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REACAO DE DIGITARIA INSULARIS RESISTENTE AO GLIFOSATO A
FITONEMATOIDES

por
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Verde

RESUMO
O capim-amargoso (Digitaria insularis(L.) Fedde) é uma planta daninha de dificil controle,
especialmente problematica no sistema de sucessdo soja-milho safrinha, situacdo que se
agrava pelo sistema de plantio direto. A principal estratégia de controle é o uso de herbicidas,
principalmente o glifosato, porém o uso recorrente levou ao desenvolvimento de biotipos
resistentes. O capim-amargoso pode atuar como hospedeiro alternativo de nematoides e outras
pragas. O objetivo deste estudo foi analisar a hospedabilidade de D. insularis a Pratylenchus
brachyurus, Heterodera glycines e Meloidogyne javanica, bem como avaliar biotipos
(oriundos de areas agricolas e urbanas) de D. insularis sob curvas dose-repostas de glifosato e
0 padrédo dos indices morfofisioldgicos e enzimaticos.O capim-amargoso D.insularis mostrou-
se suscetivel ao nematoide P. brachyurus, enquanto ndo ocorreu a reproducao de H. glycinese
M. javanica demonstrou pouca agressividade, destacando a resposta enzimatica das plantas ao
estresse causado por P. brachyurus, observando atividade enzimatica variavel (PAL, LOX,
GLU) em plantas inoculadas, evidenciando defesa.As populagdes de D. insularis, inclusive a

urbana, demonstraram baixa sensibilidade ao glifosato.

PALAVRAS-CHAVE: Herbicida, Nematoides, Plantas daninhas, Patégeno
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by

WILLYAN ALVES REZENDE

Under the Guidance of Professor Dr. Renata Pereira Marques - IF Goiano — Rio Verde

Campus

ABSTRACT

The Sourgrass (Digitaria insularis (L.) Fedde) is a weed difficult to control, especially
problematic in the soybean-corn succession second crop, a situation that is aggravated by the
direct planting system. The main control strategy is the use of herbicides, mainly glyphosate,
however, recurrent use has led to the development of resistant biotypes. Sourgrass can act as
an alternative host for nematodes and other species. The objective of this study was to analyze
the hostability of D. insularis to Pratylenchus brachyurus, Heterodera glycines and
Meloidogyne javanica, as well as to evaluate biotypes (natives of agricultural and urban areas)
of D. insularis on dose-refueling curves of glyphosate and the basis of two
morphophysiological and enzymatic indices. The Sourgrass D. insularis was shown to be
susceptible to the nematoid P. brachyurus, while there was no indication of H. glycines
reproduction and M. javanica shown to be aggressive, highlighting the enzymatic response of
plants to the stress caused by P. brachyurus, observing variable enzymatic activity (PAL,
LOX, GLU) in inoculated plants, evidencing defense. The D. insularis, even in urban areas,

demonstrate low sensitivity to glyphosate.

KEYWORDS: Herbicide, Nematodes, Weeds, Pathogen



1. INTRODUCAO

Dentre as plantas daninhas de dificil controle que tém aumentado de importancia no
sistema de sucessao soja-milho safrinha, o capim-amargoso (Digitaria insularis[L.] Fedde) é
uma das espécies que merece mais atengdo aos produtores (Da Silva et al., 2017).

O género Digitaria sp. compreende a cerca de 300 espécies de plantas daninhas
descritas. Essas espécies sao distribuidas em diferentes regides do mundo, de clima tropical e
subtropical, por causa do dificil controle e agressividade. O género € de grande importancia
econdmica (Canto-Dorow, 2001). O capim-amargoso € nativo das regides tropicais e
subtropicais das Américas, com ocorréncia dos Estados Unidos até o sul do continente na
regido da Argentina, sendo amplamente disseminado nas principais areas agricolas do mundo
(Cabi, 2019). E uma questio especialmente problematica em areas do centro-oeste do Brasil
que realizam a sucesséo soja-milho.

Com a implementacdo do sistema de plantio direto, esta espécie de planta daninha vem
crescendo na agricultura brasileira, devido as caracteristicas de agressividade (Gemelli et al.,
2013). A dispersdo é feita principalmente por sementes leves, fato que permite a disseminacao
a longas distancias, essa € uma espécie de ciclo perene, e tem aptiddo de germinar, crescer e
desenvolver-se praticamente 0 ano todo (Gazola et al., 2016). Esta espécie caracteriza-se por
ser uma planta de dificil controle, em decorréncia da velocidade de crescimento, da
dificuldade de controle de plantas ja entouceiradas, da adaptabilidade a diferentes condi¢fes
edafoclimaticas e do aumento da populagéo de bidtipos resistentes ao glifosato no Brasil (Silva
etal., 2017).

O manejo para o controle do capim-amargoso baseia-se principalmente no uso de
quimicos, o uso de herbicidas, especialmente o glifosato, que é a molécula mais empregada.

Porém, o uso desordenado, aliado a ndo utilizacdo de outros métodos de controle, proporciona



a selecdo de populacGes de individuos resistentes, como relatado em diversas partes do mundo
e inclusive no Brasil (Andrade et al., 2020).

O glifosato € um herbicida de grande importancia mundial, € o mais utilizado no
mundo, sendo empregado por muitos anos no controle de plantas daninhas anuais e/ou perenes
em diversos sistemas de producdo (Melo et al.,2017). O glifosato é o Unico herbicida que pode
ser utilizado em qualquer estagio do ciclo da planta daninha, embora ndo seja eficaz no
controle de bidtipos resistentes.

Os mecanismos que conferem resisténcia dessa espécie estdo relacionados a menor
velocidade de absorcdo do glifosato por bidtipos resistentes. Além disso, a translocacao
também é muito menor em bidtipos resistentes em relacdo aos susceptiveis. Adicionalmente,
uma vez que a planta esteja estabelecida, com o inicio da formacdo dos rizomas e
posteriormente a formacdo de grandes touceiras, torna-se muito dificil o controle (Carvalho,
2011).

Dentre os varios agentes que podem causar danos as culturas, eventualmente usam
plantas daninhas como hospedeiras, e assim ndo ha quebra de ciclo da praga, afetando,
consequentemente, as culturas. Destacam-se 0s nematoides, microrganismos multicelulares
que colonizam as plantas e causam danos como destrui¢do do sistema radicular, formagéo de
nodulaces e lesdes necroticas, prejudicando a absorcdo de dgua e nutrientes.

Um dos principais nematoides responsaveis por prejuizos nas areas agricolas
brasileiras € o nematoide das lesdes radiculares (P. brachyurus), que destréi as células do
sistema radicular das plantas atacadas. Embora existam poucos estudos sobre a capacidade das
plantas daninhas em hospedar o P. brachyurus, ha mais informacdes disponiveis para outras
especies de nematoides (Braz etal., 2016).

Diferentes opcdes para melhor controlar a infestacdo desses patdogenos no ambiente de

producéo sdo de extrema importancia. Recentemente, tem sido observada uma conexao entre a



presenca de plantas daninhas no solo, especialmente aquelas que séo resistentes aos métodos
quimicos de manejo, e a disseminacdo dos fitonematoides. Essa relagdo tem causado seérios
problemas de infestacdo de nematoides no mundo, principalmente em areas com plantas
daninhas comuns e densas populacdes, como o capim-amargoso. A confirmacdo ou refutacdo
dessa teoria sera valiosa para os agricultores na escolha e aplicacdo de herbicidas,
proporcionando um controle mais eficaz da presenca de nematoides no solo.

Desenvolver uma ferramenta eficaz para lidar com a resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas e, a0 mesmo tempo, diminuir o uso dessas espécies como hospedeiras alternativas
de Pratylenchus brachyurus, Heterodera glycines e Meloidogyne javanica € uma opcao

vantajosa para a agricultura em Goias.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

O objetivo deste estudo foi analisar a hospedabilidade de D. insularis a Pratylenchus
brachyurus, Heterodera glycines e Meloidogyne javanica, bem como avaliar biétipos de D.

insularis sob curvas dose-repostas de glifosato e o padrao dos indices morfofisioldgicos.

2.2. Especificos

Avaliar a infestacdo e a reproducdo de P. brachyurus, H. glycines e M. javanica em
diferentes biotipos de D. insularis.

Investigar a suscetibilidade de D. insularis a H. glycines, P. brachyurus e M. javanica,
analisando a dinamica populacional dos nematoides nas raizes.

Analisar a resposta dos diferentes bidtipos de D. insularis a doses crescentes de
glifosato, estabelecendo as curvas dose-resposta.

Examinar as alteracdes nos indices morfofisiolégicos dos biotipos de D. insularis em

funcéo da aplicacédo de glifosato.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Plantas daninhas

Ao longo dos tempos, muitos termos surgiram, e continuam surgindo, para descrever o
gue chamamos de planta daninha. Além dessa expressdo, podem ser encontrados sinbnimos,
comoplantas infestantes, invasoras, voluntarias, espontaneas. Também existem denominac6es
mais informais, tais como mato, tiguera, inco e juquira, dentre outras. De modo geral, todos
esses termos estdo relacionados a indesejabilidade de certas espécies vegetais em atividades
humanas. Especialmente nas praticas agricolas, as plantas daninhas sdo vistas como
problematicas pelos prejuizos que ocasionam a produtividade agricola e aos custos de
producdo (Silva etal., 2021).

As plantas daninhas sdo vegetais que surgem espontaneamente em sistemas agricolas e
competem por recursos como agua, luz e nutrientes e possuem maior habilidade que as plantas
cultivadas no recrutamento destes recursos. Durante a disputa pela luz, as plantas daninhas
enfrentam uma desvantagem inicial, uma vez que possuem sementes menores e plantulas
menores. Nesse estagio, as plantas cultivadas destacam-se por serem mais altas conseguindo
bloguear a luz com maior eficiéncia. No entanto, as espécies daninhas possuem grande
habilidade de estiolamento quando estdo sombreadas, permitindo que rapidamente superem a
desvantagem, posicionando suas folhas ao mesmo nivel ou até acima das folhas das culturas,
interceptando a radiacdo solar(Brighenti & Oliveira 2011).

Essa competicdo pode levar a diferentes niveis de prejuizo nas culturas de valor
econémico, o que varia de acordo com a comunidade de plantas daninhas, além de fatores

culturais, ambientais e a duragdo da convivéncia entre elas (Silva et al., 2021). As plantas



daninhas sdo naturalmente adaptadas ao meio em que se encontram e tém habilidade para
desenvolver-se com rapidez, especialmente quando comparadas as plantas cultivadas, que
foram escolhidas e selecionadas geneticamente com énfase na produtividade (Cury et
al.,2011).

Essas espécies, ao longo do tempo, foram capazes de desenvolver caracteristicas que
asseguram a sobrevivéncia em ambientes com diferentes tipos e intensidades de restri¢coes ao
crescimento e desenvolvimento das plantas. Tais caracteristicas dificultam a obtencdo de um
controle eficaz das plantas daninhas, sendo conhecidas como caracteristicas de agressividade
(Brighenti & Oliveira 2011). As plantas daninhas sdo reconhecidas também como hospedeiras
alternativas para varios fitonematoides. Elas possibilitam que os nematoides mantenham
populacdes elevadas, mesmo durante a entressafras, atuando, dessa forma, como uma fonte de
indculo para a proxima safra (Oliveira et al., 2023).

Em infestacdo natural, € possivel observar a presenca de plantas daninhas que possuem
ciclos de vida anuais, bianuais e perenes. As espécies anuais concluem o ciclo biolégico em
um Unico ano, enquanto as bianuais o fazem em até dois anos, e as perenes demoram mais de

dois anos para completar o ciclo (Blanco, 2014).

3.2. Interferéncia das plantas daninhas na lavoura

O grau de interferéncia entre as plantas cultivadas e as plantas daninhas depende de
diversos fatores relacionados & comunidade infestante, composicdo especifica, densidade e
distribuicdo e a propria cultura, género, espécie ou cultivar, espacamento entrelinhas de cultivo
e densidade de semeadura (Bife et al.,2018).

As pesquisas sobre a influéncia de plantas nas culturas agricolas visam determinar 0s
momentos criticos de interacdo entre as culturas e as comunidades infestantes. Pitelli e

Durigan (1984) classificaram esses momentos em trés fases: o Periodo Total de Prevencéo a



Interferéncia (PTPI), o Periodo Anterior a Interferéncia (PAI) e o Periodo Critico de
Prevencdo a Interferéncia (PCPI). O PTPI representa o intervalo que se inicia com a
semeadura ou o transplante, durante o qual a cultura deveestar isenta de determinadas plantas
para evitar um impacto negativo significativo na produtividade. ApoOs esse intervalo, as
culturas autocontrolam-se, devido a cobertura do solo. O PAI representa a fase inicial do ciclo
da cultura, em que a convivéncia com plantas ndo prejudica a produtividade, permitindo que
as plantas crescam sem necessidade de controle.

O PCPI, por sua vez, é o intervalo entre o PAIl e o PTPI, em que préticas de controle
devem ser inovadoras para evitar perdas produtivas. O entendimento desses periodos é
fundamental para a adocdo eficaz de métodos de controle, tanto mecéanicos quanto quimicos, a
fim de minimizar os impactos negativos das plantas daninhas na agricultura (Bife et al.,2018).

Para a implementacdo de programas de controle integrado de plantas daninhas, é
fundamental entender os periodos que essas plantas afetam as culturas. Além disso, é
importante ter conhecimento sobre a previsdo da emergéncia das plantas infestantes e o efeito
que elas exercem (Rodrigues et al., 2010).

Os danos aos cultivos agricolas causados pela presenca de plantas daninhas ndo sdo
apenas decorrentes da competicdo. Ha uma série de pressGes ambientais que podem ser
consideradas, algumas delas diretas, como a competicdo, competindo por agua e luz e a
alelopatia, que é o efeito prejudicial de uma planta sobre outra através da producdo de
compostos quimicos liberados no ambiente, e outras indiretas, como a fungdo dessas plantas
como hospedeiras de pragas e doencas e nematoides. O impacto combinado desses fatores €
conhecido como interferéncia, que se refere a um conjunto de acdes (Brighenti; Oliveira
2011).

A influéncia das plantas daninhas nos cultivos agricolas por meio da competicdo por

recursos é uma das principais causas de perdas de produtividade. O potencial de perda é



causado por diferentes plantas daninhas em diferentes culturas. As perdas estdo relacionadas
principalmente por recursos importantes para desenvolvimento das plantas, como &gua, CO?,
luz e nutrientes. E importante conhecer as principais plantas daninhas que ocorrem e que
causam prejuizos na cadeia agricola, para que seja possivel identificar solucGes para diferentes
problemas em relacdo ao manejo, de modo que seja possivel atuar para reduzir os danos

ocasionados pela interferéncia de plantas daninhas (Ulguim et al.,2022).

3.3. Capim-amargoso

A planta daninha D. insularis (L.) Fedde, popularmente chamada de capim-amargoso,
capim-agu, capim-flexa e capim-porord, € comum em locais como pastagens degradadas,
lavouras perenes, margens de estradas, terrenos abandonados e sistemas de cultivo direto. E
nativa de regides tropicais e subtropicais da américa, tendo ocorréncia desde o sul dos EUA
até o norte das estepes pampeanas argentinas, €, no Brasil, as regides Sudeste, Centro-Oeste e
Nordeste apresentam grande intensidade de infestagdo (Piazentine, 2021).

E uma planta herbécea, perene, rizomatosa, da familia Poaceae, que possui folhas com
cerca de 45 cm de comprimento e 15 mm de largura, alcancando a altura de aproximadamente
50 a 100 cm. Além disso, apresenta sementes com pilosidade que auxiliam na dispersdo a
longas distancias, e um sistema radicular composto por rizomas curtos, ramificados e fibrosos,
sendo uma espécie de ciclo perene com metabolismo fotossintético do tipo C4 (Melo, 2015).
A ocorréncia desta espécie tem aumentado nas areas agricolas que ndo possuem culturas de
cobertura estabelecidas na entressafra, fato que estd diretamente ligado a resisténcia ao
glifosato, que é o herbicida mais utilizado para o controle de plantas daninhas (Gazolaet al.,
2016).

O capim-amargoso € altamente agressivo em relagdo a outras plantas devido as

caracteristicas eficientes de propagacao, que ocorre principalmente por meio de sementes que
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apresentam diversos pelos que facilitam a dispersdo por longas distancias (Gaspar et al.,
2019). A sobrevivéncia e multiplicacdo também dependem dos rizomas, tecidos no qual
armazenam nutrientes ricos em amido. Essas estruturas podem formar uma barreira que
impede a translocacdo do herbicida, dificultando, assim, a acdo e possibilitando uma rebrota
rapida das plantas (Machadoet al., 2008).

Possui alto potencial de infestagdo, as plantas desenvolvem-se de forma eficaz tanto
em solos de alta quanto de baixa fertilidade. Essa adaptabilidade permite que o capim-
amargoso se reproduza durante todo o ano, tornando uma praga persistente e desafiadora para
0 manejo agricola. Além disso, a capacidade de adaptacdo a diferentes condi¢fes ambientais

facilita a disseminacdo em diversas areas (Carvalho, 2011).

3.4. Resisténcia, hospedagem de pragas e doencas

O capim-amargoso (D. insularis destaca-se entre as principais espécies resistentes ao
glifosato no Brasil. Estudos mostram que, quando ndo manejado adequadamente, pode
ocasionar perdas significativas na produtividade, além dos prejuizos diretos que as plantas
daninhas causam a agricultura, devido ao alto nivel de interferéncia e competi¢do por recursos
naturais (Matias et al., 2018).

O uso continuo do glifosato ao longo dos anos, especialmente em areas cultivadas com
culturas tolerantes ao herbicida, resultou em forte pressdo de sele¢do sobre populacdes de D.
insularis presentes em areas agricolas dos estados produtores de grdos e culturas perenes.
Considerando todos os fatores bioldgicos, faz com que alguns agricultores possam acreditar
que a maior tolerancia ao glifosato em plantas de D. insularis ap0s a perenizacéo, seja pela
resisténcia ao herbicida, em funcdo da existéncia de popula¢des com diferentes niveis de
tolerancia, seja pelo aumento gradual na dose de glifosato necessaria para controlar o capim-

amargoso durante o desenvolvimento (Melo, 2015).
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Entre os diferentes agentes causadores de doencgas que as plantas daninhas podem
hospedar, destacam-se 0s nematoides, que sao microrganismos multicelulares que colonizam
as plantas promovendo danos como a destrui¢ao do sistema radicular, formacéo de nodulactes
ou lesdes necroticas nas raizes, limitando a absorcdo de agua e nutrientes(Braz et al.,2016).
Entretanto, as plantas daninhas também atuam como hospedeiros alternativos para uma
variedade de patogenos que prejudicam as lavouras. Dessa forma, essas plantas sao
reconhecidas como 6timos hospedeiros alternativos de nematoides que parasitam plantas. A
presenca pode dificultar o manejo integrado de pragas, pois oferece um refligio seguro para
nematoides durante os periodos em que as culturas principais estdo em estagios de menor
suscetibilidade (Brighenti & Oliveira 2011).

A presenca de plantas daninhas que atuam como hospedeiras de fitonematoides é
especialmente significativa nas zonas tropicais e subtropicais, em que as condic¢des climaticas
e ambientais favorecem o crescimento dessas plantas ao longo de todo o ano. Essa situacao,
somada a grande diversidade de espécies de plantas daninhas, a ampla distribuicdo geografica,
a alta capacidade de propagacdo e a continua evolucdo de genotipos resistentes a herbicidas,
torna a presenca de plantas daninhas um fator preocupante nas areas de cultivo. As diferentes
espécies de plantas daninhas possibilitam a sobrevivéncia dos nematoides na auséncia de
culturas agricolas e, assim, conseguem sustentar as popula¢Ges nos intervalos entre as
colheitas. Nesse sentido, as plantas daninhas servem como fonte de indculo de nematoides
para a proxima estacdo. Durante esse processo, as plantas daninhas podem contribuir para a
manutencdo e até o aumento das populacdes de fitonematoides no solo e nos
agroecossistemas, dificultando posteriormente o controle desses nematoides(Ramos et al.,

2019).

3.5. Nematoides
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Os nematoides parasitas de plantas sdo pragas importantes na maioria dos sistemas
produtivos. Os fitonematoides sdo ainda relativamente pouco conhecidos do homem, apesar
dos enormes prejuizos que podem causar as espécies cultivadas (Lambert et al.,2023). Sao
organismos dindmicos que se deslocam de maneira serpentina e habitam diversos ambientes
como solo, rios, lagos e oceanos, sendo encontrados em areas muito frias até regides
deseérticas. Podem ser livres no ambiente ou parasitas de plantas, insetos e animais. Aqueles
gue habitam o solo apresentam habitos alimentares variados, diferentes espécies de
nematoides alimentam-se de fungos, bactérias, algas ou até mesmo de outros nematoides
(Oliveira, 2023).

Segundo Ferraz e Monteiro (2011), os fitonematoides sdo um tipo de nematoides que
se alimentam de plantas, caracterizando-se como organismos tubulares e alongados. O corpo
possui uma secao transversal circular, com um diametro praticamente constante ao longo do
comprimento, afilando-se gradualmente na parte anterior e variando na parte posterior. Essa
forma é conhecida como fusiforme ou vermiforme. De tamanho reduzido, esses organismos
frequentemente passam despercebidos aos olhos humanos, com comprimento que varia entre
0,3 e 3 mm e didmetro entre 0,015 e 0,050 mm (Freitaset al., 2009).

Aproximadamente 100 espécies sdo registradas na classe Nematoda, com a maioria
tendo ampla variedade de hospedeiros. No Brasil, diversas espécies foram associadas as
principais plantas cultivadas, sendo Meloidogyne incognitae M. javanica as mais relevantes,
especialmente pelos danos que causam e ampla distribuicdo geogréafica. Outro grupo que
requer atencdo € o nematoide das lesbes radiculares, do género Pratylenchus, com destaque
para as espécies Pratylenchus brachyurus,P. penetrans (Oliveira et al., 2018). Outro grupo de
destaque é o H. glycines, conhecido também como nematoide do cisto da soja. Este organismo

é notavel pela incrivel adaptabilidade ao ambiente. Apés alcancarem a fase adulta, os machos

13



abandonam as raizes, enquanto as fémeas, que possuem a capacidade de causar infeccéo,
permanecem. Dessa forma, a presenca das fémeas de H. glycines nas raizes de uma planta ¢é
indicativo do potencial dessa planta para hospedar o nematoide do cisto da soja (Braz et al.,
2016).

A presenca de nematoides nas raizes das plantas provoca alteragdes que prejudicam o
funcionamento radicular, comprometendo a absorcdo de agua e nutrientes, resultando em
plantas com baixos indices de produtividade (Lambert et al.,2023). Os nematoides causam
perdas principalmente na forma de reducdo de producdo ou afetando a qualidade dos frutos
produzidos, podendo alcancar niveis de perda de até 100% em altas infestacdes no inicio do
plantio. Os danos causados podem variar de acordo com a densidade populacional inicial do
patdgeno no solo, da suscetibilidade do hospedeiro e das condi¢cdes ambientais (Oliveira et al.,

2018).

3.6 Nematoides em plantas daninhas

Os nematoides conseguem reproduzir em plantas daninhas presentes em éareas de
cultivo, e pode potencializar os danos, ja que diversas dessas plantas atuam como hospedeiras
naturais desses parasitas. 1sso, de certa forma, resulta em aumento da quantidade de in6culo e
dificulta a interrupcdo do ciclo do patdgeno, dificultando, assim, a eficiéncia do controle
destes parasitas (Lordello;Lordello;Paulo, 1988).

As plantas daninhas podem comportar-se de maneira distinta com relacdo a capacidade
de hospedar nematoides. Algumas espécies de plantas daninhas apresentam liberacdo de
substancias quimicas (alelopatia), que podem influenciar diretamente no desenvolvimento dos
nematoides, e pode favorecer o aumento da populagéo destes parasitas (Braz et al., 2016).

Existem algumas diferencas quanto as respostas das plantas daninhas para a mesma

espécie de nematoide, que podem ser atribuidas a variagdes de metodologias utilizadas em
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diversos estudos, a variabilidade intraespecifica das plantas daninhas, ou da possivel existéncia
de variacdo fisiologica quanto ao parasitismo dos nematoides. Dentre as plantas com maior
potencial de incremento populacional do nematoide, citam-se caruru-roxoAmaranthus
Hybridus,mentrastoAgeratum conyzoides, erva-de-pai-de-caetanoVerbena litoralis,
mentruzCoronopus didymus, corda-de-violalpomoea acuminata, erva-de-bichoPolygonum
hydropiperoides Michx, e joa-de-capoteNicandra physaloides. O joa-de-capote, embora nédo
tenha diferido estatisticamente da poaia-branca e guanxuma quanto a producédo de ovos, nao
pode ser citado como redutor da populacdo do nematoide, pois permitiu a obtencdo do Fator
de Reproducéo (FR) maior que um (Monaco et al., 2009).

O FR écalculado pelo quociente entre a populacdo final e a inicial de ovos para cada
tratamento (FR = Pf/Pi), em que: Pf = populacéo final e Pi = populacdo inicial.O valor de FR é
utilizado para realizar a classificacdo proposta por Oostenbrink (1966), qualificando as
espécies como: Nao hospedeiro (N/H) se FR = 0, resistente (R) se FR <1 e suscetivel (S)
guando FR> 1.

Em um estudo conduzido por Araujo et al. (2023), a média de galhas observadas no
sistema radicular das plantas daninhas variou entre 7,3 e 483,5, considerando diferentes
espécies. Para as espécies erva-de-sdo-jodo A. conyzoides, apaga-fogo A. tenella, picdo-pretoB.
pilosa, corda-de-viola Ipomoea acuminata, maria—pretinha S. americanum e jurubeba S.
paniculatum, foi verificado um Fator de Reproducdo (FR) entre 1,2 e 9,4, classificando essas
plantas como suscetiveis ao nematoide. Dentre elas,Solanum paniculatum destacou-se como a
espécie com o maior fator de reproducéo, alcangando 9,4, indicando alta hospitalidade ao M.
enterolobii. ficando caracterizado que a maioria das plantas daninhas sdo susceptiveis a

nematoides sendo um local propicio para a colonizagao desses organismos.

3.7 Respostas das plantas a patogenicidade
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Os nematoides criam locais de alimentagdo nas raizes das plantas, penetrando no cértex
da raiz, realizandoo ciclo de vida como endoparasitas. Uma das reacGes das plantas ao
processo de alimentacdo destes parasitas € a formacdo de células gigantes multinucleadas,
resultando no aumento das raizes laterais que se tornam curtas e grossas, provocando a
interrupcdo do desenvolvimento das raizes. Durante o processo de infeccdo, os nematoides
induzem mudancas na expressao génica tanto no local de infec¢do quanto nas outras partes da
planta (Santos, 2012).

Algumas ferramentas, como a analise de expressdo génica durante a infeccdo por
nematoide nas plantas, tém ajudado a compreensdo dos mecanismos de interacdo
plantanematoide, além de acelerar o desenvolvimento de estratégias moleculares para
aumentar a resisténcia das plantas. Quando a presenca do parasitismo estd abaixo do nivel
detectavel pelo hospedeiro, ou seja, em populaces muito baixas, 0s mecanismos de
resisténcia ndo sdo ativadas e o papel da tolerancia nas interacdes planta-patdégeno parece
ainda ser pouco estudado (Marini, 2018).

Alteracbes no padrdo de expressdo génica sdo previstas entre plantas que sdo
resistentes e aquelas que sao suscetiveis durante resposta de defesa. No entanto, estudos sobre
transcriptomas em plantas indicam que a ativacdo dessa resposta de defesa esta relacionada a
variacdes quantitativas na expressao dos genes, 0 que sugere que a resposta basal desempenha
papel essencial no reconhecimento do patégeno e no inicio da reacdo. Portanto,
genes responsaveis pelo controle dessa resposta, como 0s genes que codificam fatores de
transcricdo, devem apresentar alteragdes significativas em sua expressdo (Silvestrini et al.,

2005).

3.8Enzimas B-1,3 glucanase, quitinase, fenilalanina amoénia-liase e lipoxigenase
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A inducdo de proteinas pode estar associada a origem de doencas causadas por
infeccbes ou por substancias quimicas e fatores ambientais. As alteracbes nas atividades
dessas enzimas-chave possibilitam monitorar o nivel de resisténcia em plantas que foram
expostas a patdgenos (Macagnan et al., 2008).

As lipoxigenases tém a funcdo de catalisar a formacéo de hidroperdxidos a partir de
acidos graxos poli-insaturados, resultando na producédo de compostos volateis e da traumatina,
um regulador que desempenha pape€is importantes no crescimento, maturacdo, senescéncia e
nas respostas de defesa das plantas. A fenilalanina amonia-liase é essencial para a biossintese
de fenilpropanois e estd envolvida na producdo de monémeros de lignina, acido salicilico,
fitoalexinas e flavonoides (Almeida et al., 2012).

As quitinases promovem a hidrolise das ligagdes B-1,4 das N-acetilglicosaminas, que
sdo componentes da quitina presente nas paredes celulares dos fungos. Por sua vez, as p-1,3-
glucanases realizam a hidrolise das f-1,3-glucanas encontradas nas paredes celulares e nos
esporos dos fungos. Embora as quitinases ¢ as f-1,3-glucanases ndo sejam expressas em
grandes quantidades nas plantas, sua producdo aumenta rapidamente em resposta a situacoes
de estresse (Almeida et al., 2012).

Enzimas antioxidantes, como a fenilalanina amdnia-liase, desempenham papel
fundamental na defesa das plantas. Quando uma planta é atacada por algum patdgeno, ela é
capaz de ativar essas enzimas para limitar os danos oxidativos. Esse mecanismo atua
protegendo as células das plantas dos danos que podem ser causados durante o ataque de
patdgenos como fungos, bactérias e nematoides. Essas enzimas sdo essenciais para neutralizar
radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio, garantindo que as células das plantas
continuem vidveis e resistam a penetracdo destes patdgenos (Nascimento et al., 2014).

As enzimas funcionam por meio de mecanismos de prevencdo, bloqueando ou

regulando a formacdo de radicais livres e espécies ndoradicais, que estdo relacionados ao
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inicio das reacBes em cadeia, isso evita com propagacdo e a intensificacdo do processo, o que,
por sua vez, previne a ocorréncia de danos oxidativos (Barbosa et al., 2010). AlteracGes na
fisiologia da planta, apos a entrada de algum patogeno, ativam mecanismos de defesa e podem
explicar, pelo menos parcialmente, a diminuicdo da suscetibilidade das plantas a patdgenos.
Esses efeitos podem surgir por meio de mudancas na formacdo de lignina e aparecimento de
novas isoformas das enzimas hidroliticas, como quitinase e [-1,3-glucanase(Folli-Pereira et

al., 2012).
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4. MATERIAL E METODOS

O projeto foi realizado nos Laboratdrio de Fitopatologia e de Plantas Daninhas e na
casa de Vegetacdo do Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde. O trabalho foi conduzido
em dois ensaios. No primeiro, foi verificada a reacdo de bidtipo resistente de D. insularis a trés
espéecies de fitonematoides: Pratylenchus brachyurus, Heterodera glycines e Meloidogyne
incognita. Ja no segundo, foram analisadas respostas fisioldgicas de trés biotipos de D.

insularis sob diferentes doses de glifosato.

4.1. Coleta das sementes

As sementes de capim-amargoso foram utilizadas no presente estudo em janeiro de
2020. O local de coleta das sementes das trés populacGes estd na Tabela 1. A populacdo A e B
constituem o0s biotipos sob intensa pressdo de selecdo e sdo oriundas de areas agricolas
naturalmente infestadas e com historico de aplicacdo de glifosato. A populagédo C foi coletada

em area urbana sem historico de aplicacdo do glifosato, sendo, portanto, o biétipo suscetivel.

Tabela 1. Local da coleta dos bi6tipos de Digitaria insularis utilizadas nos experimentos.

Populagdo Bidtipo Municipio Localizacdo

A Resistente Rio Verde- GO 17°40'40.0"S 50°56'06.5"W
B Resistente Rio Verde- GO 17°38'35.5"S 50°56'25.1"W
C Suscetivel Rio Verde- GO 17°48'13.0"S 50°54'40.0"W

4.2. Hospedabilidade de Digitaria insularis a Pratylenchus brachyurus, Heterodera

glycines e Meloidogyne incognita
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No Ensaio 1, diagnosticou-se a reacdo de D. insularis como hospedeira de
fitonematoides. Sementes de capim-amargoso, provenientes de campos agricolas e comerciais
em Rio Verde — GO com histérico de aplicacdo (17°40'40.0"S 50°56'06.5"W), foram
semeadas em bandejas de isopor com substrato. Sete dias ap0s a emergéncia, as plantulas
foram transplantadas para vasos de 5 L. Quatorze dias ap6s o transplantio, as plantas de
capim-amargoso foram inoculadas com os fitonematoides nas concentracfes descritas na

Tabela 2.

Tabela 2. Concentracdo do in6culo dos nematoides.

Nematoide Concentracéo de ovos e J2 por vaso de planta Hospedeira padrao
Pratylenchus brachyurus 700 Abelmoschus esculentus
Heterodera glycines 2000 Glycine max
Meloidogyne javanica 2000 Solanum lycopersicum

Para fins de comparacdo, cada nematoide teve sua respectiva hospedeira padréo, com 7
repeticGes de cada nematoide. O indculo foi produzido no proprio laboratério de fitopatologia.
O experimento foi conduzido em condicGes de casadevegetacdo. O solo utilizado foi
solarizado para assegurar que ndo houvesse a presenca de outros nematoides. Inicialmente, o
solo foi peneirado e colocado sobre lona pléstica, fazendo uma camada de 20 cm de altura,
sendo posteriormente levemente umedecido sem deixar encharcar. Apds este procedimento, o
solo foi coberto por lona pléstica transparente, a fim de elevar-se a temperatura interna pela
exposicao ao sol. Apos 50 dias nesta condicdo, o solo foi entdo utilizado no experimento. Aos
50 dias ap0s a infestacdo dos nematoides, as plantas foram retiradas cuidadosamente do vaso
separando a parte aérea do sistema radicular. Esta foi levada ao Laboratorio de Fitopatologia
para a obtencdo da populacdo final e calculo do fator de reproducéo (FR) de cada nematoide

(FR = populagéo final + populacéo inicial), utilizando cAmara de Peters e microscopio optico.
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Para tal fim, as raizes foram cortadas e trituradas utilizando a técnica do liquidificador, aliada

a centrifugacdo em solugdo de sacarose, seguindo o método de Coolen e D’Herde (1972).

4.3. Determinacio da atividade das enzimas B-1,3 glucanase, quitinase, fenilalanina

amonia-liase e lipoxigenase em plantas D. insularis desafiadas com P. brachyurus

A fim de detectar respostas de defesa de D. insularis desafiada com P. brachyurus, as
coletas foram feitas em 1, 2, 3, 7, 14 e 21 dias ap06s a inoculacdo (DPI). Toda parte aérea da
planta foi coletada, dez plantas por tratamento, e entdo acondicionadas em caixas de gelo e
congeladas (-80°C) para uso posterior. Plantas tratadas com H»O constituiam o controle

negativo.

Extracéo de proteinas

As amostras da parte aérea das plantas de D. insularis foram maceradas em nitrogénio
liquido e em cada amostra foi adicionado solu¢do-tampao (Tris-HCI 10 mM; NaCl [150 mM];
EDTA [2 mM]; DTT [2 mM]; PMFS [1 mM]; Leptina [10 pg.mL-1]; Aprotinina [10 pg.mL-
1]). Em seguida, as amostras foram agitadas num vortex durante 1 minuto e centrifugadas por
5 minutos a 10.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para quantificar as proteinas
soluveis totais e nos ensaios de determinacdo de atividade enzimatica. Cinquenta pl. de cada
amostra foram transferidos para tubos do tipo Eppendorf acrescentando 1000 pL de CBB
(comoassie brilliant blue). As amostras foram homogeneizadas e colocadas em repouso
durante 15 minutos. Ap0s, transferiu-se 100 pL para placas de Elisa as quais foram colocadas
em espectrofotometro (A 597 nm). O contetido de proteinas soltiveis totais no extrato bruto foi
medido de acordo com o método de Bradford (1976), com albumina sérica bovina (BSA)

como padréo.
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S-1,3-Glucanase (EC 3.2.1.39) (GLU) e Quitinase (EC 3.2.1.14) (CHI)

Utilizou-se a metodologia descrita por Pan et al. (1991) com algumas modificacdes.
Atividade de GLU, em extrato proteico de folhas de D. insularis de diferentes tratamentos,foi
avaliada pela medicdo da taxa de reducdo de acucar, utilizando laminarina como substrato.
Para CHI, o substrato utilizado foi quitina coloidal. O reagente DNS (acido dinitrosalicilico)
foi usado como agente colorimétrico. A atividade foi expressa em unidades por miligrama de
proteina (U.mg-1). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como atividade
enzimatica catalisando a formacédo de acgUcares redutores que aumenta a absorbancia de uma

unidade por hora.

Fenilalanina Amonia-liase (EC 4.3.1.24) (PAL)

A atividade de fenilalanina amonia-liase foi determinada utilizando 2 ml de solu¢édo de
fenilalanina 10 mM, em solucdo tampao borato 0,1 M, pH 9,0 e 50 ul de cada amostra, em
triplicata. A mistura foi homogeneizada e submetida a quantificacdo em espectrofotdmetro, em

comprimento de onda 290 nm (ultravioleta) (Cortes et al., 2008).

Lipoxigenase (EC:1.13.11.12) (LOX)

A atividade de LOX foi determinada de acordo com Axelrod et al. (1981) usando acido
linoleico como substrato. 50 pl do extrados da parte aérea de D. insularis foram adicionados
em 2 mL de solugdo de &cido linoleico (10 mM) em tampdo fosfato (50 mM, pH 6.0) (0,1%
v/v), em temperatura ambiente. A atividade de LOX foi quantificada em espectrofotdmetro

(A=234 nm).
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4.4. CondicGes de plantio e ensaio de dose-resposta de Glifosato

Os experimentos foram desenvolvidos em condi¢cbes ambientes nos meses de
dezembro de 2019 e janeiro e fevereiro de 2020. As sementes das trés populagdes de capim-
amargoso foram semeadas em bandejas de poliestireno para mudas contendo substrato para
plantio em casa de vegetacdo. Sete dias ap0s a semeadura, as plantulas germinadas foram
transplantadas para vasos de 5 L. Quanto estavam no estadio de trés a quatro folhas, as plantas
de cada bidtipo de D. insularis foram tratadas com as seguintes doses do glifosato (Roundup
Original, 360 g L; Monsanto, Brasil): 0,0, 0,0015625; 0,003125, 0,00625, 0,0125, 0,025 e
0,05 uL.L-1, o que equivale, respectivamente a 0,2031; 0,4063; 0,8125; 1,625; 3,25, 6,5 e 13
kg. e. a. hat. O glifosato foi aplicado por meio de um pulverizador costal pressurizado a CO2,
acoplado com uma ponta de pulverizacdo do tipo leque. O pulverizador foi calibrado para
aplicar 200 L ha-1. Cada dose de cada um dos trés bidtipos teve quatro repeti¢des, num total
de 96 vasos. A aplicagéo foi feita quando as plantas estavam com a terceira folha verdadeira
completamente desenvolvidas.

Aos 28° DAA, a mortalidade dos bi6tipos foi quantificada. A parte aérea das plantas
foram colhidas ao nivel do solo e colocadas individualmente em sacos de papel. As amostras
foram secas em estufa com circulacdo forcada de ar por 72 horas e pesadas para determinar a
matéria seca (MS). O experimento foi organizado de forma aleatéria com seis repeticGes por

dose e foi repetido.

4.5. Analises de acimulo de biomassa vegetal
Sessenta dias ap0s o plantio, quatro plantas por tratamento foram coletadas. As partes
aéreas das plantas foram colocadas em envelopes de papel pardo para secagem em estufa de

secagem a 70°C por 72h. Apds isso, as plantas foram pesadas e a biomassa quantificada.
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4.6. Acido chiquimico

A determinacdo do &cido chiquimico foi efetuada segundo método proposto por
Gaitonde e Gordon (1957) e Perez-Jones et al. (2005), com modificacdes. Foi coletada uma
aliquota de 30 pL do sobrenadante e foram adicionados 500 pL de acido periddico a 1%. Logo
apos, esse material foi colocado em banho-maria a 37°C por 45 min. Ao retirar as amostras do
banho,foram acrescentados 500 pL de hidroxido de sddio (1 N) e 300 uL de glicina (0,1 M).
Em seguida, a solucdo foi homogeneizada e efetuaram as leituras a 380 nm, em
espectrofotobmetro UV — VIS modelo Evolution 60S (Thermo Fischer Scientific®, Madison,
Estudos Unidos), e os resultados expressos em mg g-1 MF, realizados por meio do coeficiente

de absortividade.

4.7. Teor de Clorofila

As leituras de clorofila foliar (indice de clorofila) foram realizadas em quatro plantas
por tratamento com um medidor portatil (Falker ClorofiLOG® 1030), que forneceu os
correspondentes teores de clorofila (indice de Clorofila Falker — ICF) na primeira folha abaixo
da folha bandeira. A secédo intermediaria do limbo foliar foi a parte avaliada nas leituras aos 7

e 21 dias apds a aplicagdo (DAA).

4.8. Analise de Fluorescéncia de imagem

As imagens e os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram obtidos usando um
fluorémetro IMAGING-PAM (versdo MAXI) e o software Imaging Win (Heinz Walz GmbH,
Effeltrich, Alemanha). As primeiras avaliacdes foram realizadas em plantas adaptadas a
escuridao, quando os centros de reacdo foram totalmente abertos (todos os aceitadores

primarios oxidados) com perda minima de calor. Sob essa condig&o, os tecidos foliares foram

24



expostos a uma luz fraca (0,03pumol m-2 s-1) para determinar a fluorescéncia escura (FO). Em
seguida, um pulso de luz saturante (> 6000umol m-2 s-1) foi aplicado por 0,8s para determinar
a fluorescéncia maxima (Fm). A partir dessas medidas iniciais, foi calculado o rendimento
quéantico maximo de PSII, Fv/Fm = (Fm-F0)/Fm. Os tecidos foliares foram entdo expostos a
luz actinica para obter a fluorescéncia (F). Posteriormente, um pulso de saturacéo foi aplicado
para obter a maxima fluorescéncia (Fm'). O rendimento quantico efetivo do PSII, ®II =(Fm'-
F)/Fm', foi calculado de acordo com Genty et al. (1989). Além disso, foram obtidos 0 ®NO e
ONPQ. O OII foi utilizado para calcular a taxa aparente de fotossintese, ETR = Y (1)
XPARXxLeafABSOx5 (Bilger et al., 1995), em que PAR ¢ o fluxo de fotons (umol m-2 s-1) nas
folhas, LeafABS é a fracdo da luz incidente que é absorvida pelas folhas e 0,5 é a fracdo de

energia de excitacdo direcionada ao PSII (Laisk & Loreto, 1996).

4.9. Anatomia foliar de trés populacgdes de D. insularis

Para realizar a analise anatémica dos trés biotipos de D. insularis submetidos a 8 doses
diferentes de glifosato, o material foliar foi amostrado ao acaso no vaso, coletando as folhas
inteiramente expandidas aos 7, 21 e 35 dias, ap6s a aplicagdo do herbicida.

O terco médio foram fixados em FAA 50 (formaldeido + acido acético glacial + alcool
50%), durante 48 horas, sendo, posteriormente, conservadas em alcool 70% (Johansen, 1940),
utilizando quatro repeticdes para cada tratamento. Apds a fixacdo, as amostras foliares foram
desidratadas em série etilica ascendente (90%, 96% e 100% por quatro, duas e uma hora,
respectivamente). Em seguida, as amostras foram pré-infiltradas (etanol 95% + resina por 12
h) e infiltradas (~12h) em resina glicol-metacrilato, seguindo a técnica de Gerrits (1991). Os
cortes transversais foram feitos utilizando micrétomo rotatério com espessuras de 4 a 8§ pym e
entdo submetidos a coloracdo com Azul de Toluidina 0,05% (O’Brien et al., 1964). Ap0s,

foram montados em resina sintética (Permount).

25



As observagdes microscopicas das estruturas anatdbmicas das regides da nervura central
e a regido compreendida entre a nervura central e a margem do limbo, foram feitas segundo
Metcalfe (1960). As fotos foram obtidas no microscopio Trino com camera digital acoplada
(CMOS — 5 mp). Os limites e os contornos dos tecidos foram mensurados pelo software

Mosaic 2.0 (Tucsen, Photonics Co., Ltd).

4.10. Anélise estatistica

Todos os dados obtidos foram submetidos a ANOVA e teste de Tukey (p=0,05). Para a
andlise do efeito dose-resposta da concentracdo do herbicida em varidveis fisiologicas,
efetuaram-se estudos de regressdo polinomial. A analise de componentes principais (PCA)
reuniu as varidveis relacionadas com as respostas de defesa da planta em D. insularis
inoculadas com P. brachyurus. A PCA foi realizada utilizando os pacotes Rcmdr e
FactoMineR, ambos do software 'R' 2.15 (R Development Core Team, Vienna, Austria). Essa
andlise foi feita utilizando os efeitos multivariados das varidveis de defesa de resisténcia

(GLU, CHI, PAL e LOX) em plantas inoculadas com P. brachyurus.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Fator de reproducdo e proteinas relacionadas a patogénese

Tabela 3. Hospedabilidade de Digitaria insularis aos nematoides Meloidogyne spp.,
Heterodera glycines e Pratylenchus brachyurus.

Nematoide Hospedeira PFt FR2 Reacdo?
Pratylenchus brachyurus Digitaria insularis 1689 2,41 S
Glycine max 2537 3,62 S

Heterodera glycines Digitaria insularis 0 0 N/H
Glycine max 5234 5,23 S

Meloidogyne javanica Digitaria insularis 0 0 N/H
Solanum lycopersicum 12034 6,017 S

Populagéo fina. 2FR = populacdo final de ovos (Pf) / populago inicial de ovos (Pi = 5.000). °R =
Resistente (FR < 1); S = Suscetivel (FR > 1); N/H = N4o hospedeiro (FR = 0).

Das especies avaliadas de fitonematoides, D. insulareis mostrou-se suscetivel apenas
para P. brachyurus (Tabela 3). Heterodera glycines e M. javanica ndo se reproduziram no
capim-amargoso. Conforme evidenciado na literatura por meio de outros estudos como o de
(Ferras et al., 1982)as espécies de Pratylenchus estdo predominantemente associadas a
gramineas. Belle et al. (2017), ao analisarem a populacdo final (FP) do nematoide P.
brachyurusclassificaram asplantas em quatro distintos grupos de hospedeiros suscetiveis ao
parasita, organizados pela ordem decrescente do numero de individuos. Os resultados
mostraram que Urochloa decumbens, Rhynchelytrum repens, D. horizontalis e B. brizantha
apresentaram uma populacdo final variando entre 6.981 e 6.239 individuos. Essas espécies
mostraram diferenca estatisticamente significativa em relacdo as demais analisadas, tornando-

se, portanto, 0s hospedeiros mais propicios para esses nematoides.
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Em outros estudos realizados para analisar a vulnerabilidade de espécies de plantas
invasoras ao nematoide de cisto da soja Heterodera glycines, ndo foi detectado percentual de
FR. Nas plantas daninhas analisadas (Braz et al., 2016), esclarecendoque a D. insularisndo
apresentou FR. Giraldeli (2015) cita algumas espeécies de plantas daninhas que sédo hospedeiras
de nematoides para M. javanica, como o caruru, geranio, mentrasto, hortalicas, corda-de-viola,
feijdo, fumo, joa-bravo e guanxuma. Giraldeli (2015) avaliou aM. javanicaem plantas
daninhas e no tomate atuando como testemunha inoculadas com 2.000 ovos e J2 (PI) por
sistema radicular aos 60 dias, ap0s a inoculacdo. Das 10 plantas daninhas avaliadas, apenas 2
mostraram-se hospedeiras para a M. javanica: L. aegyptiaca e a S. lycopersicum. Sendo assim,
ndo foi demostrada agressividade para a maioria das plantas daninhas avaliadas no trabalho,
destacando a D. horizontalis que se demostrou resistente aM. javanica, pertencente ao mesmo
género e familia da D. insularis.

O plantio sequencial de plantas ndo hospedeiras ¢ uma das taticas de manejo de
fitonematoides, a fim de reduzir a populacdo. Mas, em alguns casos, quando ha a presenca de
plantas daninhas, a populacdo desses parasitas cresce rapidamente. Os resultados sugerem que
a eficiéncia de taticas de manejo de P. brachyurus pode ser comprometida pela presenca de
plantas daninhas, antes, durante e apds o cultivo.

A suscetibilidade do capim-amargoso a P. brachyurus pode aumentar as perdas
produtivas, especialmente no sudoeste goiano, local que predominantemente cultiva-se soja e
milho em sucessdo, ambos hospedeiros desse nematoide. Pelo potencial dessa planta de
matocompeticdo com a soja e outras culturas, ao potencial de disseminacdo e relatos de
resisténcia ao glifosato, requerendo, por parte do produtor, especial cuidado no manejo. E
importante ressaltar que, assim como outras espécies de plantas daninhas, a D. insularis
também pode ser hospedeira de outros fitonematoides de importancia agricola e de fungos

fitopatogénicos.
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De maneira geral, plantas de capim-amargoso desafiadas com P. brachyurus
apresentaram menores valores de PAL quando comparadas com o controle, especialmente nos
momentos iniciais, apos a inoculacdo, mas apresentaram atividade crescente, aumentando nos
dias avaliados, exceto aos 21DAI (Figura 22, Tabela 4). Essa € uma resposta importante de
defesa da planta,pois a PAL é a primeira enzima da via metabolica dos fenilpropanoides e tem
importante papel em plantas expostas a estresses ambientais e em patdgenos biotroficos, como
P. brachyuyrus. Ja a atividade de LOX nas plantas inoculadas decresceu nos primeiros dias
avaliados. Entretanto, diferiu das plantas controle apenas 3DAI (Figura 2B). Lipoxigenase é a
primeira enzima da via metabdlica do &cido jasménico, hormonio de vegetal envolvido em
respostas de defesa contra patdgenos necrotroficos. Plantas inoculadas com P. brachyurus
apresentaram atividade de GLU crescentes e superiores as plantas controle, nos dois primeiros
dias avaliados. Essa enzima possui alta atividade em plantas atacadas por bactérias, fungos e

nematoides. Nao houve diferenca da atividade de CHI nos periodos e tratamentos avaliados.

Tabela 4. Proteinas relacionadas a patogénese — PRP.

Tratamento  DAI PAL LOX GLU CHI

Controle 1 134E-05 aA 1,11E-06| 2,20E-04 aA 4,55E-05| 90,72 aAB 11,41| 35,89 aBC 4,55E-05
Controle 2 1,16E-04 bC 1,06E-05| 2,34E-04 aA 4,62E-05| 81,56 aA 16,80| 13,93 aAB 4,62E-05
Controle 3 9,66E-05 bBC 1,48E-05| 3,28E-04 bB 4,23E-04| 216,76 bC 21,31| 39,39 aBC 4,23E-04
Controle 7 7,27E-05 aB  4,31E-06| 1,48E-04 aA 3,82E-05|131,97 aB  18,93| 39,54 aBC 3,82E-05
Controle 14 9,44E-05 aBC 1,93E-05| 2,68E-04 aA 4,18E-05|13458 aB 20,87| 51,41 aC  4,18E-05
Controle 21 7,18E-05 aBC 6,84E-06| 1,68E-04 aA 453E-05|203,84 aC 1154| -511 aA 453E-05
P. brachyurus 1 141E-05 aA 1,65E-06| 2,88E-04 aC 4,09E-05| 123,22 bAB 9,39| 18,38 a** 4,09E-05
P. brachyurus 2 584E-05 aB  6,15E-06| 2,55E-04 aBC  1,58E-05|326,35 bD 14,43| 20,43 a** 1,58E-05
P. brachyurus 3 7,46E-05 aC  1,37E-06| 1,72E-04 aAB  4,56E-05|124,66 aAB 36,42| 19,42 a** 4,56E-05
P. brachyurus 7 7,10E-05 aBC 2,99E-06| 1,65E-04 aA 9,21E-06 | 161,35 aB 20,37 | 22,17 a** 9,21E-06
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P. brachyurus

P. brachyurus

14 1,36E-04 bD

21 7,26E-05 aBC 1,14E-05| 2,03E-04 aAB

4,65E-06 | 2,48E-04 aABC 3,28E-05| 98,68 aA 14,09| 2,76 a**

2,24E-05|218,54 aC 16,88 | -12,53 a**

3,28E-05

2,24E-05

Comparacdo das varidveis avaliadas entre tratamentos no mesmo dia: médias seguidas por letras
minusculas (colunas) e minasculas (linhas) iguais ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de T
(p=0,05). Comparacdo das variaveis avaliadas no mesmo tratamento (com ou sem P. brachyurus): médias
seguidas por letras mailsculas iguais na coluna ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste de Tukey
(p=0,05).**ndo significativo.
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Figura 3. A: Gréafico de analise de componentes principais (PCA) das PRPs avaliadas. B: Matriz de
correlacdo das variaveis analisadas (p=0,05).

A atividade de PAL foi negativamente correlacionada com a atividade de GLU, CHI e
LOX. Tais correlacbes indicam que PAL desempenha papel-chave na via metabolica dessas
enzimas. Em muitos patossistemas envolvendo patdgenos biotroficos, essas enzimas de defesa
possuem atividades altas nos primeiros eventos da patogénese. Ap0s altas atividades dessa
enzima, outras respostas subsequentes de defesa sdo observadas. Glucanases e quitinases sdo
enzimas que atuam diretamente nos patdgenos, principalmente em componente das estruturas
do patogeno, tais como parede celular e cuticula. Além disso, essa enzima também é envolvida
na sintese de compostos de defesa, como as fitoalexinas e horménios, como acido salicilico.
Lipoxigenase também foi correlacionado negativamente com PAL. Ambas sdo as primeiras
enzimas nas vias de biossintese do é&cido jasmonico (JA) e acido salicilico (SA)
respectivamente. Esses hormonios governam cascatas de sinais envolvidas em respostas de
defesa contra patégenos: JA contra patdgenos necrotroficos e AS contra biotréficos. Em

muitos patossistemas, esses hormonios possuem papel antagdnico um para com 0 outro: 0
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aumento de um desencadeia a diminuigdo do outro e vice-e-versa. O mesmo ocorre com as
referidas enzimas.

Esses resultados ilustram a complexidade das respostas de defesa contra parasitismo de
P. brachyurus, sendo este, segundo informacbes obtidas, o primeiro trabalho que busca

investigar respostas de defesas de plantas daninhas contra seus patdgenos.

5.2.Teor de clorofila

Nos momentos avaliados, o teor de clorofila decresceu, a medida que aumentava a
concentracdo de glifosato nas doses utilizadas (Tabela 5 e Figura 4). No primeiro dia, a
populacdo C, proveniente de area urbana sem histérico de aplicacdo, apresentou maiores
teores de clorofila, quando comparado com as populagdes A e B, ambas oriundas de lavouras
comerciais com historico de aplicacdo de glifosato, em todas as concentragdes utilizadas neste
trabalho, inclusive nas duas maiores concentragfes, que correspondem a dose recomendada e
0 dobro da dose recomendada (6,5 e 13 g.e.a.ha-1, respectivamente) (Figuras 6 e 7).

De modo geral, 0 mesmo aconteceu no 21DAA (Tabela 5 e Figura 4) em que, na
maioria das doses avaliadas, a populagdo C apresentou maiores teores de clorofila, embora nas
trés populacdes, esses mesmos teores decresceram a medida que as concentracGes de glifosato
aumentavam (Figura 6 e 7). Moraes (2015) avaliou o indice de clorofila na cultura do arroz
aos 7, 14 e 21 DAA, de clomazona na dose de (600 g.i.a. ha -1). Houve diferenca significativa,
no teor de clorofila. A diferenca entre os valores acentuou nos tratamentos e mostrou que, a
medida que prolongou o tempo de estresse, a degradacdo da clorofila é induzida por muitos
estresses, levando a mudangas na atividade de certas enzimas, no transporte de elétrons

fotossintéticos, metabolismo do carbono e fotossintese.
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A equacdo de regressdo para o contedo de clorofila total foi explicada pelo modelo de
regressdo quadratico (Figura 6 e 7). Ao contrario do que se esperava, as plantas da populacéo
C, de area urbana sem historico de aplicacdo, ndo se mostraram tdo sensiveis ao herbicida;
pelo contrario, apresentaram teores de clorofila maiores do que as demais populacdes. Melo
(2023), em seus resultados, menciona que os danos causados pelo acumulo do &cido
chiguimico, devido a altas doses do glifosato, tende a demandar maior energia luminosa da
planta para ser absorvida. As plantas da populacdo C, até entdo, ndo tinham sido expostas ao
glifosato. Sendo assim, as clorofilas mantiveram-se estaveis nos tratamentos, indicando boa

recuperacdo pela planta.

Tabela 5. Teor de clorofila em diferentes populagdes de D. insularis submetidas a oito
doses de glifosato.

7TDAA 21DAA

Dose! A B C A B Cc
01203(1) 28,85aC 26,9aBCD  34,18hC 33,6aC  32,23aD 43,75bB
0,4063 29,33aC 27,825aDE  45,73bD | 32,4aC  28,08aBCD  38,3bB
018222 29,4bC  26aBC 31,63bBC |26,6*B  26,7*B 29,78*A
325 24,85aB  30,5bE 42,18cD 27,23aB  31,45hCD 31,83bA
61,2 24,7aB 25,88aBCD  31,63bBC |24,4aB 24,2aB 30,4bA
21,4aA  24,1aBC 31,03bBC |254aB  23,88aB 31,85bA
24,93aB  23,03aAB 274bAB |24,4aB  27,45bBC 27,35bA
18,98aA  20,5aA 23,05bA  |20,78aA 17,9aA 26,9bA

Médias seguidas por letras minusculas (linhas) iguais ndo diferem estatisticamente de acordo com o teste
de Tukey (p=0,05). Médias seguidas por letras maitsculas (colunas) iguais na coluna nao diferem

estatisticamente de acordo com o teste de Tukey (p=0,05). 'Dose: g.e.a.ha’.
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Figura 4. Teor de clorofila (ICF) em laminas foliares de trés populagdes de D. insularis submetidas a
diferentes doses de glifosato 1 dia ap6s a aplicacdo (DAA) do herbicida. Cada ponto corresponde a

média de quatro repeticdes. As barras verticais indicam o desvio padrdo da média.
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Figura 5. Teor de clorofila (ICF) em laminas foliares de trés populagdes de D. insularis submetidas a
diferentes doses de glifosato 3 dias apds a aplicagdo (DAA) do herbicida. Cada ponto corresponde a
média de quatro repeticdes. As barras verticais indicam o desvio padrdo da média.
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Figura 6. Concentracdo de clorofila em funcéo das oito doses de glifosato em trés populacdes (A, B e
C) 1 dia apo6s a aplicacdo (DAA) do herbicida.
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Figura 7. Concentracdo de clorofila em funcéo das oito doses de glifosato em trés populac@es (A, B e
C) 1 dia apo6s a aplicacdo (DAA) do herbicida.
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5.3.Acumulo de biomassa vegetal
As diferencas entre as médias de biomassa vegetal ndo foram estatisticamente

significativas (p=0,05).

5.4.Acumulo de acido chiquimico

A concentracdo de acido chiquimico variou em resposta ao aumento das doses de
glifosato e a diferentes populagdes nos dias avaliados (Figura 1). A concentracdo de acido
chiguimico pode ser compreendida pelo fato de que o glifosato atua como inibidor da enzima
5-enolpiruvilshikimate-3-fosfato sintase (EPSPs), levando ao acimulo de Shk, ocorrendopela
desregulacdo da via metabolica (Melo et al., 2015). Como consequéncia desse acumulo,
observam-se a reducdo na fotossintese liquida, aparentes diminui¢6es no transporte de elétrons
e na assimilacdo de CO2, podendo ocorrer danos foto oxidativos e aumento na fotorrespiracgéo.

Para o dia 01, somente a populacdo C, segundo a equacao quadratica, foi possivel
definir o ponto mais alto dessa funcgdo sendo de 2.8 g e. a. ha® da dose do glifosato. Para a
populacdo A, obtendo uma funcdo linear e para a populacdo C ndo foi possivel determinar
uma equacao (Figura 8A). Quando verificada a concentracdo de &cido chiquimico para o dia 3,
somente para a populacdo A foi possivel definir uma funcéo linear crescente de acordo com o
aumento das doses. Ja para a populacdo B e C, os valores ficaram na média entre as diferentes
doses, ndo sendo possivel estabelecer uma equacdo representativa para os pontos (Figura 8B).
Tanto para o dia 1 quanto para o dia 3 a populacdo C obteve menores valores de &cido

chiquimico entre as populac6es de acordo com as diferentes doses de glifosato (Figura 8).
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Figura 8. Concentragdo do acido chiquimico nas folhas de capim-amargoso submetidas a 8 doses de
glifosato e 3 populagdes de D. insularis.

Resultado do fatorial entre 3 populacdes e 8 doses de glifosato aos 1 e 3 dias, apés a
aplicacdo, para a fluorescéncia da clorofila a, foi avaliado. Para a varidvel rendimento
quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm), ndo ocorreu interacdo, sendo estatisticamente
diferente somente entre doses, e, de acordo com o aumento da dose, observou-se decréscimo
dessa variavel, em ambos os dias (Figura 92 e 10%). Interacdo foi evidenciada para a taxa de
transporte de elétrons (ETR) no dia 1 apos a aplicacao, e, de acordo com o aumento da dose,
foi registrado decréscimo acentuado em ambas as populacdes. Além disso, a diferenca entre as
populacdes ocorreu somente entre as doses menores, tendo popula¢do B os menores valores de
ETR (Figura 9 B). Ja para o terceiro dia, apds a aplicacdo, a primeira dose do glifosato

diminuiu 0 ETR, e para as ultimas doses o valor foi proximo de 0 (Figura 10B).
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Figura 9. Rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm - A) e taxa de transporte de elétrons
(ETR - B) medido nas folhas de capim-amargoso submetidas a 8 doses de glifosato e 3 populagdes, no
primeiro dia ap0s a aplicagdo do herbicida. Os pontos sdo médias de quatro repeti¢des, e as linhas
representam a regressao significativa ajustada entre as doses na mesma populagio (A e, BoeC V)e
as letras minudsculas comparam a mesma dose, entre as diferentes populagdes pelo teste de Tukey. O
cadigo de cores falsas, representado na parte inferior das imagens, varia de 0,0 (preto) a 1,0 (rosa).
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Figura 10. Rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm - A) e taxa de transporte de
elétrons (ETR - B) medido nas folhas de capim-amargoso submetidas a 8 doses de glifosato e 3

populaces, no terceiro dia, apds a aplicacdo do herbicida. Os pontos sdo médias de quatro repeticGes, e
as linhas representam a regressao significativa ajustada entre as doses na mesma populagdo (A @, Boe

C V) e as letras minusculas comparam

a mesma dose, entre as diferentes populagdes pelo teste de

Tukey. O cédigo de cores falsas, representado na parte inferior das imagens, varia de 0,0 (preto) a 1,0

(rosa).
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Interacdo entre doses e a populacdo foram observadas para o rendimento quantico
efetivo do fotossistema Il (Y1) e dissipacdo da extin¢do de energia ndo fotoquimica regulada
(YNPQ) no primeiro dia (Figura 11A e B). Para o YII decréscimo, em ambas as populacdes
ocorreram ja nas primeiras dosagens concomitantemente ao ETR, e aumento para YNPQ foi
observado somente para a populacdo A (Figura 11A e B). Quando verificadas as populactes
dentro das diferentes doses, a populacdo A sobressaiu-se em relacdo as demais populacdo nas
primeiras dosagens para o Yll e a populacdo B foi a melhor, quando comparada com as
demais para 0 YNPQ (Figura 11A e B). A dissipacdo da extincdo de energia nao fotoquimica
ndo regulada (YNO) diferiu somente para as diferentes dosagens, em que acréscimo

expressivo foi observado de acordo com aumento das doses (Figura 11C).
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Figura 11. Rendimento quéntico efetivo do fotossistema Il (Y - A), dissipacdo da extin¢do de energia
ndo fotoquimica regulada (Yneo - B) e ndo regulada (Yno - C) medido nas folhas de soja submetidas a 8
doses de glifosato e 3 populag¢@es, no primeiro dia, ap6s a aplicacdo do herbicida. Os pontos sdo médias
de quatro repeti¢des, e as linhas representam a regressao significativa ajustada entre as doses na mesma
populagdo (A e, B o ¢ C V) ¢ as letras mintsculas comparam a mesma dose, entre as diferentes
populacbes pelo teste de Tukey. O cédigo de cores falsas, representado na parte inferior das imagens,

varia de 0,0 (preto) a 1,0 (rosa).

Né&o foi observada interacdo entre as populacdes e as doses crescentes no terceiro dia
apos a aplicacéo, para o Y, Yneg € Yno (Figura 12).Decréscimo acentuado dos valores de Yifoi
observado de acordo com aumento da dosagem (Figura 12A). Para a dissipacdo da extin¢ao de

energia nao fotoquimica (Yneg € Yno), a partir da primeira dose aumentos foram evidenciados.

40



Além disso, para o Ynpq diferenca entre as populagdes também foi observada: a populagdo B

diferiu da populacdo C (Figura 12B e C).
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Figura 12. Rendimento quéntico efetivo do fotossistema Il (Y - A), dissipacdo da extin¢do de energia
ndo fotoquimica regulada (Yneg - B) e néo regulada (Yno - C) medido nas folhas de soja submetidas a 8
doses de glifosato e 3 populagdes, no terceiro dia, apos a aplicacdo do herbicida. Os pontos sdo médias
de quatro repeticOes, e as linhas representam a regresséo significativa ajustada entre as doses nadentro
da mesma populacdo (A e, B o e C V¥) e as letras mintisculas comparam a mesma dose, entre as
diferentes populagdes pelo teste de Tukey. O codigo de cores falsas, representado na parte inferior das
imagens, varia de 0,0 (preto) a 1,0 (rosa).

5.5.AlteracGes anatémicas

N&o foramobservadas alteracdes anatdémicas nas trés populacdes de D. insularis,
inclusive na populacdo de area sem histdrico de aplicagdo,submetidas a diferentes doses de
glifosato. Isto sugere que estas doses de glifosato ndo sdo suficientes para o controle de plantas

daninhas quando se trata de populagdes resistentes. Resultados observados de Zobiole et
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al.(2016) demostraram que a utilizacdo de glifosato com o capim-amargoso j& perenizado em
diferentes doses ndo garante o controle dessa planta daninha. Muitos agricultores aplicam
doses maiores do que a recomendada a campo, fato que causa maior pressdo de selecdo no
capim-amargoso, favorecendo o surgimento de populacdes resistentes desta e de outras
espéecies de plantas daninhas. Gemelli et al.(2013) destacam que o glifosato é o Unico
herbicida que ndo apresenta restricdo de uso relacionado ao estadio da planta daninha.
Contudo, sua eficacia no controle de bidtipos resistente é limitada. Sendo assim, é necessario
ampliar o conhecimento da acdo dos herbicidas para utilizacdo com eficiéncia no manejo de D.
insularis, principalmente devido a evidéncia de areas agricolas com elevada densidade de
plantas perenizadas.

A auséncia de danos aparentes nas folhas avaliadas indica que o capim-amargoso pode
recuperar-se de danos causados pelo glifosato. Além das adaptacdes morfoldgicas e
anatdmicas em observadas em biotipos de D. insularis resistentes, adaptacdes bioquimicas e
fisiolégicas como alteracbes na fotorrespiracdo e fotossintese, governadas também por
alteracdes génicas, possuem papel importante na resisténcia dessas plantas ao glifosato e a

outros herbicidas.
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Figura 14. Secc6es transversais do limbo foliar da populacdo B de D. insularis. Barras:A e B - 20 um;
C-100
pm.
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6. CONCLUSAO

O capim-amargoso apresentou susceptibilidadeao P. brachyurus, porém ndo se
mostrou uma boa hospedeira para H. glycinese para M. javanica. A PAL desempenha papel
significativo nas respostas de defesa dessa planta contra P. brachyurus, assim como o GLU.
As populagdes de D. insularis analisadas mostraram-se resistenteao glifosato, incluindo a

populagéo urbana.
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