

!Cso: dose necessaria para proporcionar 50% de controle, Cso: dose necessaria para proporcionar 80% de controle,
FRso: fator de resisténcia com base no valor de Cso.

2p-valor com intervalo de confianca de 95% do Cso dos bidtipos provenientes da triagem em comparagio ao bidtipo
suscetivel.

3valores entre parénteses representam o erro padrdo com intervalo de confianga de 95% do respectivo pardmetro
de controle.

As Figuras 4 e 5 retratam as curvas de dose resposta para os bidtipos tratados com
haloxifope-p-metilico em relacdo a eficicia de controle e redu¢do de biomassa,

respectivamente, ambas variaveis avaliadas aos 28 DAA.
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Tabela 6. Doses de haloxifope-p-metilico estimadas para proporcionar GRs50/GRgo € o fator de

resisténcia de acordo com a dose estimada de GRso. Primavera do Leste — MT, 2020.

Dose de haloxifope-p-metilico em g e.a. ha'

Bidtipo Reducéo de biomassa
GRso! p-valor? GRso FRGRrso
S1 2.9 (0.5)° - 6.8 (1.0) -
B4 2705.6 (2488.5) <0.0001 19404.0 (993892.8) 933.0
B11 2299.8 (1775.0) <0.0001 12668.0 (462651.6) 793.0
S2 3.4 (0.5) - 7.2 (1.0) -
B1 40.7 (2.6) <0.0001 56.7 (5.5) 12.0
B16 109.3 912.7) <0.0001 398.5 (75.0) 32.1
S3 1.9 (0.5) - 4.8 (1.2) -
B14 96.2 (12.8) <0.0001 433.2 (84.6) 50.6
B15 182.9 (26.1) <0.0001 1091.5 (320.5) 96.3

!GRso: dose necesséria para reduzir o crescimento em 50%, GRso dose necesséria para reduzir o crescimento em

80%, FRso: fator de resisténcia com base no valor de GRsy.

2p-valor com intervalo de confianca de 95% do GRso dos bidtipos provenientes da triagem em comparagio ao

bidtipo suscetivel.

3valores entre parénteses representam o erro padrdo com intervalo de confianca de 95% do respectivo pardmetro
de reducgdo de biomassa.
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Figura 4. Curvas de dose resposta para o controle dos biotipos tratados com haloxifope-p-

metilico aos 28 DAA.

Primavera do Leste — MT, 2020.
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Figura 5. Curvas de dose resposta para a reducdo de biomassa dos bidtipos tratados com
haloxifope-p-metilico aos 28 DAA. Primavera do Leste — MT, 2020.

Assim como para cletodim, novamente foi possivel observar a expressiva diferenca na
resposta dos bidtipos provenientes do campo em relagdo ao bidtipo selvagem (Tabela 4). A alta
eficacia de haloxifope-p-metilico ao bidtipo suscetivel, resultou em baixos valores de Cso e
GRs0, 0 que consequentemente proporcionou elevados fatores de resisténcia para alguns dos
biotipos estudados, principalmente B4 e B11, os quais apresentaram as menores respostas
(Tabelas 5 e 6). Os bidtipos B4 e B11 se destacaram devido a baixa resposta ao haloxifope-p-
metilico, apresentando FRcso da ordem de 120.6 e 346.5 vezes, respectivamente, necessitando
de uma dose de haloxifope-p-metilico de 607,2 g e.a. ha! (B4) e 1224,3 g e.a. ha'! (B11) para
obter-se 50% de controle (Tabela 5). Takano et al. (2019) observaram elevado fator de
resisténcia de um biotipo de capim-amargoso também proveniente de Primavera do Leste — MT,
o qual apresentou fator de resisténcia de 613 vezes, com Cso de 2232 g i.a. ha! de haloxifope-
p-metilico, no entanto, os autores nao observaram resisténcia a cletodim. J4 Andrade Junior
(2018), observou Cso para trés bidtipos de capim-pé-de-galinha tratados com haloxifope-p-
metilico da ordem de 49,8, 166,8 ¢ 180,9 g i.a. ha'l. Assim como Osuna et al. (2012), observou
185,3 gi.a. ha! de haloxifope-p-metilico para obter a mesma eficacia. Valores estes proximos
aos observados nos bidtipos B1, B16 ¢ B14, no entanto bem abaixo daqueles obtidos pelos

biotipos B4, B11 e B15. Mostrando que no estado do Mato Grosso existe uma variagdo ampla
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da resposta de capim-pé-de-galinha ao herbicida haloxifope-p-metilico.

Dentre os biotipos estudados, B11 e B15 ndao foram controlados pelas doses
recomendada de nenhum dos dois graminicidas avaliados, caracterizando-se como biotipos de
resisténcia cruzada a cletodim e haloxifope-p-metilico, sendo o graminicida do grupo dos FOPs
com a menor eficacia e maiores fatores de resisténcia nos dois bidtipos (Tabelas 4, 5 e 6). Fato
também constatado por Andrade Junior (2018) e Osuna et al. (2012), que obtiveram populacdes
com resisténcia cruzada aos mesmos graminicidas, com maiores fatores de resisténcia por parte
de haloxifope-p-metilico em relacdo a cletodim. Apesar de atuarem no mesmo sitio alvo, os
herbicidas pertencentes aos grupos quimicos dos DIMs (ciclohexanodionas), FOPs
(ariloxifenoxipropionatos) e DEN (fenilpirazolinona - pinoxaden), se ligam de forma especifica
a enzima ACCase, deste modo, existem variagdes no impacto das mutagdes que conferem
resisténcia a estes herbicidas. No total j& foram descritas mutagdes em sete posi¢des da enzima
ACCase, sendo essas, Ile1781Leu ou Val, Trp1999Cys ou Leu, Trp2027Cys, 1le2041Asn ou
Val, Asp2078Gly, Cys2088Arg e Gly2096Ala ou Ser. Destas sabe-se que alteragdes nas
posigoes Ile1781, Asp2078 e Cys2088 tendem a afetar os trés grupos quimicos (DIMs, FOPs e
DEN). Enquanto na posi¢ao Trp2027 tendem a afetar tanto FOPs quanto DEN. E por fim, as
posicdes Trp1999, 1le2041 e Gly2096 tendem a afetar apenas os FOPs, sendo este o grupo
quimico mais afetado por TSR (Gaines et al. 2020; Jang et al. 2013; Kaundun 2014; Yu et al.
2007). Das posicdes com mutagdes ja descobertas, sabe-se que a posi¢ao Ile1781 estd
diretamente relacionada ao ponto de ligagdo dos herbicidas pertencentes aos trés grupos (DIMs,
FOPs e DEN), sendo este o0 motivo qual alteracdes nesta posi¢ao afetam diretamente os trés
grupos quimicos. As posicdes Trp1999 e I1e2041 estdo relacionadas ao ponto de ligagdo dos
FOPs, sendo este o grupo qual ¢ mais afetado por alteragdes nestas posicdes. Ja as demais
posig¢des descritas como possiveis mutagdes, causam resisténcia devido a proximidade que cada
uma fica localizada aos pontos chaves de ligagao dos graminicidas (Jang et al. 2013; Gaines et
al. 2020).

Segundo Beckie & Tardif (2012), cletodim ¢ o graminicida com menor risco para
selecdo de TSR dentre os inibidores da ACCase, sendo apenas as mutagdes nas posi¢des
Asp2078 e Cys2088 quais apresentam potencial de causar resisténcia a esse herbicida. Fato este
que pode estar correlacionado com o comportamento dos bidtipos estudados, onde todos os
quais foram submetidos ao ensaio de curva de dose resposta se mostraram resistentes ao

haloxifope-p-metilico, enquanto apenas dois (B11 e B15) sobreviveram a dose recomendada de
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cletodim, e foram caracterizados como resistentes perante a definicdo agrondmica. Apesar do
baixo risco de cletodim ser afetado por mutacdes que conferem resisténcia aos inibidores da
ACCase, o seu uso deve ser realizado de forma criteriosa no intuito de preservar essa
ferramenta, pois embora em menor nimero, ainda existem possiveis mutacdes que podem afeta-
lo, e também deve-se atentar a outros mecanismos de TSR e NTSR, ja que sabe-se que a
resisténcia ¢ um processo evolutivo acelerado pelo uso frequente de uma unica ferramenta
(Jasieniuk et al. 1996).

Sao diversos os casos em que as plantas daninhas se adaptaram com extrema
plasticidade a pressdo de selecdo imposta pelo uso continuo de herbicidas. Como exemplo,
pode-se citar o caso de amplificagdo genica da enzima ACCase em um biotipo de Digitaria
sanguinalis, até entdo um mecanismo documentado apenas para espécies com bidtipos
resistentes ao glifosato, mas que agora também pode afetar inibidores da ACCase (Laforest et
al. 2017). Outro ponto a se citar ¢ a evolugdo na identificagdo de novas mutagdes na enzima
EPSPS conferindo resisténcia ao glifosato, primeiramente relatou-se em um ponto da enzima,
posteriormente em dois e ja se tem relatos de mutagdes em trés pontos da enzima EPSPS
(Alcéantara-De La Cruz et al. 2016; Baerson et al. 2002; Garcia et al. 2019; Takano et al. 2019;
Yu et al. 2015). Além de mutagdes cada vez mais complexas, as plantas daninhas também tem
mostrado a capacidade de desenvolver mais de um mecanismo de resisténcia em um Unico
bidtipo, como o caso de um biodtipo de capim-pé-de-galinha que desenvolveu a mutacao
Pro106Ser e também a superexpressao da enzima EPSPS, contando com dois mecanismos de
TSR para sobreviver a agdo do glifosato (Gherekhloo et al. 2017).

Quando se trata dos fatores que governam o aparecimento e desenvolvimento da
resisténcia na natureza, existem uma série de aspectos relacionados tanto as praticas humanas,
quanto as caracteristicas inatas ¢ biologicas de cada espécie de planta daninha que podem
favorecer ou ndo o surgimento e desenvolvimento da resisténcia. No que se refere as
caracteristicas da planta daninha, espécies com extrema suscetibilidade a determinado
herbicida, sdo mais propensas a rapida selecdo de bidtipos resistentes, uma vez que, a alta
suscetibilidade favorece a eliminagdo do suscetivel e a sele¢do do resistente (Christoffoleti et
al. 2016). E como foi observado, o capim-pé-de-galinha ¢ uma espécie extremamente sensivel
aos graminicidas, dada a ampla diferenca nos valores de Cs0/GRso observados entre os biotipos
provenientes do campo e o suscetivel, que ndo vinha sendo exposto aos herbicidas.

Um outro ponto a se destacar sdo as praticas agrondmicas executadas que exercem a
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pressdo de sele¢do pelo uso continuo de determinado herbicida (Christoffoleti et al. 2016). E
no que se refere ao uso dos graminicidas, nos ultimos anos tem se notado um aumento
consideravel na sua utilizagdo nas lavouras brasileiras para producao de graos e fibras. Como
exemplo pode-se citar o cletodim, um dos principais inibidores da ACCase utilizados no pais
(Takano et al. 2021). De acordo com o relatério de vendas de agrotdxicos realizado pelo
IBAMA no Brasil, em 2010 comercializou-se 244,10 toneladas de cletodim no pais, sendo
115,86 toneladas comercializadas apenas no estado do Mato Grosso, oito anos depois, em 2018,
a quantidade nacional subiu para 3081,14 toneladas, e no estado do Mato Grosso para 750,33
toneladas do ingrediente ativo (Ibama 2020).

Tomando como base a area de soja plantada no pais (35,8 milhdes de ha) e no estado do
Mato Grosso (9,7 milhdes de ha) na safra 2018/19 (Conab 2020), e a dose recomendada de
cletodim utilizada no presente estudo, as quantidades do herbicida comercializadas no pais e no
estado, seriam suficientes para tratar cerca de 89% da area nacional, ¢ 80% da area estadual,
cultivadas com soja, respectivamente. Destacando que essa comparagdo visa apenas ilustrar o
quao frequente tem sido a utilizacdo de graminicidas no pais, pois sabe-se que outros
graminicidas e outras culturas além de cletodim e soja sdo empregados, como por exemplo a
cultura do algodao no estado do Mato Grosso, uma importante fonte de utilizagao dos inibidores
da ACCase (Andrade Junior et al. 2018).

A razdo pela qual um herbicida ¢ amplamente utilizado em determinado pais ou regido
¢ diretamente ligada as necessidades do produtor rural. No caso dos graminicidas, situagdes
especificas como o manejo de milho RR® voluntario na cultura da soja (Lopez-Ovejero et al.
2016) e o manejo de bidtipos de capim-amargoso e o proprio capim-pé-de-galinha resistentes
ao glifosato (Gemelli et al. 2013; Takano et al. 2017, 2021), sdo algumas das necessidades
especificas para a ampla adocdo destes produtos devido a boa eficdcia de controle

proporcionada.
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Resultados dos ensaios de curva de dose resposta do herbicida glifosato

Como pode ser observado na Tabela 7, a qual ilustra os valores de Cso/Cso € GRs50/GRgo
e o fator de resisténcia para cada bidtipo aos 28 DAA, em relagdo a aplicagao de glifosato, os
bidtipos B11, B14 e B15 apresentaram os maiores fatores de resisténcia e necessitaram de uma
dose maior que 960 g e.a. ha"! para observar-se eficicia superior a 80%. J4 o biétipo B16, apesar
de necessitar de uma dose 2,5 vezes maior para obter a mesma eficacia de controle em relacao

ao biotipo suscetivel, foi controlado efetivamente pela dose recomendada de glifosato.

Tabela 7. Doses de glifosato estimadas para proporcionar Cso/Cgo € GRs0/GRgo, € o fator de

resisténcia de acordo com a dose estimada de Cso e GRso. Primavera do Leste — MT, 2020.

Dose de glifosato em g e.a. ha!

Bidtipo Eficacia de controle Reducéo de biomassa
Cso p-valor? Cso FRcso GRso p-valor GReo FRarso
S1 164.6 (10.3)* - 342.6 (28.6) - 136.0 (10.5) - 290.5 (30.2) -
B11 598.0 (37.0) <0.0001 1319.6(129.2) 3.6 358.9(29.6) <0.0001 872.4(96.6) 2.6
B14 796.7 (41.5) <0.0001 1407.9 (129.6) 4.8 303.7 (32.0) <0.0001 1194.6 (165.6) 2.2
S2 132.5 (9.0) - 306.3 (28.2) - 81.3(8.9) - 228.3 (29.0) -
B15 743.1 (50.8) <0.0001 1930.3(194.1) 5.6 300.3(19.5) <0.0001 548.5(65.9) 3.7
B16 332.1(21.0) <0.0001  731.0(73.8) 2.5 175.3(9.1) <0.0001  248.4 (19.7) 2.2

!Cso: dose necessaria para proporcionar 50% de controle, Cso: dose necessaria para proporcionar 80% de controle,
FRso: fator de resisténcia com base no valor de Cso, GRso: dose necessaria para reduzir o crescimento em 50%,
GRgo dose necessaria para reduzir o crescimento em 80%, FRso: fator de resisténcia com base no valor de GRso.
2p-valor com intervalo de confianga de 95% do Csoe GRso dos bidtipos provenientes da triagem em comparagio
ao bidtipo suscetivel.

3valores entre parénteses representam o erro padrdo com intervalo de confianga de 95% do respectivo pardmetro
de controle ou de redu¢do de biomassa.

As Figuras 6 e 7 retratam as curvas de dose resposta para os bidtipos tratados com
glifosato em relagcdo a eficacia de controle e reducdo de biomassa, respectivamente, ambas

variaveis avaliadas aos 28 DAA.
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Figura 6. Curvas de dose resposta para o controle dos bioétipos tratados com glifosato aos 28
DAA. Primavera do Leste — MT, 2020.
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Figura 7. Curvas de dose reposta para a reducdo de biomassa dos biotipos tratados com
glifosato aos 28 DAA. Primavera do Leste — MT, 2020.

Os primeiros relatos de capim-pé-de-galinha resistente ao glifosato no Brasil foram de
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bidtipos provenientes do estado do Parand, onde Takano et al. (2017) observaram fatores de
resisténcia da ordem de 4,4 a 7,9 vezes em quatro populagdes que sobreviveram a dose
recomendada de glifosato (960 g e.a. ha™!), para os demais bidtipos, assim como no presente
estudo, Takano et al. (2017) observaram fator de resisténcia maior que 1, no entanto, todos
foram satisfatoriamente controlados pela dose recomendada de glifosato. Segundo Takano et
al. (2019), a mutagdo Pro106Ser na enzima EPSPS ¢ o mecanismo responsavel pela resisténcia
ao glifosato nestes biodtipos.

O bidtipo B16, assim como para alguns bidtipos aqui tratados com cletodim, e bidtipos
estudados por Takano et al. (2017), apesar de necessitarem de doses maiores para obter uma
mesma eficacia de controle, ou reducdo da biomassa, em relagdo ao biotipo suscetivel, foram
satisfatoriamente controlados pelas doses recomendada do herbicida em questdo. E apesar de
produtores relatarem falhas de controle no campo e suspeita de resisténcia, o controle
ineficiente pode estar atrelado a condi¢des inadequadas durante as aplicagdes, sendo na grande
maioria das vezes relacionado com estadgio avangado de desenvolvimento. Como observado por
Takano et al. (2017), onde os autores necessitaram de uma dose de 204,3 g e.a. ha! de glifosato
para obter 80% de controle do bidtipo suscetivel no estagio de 2 a 3 perfilhos, quando a
aplicacdo foi realizada no estagio de 5 a 6 perfilhos, a dose necessaria para a mesma eficacia
mais que duplicou e foi de 478,1 g e.a. ha'! do herbicida. Mostrando que é uma caracteristica
inata da espécie necessitar de doses maiores para o controle de plantas acima do estagio de
aplicagdo.

Além de apresentarem Cso maior que a dose de 960 g e.a. ha™! de glifosato, os bidtipos
B11 e B15 também nao foram controlados pelas doses recomendadas de cletodim e haloxifope-
p-metilico, e o B14 ndo foi controlado pela dose recomendada de haloxifope-p-metilico, sendo
estes bidtipos com indicios de resisténcia multipla a glifosato e aos inibidores da ACCase
(Tabelas 4, 5, 6 € 7). Apesar de ja ter sido confirmado este tipo de resisténcia no Brasil, o caso
registrado envolve glifosato, haloxifope-p-metilico e fenoxaprop-p-ethyl, mas nao cletodim
(Heap 2020). Desta forma, sementes da geracao F1 destes bidtipos foram coletadas, e um novo
experimento de curva de dose resposta sera conduzido se confirmado, este podera ser um dos
primeiros relatos de resisténcia multipla envolvendo glifosato, haloxifope-p-metilico e cletodim
em um mesmo bidtipo de capim-pé-de-galinha.

Um caso similar de resisténcia multipla a glifosato e aos FOPs j4 registrado para o

capim-pé-de-galinha no Brasil, foi observado por Deng et al. (2020), que relataram resisténcia
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multipla a cyhalofop-butyl e glifosato, sendo observado a mutacdo Asp2078Gly como
mecanismo de resisténcia ao graminicida, e superexpressao da enzima EPSPS como mecanismo
de resisténcia ao glifosato, ndo sendo observado mutagdes neste sitio de acdo. Ja na Malasia
foram confirmados diversos casos de resisténcia de capim-pé-de-galinha a diferentes
mecanismos de ag¢do, como por exemplo, resisténcia multipla a glufosinato de amonio e a
paraquat. (Chuah et al. 2010). E um dos casos mais complexos ja descritos, onde um bidtipo
desenvolveu resisténcia multipla a quatro diferentes mecanismos de agdo, adquirindo a
capacidade de tolerar glifosato, glufosinato de amodnio, paraquat e os graminicidas butroxydim,
fluazifop-p-butyl e haloxifope-p-metilico. Este caso em questdo foi o primeiro relato de uma
espécie capaz de sobreviver a a¢do dos trés herbicidas ndo seletivos glifosato, glufosinato de
amonio e paraquat (Jalaludin et al. 2014).

Além da plasticidade nos casos de resisténcia aos mais variados mecanismos de a¢ao, o
capim-pé-de-galinha também ja demostrou apresentar elevada variabilidade genética quando se
trata das mutacdes que conferem resisténcia ao glifosato. Sendo a primeira espécie a
desenvolver tanto a mutacao simples (Prol06Ser), quanto a mutagdo dupla (Trel02lle e
Pro106Ser) na enzima EPSPS (Baerson et al. 2002; Yu et al. 2015).

A dupla mutagdo, também conhecida como TIPS, apesar de proporcionar elevado fator
de resisténcia, da ordem de >180 vezes (Cso >25,900 g i.a. ha™! de glifosato) (Yu et al. 2015) na
auséncia de glifosato, esta apresenta elevado custo adaptativo para o biotipo, com reducio no
acumulo de massa e capacidade de producao de sementes (Han et al. 2017). A mesma mutagao
foi reportada em biotipos de capim-pé-de-galinha na China, no entanto, ao contrario do que foi
observado na Malasia, a muta¢do TIPS ndo proporcionou o mesmo fator de resisténcia para os
bidtipos chineses, com base no GRsp na Malasia observou-se fator de resisténcia da ordem de
31,1 vezes, ao passo que, na China foi de 14 vezes (Chen et al. 2017; Yu et al. 2015). Outro fato
curioso em relacdo a mutagdo TIPS, ¢ que coincidentemente, esta mutacao foi desenvolvida
através de processos mutagénicos e introduzida na primeira gera¢do de milho resistente ao
glifosato (GA21) (Spencer et al. 2000). Anos depois o capim-pé-de-galinha foi a primeira
espécie a desenvolver a mesma alteragao genética, mostrando a capacidade das plantas daninhas
em se adaptar a pressao de selecao imposta pelo uso continuo de uma mesma ferramenta.

Uma das principais estratégias adotadas para o manejo de bidtipos resistentes a
determinado herbicida, ¢ a utilizacao de outros herbicidas com diferentes mecanismos de agao,

seja de forma isolada ou em associagdes (Délye et al. 2013). Como por exemplo, para 0 manejo
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de bidtipos de capim-pé-de-galinha resistentes a glifosato, a utilizagdo de inibidores da ACCase
(Takano et al. 2017). No entanto a simples presungao de que misturas de dois ou mais produtos
com diferentes mecanismos de acdo ¢ suficiente para manejar a resisténcia deve ser
reconsiderada. Uma vez que, somente quando os dois produtos adotados atuam de forma eficaz
no controle de determinado bidtipo, é que se tem sucesso nesta tatica de manejo (Délye et al.
2013).

No caso do manejo de capim-pé-de-galinha com resisténcia tanto a glifosato quanto aos
inibidores da ACCase, o que se tem realizado ¢ a utilizagdo dos dois grupos de herbicidas
associados para manejar os bidtipos com baixa resposta a pelo menos um destes. No entanto
essa associagdo so ¢ realizada a campo quando se percebe que um deles perderam a eficécia no
controle, logo, mesmo que em associacdo, apenas um ira exercer o controle, e
consequentemente, exercera a pressao de sele¢do de biotipos agora com resisténcia multipla, o
que ja foi relatado tanto para o capim-pé-de-galinha, quanto para o capim-amargoso, as duas
principais gramineas problemas no cerrado brasileiro (Adegas et al. 2017; Heap 2020; Takano
et al. 2021).

Um outro ponto importante na adocdo de misturas de produtos com diferentes
mecanismos de acdo para o manejo de bidtipos resistentes ¢ o mecanismo que confere
resisténcia a planta daninha. Segundo Comont et al. (2020), casos de resisténcia multipla devido
a mutacdo genética pode ser mitigado pela associagdo de dois produtos com diferentes
mecanismos de agdo, no entanto, quando se trata de NTSR, a eficacia da associacao € colocada
em cheque, pois apesar de atuarem em sitios de acdo distintos, 0 mecanismo de resisténcia ndo
apresenta ligacdo com o sitio de acao de cada produto.

Deste modo, a tatica basica da utilizagdo de graminicidas em associacdo a glifosato para
o manejo de gramineas com resisténcia a esses produtos no Brasil pode ter vida curta e o
resultado a selecao de biotipos cada vez mais dificeis de serem controlados. E no que se refere
ao manejo de plantas daninhas gramineas, essas sdo as duas principais e melhores ferramentas
quimicas disponiveis para o manejo destas espécies em culturas como a soja e o algoddo. Logo
a preservagao destas ferramentas ¢ de suma importancia para o futuro do sistema agricola
brasileiro, tendo em vista que, apesar da previsao futura mostrar uma aumento no nimero de
casos de plantas daninhas resistentes, 0 mesmo ndo se observa para o descobrimento de
herbicidas com novos mecanismos de a¢ao (Westwood et al. 2017), portanto preservar o que se

tem disponivel ¢ essencial.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, € nos casos reportados mundialmente, ¢ evidente a
variabilidade genética e plasticidade do capim-pé-de-galinha em se adaptar as ferramentas
quimicas disponiveis para o seu controle. Embora apresentem o mesmo mecanismo de agdo,
foi possivel observar que existem variagdes nos casos de resisténcia de capim-pé-de-galinha a
cletodim e haloxifope-p-metilico, sendo observado um maior niumero de bidtipos resistentes e
maiores fatores de resisténcia sempre para o FOP em relacao ao DIM.

Dentre os quatro biotipos selecionados e tratados com glifosato, apenas trés se
caracterizaram como resistentes perante a defini¢do agronomica. Destes trés bidtipos, B11 e
B15 se destacaram pois além de se caracterizarem como resistentes ao glifosato, também nao
foram controlados satisfatoriamente por cletodim e haloxifope-p-metilico, caracterizando-se
como uma suspeita de resisténcia multipla aos trés herbicidas. Sementes da geracao F1 destes
biotipos foram coletadas e serdo submetidas a um novo ensaio de curva de dose resposta, se
confirmado, estes podem ser um dos primeiros casos de resisténcia multipla no Brasil
envolvendo cletodim, haloxifope-p-metilico e glifosato.

Levando-se em consideracao a importancia destes herbicidas para o sistema produtivo
brasileiro, ¢ necessario a integragdo de outras ferramentas para o manejo nao s6 do capim-pé-
de-galinha, mas também de outras espécies com bidtipos resistentes a herbicidas no Brasil.
Como exemplo de ferramentas ¢ conveniente destacar o uso de produtos com diferentes
mecanismos de agdao, adog¢do de herbicidas pré-emergentes, a rotacdo de culturas e
biotecnologias disponiveis no mercado, e também a intensificacdo do monitoramento das areas
produtoras, visando o possivel diagnostico de falhas de controle e 0 manejo correto das plantas
daninhas, levando em consideragdo estagio de aplicacdo adequado e recomendagdes de bula de

cada produto adotado.
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