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RESUMO

PAGNONCELLI, Fortunato De Bortoli. Resisténcia ao glyphosate em populagdes
de Azevém: estudo de aspectos moleculares e da dinamica populacional
suportando modelos preditivos para controle. 125 f. Tese (Doutorado em
Agronomia) — Programa de Pdés-Graduagdo em Agronomia (Area de
Concentragao: Producdo Vegetal), Universidade Tecnolégica Federal do

Parana. Pato Branco, 2020.

Azevém (Lolium spp.) € uma espécie infestante amplamente disseminada em
areas de lavoura em todo o mundo. Devido a rusticidade e alta taxa de
crescimento, essa espécie € amplamente cultivada, tanto para a cobertura de
solo quanto para produc¢do de forragem. O uso intensivo de herbicidas com o
mesmo mecanismo de agao resultou na selecao de populagdes de azevém
resistentes, principalmente ao glyphosate. Os objetivos da tese foram: 1)
Caracterizar a resposta ao glyphosate e determinar o fator resisténcia em
populagdes de azevém coletados nas Regides Sul e Sudoeste Paranaense. 2)
Estudar o envolvimento do mecanismo relacionado ao local de agdo na
resisténcia ao glyphosate em populagdes de azevém. 3) Obter informagdes
sobre a demografia de azevém, em populagdes suscetivel e resistente ao
glyphosate. 4) Desenvolver e validar um modelo empirico para descrever a
emergéncia de azevém com base no acumulo térmico do solo. 5) Desenvolver
um modelo cohort-estocastico de dinamica populacional de azevém em
populagdes suscetivel e resistente ao glyphosate e simular estratégias de
manejo para a espécie sob o efeito de dois cenarios climaticos. Diversos
experimentos foram desenvolvidos em casa de vegetacao, laboratério e a campo
pertencentes a UTFPR, Campus Pato Branco, Brasil e IAS/CSIC, Espanha. Em
areas de lavoura das regides Sul e Sudoeste do Parana, foram coletadas
amostras de sementes de 44 populacdes de azevém e submetidas a ensaios de
resposta a doses do herbicida glyphosate. Em populagdes resistentes (MR20AR,
VTO5AR e RNO2AR) e suscetiveis (MR0O5AS, VTO7AS e RNO1AS) ao glyphosate
foi estudado o mecanismo de resisténcia relacionado ao local de acéo. Para o
estudo de demografia, nas populagdes resistentes e suscetiveis, foram avaliados
os parametros emergéncia, sobrevivéncia de diferentes cohorts de plantas e

potencial de produgao de sementes. Modelo baseado no acumulo térmico para



descrever a emergéncia de azevéem foi desenvolvido e validado. Foi
desenvolvido um modelo de dinamica de populagbes para as populagdes
suscetivel e resistente ao glyphosate. Ha elevada variabilidade de resposta das
populag¢des de azevém ao glyphosate, com fator resisténcia variando entre 1,37
e 55. Em duas (MR20AR e RNO2AR) das trés populagbes resistentes
estudadas, foi detectado o aumento do numero de copias do gene da EPSPs (11
a 57x). Em relacdo a demografia, as plantulas apresentaram rapida taxa de
emergéncia (=30 dias) sob condi¢des favoraveis, com sobrevivéncia de acordo
com os cohorts de plantas (média de 2 a 10%), e produgdo de sementes
fortemente regulada pela densidade de plantas (90% com 50 pl m?2). As
populagdes resistentes (13830 s pl') diferiram das suscetiveis (20300 s pl')
apenas quanto ao potencial de produg¢ao de sementes em baixa densidade. O
modelo baseado no acumulo térmico no solo se mostrou eficiente em descrever
a emergéncia de plantulas da espécie, sendo necessario 390 TT para o inicio da
emergéncia e 590 TT para atingir 90% de emergéncia. O modelo de dinamica de
populagdes demonstrou que o banco de sementes das populacdes suscetivel e
resistente tende a se estabilizar em patamares semelhantes (20000 s m=) e
que o incremento médio de temperatura de 2,5°C resultou em aumento do
numero de sementes presentes no banco (=25000 s m=2). As estratégias de
interferéncia quimica das plantas ou a rotagdo de cultura com trigo/soja ou
aveia/milho demonstraram alta eficiéncia e foram capazes de suprimir 0 banco
de sementes em mais de 75%. Conclui-se que a amplificagdo génica € um
mecanismo relacionado com a resisténcia de plantas de azevém ao glyphosate
na Regido Sul do Brasil. Os modelos preditivos desenvolvidos na presente tese
fornecem uma melhor compreensdo do desenvolvimento populacional de
azevém assim como modelo termal podera ser utilizado como ferramenta para

auxiliar no manejo da espécie.

Palavras chave: Azevém, resisténcia a herbicidas, mecanismo de resisténcia,

manejo de plantas daninhas, tempo termal, cohorts



ABSTRACT

PAGNONCELLI, Fortunato De Bortoli. Glyphosate resistance in Ryegrass
populations: Study of molecular aspects and population dynamics supporting
predictive models for control. 125 f. Thesis (Ph.D. in Agronomy) — Graduate
Program in Agronomy (Concentration Area: Crop), Federal University of

Technology Parana. Pato Branco, 2020.

Ryegrass (Lolium spp.) is a weed widely spread in farming areas around the
world. Due to its rusticity and high growth rate, this species is widely cultivated,
both for soil cover and forage production. The intensive use of herbicides with the
same mechanism has led to the selection of herbicide-resistant Italian ryegrass
populations, especially to glyphosate. The objectives of this thesis were: 1)
Characterize the response to glyphosate and assess the resistance index in
Italian ryegrass populations collected in the South and Southwest Regions of
Parana State. 2) Study the involvement of a target site mechanism resistance to
glyphosate in Italian ryegrass populations. 3) Get information on the demography
of ltalian ryegrass populations, susceptible and resistant to glyphosate. 4)
Develop and validate an empirical model to describe Italian ryegrass emergence
based on soil thermal accumulation. 5) Develop a cohort-stochastic model of
Italian ryegrass population dynamics in susceptible and glyphosate resistant
populations and simulate management strategies for this species under the effect
of two climate scenarios. Several experiments have been developed in the
greenhouse, laboratory and field of UTFPR, Campus Pato Branco, Brazil and
IAS/CSIC, Cérdoba, Spain. In farming areas in the South and Southwest Regions
of Parana State, seeds samples from 44 Italian ryegrass populations were
collected and tested for glyphosate response. In resistant (MR20AR, VTO5AR
and RNO2AR) and susceptible (MR0O5AS, VT07AS and RNO1AS) populations to
glyphosate, the target site mechanism herbicide resistance was investigated. For
the demography study, in resistant and susceptible populations, the parameters,
emergence, survival and potential for seed production were evaluated. The
model based on thermal accumulation to describe the Italian ryegrass emergence
was developed and validated. The demographic parameters were combined with
literature data to develop a population dynamics model for susceptible and

resistant populations, including different management strategies and the effect of



the average temperature increase of 2.5°C. High variability in response of ltalian
ryegrass populations to glyphosate was observed, with resistance index ranging
from 1.37 to 5.5. In two populations (MR20AR and RNO2AR), an increase in the
number of copies of the EPSPs gene (11 to 57x) was detected. Regarding
demography, under favourable conditions, seedlings have a rapid emergence
(=30 days), survival depends on plant cohorts (average 2 to 10%), seed
production is strongly adjusted by plant density (90% with 50 pl m) in both
populations. Resistant populations (13830 s pl') differed from the susceptible
(20300 s pl'') only in the seed production potential in low-density. The model
based on the soil thermal accumulation proved efficient in describing the
seedlings emergence, requiring 390 TT for the beginning of the emergence and
590 TT to reach 90% emergence. The population dynamics model showed that
the seed bank of susceptible and resistant populations tends to stabilize at similar
levels (=<20000 s m2) and that the average temperature increase of 2.5°C resulted
in an increase in the number of seeds present in the bank (=25000 s m).
Chemical management strategies and crop rotation with soybean/oat or
corn/wheat demonstrated high efficiency and were able to suppress the ltalian
ryegrass seed bank by more than 75%. It is concluded that gene amplification is
a mechanism involved in resistance of Italian ryegrass plants to glyphosate in
South Region of Brazil. The predictive models developed in this thesis provide a
better understanding of Italian ryegrass population development and the thermal
model for emergence, could be used as a tool to assist in this species

management.

Keywords: Italian ryegrass, herbicide resistance, resistance mechanism, weed

management, thermal time, cohorts.
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1. INTRODUCAO

O azevém (Lolium spp.) € uma planta anual originada do Sul da
Europa e atualmente é difundida por areas de lavoura em todo o mundo (USDA,
2019). O género Lolium é composto por oito espécies, trés delas alégamas (L.
multiflorum, L. perenne e L. rigidum), quatro autégamas (L. temulentum, L.
remotum, L. persicum e L. loliaceum) e uma espécie com ambos os tipos de
polinizacéo (L. canariense) (POLOK 2007). As espécies L. multiflorum e L.
perenne sao caracterizadas pela elevada semelhanca entre si e a sua
diferenciacao pode ser dificil mesmo ao nivel molecular (POLOK, 2007). Em
muitos casos, a variabilidade entre individuos dentro da mesma espécie € muito
maior do que entre as espécies. Alguns taxonomistas sugerem que L. multiflorum
seja uma subespécie de L. perenne, por outro lado, autores tem sugerido que L.
multiflorum, L. perenne e L. rigidum deveriam ser agrupadas dentro de uma unica
espécie (BULINSKA, RADOMSKA, LESTER, 1985; GIGON, VIGNA,
YANNICCARI, 2017). As plantas do género se destacam pela rusticidade e alta
capacidade adaptativa, sendo capaz de suportar elevadas variagcdes do clima
durante o ciclo (BOND et al., 2014). Outra caracteristica importante da espécie
€ a elevada prolificidade, proporcionando ressemeadura natural da area
infestada (MAIA et al., 2008). Esta particularidade, aliada a dorméncia de
sementes, garante o sucesso infestante da espécie.

O azevém possui caracteristicas que permitem aptidao a diferentes
sistemas agricolas e € amplamente utilizada em sistemas intensivos, como
ocorre na Regido Sul do Brasil. A alta capacidade de acumulo de biomassa
favorece o uso tanto para a producédo de forragens em sistemas integrados,
como para cobertura de solo em sistemas conservacionistas. A espécie é
considerada como uma das principais plantas daninhas em areas cultivadas com
trigo no Brasil. Estudos apontam que o potencial de redugdo do rendimento de
graos de trigo, em convivio com o azevém podem chegar a 90% (TRUSLER et
al., 2007). A espécie também apresenta potencial de afetar cultivos de veréo,

podendo atingir 60% de reducado do rendimento de graos de milho quando a
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infestagdo ocorre no inicio do desenvolvimento da cultura (NANDULA et al.,
2014).

O azevém ganhou maior notoriedade com o surgimento dos casos
de resisténcia a herbicidas. A resisténcia, principalmente aos inibidores da
EPSPS, representa uma grande ameaga ao setor agricola, pois além de
aumentar os custos de produgdo, pode inviabilizar o cultivo de determinada
cultura na area infestada. Em estudo realizado por Adegas et al. (2017), foi
observado que a resisténcia de azevém ao glyphosate pode proporcionar um
aumento de até 150% no custo de controle da planta na cultura da soja. O fato
se agrava quando ha coexisténcia de outras espécies resistentes na area, como
€ o0 caso da buva (Conyza spp.), em que o aumento do custo de controle pode
chegar a 165%.

Ao longo dos anos, o glyphosate foi o principal herbicida utilizado
para o manejo do azevém, contudo, a aplicagdo consecutiva favoreceu a selegcao
de populacdes resistentes ao herbicida. No Brasil, o primeiro caso de resisténcia
de azevém ao glyphosate foi registrado no ano de 2003 (VARGAS et al., 2004).
Uma das primeiras alternativas adotas pelos agricultores ao perceberem que o
controle ndo estava mais sendo satisfatério com o glyphosate em sua dose de
rétulo, foi o incremento da dose. Todavia, a pratica foi ineficiente e, além de
aumentar os custos de aplicagao, proporcionou a selecao de plantas com niveis
de resisténcia ainda superiores. Com a perda de eficiéncia ao glyphosate,
buscou-se herbicidas alternativos, dentre os quais se destacaram os inibidores
da ACCase e ALS. O uso indiscriminado sem o devido planejamento e
orientagdo propiciou o surgimento de novos casos de resisténcia, tais como
casos de resisténcia simples ao herbicida iodosulfuron-methyl (inibidores da
ALS) e resisténcia multipla aos herbicidas glyphosate + iodosulfuron +
pyroxsulam (EPSPs + ALS + ALS), glyphosate + clethodim (EPSPs + ACCase)
e iodosulfuron + clethodim (ALS + ACCase) (HEAP, 2020). Mundialmente, a
espécie apresenta resisténcia a oito mecanismos de agao herbicida (inibidores
das enzimas EPSPs, ALS, ACCase, Glutamina sintase, inibidores do FS1 e FS2,
sintese de carotendides e sintese de aminoacidos de cadeia longa) (HEAP
2020). A elevada capacidade de disseminagao da espécie, incluindo o trafego
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de equipamentos, maquinas, zoocoria, comercializacdo de sementes, entre
outros, é um fator que contribui para o avango da resisténcia a herbicidas.
Diferentes mecanismos ja foram descritos por proporcionar a
resisténcia de plantas ao glyphosate, sendo classificados como nao relacionados
ao local de agéo e relacionados ao local de agdo. Mecanismos nao relacionado
ao local de acéo dificultam a chegada do herbicida ao local de agao, a enzima
EPSPs (enol-piruvil-shiqguimato-fosfato sintase), e sao descritos como os
mecanismos mais comuns de resisténcia de diferentes plantas daninhas ao
glyphosate. Estes mecanismos envolvem reduzida absorg&o e translocagéo e
casos raros que envolvem a metabolizagcédo do herbicida (DE CARVALHO et al.,
2012). Mecanismos relacionados ao local de acdo sado complexos e séo
relacionados com o gene que codifica a enzima EPSPs. Atualmente s&o
descritos como mecanismos relacionados ao local de agao, a substituicdo de
aminoacidos na sequéncia codificadora da proteina (mutacgdes), a variagdo no
numero de copias e a superexpressdo do gene. O mecanismo mais recente
relacionado a resisténcia ao glyphosate foi a variagdo do numero de cépias do
gene da EPSPs (POWLES et al., 2010). Atualmente, foram diagnosticados o
aumento do numero de cdpias em sete espécies de plantas resistentes ao
inibidor da EPSPs e uma resistente aos inibidores da ACCase (PATTERSON et
al. 2018). Em plantas de azevém, foram detectados como mecanismos de
resisténcia ao glyphosate, a reduzida translocagdo, mutagcdo e variacdo no
numero de coépias do gene da EPSPs (PEREZ-JONES et al., 2007; SALAS et
al., 2012; FERNANDEZ-MORENO et al., 2017). Em algumas populacgées, tem
sido sugerido que o estreitamento dos vasos do floema pode estar relacionado
com a translocacao reduzida em plantas resistentes ao glyphosate (GALVAN et
al., 2012), no entanto acredita-se que o principal fator esteja relacionado com o
sequestro vacuolar (GE et al., 2012).
Estudos desenvolvidos com plantas resistentes a herbicidas
indicam que o nivel de resisténcia comumente se eleva de acordo com a
complexidade dos mecanismos envolvidos. Frequentemente, baixos niveis de
resisténcia sdo atribuidos a substituigdes unicas de aminoacidos no gene ou
reduzida absorcao/translocacdo. Enquanto que substituicbes duplas de
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aminoacidos ou combinacdes de diferentes mecanismos proporcionam niveis de
resisténcia elevados (VILA-AIUB et al., 2019).

A resisténcia de azevém a diferentes herbicidas € um fato grave,
principalmente considerando o cultivo de cereais de inverno. De fato, algumas
populagdes no Brasil ja apresentam resisténcia as principais moléculas
herbicidas (inibidores da EPSPs, ALS e ACCase) comumente utilizadas para o
manejo da espécie em meio a cereais de inverno. Isto faz os agricultores
buscarem novas estratégias de manejo. O conhecimento da biologia, juntamente
com a demografia da espécie permite identificar em quais etapas do ciclo de
desenvolvimento as interferéncias podem ser mais efetivas, contribuindo para
que sejam adotadas estratégias novas e mais eficientes de manejo.

A demografia € a area da ciéncia responsavel pelo estudo de
parametros populacionais, tais como natalidade, mortalidade, migracédo e
emigracdo. Em plantas daninhas alguns destes parametros sdo descritos como:
mortalidade de sementes no banco, emergéncia, sobrevivéncia, producao e
dispersdo de sementes. Estudos de parametros demograficos ja foram
conduzidos em diversas espécies de plantas daninhas, tais como Conyza
bonariensis, Digitaria sanguinalis, Avena fatua, Bassia scoparia (GONZALEZ-
DIAZ et al., 2007; GONZALEZ-DIAZ, 2012; OREJA et al., 2012; ZAMBRANO-
NAVEA et al., 2018; OSIPITAN et al., 2019). O conhecimento da demografia é
uma etapa importante, pois permite o melhor entendimento do comportamento
das plantas daninhas e pode auxiliar na adogéo de estratégias de manejo mais
eficientes. Outro fator positivo a ser considerado no estudo da demografia é
relacionado a sua aplicagcdo em modelos de desenvolvimento de populacdes,
como modelos de emergéncia e de dinamica de populagdes.

A emergéncia é considerada como o mais importante evento
demografico dentro do ciclo de vida das plantas, sendo determinante para a
sobrevivéncia e o sucesso reprodutivo do individuo (LEWANDROWSKI et al.,
2017). O inicio e a continuidade da emergéncia de plantulas é variavel ano apés
ano, pois é dependente de condicbes ambientais, tais como luz, temperatura e
umidade (TOZZI et al., 2014). A habilidade de prever a emergéncia de plantas
daninhas pode auxiliar no manejo destas e na implementacao de estratégias de
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manejo mais eficazes através da otimizagdo do tempo de controle. O uso de
modelos matematicos para prever a emergéncia de plantulas é uma forma de
determinar sob quais condi¢gdes ambientais a semente teria maior probabilidade
de germinar.

Os modelos que descrevem o fluxo de emergéncia de plantulas
podem ser classificados como mecanicistas e empiricos (ZAMBRANO et al.,
2013; GONZALEZ-ANDUJAR et al., 2016). Modelos mecanicistas requerem
conhecimento de processos biofisicos que impulsionam a germinagdo e séo
complexos de estudar. Estes modelos requerem um profundo entendimento da
regulacédo da dorméncia das sementes, requisitos de germinagao e crescimento
das plantulas. Por outro lado, modelos empiricos podem ser desenvolvidos sem
o nivel de detalhe exigido em modelos mecanicistas, monitorando a emergéncia
de pléantulas ao longo do tempo e relacionando isso com o tempo térmico,
hidrotérmico e foto-hidrotérmico apropriado (YOUSEFI et al., 2014; ROYO
ESNAL et al., 2015). Modelos empiricos foram desenvolvidos para prever a
emergéncia de plantulas em diferentes espécies de plantas daninhas
(GONZALEZ-ANDUJAR et al., 2016) e apesar de serem menos complexos,
demostram ser eficientes para descrever a emergéncia de plantulas.
Independente da complexidade, estes modelos podem ser utilizados como
ferramentas para a tomada de deciséo e para otimizar o uso de estratégias de
manejo de plantas daninhas (GONZALEZ-ANDUJAR et al., 2016).

O conhecimento de parametros demograficos de plantas daninhas
também fornece informacdes necessarias para o desenvolvimento de modelos
de dinamica de populagdes (GONZALEZ-ANDUJAR et al., 2010). O uso de
modelos de dindmica de populagdes permite que sejam realizadas projegdes do
comportamento de uma populagao a longo prazo. Os modelos permitem que
sejam incluidas estratégias de manejo e a avaliagdo do seu impacto sobre a
populagdo das plantas a longo prazo. Esta € uma caracteristica importante
principalmente do ponto de vista econdmico, pois a condugédo de experimentos
em campo a longo prazo é onerosa e o tempo para a obtengéo dos resultados é
longo. O objetivo do uso de modelos matematicos ndao € fazer uma
representacao exata do fendmeno, mas sim caracterizar o problema e extrapolar
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as consequéncias das estratégias de manejo sobre a dindmica populacional
(GONZALEZ-ANDUJAR, 2008).

Diversos trabalhos ja foram desenvolvidos a fim de avaliar a longo
prazo o comportamento de populacdes de plantas daninhas de diferentes
espécies (GONZALEZ-ANDUJAR e FERNANDEZ-QUINTANILLA, 2004,
ZAMBRANO-NAVEA et al, 2016, GONZALEZ-DIAZ et al., 2007). Todavia, ainda
sao escassos os trabalhos que comparam a evolugao de populagdes suscetiveis
e resistentes a herbicidas (OSIPITAN et al., 2019), que na maioria dos casos se
limitam a inferéncias quanto a proje¢ées da evolugao da frequéncia de individuos
resistentes a herbicidas (NEVE et al., 2011, BAGAVATHIANNAN et al., 2013).

Esta tese englobou diferentes setores do conhecimento dentro da
area de plantas daninhas. Com isto, diferentes hipdteses foram testadas: 1)
Existe elevada variabilidade de resposta entre populacbes de azevém das
Regides Sul e Sudoeste do Parana. 2) O mecanismo de resisténcia de azevém
pode estar relacionado com o local de acao do herbicida. 3) Populacdes
suscetiveis e resistentes diferem quanto a parametros demograficos e isto pode
afetar a emergéncia e a dindmica populacional da espécie. Para confirmar se as
hipéteses sao verdadeiras, diferentes estudos foram conduzidos: 1.)
Caracterizacdo da resposta de populacbes de azevém ao glyphosate. 2.)
Verificagdo do envolvimento do mecanismo relacionado ao local de agao na
resisténcia de populagdes de azevém ao glyphosate. 3.) Estudo da demografia
de azevém. 4.) Desenvolvimento de um modelo empirico para descrever o
padrdao de emergéncia de plantulas de azevém. 5.) Desenvolvimento de um

modelo de dindmica de populagdes de azevém.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar aspectos da resisténcia ao glyphosate e desenvolver
modelos preditivos de emergéncia e de dinamica populacional com suporte a

tomada de decis&o para o manejo de azevém.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar a resposta ao glyphosate e determinar o fator
resisténcia em populacbes de azevém coletados nas regides Sul e Sudoeste
Paranaense.

Estudar o envolvimento de mecanismo relacionado ao local de
acao, na resisténcia ao glyphosate em populagdes de azevem.

Obter informagdes sobre a demografia de azevém, em populacdes
suscetivel e resistente ao glyphosate.

Desenvolver e validar um modelo empirico para descrever a
emergéncia de azevém com base no acumulo térmico do solo.

Desenvolver um modelo cohort-estocastico de dinamica
populacional de azevém em populagdes suscetivel e resistente ao glyphosate e
simular estratégias de manejo para a espécie sob o efeito de dois cenarios

climaticos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DA RESPOSTA DE POPULAGCOES DE AZEVEM AO
GLYPHOSATE NAS REGIOES SUL E SUDOESTE PARANAENSE

3.1.1 Coleta de sementes e classificagdo quanto a resisténcia

Amostras de sementes de azevém foram coletadas entre os meses
de outubro e novembro de 2016 em areas de lavoura das regides Sul e Sudoeste
Paranaense. Em cada lavoura visitada, foram coletadas sementes de um “bulk”
de 5 a 10 plantas. Cada “bulk” de sementes coletadas em uma lavoura foi
considerado como uma populagao. As sementes foram alocadas em sacos de
papel e armazenadas a 4 °C até o uso. Ao todo foram coletadas sementes de 44
populagdes (Figura 1, Tabela 1), em 11 municipios da Regido.

A etapa de classificacdo das plantas quanto a resisténcia foi
conduzida em casa de vegetacdo da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana, Campus Pato Branco (UTFPR-PB). O solo utilizado foi proveniente da
Area Experimental da UTFPR-PB, sendo classificado como Latossolo Vermelho
distroférrico, cujos atributos quimicos sado apresentados na Tabela 2. Apds a
coleta, o solo foi peneirado para eliminar as particulas grosseiras e depositado
em vasos plasticos com capacidade de 0,5 dm® Em cada vaso, trés por
populacado, foram semeadas 20 sementes e no momento em que as plantas
atingiram o estadio de dois a trés perfilhos foi realizada a aplicagdo de dose
discriminadora de 720 g e.a. ha™' de glyphosate. Aos 21 dias apds a aplicagao,
foi avaliado o controle das plantas, em que elas foram classificadas como
suscetiveis (100% das plantas mortas) e resistentes (a0 menos uma planta

sobrevivente).
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Figura 1 - Representagdo esquematica dos pontos de coleta. UTFPR — Pato Branco, 2016.
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Tabela 1 - Populagées e seus devidos pontos de coleta, com latitude e longitude. UTFPR — Pato
Branco, 2016.

Pontos de coleta

Identificacao

Municipio Latitude Longitude
MRO4AS Mariopolis 26°19'15.2" 52°34'12.8"
MRO5AS Mariopolis 26°19'06.7" 52°37'32.5"
MRO6AR Mariépolis 26°19'40.8" 52°36'37.4"
MRO7AS Mariépolis 26°21'20.3" 52°35'41.6"
MRO8SAR Mariépolis 26°22'28.0" 52°35'43.6"
MR12AS Mariépolis 26°19'13.1" 52°40'17.4"
MR14AS Mariépolis 26°19'04.2" 52°40'03.8"
MR15AR Mariopolis 26°19'43.9" 52°40'00.6"
MR16AR Mariopolis 26°18'19.1" 52°39'07.4"
MR18AR Mariopolis 26°18'33.4" 52°39'10.9"
MR20AR Mariopolis 26°19'38.9" 52°38'40.8"
MR22AR Mariopolis 26°19'03.8" 52°36'57.6"
MR23AR Mariopolis 26°23'35.9" 52°35'47.0"
MR25AR Mariépolis 26°23'34.8" 52°34'37.9"
MR26AR Mariépolis 26°20'06.2" 52°39'40.6"
VTO02AR Vitorino 26°16'51.0" 52°52'38.0"
VTO3AR Vitorino 26°17'46.0" 52°52'38.0"
VTO4AR Vitorino 26°19'43.0" 52°54'34.0"
VTO5AR Vitorino 26°19'46.4" 52°54'39.8"
VTO6AR Vitorino 26°19'56.0" 52°53'28.0"
VTO7AS Vitorino 26°19'40.6" 52°54'36.8"
CVO01AR Coronel Vivida 25°58'31.2" 52°35'01.0"
CV02AR Coronel Vivida 25°55'41.0" 52°42'07.8"
CVO3AS Coronel Vivida 25°58'31.2" 52°35'01.0"
CVO04AR Coronel Vivida 25°56'04.7" 52°42'07.2"
CVO5AR Coronel Vivida 25°55'47.8" 52°41'47.5"
IO01AR Itapejara do Oeste 25°58'40.4" 52°48'42.5"
IO02AR Itapejara do Oeste 26°06'35.1" 52°44'40.2"
IO03AR Itapejara do Oeste 26°06'59.5" 52°43'39.2"
IO04AR Itapejara do Oeste 26°06'55.5" 52°43'46.1"
NPO1AR Nova Prata do Iguagu 25°34'45.9" 53°27'07.3"
NP02AR Nova Prata do Iguagu 25°34'15.1" 53°27'01.3"
NPO3AR Nova Prata do Iguacu 25°34'45.9" 53°27'07.3"
PBO1AR Pato Branco 26°11'07.4" 52°41'25.9"
PB02AR Pato Branco 26°11'25.1" 52°41'23.7"
PB03AR Pato Branco 26°06'56.2" 52°43'44.8"
PLO4AS Palmas 26°28'45.6" 52°04'57.1"
PLO5AS Palmas 26°27'36.3" 52°12'16.1"
PLO7AR Palmas 26°26'24.9" 52°18'16.9"
RNO1AR Renascenca 26°09'08.3" 52°58'13.1"
RNO1AS Renascenca 26°09'09.3" 52°58'08.8"
VRO1AR Veré 25°54'34.6" 52°56'35.3"
DV03AR Dois vizinhos 25°44'50.1" 53°05'00.8"
UV01AS Unido da Vitoria 26°08'00.8" 50°51'52.6"
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Tabela 2 - Distribuigdo granulométrica e atributos quimicos de Latossolo Vermelho Distroférrico.
UTFPR — Pato Branco, 2017.

Distribuicdo granulomeétrica Atributos quimicos
Componente % Componente

Argila 81,00 MOV 5,09
Areia 1,60 P2 7,88
Silte 17,40 K3 0,30
CcTC# 14,80
pHY 4,80
H+AI® 5,98

"Matéria organica (%); ZFésforo (mg dm3); ¥Potassio (cmolc dm3); ¥Capacidade de troca de
cations; ¥pH do solo; ®Acidez trocavel (cmolc. dm3).

3.1.2 Curva de resposta a doses de glyphosate

O experimento foi conduzido casa de vegetacado da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Pato Branco (UTFPR-PB). Os atributos
do solo sdo como previamente descritos. A temperatura e a umidade relativa do

ar durante o periodo experimental s&o indicadas na Figura 2.

Figura 2 - Umidade relativa ar maxima ( = - =) e minima ( ===« ), temperatura do ar maxima (

— ) e minima ( = = ) durante o periodo de condugao do experimento. UTFPR —
Pato Branco, 2017.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado com quatro repeticdes. Os fatores foram constituidos por 44
populagbes de azevém e oito doses de glyphosate (0, 90, 180, 360, 720, 1440,
2880 e 5760 g.e.a. ha™'). Em cada vaso foram semeadas cinco sementes, apds

emergéncia e estabelecimento as plantas foram desbastadas, deixando-se
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apenas duas. A irrigacao foi realizada por sistema de nebulizagéo, trés vezes ao
dia por periodo de trés minutos cada sessdo, controlada por sistema
automatizado.

A aplicagcdo do glyphosate ocorreu quando 50% ou mais das
plantas emitiram o segundo perfilho. Foi utilizado um pulverizador costal de
preciséo, pressurizado com COz2, com pressao de 300 KPa, fornecendo vazéo
constante de 200 | ha™', a velocidade de aplicagéo foi de 3,6 km h-', a ponteira
de aplicagdo foi a XR 110.02 Aos 14 e 28 dias apos a aplicagédo (DAA), foi
avaliado o controle das plantas através escala proposta por Frans et al., (1986),
em que 0 corresponde a auséncia de sintomas do herbicida e 100 indica a morte
da planta. Aos 28 DAA, as plantas foram cortadas rente ao solo e levadas para
estufa de secagem com circulagao forgada de ar a 60 °C. Apds atingirem valor
constante de massa foi determinada a massa da parte aérea seca (MPAS) das
plantas. Os valores de MPAS foram expressos em g pl-'.

Os dados foram analisados utilizando o pacote “drc¢” (RITZ,
STREIBIG, 2012) disponivel para o aplicativo computacional R (R Core Team,
2018), utilizando o software RStudio (RSTUDIO, 2018). O modelo utilizado para
descrever as variaveis respostas (Controle e MPAS) em fungdo das doses
crescentes de glyphosate foi o log-logistico de trés parametros (Equacao 1)

(funcédo “LL.3” do pacote “drc”):

d
- 1+exp (b(log(x)—log(e))

y (Equacéao 1)

Em que: y é a variavel dependente, x é a dose do herbicida, d é o limite superior
(assintota maxima), b é a taxa de incremento e e é a dose do herbicida que reduz
variavel resposta em 50% (LDso = dose que proporciona o controle de 50% das
plantas, GRso = dose que proporciona redu¢ao da MPAS em 50%). Através da
fungéo “ED” do pacote “drc”, foram determinados os valores de LDy (dose que
proporciona o controle de 90%), e GRgo (dose que proporciona redugao da MPAS

em 90%) para as variaveis Controle e MPAS aos 28 DAA. A qualidade do ajuste
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da equacdo para cada populagdo foi determinada através do R? ajustado e
RQME (Raiz do quadrado médio do erro).
Através da Equacao 2 foi determinado o fator resisténcia (FR) das

populagdes resistentes.

x (Resistente)

Fr = (Equagao 2)

X (Suscetivel)

Em que: Fr é o fator de resisténcia e X indica o LDso, GRso, LDgo ou GRgo das

populagdes suscetiveis e resistentes.

Diagramas de violino e de caixa (boxplots) foram gerados para
demonstrar a distribuicdo dos valores de o LDsy, GRso, LDgoo € GRgo das
populagdes suscetiveis e resistentes dentro de cada variavel. Os graficos foram
confeccionados através da fungéo nativa da linguagem R, “plot’ e através do
pacote “GGplot2” (WICKHAM, 2016), com o aplicativo RStudio.

3.2 ESTUDO MOLECULAR DO MECANISMO RELACIONADO AO LOCAL DE
AGAO ENVOLVIDO NA RESISTENCIA AO GLYPHOSATE EM POPULACOES
DE AZEVEM

3.2.1 Populagées utilizadas e coleta de material vegetal

Para o estudo do mecanismo relacionado ao local de acéao
envolvido na resisténcia de populacbes de azevém ao glyphosate, foram
utilizadas as populagdes MR0O5AS, MR20AR, VT05AR, VTO7AS, RNO1AR e
RNO1AS, respectivamente, coletadas nos municipios de Mariopolis, Vitorino e
Renascenga (Tabela 1). O ensaio de curva dose resposta para a determinagao
do fator resisténcia das populagdes resistentes (nomes terminados com o sufixo
“AR”) procedeu-se conforme descrito no Item 3.1.2 As populagbes resistentes

foram comparadas com populagao suscetivel do respectivo municipio de coleta.
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Em casa de vegetacdo pertencente ao Instituto de Agricultura
Sostenible (IAS/CSIC), Cérdoba, Espanha, em vasos plasticos de 250 ml de
substrato (areia e turfa 1:1) foram semeadas 16 sementes e apds a emergéncia
e estabelecimento das plantulas, procedeu-se desbaste em que foram deixadas
apenas quatro plantulas. A temperatura da casa de vegetacdo durante todo o
periodo experimental situou-se entre 20-30°C. Ao atingirem o estadio de quatro
perfilhos, foi realizada a aplicagdo de glyphosate (720 g.e.a. ha'). A coleta do
material vegetal (50 a 100 mg) foi realizada a partir de folhas novas de um
perfilho antes (0 horas) e apds (24 horas) a aplicagéo do herbicida. As amostras

foram armazenadas a -80°C.

3.2.2 Desenho de primers

Os primers foram desenhados com base nas regides conservadas
da sequéncia do gene da EPSPs de L. multiflorum (GenBank acesso:
DQ153168), utilizando o software Primers3Plus (Untergasser et al., 2007)
(Tabela 3).

Tabela 3 - Nome e sequéncias de primers utilizadas para o sequenciamento e para determinagao
do numero de cépias e expressao do gene da EPSPs em populacées de azevém.
IAS/CSIC — Cérdoba, 2019.

Nome Sequéncia (5’ para 3) Tm® GC %
Lm_EPSPS _F GGTTCCCGATTGAAAAGGAT 63,8 45
Lm_EPSPS 2 R CAAGTATTGGCTGCTGATGG 63,2 50
EPSPS_R2 TCGCTCCCTCATTCTTGGTA 64,6 50
M13F1 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC
M13RY TCACACAGGAAACAGCTATGAC
ADP_RF_For% TCTCATGGTTGGTCTCGATG 63,8 50
ADP_RF_RevZ GGATGGTGGTGACGATCTCT 64,1 55
R_Act F1X ATGGTAGGGATGGGACAGAA 63,1 50
R _Act R1Y TCCATGTCATCCCAGTTGCT 65,6 50
CCR_F& GATGTCGAACCAGAAGCTCCA 66,6 52,3
CCR R¥ GCAGCTAGGGTTTCCTTGTCC 65,9 57,1

VYAlcantara-de la Cruz et al. (2016); ZGiménez et al. (2011); 3Mclnnes et al. (2002).

3.2.3 Extragédo de mRNA
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A extracdo de mRNA foi realizada a partir das amostras 50 a 100
mg de tecido, seguindo a metodologia descrita para o reagente Trizol™
(ThermoFicher Scientific, Walthman, MA, USA). As amostras foram tratadas com
DNase, seguindo o protocolo para o reagente TURBO DNA-free™ Kit
(ThermoFicher Scientific, Walthman, MA, USA). O RNA foi purificado com LiCl
8M, a quantidade de RNA foi determinada em espectrofotdbmetro Nanodrop ND-
1000 (Thermo Scientific, Walthman, MA, USA) e a integridade foi verificada em

gel de agarose 1%. As amostras foram armazenadas a -80°C.

3.2.4 Sintese de cDNA

A metodologia foi desenvolvida conforme descrita para o Kit de
sintese iScript cDNA (Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules, CA, USA). Para a
sintese de cDNA, as amostras de RNA foram diluidas a 1 pyg. As condigbes do
termociclador foram de priming a 25°C por 5 min, transcri¢ao reversa a 46°C por
20 min, inativagao da transcrigdo reversa a 95°C por 1 min, por fim mantidas a
4°C.

3.2.5 Sequenciamento do gene da EPSPs

Amostras de cDNA de duas plantas de cada populagdo foram
diluidas em 5x (80 pl de H2Onfee + 20 pL de solugdo de cDNA) para se obter 25
ng/uL. A Master Mix foi preparada contendo: Lm_EPSPS F (0,5 pl),
Lm_EPSPS_2 R (0,5 pl), Buffer MgCl2 free (2 ul), MgCl2 (1 ul), dNTPs (0,4 ul),
Taq (0,13 pl), cDNA (2,5 ul) € H20nfree (12,97 pl). As condigdes do termociclador
foram: 1 ciclo de 95°C por 4 min, seguido por 35 ciclos a 95°C por 30 s, 58°C por
30 s e 72°C por 30 s, por fim extensao final de 72°C por 7 min. Os produtos da
PCR foram purificados em NaOAc 3 M. A etapa de ligacéao foi realizada seguindo
o protocolo de pSpark® TA DNA cloning system (Canvax, CO, ES). A
transformacao foi realizada em Escherichia coli DH5a por choque térmico e

incubadas a 37°C por 12 a 16 horas. A selecao dos transformantes positivos e a
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insercao do fragmento foi confirmada por PCR. A Master Mix foi preparada
contendo: M13F (0,5 ul), M13R (0,5 pl), Buffer MgCl2 free (2 ul), MgCl2 (1 ul),
dNTPs (0,4 ul), Taq (0,13 pl), cDNA (2,5 ul) e H20nfree (12,97 pl). As condigbes
do termociclador foram: 1 ciclo de 95°C por 4 min, seguido por 35 ciclos a 95°C
por 30 s, 58°C por 30 s e 72°C por 30 s, por fim extensdo final de 72°C por 7
min. O processo de purificagdo do plasmideo foi desenvolvido seguindo a
metodologia descrita para illustra™ plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare
Life Sciences, US). O sequenciamento Sanger foi realizado pelo servigo de
sequenciamento STABVIDA (Caparica, Portugal). Foram sequenciados um total
de oito clones de cada populacédo. O alinhamento das sequéncias foi realizado
com os softwares Geneious (Versdo 8.1.8, Biomatters Ltd, Auckland, New
Zealand) e Unipro UGENE (Verséao 1.32, Unipro Ltd, Novosibirsk, Russia).

3.2.6 Expressdo da EPSPs

Par avaliar a expressao em gPCR, foram utilizadas trés plantas de
cada populagéo, a partir das amostras coletadas antes (0 horas) e apds (24
horas) a aplicagdo de 720 g.e.a. ha' de glyphosate. Os genes de referéncia
utilizados foram ADP-ribosylation e [B-Actin. Os primers Lm_EPSPS F +
EPSPS_R2 foram utilizados como alvo e amplificam um fragmento de 148pb. Foi
preparado uma master mix contendo Buffer 2x (10 ul) e primer mix (0.5 pl), cDNA
(5 pl) e H2Onfree (4.5 pl) resultando em um volume final de 20 pl. As condigbes do
termociclador foram: 1 ciclo de 95°C por 3 min, seguido por 35 ciclos a 95°C por
10 s € 60°C por 30 s.

As reagdes de PCR foram conduzidas utilizando um termociclador
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc.
Hercules, CA, USA). Duas a trés repeticbes técnicas por planta foram
conduzidas em delineamento inteiramente casualizado. A eficiéncia da PCR
para cada par de primer e amostra foi calculada pelo software LinRegPCR o
(Ruijter et al. 2009) utilizando os dados brutos de fluorescéncia com os dados de
entrada. O nivel de expressdo para os genes (referéncia e alvo) para cada

amostra foi determinado com a equacéo 3.
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_ 02
= 1

N, (Equacgao 3)

Onde: No é o nivel de expresséo do gene, E é a eficiéncia da PCR para cada
primer, Cq € o numero de ciclos necessario para alcancar unidades de
fluorescéncia arbitrarias. A eficiéncia média da PCR para cada gene e amostra
foi determinada de acordo com descrito por Giménez et al. (2011). A estabilidade
da expressdo dos genes de referéncia e o fator de normalizagdo foram
determinados utilizando o software geNorm para cada amostra, conforme

descrito por o Vandesompele et al. (2002).

3.2.7 Extragdo de gDNA

A extracdo de gDNA foi realizada a partir de amostras de 50 a 100
mg, seguindo a metodologia descrita para o reagente CTAB+DDT. O DNA foi
purificado com LiClI 8M. A quantidade de DNA foi determinada em
espectrofotdometro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, Walthman, MA, USA)

e a integridade foi verificada em gel de agarose a 1%.

3.2.8 Numero de cdpias do gene da EPSPs

O numero de copias foi determinado a partir de amostras de gDNA
de trés plantas de cada populagdo. O gene de referéncia utilizado foi o CCR
(cinnamoyl-CoA-reductase) (CCR_F e CCR_R) por apresentarem baixo numero
de copias em plantas. Os pares de primers Lm_EPSPS_F + EPSPS_R2 foram
utilizados como alvo e amplificam um fragmento de 148pb. Foi preparado uma
master mix contendo Buffer 2x (10 pl) e primer mix (0.5 pl), DNA (5 ul) € H20nfree
(4.5 pl) resultando em um volume final de 20 pl. As condi¢des do termociclador
foram: 1 ciclo de 95°C por 3 min, seguido por 40 ciclos a 95°C por 10 s e 60°C
por 30 s.
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As reagdes de PCR foram conduzidas utilizando um termociclador
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc.
Hercules, CA, USA). A eficiéncia da PCR foi calculada pelo software LinRegPCR
(Ruijter et al. 2009) utilizando os dados brutos de fluorescéncia com os dados de
entrada. O numero de copias para cada amostra foram determinados pela
Equacao 4.

0.2

NC, = —Ca (Equacéo 4)

Onde: NCo é o numero de cépias, E ¢ a eficiéncia da PCR para cada primer, Cq
€ 0 numero de ciclos necessario para alcancar unidades de fluorescéncia
arbitrarias.

Os resultados foram expressados como 0 numero de vezes que a

EPSPs aumenta relativamente a CCR.

3.3 DEMOGRAFIA DE AZEVEM SUSCETIVEL E RESISTENTE AO
GLYPHOSATE

3.3.1 Area de estudo e populacées

Uma série de experimentos foram conduzidos entre os meses de
mar¢go e novembro de 2018 em casa de vegetacdo e a campo na area
experimental pertencente a Universidade Tecnologica Federal do Parana,
Campus Pato Branco (26°10'32.6"S 52°41'11.2"W). O clima da regido é
classificado como subtropical umido do tipo Cfa conforme a classificagao de
KoppenGeiger (PEEL; FINLAYSON; MCMAHON, 2007). As condigdes
ambientais durante o periodo de conducdo dos experimentos estdo
apresentadas na Figura 3, e as caracteristicas fisicas e quimicas do solo na
Tabela 4.
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Figura 3 - Precipitagao ( B ), Temperatura minima ( — ) e maxima ( - - ) durante o periodo de
condugédo dos experimentos durante o ano de 2018 em Pato Branco. Os pontos (H
) indicam a data de implantagdo de cada cohort a campo. UTFPR — Pato Branco,

2018.
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Fonte: Simepar (Sistema Meteorolégico do Parana).

Tabela 4 - Distribuigdo granulométrica e atributos quimicas do solo em que foram desenvolvidos
os experimentos. UTFPR — Pato Branco, 2018.

___________ Distribuicéo granulomeétrica Atributos quimicos
Argila 55,7 MoV 49,6
Areia 3,0 pz 8,9
Silte 41,3 K3/ 0,7
CTC# 13,8
pH¥ 4,8
H+AL® 5,8

' Matéria organica (g dm™); ? Fésforo (mg dm); ¥ Potassio (cmol. dm-); ¥ Capacidade de troca de cations; ¥ pH do solo;
5 Acidez trocavel (cmol. dm™).

As sementes de azevém foram coletadas em areas de lavoura da
Regido Sudoeste do Parana (26°19'S 52°46'W). As sementes de plantas
resistentes foram coletadas em area com historico de resisténcia a herbicidas
(>15 anos) e as suscetiveis foram coletadas em uma area proxima (<2 km) com
histérico conhecido de plantas suscetiveis. Para verificar se havia contaminagao
de sementes suscetiveis em meio as resistentes ou resistentes em meio as
suscetiveis, amostras de sementes foram semeadas em vasos plasticos, quando
as plantulas estavam no estagio de 2 a 3 perfilhos, foi aplicado glifosato (720
g.e.a. ha'). Aos 21 dias apds a aplicagdo, foi avaliada a sobrevivéncia de

42



plantas, confirmando que as populacbes de sementes ndo apresentavam

contaminagao, conforme descrito no item 3.1.1.

3.3.2 Padrdo de emergéncia das plantulas a campo

O experimento foi conduzido em blocos ao acaso com oito
repeticoes em esquema bifatorial. Os tratamentos foram constituidos pelas
populagdes de azevém, suscetivel e resistente ao glyphosate. Foram semeadas
50 sementes em micro-parcelas com dimensao de 0,5 x 0,5 m, distribuidas
homogeneamente na superficie do solo e posteriormente cobertas por uma fina
camada de solo (= 1cm). A cada trés dias foi realizada a contagem do numero

de plantulas emergidas até que ndo fossem mais observadas novas plantulas.

3.3.3 Sobrevivéncia e producdo de sementes em diferentes cohorts

O experimento foi constituido de uma etapa preparatéria, em casa-
de-vegetacao e outra etapa a campo. Na etapa preparatéria, foram depositadas
sementes e cultivadas as plantulas em bandejas de plastico de 294 células. Apos
a emissao da primeira folha, as plantulas foram transferidas para o campo.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso
com oito repeticdes. Os fatores foram constituidos por duas populagcées de
azevem (suscetivel e resistente ao glyphosate) e por trés cohorts de plantas, os
quais se referem aos meses de margo, abril e junho. Cohorts podem ser
definidos como fragdes de plantas que se estabelecem em diferentes épocas do
ano. Cohorts foram estabelecidos mediante o plantio das sementes em casa de
vegetacdo conforme a emergéncia natural de azevém, a qual ocorre
principalmente entre os meses de margo e junho (MAIA et al., 2008): 14/03/2018
(cohort 1), 14/04/2018 (cohort 2) e 19/05/2018 (cohort 3) e o transplante a campo
entre os dias 27/03/2018 (cohort 1), 30/04/2018 (cohort 2) e 13/06/2018 (cohort
3). Desta forma, cada cohort representa os periodos especificos do ano, com

condi¢des ambientais distintas, nas quais as plantas podem se desenvolver.
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As parcelas possuiam dimensdes de 2 x 1 m e em cada uma foram
alocadas 50 plantulas de azevém. Durante o transplante foram selecionadas
plantulas com maior semelhanca de desenvolvimento. Os primeiros dias de
implantacdo de cada cohort a campo foram acompanhados por periodos de
precipitagdo (Figura 3) e quando necessario, foi realizada a irrigagdo manual
para garantir o estabelecimento inicial das plantulas. Plantulas que nao
sobreviveram em periodo de cinco dias apés o transplante foram substituidas
por novas plantulas e apés este periodo foi considerada a mortalidade natural
das plantulas em funcao das condigdes do ambiente.

A sobrevivéncia foi determinada pela contagem semanal do
numero de plantas sobreviventes. Ao fim do ciclo das plantas foram
determinados os caracteres reprodutivos de azevém, em 10 plantas coletadas
na area util (1 x 0.5m) de cada parcela, avaliou-se o numero de espigas por

planta espiguetas por espiga e flores por espiguetas.

3.3.4 Efeito da densidade sobre o potencial de produg¢éo de sementes

O sistema de cultivo de plantulas foi realizado conforme descrito no
item anterior. A semeadura das sementes foi realizada no dia 07/07/2018 e o
estabelecimento a campo no dia 18/07/2018. Os primeiros dias apds o
transplante foram caracterizados pela baixa precipitagdo (Figura 3) e para
garantir o melhor desenvolvimento das plantas, foi realizada a irrigacédo
complementar quando necessario.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso
em esquema bifatorial, com oito repeticdes. Os fatores foram constituidos por
duas populacdes de azevém (suscetivel e resistente ao glyphosate) e por cinco
densidades de plantas (1, 10, 15, 30 e 50 pl m) dispostas em parcelas de 1 x
m.

Com excegdao do tratamento com uma planta, nos demais
tratamentos foram coletadas 10 plantas coletadas de cada parcela e realizada a

contagem do numero de flores por espigueta.
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A relacao entre a densidade de plantas e o potencial de producéo
de sementes foi ajustado utilizando modelo de hipérbole retangular, conforme

proposto por Cousens et al. (1986), na equacéo 4.

s=-1L (Equacéo 4)

Em que: S é o potencial numero de sementes produzidas (sementes m32), x € a
densidade de plantas (pl m?2) f é o potencial maximo de producédo de sementes
por planta quando a densidade se aproxima de 0 e a é a area requerida pela

planta para produzir sementes.

3.3.5 Analises estatistica

A analise de variancia foi realizada para verificar o efeito das
populagdes sobre o padrdo de emergéncia de plantulas e das populagdes e
cohorts sobre os caracteres reprodutivos (p<0,05). Foram realizadas com o
pacote “ExpDes.pt” (FERREIRA et al., 2016) disponivel parao R (R CORE TEAM
2018). Os graficos foram gerados com o auxilio do pacote “GGplot2” (WICKHAM,
2016) disponivel para o software R.

Foi realizada a analise de sobrevivéncia baseada no teste Log
Rank para testar os efeitos do cohort na sobrevivéncia até o estadio adulto para
as populacdes suscetivel e resistente. A comparacdo multipla de pares entre
cohorts foi realizada com base no teste de Holm-Sidak (p<0,05). Ambos foram
realizados utilizando o Sigmaplot v.12.

O modelo dependente da densidade (equacao 4) foi ajustado ao
conjunto de dados com o pacote "n/s" disponivel para R, a qualidade do ajuste
foi avaliada utilizando a raiz do quadrado médio do erro (RQME) e o pseudo
coeficiente de determinagéo (pR?). A produgdo de sementes de cada populagédo
em baixa densidade (parametro f) foi comparada pelo teste t (p<0.05), conforme

a equacao 5.
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fo—f,

,epms2 +epm,?

Em que f é conforme descrito acima, s e r representam suscetivel e resistente

t= (Equacéo 5)

respectivamente e epm é o erro padrao da média.

3.4 PREVISAO DA EMERGENCIA DE AZEVEM UTILIZANDO O TEMPO
TERMAL DO SOLO

3.4.1 Locais de estudo

Os experimentos foram conduzidos a campo em duas etapas. A
primeira foi realizada entre os meses de abril e junho de 2016, em campos de
pos-colheita de soja nos municipios de Mariépolis (26°19'48.0"S 52°40'00.4"W)
e Pato Branco (26°10'32.6"S 52°41'11.2"W). As caracteristicas do solo s&o

apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Caracteristicas quimicas e fisicas dos solos em que foram desenvolvidos os ensaios
em 2016 (Maridpolis e Pato Branco) e 2018 (Pato Branco). UTFPR — Pato Branco,

2018.
Distribuicdo granulométrica Atributos quimicos
______________________ 2006 _
Componente (%) Mariopolis  Pato Branco Componente (%) Mariépolis Pato Branco
Argila 58 55,7 MO 46,0 49,3
Areia 25 3,0 Pz 8,9 1,3
Silte 39,5 41,3 K% 0,3 0,7
CcTC¥ 17,8 17,6
pHY 52 5,6
________________________________________________ H+ALY 90 53
2 A L
_Gomponente (%) _________| Pato Branco______ Componente (%) _ Pato Branco
Argila 55,7 MO 49,6
Areia 3,0 pz 8,9
Silte 41,3 K3/ 0,7
CcTC¥ 13,8
pH¥ 4,8
H+AL® 5,8

" Matéria organica (g dm™); ? Fésforo (mg dm); ¥ Potassio (cmol. dm); ¥ Capacidade de troca de cations; ¥ pH do solo;
5 Acidez trocavel (cmol, dm®).
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Em cada local foi realizado o monitoramento da emergéncia natural
de azevém, a partir do banco de sementes. Foram posicionadas aleatoriamente
10 quadrados de 0,25 m? (0,5 x 0,5m) em uma area de 100m?, no interior dos
quais foram realizadas as contagens do numero de plantulas emergidas. As
contagens foram realizadas semanalmente, até o0 momento em que ndo foram
mais observadas novas plantulas emergidas. Durante todo o periodo
experimental o monitoramento da temperatura do solo foi efetuado por meio de
sondas (Decagon Devices EC - TM®) ligadas a data loggers (Decagon Devices
Em 50®), que realizavam a leitura e armazenavam os dados uma vez a cada
hora. As sondas foram enterradas a 5 cm de profundidade, sendo este o perfil
do solo onde se concentra a maior proporgao do banco de sementes de azevém
em sistemas de plantio direto (ICHIHARA et al., 2010). Nos locais de avaliagéo,
dentro dos perimetros amostrais foram distribuidas 4 sondas aleatoriamente,
buscando proximidade com as estruturas de contagem. Os dados de
precipitacdo e temperatura minima e maxima do solo de cada local durante o

periodo experimental sdo apresentados na Figura 4 (A e B).
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Figura 4 - Precipitacdo ( B ), Temperatura maxima ( — ) e minima ( _ _ ) do solo durante os
periodos de condugdo dos experimentos durante as temporadas de 2016 em
Mariépolis (A) e Pato Branco (B) e 2018 em Pato Branco (B). UTFPR — Pato Branco,

2018.
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Fonte: Simepar (Sistema Meteorologico do Parana).

A segunda etapa foi conduzida entre os meses de julho e setembro
de 2018 em area de lavoura situada no municipio de Pato Branco — PR
(26°10'35.9"S 52°41'26.8"W). A area selecionada possuia histérico de baixa
infestacdo com azevém. As caracteristicas quimicas e fisicas dos solos sao
apresentadas na Tabela 5. Na area onde foi conduzido o experimento, 90 dias
antes da implantagéo, a vegetacgao foi eliminada com o uso de um cultivador (L90
Lavrale®) e a cada novo fluxo de emergéncia as plantulas foram eliminadas com
os herbicidas paraquat + diuron (400 + 200 g.e.a. ha™'). Em 16 micro parcelas de
0,25 m? (0,5 x 0,5) foram semeadas em cada 50 sementes de azevém e cobertas
com uma fina camada solo (=1cm). As sementes de azevém utilizadas foram
coletadas em diferentes lavouras da regido Sudoeste do Parana. O
monitoramento do fluxo de emergéncia foi realizado a cada trés dias, até que

nao fossem observadas novas plantulas emergidas. O registro de temperatura
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do solo foi realizado uma vez a cada hora conforme descrito para a temporada
de 2016. As sondas foram enterradas a uma profundidade de dois cm, buscando
0 registro das condi¢gbes mais proximas as quais as sementes se encontravam.
Os dados de precipitagdo e temperatura minima e maxima do solo sao

apresentados na Figura 4C.

3.4.2 Analises estatisticas e desenvolvimento de modelos

Os dados coletados durante a etapa de 2016 foram submetidos a
analise da variancia (p <0,05), para verificar a existéncia de diferenga entre os
locais de amostragem, utilizando o pacote ExpDes.pt (FERREIRA et al., 2018),
disponivel para a plataforma R (R Core Team 2018). O tempo térmico acumulado

(TT) em graus-dia foi calculado utilizando a Equagéo 6.
TT = Y. (Tmédia — Thase) (Equacao 6)

Em que n é o numero de dias apos a semeadura, Tmédia é a temperatura média
diaria do solo (°C) e Thase é a menor temperatura (°C) em que a germinagéo
pode ocorrer. A temperatura base utilizada foi de 1,9 °C (TRIBOUILLOIS et al.,
2016).

Para descrever emergéncia acumulada, foram testados os
modelos Logistico (Equagao 7), Gompertz (Equagao 8) e Weibull (Equacgao 9),

comumente utilizados na literatura (Gonzalez-Andujar et al., 2016).

Gompertz
Ei = K exp(—exp(—b(TT — m))) (Equagao 7)
Logistico
Ei =K /(14 exp(—=b(TT —m))) (Equagéo 8)
Weibull
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Ei =K (1 —exp(—(b(TT - m))c)) (Equagéao 9)

Em que: Ei representa a porcentagem de emergéncia acumulada prevista, K &
a emergéncia maxima estimada pelo modelo (o valor foi fixado em 100%), b é a
taxa de incremento na emergéncia, m é o ponto de inflexdo no eixo x e c é o

fator que determina a assimetria e a curtose da distribuigao.

Os parametros da equacédo foram estimados juntamente a
plataforma R através do aplicativo RStudio (RSTUDIO, 2018) utilizando a fungao
nativa “nls”. Para a parametrizacao inicial foi utilizado o algoritmo “Brutte-force”
do pacote “nls2”. (GROTHENDIECK, 2013). A qualidade do ajuste foi
determinada por meio da raiz do quadrado médio do erro (RQME), em que o
menor valor indica o melhor ajuste, e do coeficiente de determinagao ajustado
(R?) como medida explicativa da variabilidade observada explicada pelo modelo,
em que o maior valor indica o melhor ajuste. Os graficos foram construidos com
0 uso do pacote “GGplot2” (WICKHAM, 2016), disponivel para a plataforma R.
O processo de selegao do modelo foi realizado através do critério de informacéao
de Akaike corrigido (AlCc) (Equacéo 10) (BURNHAM et al., 2011).

AlCc = nlog(RSS/n) + 2K(K +1))/(n—K —-1) (Equacao 10)

Em que: RSS indica a soma dos quadrados dos residuos, n € o numero de

amostras, e K é o numero de parametros do modelo.

3.4.3 Validagcdo do modelo

A validagdo do modelo selecionado e gerado com os dados
conduzidos durante a temporada de 2016 foi realizada com os dados coletados
durante a temporada de 2018. A precisdo da previsdo do modelo foi avaliada
pela comparagéao dos valores estimados e observados. Para verificar a qualidade
do ajuste foram utilizados quatro métodos de validagcdo: O coeficiente de
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regressao ajustado (R?), a eficiéncia do modelo (EM), o erro de coeficiente (EC)
e o coeficiente de determinagcdo do modelo (CD).

O EM é uma estatistica adimensional que se assemelha ao
coeficiente de correlacdo de Pearson (LOAGUE e GREEN, 1991),

| _ L0 3G

EM = S (yi-7)2

(Equacéo 11)

Em que yi é o iésimo valor observado, yi € o iésimo valor previsto pela linha de
regressao ajustada, y € a média aritmética dos valores observados. Para ser
perfeito, o ajuste da EM deve ser equivalente a 1. O limite inferior € o infinito
negativo e se € inferior a 0, os valores previstos pelo modelo sdo piores do que
os observados na média.

O EC é uma mensuracao relativa da média das diferencas
absolutas, o qual € expressado como uma propor¢ao dos valores observados na
meédia (YANG et al., 2000),

EC = —Om)zylyi_yi', (Equagéo 12)

Em que yi, yiey sdo descritos conforme citados acima e n € o numero de
observacgdes. O valor de 0 para o EC representa um perfeito ajuste entre os
valores previstos e observados.

O CD indica a proporcéao total de variagao dos dados observados
explicados pelos dados previstos (TEDESCHI 2006),

_ Yi-y)?
(D = L(i-7)?

(Equacéo 13)

Em que yi, yiey sao descritos conforme citados acima. Assim como o EM o
ajuste perfeito deve ser igual a 1. O valor de CD > 1 indica que os dados sao
subestimados pelo modelo, enquanto que CD < 1 indica que os dados séo

superestimados.
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3.5 MODELANDO A DINAMICA POPULACIONAL E ESTRATEGIAS DE
MANEJO DE AZEVEM SOB DOIS CENARIOS CLIMATICOS

3.5.1 Descricdo do modelo

A dindmica populacional de azevém foi modelada de acordo com
um modelo estocastico que considerou trés cohorts de plantulas (margo, abril e
junho) (Figura 5), duas populacdes (suscetivel e resistente ao glyphosate) e dois
cenarios climaticos. Cenario 1: Temperatura média do ar observada em um
periodo de 10 anos (2007-2017). Cenario 2: Incremento da temperatura média
do Cenario 1 em 2,5°C. Os trés cohorts foram definidos por representarem as
principais épocas de estabelecimento das plantas da espécie na Regido Sul do
Brasil, no inicio, meio e final da temporada. O fluxo de pdlen entre as populacdes
suscetivel e resistente foi desconsiderado, buscando demostrar o

comportamento de populagdes puramente suscetiveis e puramente resistentes.

Figura 5 - Diagrama utilizado para descrever o ciclo de vida de azevém. IAS/CSIC — Cérdoba,

2019.
4{ Produgdo de sementes ‘

‘ Plantas adultas ‘

1 ‘ Plantulas ‘

[]

Banco de
sementes

Germinacgdo

3.5.2 Emergéncia de plantas
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A determinacdo do numero de plantas emergidas em cada cohort
foi realizada através do tempo termal acumulativo (TT) no solo, sendo ajustada

através do modelo de Gompertz (Equagéao 14) conforme proposto no item 4.4.
Ei =100 exp(—exp(—0.0151(TT — 444.20))) (Equacéao 14)

Aonde: yd é porcentagem de plantulas emergidas preditas e TT é o tempo
termal. O tempo termal acumulativo em graus dia foi calculado através da

Equacao 6.

A estimativa do TT do solo foi realizada com base na temperatura
do ar média diaria em um periodo de 10 anos (2007 —2017) (TT = 0.84TA + 3.81;
R? = 0.91), para o municipio de Pato Branco - PR (26°10°32"S, 52°41'11"W),
Brasil. A temperatura do ar e do solo apresentam elevada correlacdo, e na
auséncia de dados da temperatura do solo, a temperatura do ar pode ser
utilizada para prever a emergéncia de plantulas (IZQUIERDO et al., 2013). O
periodo considerado para contabilizar o inicio do acumulo térmico foi 10 de
margo, data em que foi realizado o plantio das sementes do primeiro cohort (item
3.3). Com base no acumulo térmico observado, foi criado o Cenario 1.

E esperado que para o ano de 2050, a temperatura média diaria
para Regido Sul do Brasil sofra um incremento de 2,5°C (ANDERSEN et al.,
2016), o que pode apresentar um impacto direto no fluxo de emergéncia de
plantas e consequentemente nos periodos de estabelecimento a campo
(cohorts). Desta forma, a informacéao foi incorporada ao modelo, produzindo o
Cenario 2.

A proporgdo de plantulas emergidas em cada cohort foi

determinada pela equacéao 15.

SDL; = (1deo) SDL (Equacgao 15)
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Em que: SDL;é a emergéncia de plantulas (plantulas m2) em cada cohort (i =
1...3), yd é a porcentagem de plantulas emergidas até o dia d, SDL sao as

plantulas emergidas (plantulas m-).

O numero total de plantulas que podem emergir a partir do banco

de sementes no ano t foi obtido através da equacéao 16.

SDL =SDLe (Equacéao 16)

Onde: SDL é o numero de plantulas emergidas, SB é o banco de sementes e e

€ a taxa emergéncia.

3.5.3 Sobrevivéncia de plantulas

A campo, as plantulas estdo expostas a fatores bidticos a abidticos
que podem variar de acordo com cada cohort, e que impactam diretamente na
sobrevivéncia e no numero de plantas adultas. O numero de plantulas
sobreviventes que chegam ao estadio adulto em cada cohort € determinado pela

Equacao 17.

AP; = SDL; sdls; (1 —rc) (Equacao 17)

Onde: AP; é o numero de plantas adultas (plantas m-2) em cada cohort (i = 1...3);
SDL; é o numero de plantulas em cada cohort; sdls; é a taxa de sobrevivéncia
de plantulas em cada cohort e rc é a taxa de controle pelo herbicida, quando

aplicado.

3.5.4 Producgéao de sementes

A producao de sementes por planta é dependente da densidade e
segue o modelo hiperbdlico proposto por Cousens et al. (1986). A produgao de
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sementes pode ser afetada pela época de estabelecimento e pela capacidade
de polinizagao, pelo fato da espécie ser de polinizagao cruzada obrigatéria. A

producao de sementes por planta foi determinada pela Equagao 18.

_f (1-fr) (1-1Ip) (1-7c)

SP; (1+b AP;)

(Equacéao 18)

Onde: SP; é a produgdo de sementes por planta-' com (i = 1...3), fé a produgao
de sementes por uma planta isolada (AP => 0), fr é o fator de redugéo, b € a
area requerida por planta para produzir f sementes, APi € o numero de plantas
adultas (plantas m2) em cada cohort (i = 1...3), Ip é a perda na polinizagéo e rc

€ a taxa de controle pelo herbicida quando aplicado.

As sementes produzidas podem ser perdidas (removidas da area)
de diferentes maneiras (ex. predadores). O numero total de sementes
produzidas (sementes m?) foi determinado pela equagao 19.

TSP; = (SP; AP,) (1—-1) (Equacéao 19)
Onde: TSP; é o total de sementes produzidas (sementes m2) em cada cohort
com (i = 1...3), SPi é a producao de sementes por uma planta em cada cohort (i
=1...3), APi é o numero de plantas adultas em cada cohort (i=1...3) e I € a perda

de sementes.

O numero total de sementes produzidas nos 3 cohorts que

retornardo ao banco de sementes foi obtido através da equacgéao 20.
TSP =Y. _ (TSP;) (Equacso 20)

Onde: TSP é o total de sementes produzidas (sementes m?) por ano, TSPi é o

total de sementes produzidas (sementes m2) em cada cohort.
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3.5.5 Banco de sementes

O banco de sementes € determinado pela quantidade de sementes
remanescentes dos ultimos anos e que n&o germinaram, ndo foram perdidas
pela predagado ou mortalidade natural e pela quantidade sementes produzidas

no ano anterior. Equacao 21.

SB =(SB;_1 (1 —e;_1)(1 —sm) + TSP,_;) (1 —cr) (Equacao 21)

SB é o0 banco de sementes, SBt1¢é 0 banco de sementes no ultimo ano, et1 € a
taxa de emergéncia no ano anterior, sm é a taxa de mortalidade no banco de
sementes, TSP:1 é o total de sementes produzidas no ultimo ano cr é o efeito

de rotacéo de culturas quando aplicado.

3.5.6 Parametros demograficos do modelo

O modelo foi parametrizado com dados demograficos e
agrondmicos (Tabela 6) obtidos em experimentos realizados no municipio de
Pato Branco (item 4.3) e por meio de dados obtidos a partir de artigos cientificos.
Em todas as simulacgdes foi considerado que o banco de sementes inicial era de
2000 sementes m? (GALVAN et al., 2015).
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Tabela 6 - Parametros demograficos e agronémicos utilizados no modelo. IAS/CSIC — Cérdoba,

2019.
Parametro Suscetivel Resistente Referéncia
Média dp Média dp
Banco de sementes

Mortalidade de sementes no banco sm 0.49 - 0.49 - GALVAN et al., (2015)

Emergéncia e 0.73 0.04 0.73 0.04 Item 4.3

Plantulas

Sobrevivéncia de plantulas sdlsis 0.02 0.02 0.04 0.03 Item 4.3

Sobrevivéncia de plantulas sdlsj; 0.03 0.02 0.05 0.03 Iltem 4.3

Sobrevivéncia de plantulas sdlsis 0.11 0.05 0.16 0.07 Iltem 4.3

Producéo de sementes

Fator de redugao fris 0.07 0.07 0.02 0.06 ltem 4.3

Fator de redugéo friz 0 - 0 - Item 4.3

Fator de redugao fris 0.46 0.1 0.34 0.12 ltem 4.3

Méxima pmd“%?;’n‘tj: sementespor ¢ 50300 1212 13830 1305 ltem 4.3

Area para produzir f sementes b 0.17 0.03 0.12 0.03 ltem 4.3

Perda na polinizagao Ip 0.88 0.05 0.88 0.05 GREGOR, (1928)
GONZALEZ-ANDUJAR,;
Perda de sementes s o1l - 019 " FERNANDEZ-QUINTANILLA, (2004)
Manejo
Taxa de °°”t£‘r’";éz‘;§ emergéncia . . 098 0005 098  0.005 CHRISTOFOLETI et al. (2005)
Taxa de Con”?a'lf d(i‘;‘)"s emergéncia . . 091 0008 091  0.008 CHRISTOFOLETI et al. (2005)

Rotacgéo de culturas T/S cry 0.89 0.03 0.89 0.03 GALVAN et al., (2015)
Rotacéo de culturas A/S cry 0.48 0.13 0.48 0.13 GALVAN et al., (2015)
Rotacéo de culturas A/M crs 0.89 0.03 0.89 0.03 GALVAN et al., (2015)

*dp = desvio padrao

Os parametros demograficos e de controle podem estar sujeitos a
variagdes sob as condigdes do campo, desta forma, foram considerados como
sendo estocasticos. Cada parametro foi modelado com base em taxas (exceto
mortalidade de sementes e perdas de sementes) simulando seu valor como uma
variavel aleatoria com distribuicdo beta, com média e desvio padrdao com
distribuicdo normal para fecundidade maxima de sementes por planta (f).

As porcentagens de controle estimadas foram obtidas com base
em dados de literatura para azevém. Tanto os sistemas de manejo quanto a
eficiéncia de controle foram os mesmos em ambas as populagcbes. Para o
manejo quimico, foi considerada a aplicagao de clethodim + glyphosate, o qual
em condigdo de campo apresenta um potencial de controle de 98% em plantas
jovens e 91% de eficiéncia em plantas adultas (CHRISTOFOLETI, 2005). Os
niveis de controle foram considerados os mesmos para ambas as populagoes.
Os sistemas de rotacao/sucessao de cultura apresentados, indicam o impacto
direto sobre o banco de sementes e ja incluem, além do efeito cultural
(competicao da cultura de inverno com o azevém), o manejo com herbicidas para

a cultura. Para mais detalhes ver GALVAN et al. (2015).
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As simulagdes foram executadas por um periodo de 10 anos com

100 repeticdes cada.

3.5.7 Simulando estratégias de manejo

Foram simuladas diferentes estratégias de manejo, incluindo cultural

e quimico (Tabela 7).

Tabela 7 - Estratégias quimicas e culturais simuladas para o manejo de L. multiflorum. IAS/CSIC
— Cordoba, 2019.

Manejo Ano 1 Ano 2 Ano 3
Inverno Verdo Inverno Verdo Inverno Veréo

M1 Pousio

M2 PosTC1 + PosPC2*

M3 PosTC1 + PosTC2 + PosPC3

M4 PosTC2 + PosTC3

M5 Trigo Soja

M6 Aveia Soja

M7 Aveia Milho

M8 Trigo Soja Aveia Milho

M9 Aveia Soja Aveia Milho

M10 Trigo Soja Aveia Milho  Aveia Soja

*PosP - Pés emergéncia precoce; PosT - Pés emergéncia Tardia; C1, C2 e C3 equivalem aos
cohorts.

Os ciclos se repetem de acordo com o0 numero de anos em que sao
demostrados, por exemplo, M1 permite que os 3 cohorts se desenvolvam sem
nenhuma interferéncia e produzam sementes, sendo considerada a capacidade
de suporte do ambiente e € a linha base para a comparagao com os demais
sistemas de manejo. A cultura de verao neste caso € ignorada, o ciclo se repete
todos os anos.

As estratégias de manejo M2 até M4 indicam apenas 0 manejo
quimico, sem interferéncia de cultivos de inverno e independentemente do
cultivo de verdao. Em que C1, C2 e C3 indicam em qual cohort ira ocorrer a
interferéncia e PosP = aplicagdo em pds emergéncia precoce (antes do

florescimento das plantas de azevém), PosT = aplicagdo em pds emergéncia
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tardia (apdés o florescimento das plantas de azevém). A representagao
esquematica do fluxo de emergéncia, estabelecimento e desenvolvimento de
cada cohort e estratégias de manejo utilizadas sao apresentas na Figura 6. As
épocas de plantio das culturas foram adaptadas conforme descrito por GALVAN
et al., (2015).

Figura 6 - Diagrama utilizado para descrever as estratégias de manejo de azevém. O fluxo de
emergéncia e o desenvolvimento de cada cohort estdo descritos no presente
trabalho, enquanto que o plantio das culturas é adaptado de GALVAN et al., (2015).
IAS/CSIC — Cérdoba, 2019.
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As estratégias culturais sdo baseadas em rotagdes de culturas (M5
a M10) (Tabela 2). O efeito dos sistemas de rotac&o de culturas foi quantificado
através de seu impacto direto sobre o banco de sementes. Estes sistemas de
cultivo foram escolhidos por serem representativos ao ocorre na Regiao Sul do
Brasil. Neste modelo, a alternancia de culturas diferentes no verdo mostra com
maior precisdo o que pode acontecer a campo e proporciona uma melhor

compreensao dessas informacgdes a longo prazo.

3.5.8 Analise de sensibilidade

A analise de sensibilidade foi conduzida para avaliar a reposta do
modelo em fung¢do da variagdo dos parametros demograficos. Esta representa
uma mensuracdo da alteracido relativa da saida do modelo em funcédo da
mudanc¢a do valor do parametro. O coeficiente de sensibilidade é expressado

matematicamente como um valor absoluto através da equacgao 22.
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IS = 2mex=Omin (Equacao 22)

Omax

Em que: IS é o indice de sensibilidade, Omax e Omin representam os valores
de saida do modelo quando os parametros demograficos sdo modificados pela
adicao (Omax) ou subtracao de 40% (Omin) ao valor do parametro. A variagao
€ considerada adequada para apresentar possiveis variagcdes sob condi¢cdes
reais a campo (GONZALEZ-ANDUJAR e FERNANDEZ-QUINTANILLA, 1991).

Valores altos de IS indicam que pequenas variagcbes nos

parametros analisados podem resultar em elevada variacdo na saida do modelo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DA RESPOSTA DE POPULACOES DE AZEVEM AO
GLYPHOSATE NAS REGIOES SUL E SUDOESTE PARANAENSE

4 1.1 Resultados

Das 44 populagbes estudadas, 11 foram caracterizadas com
suscetiveis e 33 como resistentes. As populagbes caracterizadas como
suscetiveis, foi adicionado o sufixo AS (azevém suscetivel) ao nome, enquanto
que os demais foi adicionado o sufixo AR (azevém resistente) (Tabela 1).
Independentemente da variavel e da época de avaliagdo, os valores de R2
ajustado se situaram acima de 0.80 e os valores de RQME foram baixos (Tabelas
8, 9 e 10), confirmando que o modelo se ajustou adequadamente aos dados
observados.

Independentemente da populagao, foram observados incrementos
dos niveis de controle e reducao da MPAS com a elevacdo das doses de
glyphosate. Todavia, houve elevada variabilidade de reposta entre as
populagdes (Figuras 7, 8 e 9). Aos 14 DAA a maior dose utilizada (5760 g.e.a.
ha') proporcionou niveis de controle acima de 80% em populagdes suscetiveis
e 60% em populagdes resistentes (Figura 7). Aos 28 DAA, a dose de 720 g.e.a.
ha-! prorporcionou niveis de controle acima de 90% em todas as populagdes
suscetiveis, todavia, a mesma dose proporcionou niveis de controle igual ou
inferiores a 80% nas populagdes putativamente resistentes (Figura 8). O menor
nivel de controle com esta dose foi observado com a populagdo NPO3AR o qual
foi de apenas 30%. Niveis de controle acima de 80% em populacdes resistentes
foram observados apenas com 5760 g.e.a. ha™! de glyphosate. A MPAS de todas
as populagdes suscetiveis foi reduzida em mais de 85% com doses superiores a
720 g.e.a. ha™' (Figura 9), todavia, com a mesma dose em populagdes resistentes

a reducao de massa variou de 25 a 80% em relacao a testemunha néao tratada
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de cada populacédo. A reducdo de massa acima de 80% foi observada apenas
com doses superiores a 5760 g.e.a. ha™'.

Figura 7 — Controle (%) aos 14 dias apés a aplicagdo de glyphosate em populagbes de azevém
suscetiveis (a) e resistentes (b) ao herbicida. Os pontos representam os valores
médios de quatro repeticbes e as barras correspondem ao seu erro padrdo. Os
parametros das equacdes estao na Tabela 8. UTFPR — Pato Branco, 2017.
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Figura 8 — Controle (%) aos 28 dias apds a aplicagdo de glyphosate em populagbes de azevém
suscetiveis (a) e resistentes (b) ao herbicida. Os pontos representam os valores
médios de quatro repeticbes e as barras correspondem ao seu erro padrdo. Os
parametros das equacdes estdo na Tabela 9. UTFPR — Pato Branco, 2017.
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Figura 9 - Massa da parte aérea seca (g pl') aos 28 dias apds a aplicagdo de glyphosate em
populacdes de azevém suscetiveis (a) e resistentes (b) ao herbicida. Os pontos
representam os valores médios de quatro repeti¢cdes e as barras correspondem ao
seu erro padrao. Os parametros das equacgdes estao na Tabela 10. UTFPR — Pato
Branco, 2017.
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O fator resisténcia (Fr) das populagdes resistentes foi determinado
utilizando a meédia geomeétrica do LDso0 € GRso90 das populagdes suscetiveis
em cada variavel. Os valores médios foram de 182,87 (LDso — controle 14 DAA),
177,35 (LDso — controle 28 DAA), 186,78 (GRso - MPAS), 415,00 (LDgo - controle
28 DAA) e 610,06 (GRgo - MPAS) (Tabelas 8, 9 e 10).

Tabela 8. Parametros da equacgéo, dose necessaria para proporcionar 50% de controle (LDsp),
fator resisténcia (Fr), coeficiente de determinacgao ajustado (R?) e raiz do quadrado
médio do erro (RQME) para a variavel controle (%) aos 14 dias apds a aplicacédo de
glyphosate em 44 popula¢des de azevém. UTFPR — Pato Branco, 2017.

Populacéo b d LDsy Fr R2? RQME
MRO04AS -3,55 (0,8)** 87,39 (2,52)** 116,2 (8,59)** - 0,86 12,83
MRO5AS -5,96 (2,44)* 98,77 (1,85)** 167,82 (5,86)** - 0,97 7,95
MRO7AS -3,08 (0,52)** 99,54 (2,94)** 234,9 (16,94)** - 0,97 6,90
MR12AS -0,93 (0,24)** 98,98 (8,62)** 233,22 (61,04)** - 0,92 9,38
MR14AS -2,63 (0,47)** 98,49 (3,15)** 230,6 (18,98)** - 0,97 7,29
CVO03AS -0,89 (0,23)** 102,09 (9,63)** 242,02 (70,26)** - 0,93 9,03
VTO7AS -6,72 (4,22) 89,13 (2,44)** 158,98 (12,32)** - 0,92 11,51
RNO1AS -4,86 (1,56)** 91,6 (2,57)** 145,68 (8,66)** - 0,89 13,08
PLO4AS -2,04 (0,62)** 87,04 (3,57)** 148,29 (15,84 )** - 0,85 13,36
PLO5AS -1,33 (0,27)** 102,1 (4,68)** 192,14 (28,26)** - 0,88 13,74
UVO01AS -5,24 (1,23)** 92,7 (2,44)* 141,66 (9,27)** - 0,95 8,90

Média - - 182,87 - - -
MRO6AR -0,81 (0,18)** 114,44 (15,97)** 585,96 (262,11)* 320 0,85 14,12
MROSAR -3,34 (0,79)** 99,22 (3,98)** 721,3 (54,47)** 3,94 0,98 6,89
MR15AR -7,83 (8,82)™ 71,05 (2,42)** 154,07 (25,65)** 0,84 0,82 14,23
MR16AR -1,19 (0,21)** 94,7 (5,99)** 314,76 (59,98)** 1,72 0,87 12,79
MR18AR -2,54 (0,53)** 80,85 (3,15)** 231,27 (23,42)* 1,26 0,87 13,00
MR20AR -1,11 (0,27)** 87,27 (7,89)** 295,65 (80,92)** 1,62 0,83 13,56
MR22AR -1,39 (0,31)** 80,71 (5,48)** 284,28 (56,31)** 1,55 0,89 10,37
MR23AR -0,88 (0,21)** 105,29 (14,23)** 471,78 (202,35)* 258 0,85 13,63
MR25AR -1,59 (0,24)** 101,98 (4,75)** 387,93 (48,01)** 2,12 0,99 4,91
MR26AR -1,85 (0,43)** 70,29 (3,88)** 265,64 (40,67)** 1,45 0,87 10,85
CV01AR -1,24 (0,34)** 78,25 (7,00)** 343,35 (94,3)** 1,88 0,88 10,90
CV02AR -1,16 (0,21)** 105,68 (5,22)** 229,01 (34,62)** 1,256 0,92 10,41
CV04AR -1,41 (0,29)** 92,07 (5,54)** 286,69 (49,62)** 1,57 0,89 12,40
CVO05AR -1,78 (0,36)** 97,25 (5,17)** 525,38 (62,78)** 2,87 0,96 7,46
VT02AR -0,79 (0,16)** 116,43 (12,84)** 443,4 (160,25)** 2,42 0,96 7,26
VTO3AR -2,36 (0,49)** 84,12 (3,95)** 428,77 (46,66)** 2,34 0,96 7,66
VTO04AR -0,83 (0,2)** 104,87 (10,97)** 295,57 (98,67)** 1,62 0,91 10,23
VTO5AR -1,48 (0,25)** 94,98 (4,6)** 271,24 (38,33)** 1,48 0,90 12,17
VTO6AR -1,21 (0,18)** 109,15 (7,63)** 578,73 (107,91)** 3,16 0,96 8,13
I001AR -1,59 (0,29)** 98,09 (5,87)** 488,38 (68,84 )** 2,67 097 7,12
I002AR -1,44 (0,28)** 97,05 (8,09)** 537,07 (113,17)** 2,94 0,94 9,18
I003AR -9,88 (18,37)™ 68,14 (2,68)** 303,51 (96,04)** 1,66 0,90 11,02
I004AR -2,95 (0,71)** 85,26 (3,73)** 426,8 (41,07)** 2,33 0,96 7,94
RNO2AR -1,92 (0,39)** 87,52 (5,63)** 667,84 (95,53)** 3,65 0,95 8,57
NPO1AR -4,82 (2,55)™ 82,67 (3,16)** 320,23 (18,99)** 1,75 0,93 10,95
NP02AR -1,62 (0,33)** 81,84 (4,79)* 345,58 (54,79)* 1,89 0,93 8,59
NPO3AR -2,33 (1,15)* 72,24 (6,48)** 387,04 (89,29)** 212 0,87 12,31
PBO1AR -6,49 (8,77)™ 64,15 (2,95)** 333,91 (32,96)* 1,83 0,86 12,40
PB02AR -2,88 (1,22)* 71,47 (4,55)** 380,69 (55,45)* 2,08 0,87 12,15
PB03AR -1,36 (0,49)** 80,13 (7,11)** 207,5 (53,84)** 1,13 0,80 14,74
DVO3AR -2,33 (0,45)** 85,83 (4,14)** 477,39 (53,47)** 2,61 0,97 6,90
PLO7AR -2,06 (0,57)** 73,3 (4,96)** 504,65 (77,64) 2,76 0,91 9,67
VRO1AR -0,85 (0,20)** 107,49 (17,60)** 701,88 (356,67) 7,37 0,88 11,66

¥ Valores entre parénteses indicam o erro padréo.
e ** significativo a 5 e a 1% de probabilidade de erro respectivamente.

*

ns = nao significativo.
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Tabela 9 - Parametros da equagao, dose necessaria para proporcionar 50% e 90% de controle
(LDso- LDgo), fator resisténcia (Fr), coeficiente de determinacgéao ajustado (R?) e raiz
do quadrado médio do erro (RQME) para a variavel controle (%) aos 28 dias apos
a aplicagao de glyphosate em 44 populagdes de azevém. UTFPR — Pato Branco,

2017.

Populacdo b d LDso Fr-LDso LDoo Fr-LDgo R?  RQME
MRO4AS -2,64 (0,48)** 98,54 (2,29)** 121,00 (7,67)** - 278,21 (47,29) - 094 9,32
MRO5AS -3,2 (0,53)** 100,53 (2,3)** 189,99 (10,18)** - 377,47 (49,84) - 097 7,71
MRO7AS -3,07 (0,45)** 100,03 (2,42)** 209,65 (12,67)** - 428,77 (58,93) - 097 7,46
MR12AS -1,71 (0,24)** 101,69 (2,89)** 178,37 (15,09)** - 645,03 (136,86) - 092 11,16
MR14AS -3,04 (0,47)** 99,35 (2,45)** 203,70 (12,63)** - 419,7 (61,72) - 0,97 6,89
CVO03AS -1,75 (0,24)** 101,93 (2,83)** 177,98 (14,70)** - 625,01 (126,53) - 094 9,18
VTO7AS -3,51 (0,79)** 97,18 (2,45)** 180,98 (10,85)** - 338,18 (60,78) - 0,96 8,05
RNO1AS -6,09 (2,45)* 94,76 (2,06)** 156,37 (8,05)** - 224,35 (26,18) - 0,93 11,04
PLO4AS -2,19 (0,31)** 99,86 (2,7)** 203,54 (14,98)** - 556,13 (99,76) - 0,94 9,90
PLO5AS -2,21 (0,38)** 100 (2,71)** 170,80 (13,76)** - 461,38 (93,54) - 097 6,82
UVO01AS 7,71 (5,52) 96,06 (2,01)** 158,50 (14,26)** - 210,79 (26,19) - 096 886

Média - - 177,35 - 415,00 - - -
MRO6AR -1,61 (0,25)** 100,62 (5,57)** 477,3 (70,38)** 2,69 1866,71 (609,85) 4,50 0,85 17,24
MRO8AR -2,24 (0,37)** 99,69 (4,44)** 721,15 (69,13)** 4,07 1925,37 (402,01) 4,64 0,95 10,11
MR15AR -1,1(0,26)** 93,88 (9,39)** 391,87 (114,95)** 2,21 2877,9 (2130,5) 6,93 0,83 14,90
MR16AR -1,18 (0,17)** 108 (6,77)** 474,41 (83,34)** 2,67 3033,99 (1221,69) 7,31 0,90 12,66
MR18AR -1,78 (0,29)** 96,42 (4,11)** 331,78 (37,3)** 1,87 1139,38 (312,76) 2,75 0,94 10,06
MR20AR -0,99 (0,18)** 108,48 (11,96)** 670,4 (212,07)** 3,78 6164,88 (4278,11) 14,86 0,92 10,40
MR22AR -1,43 (0,26)** 91,35 (5,29)** 354,69 (56,75)** 2,00 1654,65 (657,9) 3,99 0,91 11,00
MR23AR -1,02 (0,2)** 104,35 (11,33)** 584,08 (182,82)** 3,29 5011,7 (3564) 12,08 0,88 12,70
MR25AR -3,31 (0,59)** 100,02 (3,26)** 421,6 (29,32)** 2,38 819,64 (131,54) 1,98 099 4,85
MR26AR -1,63 (0,26)** 94,76 (5,9)** 642,27 (96,23)** 3,62 2479,95 (816,07) 5,98 091 11,55
CVO01AR -0,92 (0,22)** 103,17 (13,76)** 559,54 (226,29)* 3,15 6142,54 (5757,15) 14,80 094 8,28
CV02AR -1,65 (0,28)** 99,35 (4,01)** 257,29 (29,39)** 1,45 977,2 (284,79) 2,35 091 11,74
CV04AR -1,03 (0,24)** 97,61 (7,33)** 253,44 (55,81)** 1,43 2119,88 (1397,84) 5,11 093 8,90
CVO5AR -1,97 (0,38)** 97,56 (4,58)** 527,05 (53,91)** 2,97 1611,38 (440,56) 3,88 097 6,88
VT02AR -1,07 (0,18)** 108,37 (7,56)** 415,38 (83,4)* 2,34 3258,61 (1640,83) 7,85 094 9,38
VTO3AR -1,87 (0,31)** 95,88 (5,14)** 631,88 (76,82)** 3,56 2050,64 (571,48) 4,94 095 8,83
VTO04AR -1,31 (0,24)** 100,84 (5,67)** 355,95 (53,75)** 2,01 1902,3 (775,37) 4,58 0,85 14,78
VTO5AR -2,58 (0,46)** 95,38 (3,66)** 426,86 (37,66)** 2,41 1001,61 (206,98) 2,41 097 7,79
VTO6AR -1,34 (0,2)** 103,62 (5,76)** 420,6 (64,34)** 2,37 2156,84 (773,47) 5,20 096 7,97
I001AR -1,69 (0,28)** 102,97 (5,46)** 533,52 (63,79)** 3,01 1955,31 (573,72) 4,71 097 6,70
I1002AR -1,5 (0,25)** 97,19 (5,62)** 407,68 (60,53)** 2,30 1771,96 (630,09) 4,27 095 8,62
I003AR -1,13 (0,23)** 95,33 (8,6)** 441,64 (115,35)** 2,49 3095,3 (1932,58) 7,46 0,91 10,25
I004AR -1,28 (0,22)** 95,8 (5,94)** 353,97 (62,74)** 2,00 1981,09 (863,83) 4,77 0,92 10,44
RNO2AR -1,33 (0,24)** 106,23 (9,69)** 909,38 (190,22)** 5,13 4757,54 (2288,08) 11,46 096 7,90
NPO1AR -1,25 (0,25)** 93,93 (6,57)** 340,94 (68,75)** 1,92 1968,01 (1010,22) 4,74 090 11,18
NP02AR -1,13 (0,23)** 98,7 (10,07)** 554,14 (158,65)** 3,12 3887,98 (2556,55) 9,37 092 9,95
NPO3AR -1,9 (0,43)** 88,06 (8,02)** 996,22 (196,9)** 5,62 3169,82 (1373,73) 7,64 095 845
PBO1AR -1,45 (0,28)** 94,32 (9,09)** 775,35 (173,78)** 4,37 3512,76 (1687,81) 8,46 091 11,15
PB02AR -1,5 (0,3)** 91,4 (7,02)** 607,23 (118,13)** 3,42 2637,55 (1205,18) 6,36 091 11,13
PBO3AR -1,02 (0,24)** 92,13 (9,89)** 404,7 (131,27)** 2,28 3504,11 (2783,23) 8,44 0,86 12,47
DVO03AR -1,69 (0,29)** 96,72 (5,53)** 547,21 (75,94)** 3,09 2013,95 (660,95) 4,85 095 875
PLO7AR -1,51 (0,28)** 93,92 (7,61)** 740,88 (143,6)** 4,18 3162,24 (1348,1) 7,62 094 948
VRO1AR -1,15 (0,19)** 105,54 (8,43)** 566,4 (124,32)** 3,19 3827,96 (1914,87) 9,22 095 845

¥ Valores entre parénteses indicam o erro padrao.
* e ** significativo a 5 e a 1% de probabilidade de erro respectivamente.

ns= nao significativo.
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Tabela 10 - Parametros da equacao, dose necessaria para reduzir 50% e 90% da massa da
parte aérea seca (GRso- GRyo), fator resisténcia (Fr), coeficiente de determinagao
ajustado (R?) e raiz do quadrado médio do erro (RQME) para a variavel massa da
parte aérea seca (g pl') aos 28 dias apds a aplicagdo de glyphosate em 44
populagdes de azevém. UTFPR — Pato Branco, 2017.

Populagao b d GRso Fr-GRsy GRg Fr-GRgy R? RQME
MRO4AS 1,33 (0,17)** 2,98 (0,1)** 137,84 (12,3)** - 722,25 (143,21) - 0,92 0,29
MRO5AS 4,09 (0,78)** 2,17 (0,07)** 207,62 (10,08)** - 355,09 (42,30) - 0,96 0,18
MRO7AS 2,82 (0,57)** 1,84 (0,09)** 205,69 (17,48)** - 448,74 (74,1) - 0,96 0,15
MR12AS 1,39 (0,35)** 1,3(0,11)** 167,04 (34,05)** - 807,08 (295,44) - 0,9 0,15
MR14AS 2,27 (0,44)** 1,84 (0,1)** 217,07 (21,44)** - 570,68 (109,18) - 0,96 0,15
CVO3AS 2,51 (0,45)* 2,25(0,1)** 178,93 (13,15)** - 429,03 (72,6) - 0,9 0,29
VTO7AS 1,75 (0,25)** 2,31 (0,1)** 218,17 (21,66)** - 768,21 (136,79) - 0,95 0,19
RNO1AS 1,89 (0,25)** 1,84 (0,07)* 165,56 (13,57)* - 530,08 (85,38) - 0,95 0,31
PLO4AS 1,42 (0,32)** 1,46 (0,1)** 169,39 (29,64 )** - 795,56 (265,89) - 0,94 0,12
PLO5AS 1,92 (0,51)* 1,39 (0,12)** 220,19 (36,69)** - 693,27 (222,48) - 0,94 0,14
UVO1AS 1,74 (0,19)** 3,49 (0 1) 167,08 (10,22)** - 590,68 (82,41) - 0,96 0,26

Média - 186,78 - 610,06 - - -

MRO6AR 1,64 (0,33)** 1,73 (0 11)** 495,01 (83,18)** 2,65 1882,65 (574,01) 3,09 085 0,27
MRO8SAR 2,03 (0,31)** 2,46 (0,09)** 842,13 (80,44)** 4,51 2484,01 (440,93) 4,07 090 0,32
MR15AR 0,90 (0,07)** 08 (0,13)** 491,52 (53,96)** 2,63 5616,26 (1150,21) 9,21 0,85 0,5
MR16AR 2,16 (0,28)** 3,09 (0,09)** 660,17 (49,3)** 3,53 1830,05 (249,68) 3,00 0,93 0,33
MR18AR 1,34 (0,15)** 3,15(0,13)** 286,10 (32,32)** 1,53 1473,17 (260,96) 241 093 0,31
MR20AR 1,59 (0,23)** 2,63 (0,11)** 704,03 (81,93)** 3,77 2792,72 (523,68) 458 087 0,38
MR22AR 1,15 (0,31)** 31(0,13)** 377,82 (107,4)** 2,02 2561,49 (1373,65) 4,20 0,91 0,13
MR23AR 1,88 (0,21)** 2 (0,09)** 805,42 (63,45)** 4,31 2588,29 (349,65) 424 094 03
MR25AR 2,18 (0,47)** 2,15 (0,11)** 433,91 (48,18)** 2,32 1186,27 (248,5) 1,94 097 0,15
MR26AR 1,28 (0,1)** ,05 (0,11)** 795,15 (66,24)** 4,26 4396,68 (610,22) 721 087 0,53
CVO1AR 0,83 (0,14)** 2,29 (0,16)** 477,31 (129,25)** 2,56 6836,23 (2757,3) 11,21 0,94 0,18
CV02AR 1,57 (0,52)** 1,27 (0,13)** 303,07 (73,67)** 1,62 1224,5 (563,09) 2,01 088 0,17
CVO04AR 0,93 (0,11)** 2,86 (0,14)** 255,62 (41,14)** 1,37 2709,41 (722) 444 0,84 0,39
CVO5AR 3,49 (0,76)** 2,33 (0,09)** 587,85 (42,69)** 3,15 1102,45 (156,7) 1,81 098 0,17
VT02AR 1,25 (0,3)** ,49 (0,13)** 357,16 (87,4)** 1,91 2068,4 (850,02) 3,39 0,90 0,17
VTO3AR 4,56 (1,14)** 2,65 (0,08)** 846,94 (46,54)** 4,53 1371,79 (198,99) 225 09 0,23
VTO4AR 1,44 (0,27)** 1 87 (0,12)**  360,3 (62,17)** 1,93 1663,21 (496,26) 273 092 0,2
VTO5AR 2,18 (0,43)** 2,21 (0,1)* 569,37 (59,5)** 3,05 1557,12 (323,26) 255 097 0,17
VTO6AR 1,47 (0,26)** 2,1 (0,12)** 391,03 (59,68)** 2,09 1749,76 (459,19) 2,87 097 0,14
I001AR 3,04 (1,61) 1,28 (0,09)**  607,4 (84,74)** 3,25 1250,27 (535,73) 2,05 089 0,19
I002AR 1,92 (0,18)** 4,43 (0,11)** 403,75 (23,74)** 2,16 1271,29 (135,01) 2,08 0,97 0,31
IO03AR 0,8 (0,07)** 3,69 (0,13)** 391,36 (53,06)** 2,10 6058,55 (1429,31) 9,93 0,90 0,35
IO04AR 1,18 (0,09)** 4,34 (0,13)** 325,13 (29,19)** 1,74 2102,25 (297,46) 345 094 0,39
RNO2AR 1,66 (0,39)** 1,75 (0,1)** 925,94 (147,6)** 4,96 3473,09 (1024,32) 5,69 0,94 0,17
NPO1AR 1,44 (0,19)** 3,09 (0,13)** 384,79 (40,65)** 2,06 1768,83 (335,67) 290 0,93 0,31
NPO2AR 1,12 (0,56)* 0,65 (0,12)** 578,82 (336,52) 3,10 4104,72 (4182,36) 6,73 0,89 0,08
NPO3AR 1,79 (0,31)** 2,35 (0,09)** 1027,9 (117,33)** 5,50 3513,91 (817,26) 576 0,94 0,21
PBO1AR 1,33 (0,14)** 3,06 (0,1)** 886,95 (92,97)** 4,75 4628,44 (920,02) 759 087 0,39
PB02AR 1,47 (0,12)** 4,12 (0,1)** 788,72 (58,42)** 4,22 3518,41 (513,69) 577 0,92 0,44
PB03AR  1,2(0,14)* 2,94 (0,12)** 493,79 (62,07 )** 2,64 3080,62 (646,27) 5,05 0,91 0,31
DVO3AR 1,78 (0,33)** 2,07 (0,1)** 696,88 (87,66)** 3,73 2401,33 (576,3) 394 092 0,23
PLO7AR 1,66 (0,22)** 2,83 (0,09)** 928,08 (88,84)** 4,97 3476,33 (627,96) 570 0,95 0,22
VRO1AR 1,38 (0,16)** 2,96 (0,12)** 479,16 (54,22)** 2,57 2353,46 (444,41) 3,86 0,96 0,23

¥ Valores entre parénteses indicam o erro padrao.
** significativo a 5 e a 1% de probabilidade de erro respectivamente.
ns= n&o significativo.

Na avaliacdo de controle realizada aos 14 DAA, o LDsy das
populagbes suscetiveis situou-se entre 116,2 e 242,02 g.e.a. ha' e o das
populagbes resistentes entre 154,07 e 701,88 g.e.a. ha™', proporcionando
valores de Fr entre 0,84 e 7,37 (Tabela 8). Para a avaliagéo de controle aos 28
DAA, o LDsp das populagdes suscetiveis variou entre 121,00 e 209,65 g.e.a. ha

' e os das populagdes resistentes entre 253,44 e 909,38 g.e.a. ha’', resultando
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em Fr - LDsp entre 1,43 e 5,13 (Tabela 9). O LDgo obtido apartir do controle aos
28 DAA de todas as populagbes suscetiveis foram inferiores a 720 g.e.a. ha™’,
situando-se entre 278,21 e 645,03 g.e.a. ha'. Dentre as populagdes resistentes
0 LDgo variou entre 819,64 e 6164,88 g.e.a. ha', o que proporcionou valores de
Fr - LDgo entre 1,98 e 14,86. O GRso das populagdes sucetiveis situou-se entre
137,84 e 220,19 g.e.a. ha' e das populagdes resistentes entre 286,1 e 928,08
proporcionando Fr - GRso entre 1,37 e 5,50 (Tabela 10). O GRgo das populacdes
suscetiveis variou de 355,09 a 807,08 g.e.a. ha™! e das populagbes resistentes
de 1102,45 até 6836,23 g.e.a. ha™'. Os valores de Fr - GRy deste periodo se
situaram entre 1,81 e 11,21.

As populagbes PLO7AR, PB01AR, RNO2AR e NPO3AR
apresentaram os maiores valores de LDso (740,88; 775,35; 909,38 e 996,22
g.e.a. ha' respectivamente) em controle aos 28 DAA e GRso (928,08, 886,95,
925,94 e 1027,9 g.e.a. ha™' respectivamente) e consequetemente os maiores
valores de Fr - LDso (4,18, 4,37, 5,13, 5,62 respectivamente) e Fr - GR5o (4,97,
4,75, 4,96 e 5,50 respectivamente).

As populagdes resistentes possuem LDsp e GRsp distribuidas
principalmente entre 300 e 500 g.e.a. ha' (45% para ambos respectivamenrte)
e LDgo e GR9o (39 e 30% respectivamente) entre 1500 e 2500 g.e.a. ha™! (Figuras

10 e 11). Os demais valores se distribuem fracionadamente pelo eixo.
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Figura 10 - Diagrama de violino combinado com diagrama de caixa para demostrar a distribui¢gdo
dos valores de LDsp € GR5p das populagdes suscetiveis e resistentes ao glyphosate
quando avaliado o controle aos 14 (a) e 28 (B) dias apds a aplicagdo (DAA) e MPAS
(C) aos 28 (DAA). O ponto representa a média geométrica das observagdes enquanto
que a linha representa a mediana. UTFPR - Pato Branco, 2017.
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representa a mediana. UTFPR — Pato Branco, 2017.
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4.1.1 Discussao

Afim de caracterizar a resposta ao glyphosate de populacdes de
azevém das Regides Sul e Sudoeste do Parana, 44 populagbes foram
estudadas. Os valores de LDsp e GRso das populagdes suscetiveis se situaram
entre 121,0 e 220,19 g.e.a. ha™! e estdo de acordo com o observado na literatura
para a espécie (JASIENIUK et al., 2008; SALAS et al., 2012; SALAS et al., 2015;
FERNANDEZ-MORENO et al., 2017; GONZALEZ-TORRALVA et al., 2012;
KARN et al., 2018). Os valores de LDgo destas populagdes foram inferiores a 720
g.e.a. ha'', confirmando que a dose de rétulo foi eficiente para o controle destas
plantas.

De modo geral, os valores ode LDsp e GRso observados ndo foram
elevados e se situaram principalmente entre 300 e 1000 g.e.a. ha' sendo que
em uma Unica populagdo foi superior a 1000 g.e.a. ha' (GRsp da NPO3AR).
Diferentes estudos avaliando a resisténcia de azevém ao glyphosate,
demonstraram que comumente os valores de GRso se situam proximo a 1000
g.e.a. ha' e ja foram detectados valores de até 9000 g.e.a. ha' (KARN et al.,
2018). Os Fr baseados em LDso ou GRsp das populagdes estudadas se situaram
entre 1,35 e 5,62 e estdo de acordo ao observado em outros estudos para a
espécie, os quais comumente variam de 2 a 15 (JASIENIUK et al., 2008; PEREZ-
JONES et al., 2005; KARN et al., 2018). De fato, ndo ha consenso quanto a
valores de FR que sejam considerados como discriminatorios para descrever o
problema da resisténcia, sendo que para determinados mecanismos de agao
herbicidas e espécies daninhas, podem variar em centenas ou milhares de vezes
(BURGOS et al., 2013; YU et al., 2012; HAN, et al. 2012). Em especifico ao
glyphosate, considerando diferentes espécies, estes valores comumente podem
variar de 2 a 14 (ALCANTARA-DE LA CRUZ et al., 2016; HUANG et al., 2019;
DE CARVALHO et al.,2012; LORENTZ et al., 2014; WIERSMA et al., 2015; NGO
et al., 2018; ALARCON-REVERTE et al., 2015; ALARCON-REVERTE et al.,
2013; POWLES e PRESTON, 2006). Todavia, sabe-se que niveis de resisténcia

baixos, acarretam aumento dos custos de produgao da cultura, além de que as

68



plantas resistentes remanescentes apdés a aplicacdo do herbicida, estardo
competindo por recursos e comprometendo o potencial produtivo da cultura.

A alta variabilidade de resposta dentro de um grande conjunto
amostral, conforme observado no presente estudo, € uma caracteristica
esperada. A intensidade de selegcdo das populagdes, ou seja, a pressao de
selecao imposta pelo glyphosate € variavel para cada lavoura. Avaliando
populagdes de azevém da California, Jaseniuk et al. (2008) observou que dentre
118 populacdes, 54 apresentavam ao menos uma planta sobrevivente e 24
apresentavam 95% das plantas resistentes. Avaliando a frequéncia de individuos
resistentes em 15 populagdes de azevém também da Califérnia, foi observado
que dentro de cada populagéo pode variar de 10 a 90% (KARN e JASENIUK,
2017). Em 15 populagdes de L. rigidum do Oeste Europeu, o Fr das populag¢des
variou de 1 a 18 (FERNANDEZ-MORENO et al., 2017) e em 11 populacdes de
Kochia scoparia da area central dos EUA, o Fr variou de 1 a 14 (WIERSMA et
al., 2015). Em 44 populagdes de Ipomoea spp da Regido Sudoeste do Parana,
o fator toleréncia ao glyphosate situou-se entre 1 e 34 (PAZUCH et al., 2017). A
selegao direcional positiva quando ha aplicagdo de herbicidas tem sido sugerida
como mecanismo selecionador de individuos tolerantes ou resistentes a
herbicidas (BAUCOM e MAURICIO, 2004).

Na regido onde foram realizadas as coletas das amostras de
sementes, o0 uso do glyphosate de forma mais intensiva se iniciou juntamente
com o alastramento do plantio direto a partir do fim da década de 1980. Mesmo
antes da liberagao de culturas resistentes ao glyphosate em 2005 no estado do
Parana, alguns agricultores ja relatavam a dificuldade de controle de azevém
com o glyphosate. Portanto, o processo de selegcdo das plantas na regido ja
ocorre ha mais de 40 anos, sendo intensificando nos ultimos 15 anos. E
importante destacar que em plantas de polinizagdo cruzada, como é o caso do
azevém, pode haver o fluxo de pdlen entre populagdes vizinhas e isso contribui
com o aumento da variabilidade genética dos individuos e consequentemente a
variabilidade de resposta a herbicidas. Estudos com plantas do género Lolium
demonstraram que o pélen viavel pode chegar até 3000 km da planta mae (BUSI
et al., 2008).
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A caracterizacao da resisténcia por meio de curvas dose resposta
permitem a melhor compreengao do comportamento das populagdes perante o
aumento das doses do herbicida. O LDs0/GRso0 possuem caracter cientifico e
permitem a comparacao entre populacdes na literatura, enquanto o LDgo/GRgo
possuem caracter técnico e sdo importantes para demonstrar a dose necessaria
para o controle das plantas a campo. Os valores de LDgo apresentaram elevada
variabilidade (819,64 a 6164,88 g.e.a. ha') e em algumas populagdoes como a
MR20AR e CVO01AR, foram necessarias doses 15 vezes superiores a das
populagdes suscetiveis para proporcionar o mesmo nivel de controle. Na
literatura ha diversos estudos que avaliam a resposta de um grande numero de
populagdes supostamente resistentes a herbicidas, todavia, comumente estes
caracterizam apenas se ha presenga ou auséncia de plantas resistentes,
enquanto que analises de curvas dose resposta comumente sao realizadas com
poucas populacdes (JASENIUK et al., 2008; KARN et al., 2018; FERNANDEZ-
MORENQO et al., 2017). Conforme observado no presente estudo, ha populagbes
com baixo nivel de resisténcia as quais podem ser mascaradas sem uma
avaliagao precisa.

A analise por curvas de resposta a doses do herbicida permitiu
identificar populagdes com distintos niveis de resisténcia, no qual baseado com
os resultados observados na literatura ndo podem ser considerados elevados,
com Fr se situando principalmente entre 2 e 4. Em areas em que é detectado o
inicio da resisténcia, € recomendado que os agricultores e técnicos responsaveis
desencadeiem estratégias de manejo que incluam sistemas integrados, tais
como métodos culturais, rotagcdo e associacdo de herbicidas com distintos e
mecanismos de agao, a fim de evitar a evolugao destes casos de resisténcia a
niveis superiores. Para as areas de lavoura em que a resisténcia ja esta
disseminada, € necessario a adogao de taticas de manejo mais aprimoradas,
além das ja supracitadas. Neste caso, os responsaveis devem estar mais atentos
aos habitos de desenvolvimento da espécie, realizando o manejo das plantas em
estadios mais oportunos, antes destas iniciarem o estadio reprodutivo ou até
mesmo antes da emergéncia das plantulas. Em ambas as situacbes, é
importante que os responsaveis pelas areas também tomem cuidado com o
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manejo, especialmente com a intensidade dos herbicidas alternativos ao
glyphosate utilizados, a fim de reduzir a pressao de selecdo com 0s novos
mecanismos, evitando que as populagdes evoluam para a resisténcia multipla,
assim como ja vem sendo observado em populagdes desta espécie e de outras

em diferentes lavouras da Regido Sul do Brasil.

4.2 ESTUDO MOLECULAR DO MECANISMO RELACIONADO AO LOCAL DE
ACAO ENVOLVIDO NA RESISTENCIA DE AZEVEM AO GLYPHOSATE

4.2.1 Resultados

4.2.1.1 Dose resposta

O ensaio de curva dose resposta indicou resposta diferencial entre
as trés populagdes resistentes ao glyphosate. O nivel de injuria foi proporcional
ao incremento das doses de glyphosate, tanto para as populagdes S quanto R,
todavia, as populacdes R foram menos sensiveis (Figura 12). A partir dos valores
de GRso das populagdes resistentes e suscetiveis (Tabela 11) foram calculados
os Fatores de Resisténcia (Fr), de acordo com o par pertencente ao mesmo local
de coleta. Os Fr's foram de 3,39, 2,60 e 5,59 respectivamente para MR20AR,
VTO5AR e RNO2AR (Tabela 11).
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Figura 12 - Massa da parte aérea seca aos 28 dias apds a aplicagdo de glyphosate em seis
populacdes de azevém oriundos da regido Sudoeste do Parana. Os pontos indicam
a média de quatro repeticdes enquanto as barras representam o erro padrao da
média dos valores estimados pela equagao. Os parametros sdo observados na

Tabela 11. UTFPR — Pato Branco, 2017.
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Tabela 11 - Parametros da equagao, R? ajustado, raiz do quadrado médio do erro (RQME) e
dose de glyphosate requerida para proporcionar 50% de injuria das plantas (GRso)
de seis populagdes de azevém. FR indica o fator resisténcia. UTFPR — Pato Branco,

2017.

~ Parametros 2
Populagéo ; p SR FR R?* RQME
MRO5AS 4.09 (0.78)** 2.17 (0.07)** 207.62 (10.08)** - 0.96 0.18
MR20AR 1.59 (0.23)** 2.63 (0.11)** 704.03 (81.93)** 3.39 0.87 0.38
VTO7AS 1.75(0.25)** 2.31(0.10)** 218.17 (21.66)** - 0.95 0.19
VTO5AR 2.18 (0.43)** 2.21 (0.10)** 569.37 (59.50)** 2.60 0.97 0.17
RNO1AS 1.89 (0.25)** 1.84 (0.07)** 165.56 (13.57)** - 0.95 0.31
RNO2AR 1.66 (0.39)** 1.75(0.10)** 925.94 (147.6)** 5.59 0.94 0.17

* significativos a 1 %.

4.2.1.2 Sequenciamento do gene da EPSPs

Foi sequenciado um fragmento de 301pb da EPSPs, que incluiu as

posicdes 102 e 106 da sequéncia da proteina, na qual comumente sao
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associadas as mutagdes que resultam na resisténcia das plantas ao glyphosate.
As sequéncias de aminoacidos obtidas foram comparadas com o acesso do
GenBank DQ153168 de azevém. Nenhuma das populagdes resistentes
apresentaram substituicdo de aminoacidos nestas posigdes (Tabelas 12 e 13).
SNPs (polimorfismo de nucleotideo simples) foram observados na posigao 103
das populagdes MR0O5AS, VTO7AS, VTO5AR e RNO1AS todavia sem alterar o
aminoacido. Todas as populagdes analisadas demonstraram substituicdo de
uma C/T na posicdo 133 da EPSPs, o que caracteriza uma alteragédo de uma
timina por uma isoleucina e por ocorrer em ambas as populagdes (suscetivel e
resistente), ndo é possivel caracteriza-la como responsavel pela resisténcia ao

glyphosate.

Tabela 12 - Sequéncia parcial de nucleotideos do cDNA da EPSPs isolado de populagbes de
azevém suscetiveis e resistentes ao glyphosate. IAS/CSIC — Cérdoba, 2019.
Posicéo 100 101 102 103 104 105 106 107 1
Aminoacid
o L
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Tabela 13 - Sequencia parcial de nucleotideos do cDNA da EPSPs isolada de populagbes de
azevém suscetiveis e resistentes ao glyphosate. IAS/CSIC — Cérdoba, 2019.

Posicéo 130 131 132 133 134 135 1
Aminoacido T/I*
DQ153168
MRO5AS
MR20AR
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VTO05AR
RNO1AS
RNO2AR
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4.2.1.3 Numero de copias do gene da EPSPs

As populagdes suscetiveis apresentaram entre 1 e 3 vezes maior
numero de copias da EPSPs em relagdo a CCR (Cinnamoyl-CoA-reductase)

enquanto que as populacdes resistentes apresentaram entre 3 e 57 vezes maior
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numero de copias em relagcdo a CCR (Figura 13). As populagbes VTO7AS
(Suscetivel) e VTO5AR (Resistente) nao diferiram quanto ao numero de copias
do gene. A populacdo RNO2AR apresentou numero de copias 33 vezes superior
ao da populacdo RNO1AS, enquanto que a populacdo MR20AR apresentou
numero de cépias 4 vezes superior a da populacdo MRO5AS.

Figura 13 - Numero de copias do gene da EPSPs relativo a CCR (Cinnamoyl-CoA-reductase)

em populagdes de azevém suscetiveis e resistentes ao glyphosate. IAS/CSIC —
Cérdoba, 2019.
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4.2.1.4 Expresséao do gene da EPSPs

Tanto para as populacdes suscetiveis quanto para as resistentes,
nao foi constatado aumento da expressdo da EPSPs apds a aplicacido do
glyphosate (24 HAT) em comparagdo a expressao anterior a aplicagdo do
herbicida (0 HAT) (p<0.05). Portanto os dados foram agrupados para se obter a
expressao relativa de cada populacao resistente em comparacao ao respectivo
par suscetivel (Figura 14). Duas das trés populagdes resistentes estudadas

apresentaram maior expressao da EPSPs em relacdo as suscetiveis do mesmo
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municipio de coleta. Os niveis de expressdo das populagdes MR20AR e
RNO2AR foram 5,6 e 23,9 vezes superiores, respectivamente, as populagdes
MRO5AS e RNO1AS, enquanto que as populagdes VTO7AS e VTO5AR nao
diferiram entre si. A expressdo do gene da EPSPs foi positivamente
correlacionada com o numero de cépias do gene (R?* = 0,86) e com 0 GRsp das
populagdes (R?* = 0,81) (Figura 15).

Figura 14 - Nivel de expressao da EPSPs (x10°%), antes (0 horas) e apds (24 horas) a aplicacdo
de glyphosate (HAT) em populagbes de azevém suscetivel e resistente ao
glyphosate. IAS/CSIC — Cérdoba, 2019.
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Figura 15 - Relagdo entre: a) Nivel de expressdo da EPSPs (EPSPs:FN x10%) (24 HAT) e numero
de copias do gene da EPSPs (EPSPs:CCR) (R? = 0,86) e b) Nivel de expresséo da
EPSPs (EPSPs:FN x105) (24 HAT) e dose de glyphosate necessaria para
proporcionar 50% do injuria (LDso) (R? = 0,81) em plantas azevém. IAS/CSIC —
Cérdoba, 2019.
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4.2.2 Discussao

A fim de estudar o envolvimento do mecanismo relacionado ao
local de acdo, em populagdes de azevém resistentes ao glyphosate, foram
conduzidos diferentes estudos para verificar se ha presenca de substituicdo de
aminoacidos, amplificacdo e expressao do gene da EPSPs. A analise de curva
de dose resposta demonstrou que as populacgdes resistentes possuem niveis
distintos de resisténcia ao glyphosate, em que o fator resisténcia (FR) se situa
entre 2,60 e 5,59 em relacdo a populacdo suscetivel do respectivo local de
coleta. Estes valores de FR estdo de acordo com os relatados em outras
populagcdes de azevém resistentes ao glyphosate do Brasil (VARGAS et al.
2016). Todavia, em populagdes resistentes nos Estados Unidos ja foram
registrados FR de até 15 (JASIENIUK et al., 2008). O FR é dependente do
mecanismo de resisténcia e valores elevados sugerem que mais de um
mecanismo pode estar envolvido. Para algumas espécies, valores baixos de FR
sao associados com mecanismos relacionados ao local de agao principalmente
decorrentes de substituicdes unicas de aminoacidos na sequéncia codificadora
da proteina da EPSPs (SAMMONS e GAINES, 2014).

Nenhuma das populagdes resistentes estudadas apresentaram
substituicdo de aminoacidos dentro da regido sequenciada. Estudos realizados
com populagdes de azevém resistentes ao glyphosate demonstraram que,
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quando presente, a substituicdo ocorre na posi¢ao 106 do gene da EPSPs, de
uma prolina para alanina ou serina (PEREZ-JONES et al.,, 2007; KARN e
JASIENIUK, 2017). Em outras plantas da familia Poaceae, como Lolium
perenne, L. rigidum, Eleusine indica, Leptochloa virgata e Echinochloa colona,
foram observadas substituicdes de aminoacidos nas posi¢coes 102, 106 e 310 do
gene da EPSPs (KAUNDUN et al., 2011; ALARCON-REVERTE et al., 2014; YU
et al., 2015; ALCANTARA-DE LA CRUZ et al., 2016; KARN et al., 2017). Foi
sugerido que alteragdo de aminoacidos nao é o principal mecanismo envolvido
na resisténcia de Lolium spp. ao glyphosate (WAKELIN e PRESTON 2006),
sendo comum encontrar populagdes resistentes ao herbicida que nao possuam
substituicdes. Neste estudo, foi observado a substituicdo de treonina por uma
isoleucina na posicdo 133, a qual foi observada em ambas as populagcdes
(suscetivel e resistente) ndo podendo ser responsavel pela resisténcia ao
glyphosate. Este fato também foi observado em populagdes de L. perenne na
Argentina (YANNICCARI et al., 2017).

O aumento do numero de cépias do gene da EPSPs foi observado
nas popula¢cdes MR20AR (10,5x) e RNO2AR (57,6x) em relagao as respectivas
populacdes MRO7AS e RNO1AS, mas nao na populacdo VTO5AR em relacao a
VTO7AS. A variacdo do numero de cépias do gene da EPSPs observada neste
estudo, esta de acordo com o realizado com populagdes de azevém do Arkansas
(SALAS et al, 2012; SALAS et al, 2015) no qual plantas resistentes
apresentavam numero de copias que superaram em 100x o das plantas
suscetiveis. De fato, estudos com diferentes espécies de plantas daninhas, tais
como Amaranthus palmeri, L. multiflorum, Chloris truncata e Kochia scoparia tém
demonstrado que o aumento do niumero de cépias do gene da EPSPs possui
efeito aditivo com o nivel de resisténcia ao glyphosate (GAINES et al., 2010;
SALAS et al., 2015; JUGULAM et al., 2014; NGO et al., 2018). O gene da EPSPs,
normalmente possui baixo numero de copias em plantas (XU et al., 2002; THE
ARABIDOPSIS INFORMATION RESOURCE, 2009) e a variagdo do numero de
copias deste gene pode estar relacionada a diferentes mecanismos, tais como
os elementos transponiveis e eventos de duplicagdo em tandem (PATTERSON
etal.,2017; POWLES, 2010). Elementos transponiveis e a presenga de helitrons
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foram associados com a amplificagdo do gene da EPSPs em Amaranthus
palmeri (MOLIN et al., 2017). O aumento do numero de cépias do gene nao esta
relacionado ao nivel de ploidia em Amaranthus palmeri (CULPEPPER et al.,
2006). E importante considerar que mecanismos relacionados ao local de agéo
podem representar impactos distintos no processo de evolugao da resisténcia.
Apesar da substituicdo de aminoacidos no sitio de agao enzimatico muitas vezes
resultar em menores niveis de resisténcia, a sua herdabilidade é mais estavel de
acordo com o avango de geragdes, comparativamente a variagdo do numero de
copias do gene (GAINES et al., 2010). Isto ocorre principalmente em fungao dos
mecanismos de reparagao do DNA, ja que foi proposto que, na auséncia de
pressao de selegao pelo herbicida com o avango de geragdes, € provavel que o
numero de copias normalize (GAINES et al., 2010).

O numero de copias da EPSPs apresentou correlagao positiva com
a expressao do gene (0,86), sugerindo que as coépias adicionais produzem
transcritos funcionais nas populagdes resistentes de azevém, o que esta de
acordo com o que foi observado com plantas de Kochia scoparia, Eleusine indica
e Amaranthus tuberculatus (CHEN et al., 2015; DILLON et al., 2017; WIERSMA
et al., 2015). De fato, o aumento do numero de copias nem sempre possui
relagao direta com a expressao génica. Foi observado que, apesar de plantas
resistentes de Bromus diandrus apresentarem alto numero de copias do gene da
EPSPs, a expressao foi baixa (MALONE et al., 2016). A expressao do gene esta
relacionada com a atividade dos mecanismos tradutores, os quais poderao ou
nao aumentar a producao de transcritos em relagédo ao numero de copias do
gene.

Em nenhuma das populagbes estudadas (S ou R) foi constatada
diferenca de expressao da EPSPs em fungao dos periodos apds aplicagao. Fato
semelhante foi observado em plantas de Leptochloa virgata e Amaranthus
tuberculatus (ALCANTARA-DE LA CRUZ et al., 2016; LORENTZ et al., 2014).
Isto sugere que a aplicagao do glyphosate n&o proporciona efeito regulatério da
EPSPs nas plantas de azevém estudadas, mas sim que as plantas ja estdo

condicionadas devido ao maior numero de copias do gene.
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A expressao do gene da EPSPS foi positivamente correlacionada
com a variagcdo do numero de copias do gene. Aumento da expressao foi
observada nas populagdes MR20AR (5.6) e RNO2AR (23.9) em relagéo as
respectivas populacdoes MR0O7AS e RNO1AS, mas nao na populagdo VTO5AR
comparativamente a VTO7AS. Também foi constatada correlagédo positiva entre
a expresséo do gene (24HAT) e o GRso das populagdes (0,81). O aumento da
expressao da EPSPs em populagdes resistentes também tem sido observado
em populacdes de L. multifforum e L. perenne, onde nivel de expressao das
populacdes resistentes foi de 15 a 23x superior ao das populagcdes suscetiveis
(FERNANDEZ-MORENO et al., 2017; YANNICCARI et al., 2017). Em uma
populagcdo de Amaranthus spp. resistente ao glyphosate a expressao do gene
da EPSPs foi 35x superior a da populagdo suscetivel (GAINES et al., 2010,
NANDULA et al., 2014). Estudos tem demostrado que a expressao do gene da
EPSPs é positivamente correlacionada com a atividade da enzima EPSPs
(FERNANDEZ-MORENO et al., 2017) e inversamente proporcional ao acimulo
do acido chiquimico (MOHSENI-MOGHADAM et al., 2013). A manutengao ou
aumento da producao da proteina da continuidade a rota que metaboliza o acido
chiquimico proporcionado a sobrevivéncia das plantas mesmo com a elevagao
das doses do herbicida.

Em conjunto, estes resultados demonstram que o aumento da
expressao do gene da EPSPs devido a amplificagdo génica sdo mecanismos
relacionados com a resisténcia das populacbes MR20AR e RNO2AR ao
glyphosate, mas nado da populacdo VTO5AR. De fato, pela auséncia de
mecanismo relacionado ao local de agao envolvido na resisténcia da populacao
VTO5AR ao glyphosate, € provavel que o mecanismo de resisténcia desta
populagao seja nao relacionado ao local de agao do herbicida. Diversos outros
mecanismos nao relacionados ao local de acdo podem estar envolvidos na
resisténcia de azevém a herbicidas, como reduzida absorc¢ao e translocacao aos
pontos meristematicos, devido ao sequestro vacuolar (FERREIRA et al., 2006;
GE et al., 2012, FERNANDEZ-MORENO et al., 2017).

Estudos ja confirmaram a reducdo da translocacdo do herbicida
como mecanismo de resisténcia em populacbes de azevém do Brasil
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(FERREIRA et al., 2006), todavia, ainda ndo havia sido caracterizado o aumento
do numero de cépias e a superexpressdo do gene da EPSPs em populagdes
dessa espécie no Brasil. Azevém é uma espécie de polinizagao cruzada, o que
facilita a troca de material genético e favorece o compartiihamento de
mecanismos de resisténcia entre populagbes. E importante destacar que as
populagdes utilizadas no presente estudo foram coletadas em propriedades
localizada a uma distancia maxima de 40 km entre si. Evidencia-se, portanto,
que dentro de uma pequena regido podem estar presentes populagdes com
distinta resposta ao herbicida, determinada por distintos mecanismos de
resisténcia, e que estes podem nao estar relacionados. Portanto, estratégias de
manejo devem ser adotadas para evitar o fluxo génico entre populacoes e a

combinacao entre diferentes mecanismos resisténcia.

4.3 DEMOGRAFIA DE AZEVEM SUSCETIVEL E RESISTENTE AO
GLYPHOSATE

4.3.1 Resultados

4.3.1.1 Emergéncia

A taxa média de emergéncia de plantulas das populagdes
suscetiveis e resistentes foi de 72,3% (0,4; desvio padrao) e 72,8% (+0,5),
respectivamente. Como nao foram observadas diferengas (p<0,05), os dados
foram agrupados. Portanto, a taxa de emergéncia global observada foi de 72,5%
(£0,4). A emergéncia iniciou aos 16 dias apos a semeadura de azevém, atingindo
50% da emergéncia total entre 25 e 28 dias e 90% aos 37 dias apds a semeadura
(Figura 16).
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Figura 16 - Precipitagdo ( B ) e emergéncia acumulada ( — ), de populagdes de azevém.
IAS/CSIC — Coérdoba, 2019.

100 - -
-60

< 75-

S o
3 g
£ 405
3 —
o i Q
o 50 2
© (o]
: E]
<% 3
5 - 20—
e 251

LLl

0_ I __________ I I_ ...... I| ‘I ........ II'II-l — I- .0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 67
Periodo experimental (dias)

4.3.1.2 Sobrevivéncia de plantulas em diferentes cohorts e populagbes

Os dois primeiros cohorts da populacado suscetivel apresentaram
taxas de sobrevivéncia similares, com valores situando-se de 0,02 e 0,03,
resultados semelhantes foram observados com a populagao resistente, no qual
a taxa de sobrevivéncia situou-se de 0,04 a 0,05 (Figura 17 e Tabela 14). Em
cada populacao, o terceiro cohort apresentou taxa de sobrevivéncia superior aos
dois primeiros, sendo de 0,10 e 0,16, respectivamente, para as populagdes
suscetivel e resistente. A analise de log-rank confirma a diferenca significativa
entre as curvas de sobrevivéncia (X?= 32,86, g/ =5, p = <0,001; Figura 17), com
maior sobrevivéncia das plantas do terceiro cohort em comparagao aos dois
primeiros (Holm-Sidak test. p<0,05; Tabela 15). Destaca-se que dentro de um
mesmo cohort, em nenhum caso foi observada diferenga entre as populagdes
suscetivel e resistente ao glyphosate (p<0,05; Tabela 15).
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Figura 17 -

Curvas de sobrevivéncia das cohorts de plantas de azevém suscetivel e resistente
ao glyphosate. IAS/CSIC — Cérdoba, 2019.
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Tabela 14 - Sobrevivéncia média das populagbes de azevém suscetivel e resistente ao

glyphosate em trés cohorts. IAS/CSIC — Cérdoba, 2019.

Cohort Populacéo Sobrevivéncia EPM*
1 Suscetivel 0,02 0,02
______________________ Resistente 0,04 0,02
5 Suscetivel 0,03 0,02
______________________ Resistente 0,05 0,02
3 Suscetivel 0,10 0,049
Resistente 0,16 0,073

* Erro padrao da média
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Tabela 15 - Comparacao multipla de pares sobre o padrao de sobrevivéncia entre as populagdes
de azevém suscetivel e resistente ao glyphosate em trés cohorts. IAS/CSIC —
Cérdoba, 2019.

Comparacgdes Estatistica Valor de p
C1suscetivel vs. C1resistente 0.0011 0,97
C2suscetivel vs. C2resistente 4,65 0,2
C3suscetivel vs. C3resistente 0,57 0,91
C1suscetivel vs. C2suscetivel 0,076 0,95
C1suscetivel vs. C3suscetivel 7,88 0,049*
C2suscetivel vs. C3suscetivel 7,49 0,048*
C1resistente vs. C2resistente 3,03 0,35
C1resistente vs. C3resistente 9,64 0,024*
C2resistente vs. C3resistente 16,18 0,0008*

4.3.1.3 Caracteres reprodutivos em diferentes cohorts

Nao foi observada diferenca entre as populagdes suscetivel e
resistente ao glyphosate quanto aos caracteres reprodutivos avaliados (p<0,05)
e desta forma os dados foram combinados para o estudo. Em relagédo ao numero
de espigas por planta, ndo houve diferengas significativas entre o primeiro
(50,34+2,72 esp pl') e 0 segundo cohort (47,02+3,44 esp pl'), todavia, o terceiro
produziu 40% menos espigas (27,27+3,18 esp pl') (Figura 18). Para o nimero
de espiguetas por espigas, ndo houve diferengas significativas entre os trés
cohorts (24,29+0,43; 26,15+0,6 e 24.29+0,79 espgt esp™), respectivamente para
os cohorts 1, 2 e 3) (Figura 18). Nao houve diferenca significativa entre os dois
primeiros cohorts para o numero de flores por espigueta (11,33+0,16 e
12,12+0,38 flrs espgt™?!, cohort 1 e 2 respectivamente), todavia o terceiro foi
significativamente superior (13,17+0,36 flrs espgt') aos dois primeiros (Figura
18).
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Figura 18 - Caracteres reprodutivos de azevém, espigas por planta (a), espiguetas por espigas
(b) e flores por espigueta (c) em cada época de estabelecimento. IAS/CSIC —
Cérdoba, 2019.
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4.3.1.4 Efeito da densidade sobre o potencial de produgédo de sementes

Em ambas as populagbes, o modelo de hipérbole retangular
apresentou um bom ajuste com os dados observados (Figura 19, Tabela 16),
demonstrando que a producao de sementes € dependente da densidade de
plantas. Em ambas as populacdes, os modelos demostraram que houve reducao
da fecundidade conforme houve o aumento da densidade, alcangando 90% de
reducao para a densidade é de 50 pl m2. O maximo potencial de produgcao de
sementes por planta em baixa densidade diferiu significativamente entre as
populagdes suscetivel e resistente (p<0.05), sendo superior na populagao
suscetivel (20300+£1212 s pl') se comparada com a resistente (13830+1305 s pl-
) (Tabela 16).
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Figura 19 - Efeito da densidade sobre a produgdo de sementes de biotipos de L. multiflorum
suscetiveis e resistentes a herbicidas. IAS/CSIC — Cérdoba, 2019.
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Tabela 16 - Pardmetros do modelo de hipérbole retangular (eqn 1). Maxima capacidade de
producdo de sementes por planta de azevém (f) e area requerida para produzir
sementes (a), raiz do quadrado médio do erro (RQME) e o pseudo coeficiente de
determinacdo (R?), para as populagbes suscetivel e resistente ao glyphosate.
IAS/CSIC — Cérdoba, 2019.

Parémetros

Populacao 7 a RQME Rz
Suscetivel 20300,0 (1212,0%) 0,17 (0,03) 110,5 0,97
Resistente 13830,0 (1305,0) 0,12 (0,03) 136,0 0,89

#*Valores entre parénteses indicam o erro padrao da média.
* Os valores de f se diferem pelo teste t (p<0.05)
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4.3.2 Discussao

O estudo da demografia de plantas daninhas € um importante
passo na busca do melhor entendimento do comportamento das plantas a nivel
populacional e para desenvolver estratégias de manejo integradas mais
eficientes. Neste trabalho, foram estudados parametros demograficos das
principais etapas de desenvolvimento de azevém, tanto para a populagao
suscetivel quanto resistente ao glyphosate.

O recrutamento médio de plantulas foi de 73%, sendo superior ao
observado em condi¢do natural, a qual foi de 40% (ICHIHARA et al., 2010 e
MAIA et al., 2009). Sob condigdes ambientais adequadas, observa-se que o fluxo
de emergéncia de azevém pode ser rapido, e a maior proporgao das sementes
aptas germinardo em um periodo de 30 dias. Neste trabalho, as sementes foram
posicionadas a 1 cm de profundidade no solo, caracteristica a qual pode ter
favorecido a emergéncia principalmente por serem fotoblasticas positivas
(DEREGIBUS et al., 1994). Entretanto, em plantas de azevém tem sido
observado que o potencial de emergéncia € o mesmo em sementes
posicionadas dentro dos primeiros 5 cm de solo, mas € reduzida em
profundidades maiores (ARNOTT, 1969; VILA-AIUB et al., 2005). Destaca-se
que em sistemas conservacionistas, nesta profundidade (0-5 cm) é encontrada
a maior propor¢ao (>90%) de sementes de azevém (ICHIHARA et al., 2010). Em
conjunto, estes resultados sugerem a alta e rapida emergéncia das plantulas de
azevém em condi¢gdes ambientais adequadas.

O inicio da emergéncia ocorreu aos 16 dias apdés a semeadura,
sendo desencadeada quando a precipitagdo acumulada atingiu 30 mm. Para
Lolium rigidum, sugere-se que seja necessaria uma precipitacdo de ao menos
10 mm para iniciar o processo germinativo (FERNANDEZ-QUINTANILLA et al.,
2000). Tal fato se assemelha com o observado no presente trabalho.

Os resultados demonstram que a taxa de emergéncia n&o diferiu
entre as populagdes suscetivel e resistente ao glyphosate. Entretanto, diversos
estudos tém caracterizado o fluxo de emergéncia diferencial entre populagdes
suscetivel e resistente ao glyphosate em diferentes espécies de plantas
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daninhas, incluindo azevém (GIACOMINI, WESTRA, WARD, 2014; ETTEN et
al., 2016, FERNANDEZ-MORENO et al., 2017). Nestes casos, comumente é
atribuido a emergéncia inferior de populagdes resistentes em comparagao as
suscetiveis. Todavia, tem-se observado que o mecanismo responsavel pela
resisténcia das plantas ao herbicida pode influenciar diretamente dinamica de
emergéncia das plantulas (VILA-AIUB et al., 2005; DELYE et al., 2013).

A taxa sobrevivéncia de plantulas, ou seja, a propor¢cao de
plantulas que chegam ao estadio adulto foi similar entre o primeiro e o segundo
cohort para suscetiveis e resistentes, porém inferior as plantas que se
estabeleceram no terceiro cohort. De fato, a taxa de sobrevivéncia diferencial
limitou-se apenas entre os cohorts e n&o ocorreu entre as populagdes suscetivel
e resistente dentro do mesmo cohort (Tabela 3). Diversos estudos com diferentes
espécies tém demonstrado a sobrevivéncia diferencial de plantas em func¢ao dos
diferentes cohorts. Em plantas de C. bonariensis, a sobrevivéncia pode variar de
0,13 a 0,44; com Salsoa australis pode variar de 0 a 0,75; em Digitaria
sanguinalis entre 0,003 e 0,2 e com Amaranthus palmeri de 0,5 a 0,95
(ZAMBRANO-NAVEA et al., 2018; BORGER et al., 2009; OREJA et al., 2012 e
NEVE et al.,, 2011). A diferengca de sobrevivéncia entre as cohorts pode ser
explicada pelas diferentes épocas de estabelecimento. Em geral, as plantas que
se estabelecem primeiro no ambiente exercem forte competicdo (intra-
especifica) sobre as que se estabelecem posteriormente (RADOSEVICH et al.,
2007; BORGER et al., 2009). Neste trabalho, a taxa média de sobrevivéncia, foi
semelhante entre o primeiro e o segundo cohort, que foram inferiores ao terceiro.
Nos primeiros 60 dias apds o estabelecimento de cada cohort, a precipitagcao
acumulada foi de 127, 174 e 126 mm, enquanto a soma térmica acumulada foi
de 891, 690 e 643 °C, respectivamente para as cohorts 1, 2 e 3. E possivel que
a maior sobrevivéncia do terceiro cohort seja atribuida principalmente a
distribuigdo pluviométrica (Figura 3).

As plantas desenvolvidas nos diferentes cohorts se diferenciaram
em alguns caracteres reprodutivos, tais como espigas por planta e flores por
espigueta. O numero de espigas por planta foi 40% inferior no terceiro cohort em
comparagao aos dois primeiros, todavia o numero de flores por espigueta do
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terceiro cohort foi em média 13% superior ao primeiro e segundo. O numero de
espigas por planta variou de 30 a 50, sendo inferior ao observado por Bararpour
etal. (2017), o qual foi de 100 a 153 espigas por planta em diferentes populag¢des
de azevém. O numero de espiguetas por espiga foi semelhante ao observado
em populagdes de azevém do Arkansas (23 espg esp™') (BARARPOUR et al.,
2017). O numero de flores observado em cada espigueta situou-se entre 11 e
13, todavia, a fecundagdo é dependente das condigcbes do ambiente e da
proximidade com outras plantas, pois para Lolium (multiflorum, perenne e
rigidum) é obrigatoria a polinizagdo cruzada entre plantas. Em plantas de L.
perenne, a capacidade natural de polinizagdo pode variar entre 3 e 33%
(GREGOR, 1928). Desta forma, condi¢gdes que afetem o fluxo de pdlen, tais
como a existéncia de barreiras fisicas (culturas) podem afetar negativamente a
polinizacdo. Dentre as plantas do género Lolium, L. perenne € a mais semelhante
morfologicamente com o L. multiflorum, todavia, o desenvolvimento de L.
perenne é levemente inferior (TERRELL, 1968).

A capacidade de producido de sementes €& um processo
dependente da densidade, assim como também é observado com outras plantas
daninhas, tais como L. rigidum, D. sanguinalis e C. bonariensis (GONZALEZ-
ANDUJAR e FERNANDEZ-QUINTANILLA, 2004; OREJA et al, 2012;
ZAMBRANO-NAVEA et al., 2018). Neste trabalho, foi observado que a espécie
apresenta elevada capacidade reguladora da populagdo, pois 50 pl m-? podem
reduzir o potencial maximo de producao de sementes em 90% para ambas as
populacdes. Resultados semelhantes foram observados com L. rigidum
(GONZALEZ-ANDUJAR et al., 2004). O forte efeito regulatorio, dependente da
densidade, também foi observado em outras espécies, com C. bonariensis, a
reducédo do potencial de fecundagdo pode chegar a 65% em uma densidade
similar ao do presente estudo (ZAMBRANO-NAVEA et al., 2018). E importante
ressaltar que a diferenca existente entre as populacbes em relagcdo a
fecundidade maxima ocorre apenas em baixa densidade (Tabela 16). Diferenca
no potencial de produgao de sementes em populacdes suscetiveis e resistentes
ao glyphosate também tem sido descrita com o género Lolium. Plantas de
azevém suscetiveis ao glyphosate produziram 8000 s pl-', enquanto que plantas
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resistentes produziram 5000 s pl', em condicdo de casa de vegetagdo
(FERNANDEZ-MORENO et al., 2017). Resultados semelhantes sdo observados
com plantas de L. perenne, aonde que plantas suscetiveis ao glyphosate
produziram 7500 s pl! e plantas resistentes 5000 s pl' (YANNICCARI et al.,
2016).

Diferentemente do observado no presente estudo, trabalhos
efetuados por Vargas et al. (2005) e Yanniccari et al. (2016), respectivamente,
com L. multiflorum e L. perene, constataram diferengas de caracteres
reprodutivos entre populagdes suscetiveis e resistentes ao glyphosate. Diversos
fatores biolégicos e moleculares podem estar envolvidos no custo adaptativo em
plantas resistentes ao glyphosate, todavia, acredita-se que o principal seja
relacionado a redugado da eficiéncia catalitica da EPSPs, devido as mutacgdes
que proporcionam alteragdes na estrutura da enzima (VILA-AIUB et al., 2019).
Destaca-se a importancia desta enzima, pois aproximadamente 30% de todo o
carbono fixado pela planta passa pela rota do acido chiquimico, a qual é
constituinte (MAEDA, DUDAREVA, 2012). Todavia, em plantas cujo o
mecanismo de resisténcia é a superexpressdo da EPSPs, tem sido observado
maior producdo de compostos relacionados ao metabolismo secundario e
produgcdo de sementes, se comparadas a isolinhas em que ndao ha a
superexpressao da enzima (BERES et al., 2018; FANG et al., 2018). Por isto, foi
sugerido que as plantas poderiam apresentar vantagem em ambientes sem a
aplicacao do glyphosate (VILA-AIUB et al., 2019). Portanto, para o melhor
entendimento do custo adaptativo em plantas resistentes a herbicidas, €
importante o estudo do mecanismo envolvido na resisténcia.

O manejo de plantas daninhas deve ser efetuado ndo apenas com
0 uso de herbicidas, mas sim com a combinacdo de sistemas de cultivos. A
diversificacao de sistemas é apresentada como a estratégia de manejo mais
eficiente para o manejo de plantas daninhas (ZAMBRANO-NAVEA et al., 2016).
Desta forma, problemas mais complexos, tais como a resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas, poderia ser prevenida com a adogao de estratégias de
manejo integrado, para as quais o conhecimento demografico das populacdes
poderia fornecer uma contribuigcdo muito significativa.
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4.4 PREVISAO DA EMERGENCIA DE AZEVEM UTILIZANDO O TEMPO
TERMAL DO SOLO

4.4 1 Resultados

O numero médio de plantulas emergidas durante a temporada de
2016 foi de 149 pl m* em Mariopolis e 174 pl m* em Pato Branco. Nao foi
observada diferenca entre os locais de amostragem (Mariépolis e Pato Branco)
para o padrao de emergéncia de plantulas (p <0,05), desta forma os dados foram
combinados para o ajuste do modelo de regressao (Figura 20A). Em ambos os
locais, a emergéncia iniciou com aproximadamente 400 TT, se estendendo até
aproximadamente 950 TT. O pico de emergéncia foi observado logo apos o seu
inicio, se situando entre 450 e 500 TT. Na temporada de 2018, o numero médio
de plantulas emergidas foi de 38 plantulas m2 e a emergéncia iniciou com
aproximadamente 300 TT, se estendendo até 1250 TT (Figura 21).

Figura 20 - Emergéncia para cada tempo termal (A) e acumulada (B) de azevém observada para

0s municipios de Maridpolis e Pato Branco, dados coletados durante o ano de 2016.
IAS/CSIC — Cérdoba, 2019.
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Figura 21 - Emergéncia de azevém observada no municipio de Pato Branco. Dados coletados

durante a temporada de 2018. IAS/CSIC — Cdérdoba, 2019.
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A fungdo de Gompertz apresentou melhor ajuste aos dados
observados em comparacao as fungoes, Logistica e Weibull (AICc = 88.66, 97.18
e 146.93 respectivamente) (Tabela 17). Desta forma, foi escolhida para

descrever a emergéncia de azevém.

Tabela 17 - Critério de informac&o de Akaike corrigido (AlICc) para os modelos de Gompertz,
Logistic e Weibull. IAS/CSIC — Cérdoba, 2019.

Modelo AlCc
Gompertz 88.16*

Logistic 97.18

Weibull 146.94

*O menor valor &€ melhor

O modelo de Gompertz com o tempo termal apresentou um bom
ajuste com os dados observados (R?* = 0,98 e RMSE = 6,14), e indicou precisédo
para explicar a emergéncia acumulativa da espécie (Tabela 18). De acordo com
0 modelo, a emergéncia pode iniciar em aproximadamente 300 TT, alcangando
50% com 444 TT e 90% com 590 TT (Figura 20B).
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O modelo foi validado com um conjunto de dados independente
coletados na temporada de 2018. A relagcdo entre a emergéncia de plantulas
observada e a prevista pelo modelo de Gompertz mostrou boa correspondéncia
(R* = 0,97) (Figura 22). Os valores de ME e CE foram 0,97 e 0,08
respectivamente, corroborando com a indicagao de que os dados estimados sao
muito semelhantes aos dados observados (Tabela 19). O valor do CD (1,07)
indica que o modelo pode superestimar ligeiramente a emergéncia de plantulas.
De fato, os valores observados em cada método foram proximos do esperado,

confirmando que o modelo é eficiente para descrever a emergéncia de azevém.

Figura 22 - Validagédo do fluxo de emergéncia de azevém. Dados coletados do experimento
conduzido em 2018. IAS/CSIC — Cérdoba, 2019.
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Tabela 18 - Valores dos parametros e performance do modelo de Gompertz (Erro padréo entre
parénteses). IAS/CSIC — Cordoba, 2019.

Parametros
k B m
100.00 0.0151 (0.002)* 444.20 (8.65)* 6.14 0.98
* Significativo a P < 0.05; RQME: Raiz do quadrado médio do erro.

RQME R?
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Tabela 19 - Performance estatistica para o modelo Gompertz. R2: Coeficiente de determinacao;
ME: Eficiéncia do modelo; CE: Coeficiente de erro; CD: Coeficiente de determinagao
do modelo. IAS/CSIC — Cérdoba, 2019.
R2 EM CE CD
0,97 0,97 0,08 1,07

4.4 .1 Discussao

Diferentes estudos tem sido desenvolvidos para modelar a
emergéncia de L. rigidum no Clima Mediterrédneo (HADI et al., 2009; IZQUIERDO
et al., 2013), mas ainda ndo existe um modelo para descrever a emergéncia de
azevém sob condi¢des de clima Subtropical Umido e Temperado, como é o caso
da Regiao Sul do Brasil. O modelo de Gompertz apresentou o melhor ajuste aos
dados observados, resultados semelhantes também foram relatados por
Izquierdo et al. (2013) com L. rigidum. O modelo foi validado com dados obtidos
em um experimento independente e demonstrou precisdo ao prever a
emergéncia de azevém. De fato, isto foi confirmado através da verificagdo da
qualidade do ajuste com diferentes estatisticas métricas, em que os valores
observados em cada metodologia foram préximos ao esperado quando se
buscava um ajuste perfeito. Isto confirma que o modelo apresentado é eficiente
na descricdo da emergéncia de plantulas de azevem.

O modelo previu que a emergéncia atingiria 90% quando a soma
térmica do solo atingisse 590 TT, valor este superior ao observado para L.
rigidum, que se situa entre entre 242 e 390 TT (FERNANDEZ-QUINTANILLA et
al., 2000; HADI e GONZALEZ-ANDUJAR, 2009; IZQUIERDO et al., 2013). De
fato, a variabilidade entre espécies e ambientes é esperada em estudos de
emergéncia de plantulas em espécies daninhas, devido ao requerimento térmico
diferencial entre as espécies e os diferentes sistemas de manejo em cada area
de cultivo. Ao avaliar a emergéncia de 10 espécies de plantas daninhas em
diferentes ambientes, Dorado et al. (2009) observaram que a exigéncia térmica
para obter 90% das plantas emergidas pode variar de 208 a 2744 TT.

O desenvolvimento de modelos preditivos para descrever a
emergéncia de plantulas, tem como objetivo principal a aplicacdo de estratégias
de manejo mais eficientes para o controle de plantas daninhas. A destes
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resultados, considera-se que uma unica aplicagédo de herbicida pos-emergéncia
em um determinado momento poderia controlar a grande parte das plantas
presentes na area. De fato, o modelo também fornece suporte para o uso de
herbicidas pré-emergentes, pois € possivel aplicar o herbicida abrangendo o
maior numero de plantulas com probabilidade de emergéncia. No Brasil, as
populagdes de azevém tém sido caracterizadas como sendo resistentes aos
herbicidas inibidores da EPSPs, ALS e ACCase (HEAP, 2020). Felizmente,
ainda ndo ha casos registrados de plantas de azevém resistentes a herbicidas
pré-emergentes recomendados para o manejo da espécie (ex: trifuralin e S-
metholaclor). A aplicacdo de estratégias de manejo mais eficientes poderia
retardar a evolugao de populagdes resistentes.

Estudos que avaliam a emergéncia de azevém demonstram que o
processo ocorre principalmente na primeira metade do outono (MAIA et al.,
2008). Acredita-se que a emergéncia se concentre nesse periodo devido ao
término da dorméncia primaria das sementes no periodo pés-maturagao, quando
as sementes sao expostas a altas temperaturas durante o verdao (STEADMAN et
al., 2003; ICHIHARA et al., 2009). Os resultados observados com os
experimentos realizados em 2016 estdo de acordo com esta afirmacdo. Nos
ensaios de 2016, observou-se que a distribuicao das chuvas foi semelhante nos
dois locais, mostrando que o solo apresentava condi¢des favoraveis de umidade
para o inicio do processo de germinagdo. Neste caso, assume-se que o fator
limitante para desencadear o processo germinativo € o acumulo térmico do solo.
Como demonstrado por Bradford (2002), a temperatura é considerada o principal
fator regulador da dorméncia e germinacdo das sementes em ambientes de
clima temperado.

Modelos baseados apenas no acumulo térmico do solo podem, ser
eficazes para descrever a emergéncia de plantulas de diferentes espécies
(Dorado et al., 2009; Yousefi et al., 2014). No entanto, alguns aspectos devem
ser considerados quando se trabalha com modelos empiricos para descrever a
emergéncia. O inicio da contabilizagdo do acumulo térmico deve partir de um
periodo especifico, e neste trabalho, a contabilizagdo em 2016 foi iniciada a partir
da colheita da cultura da soja, predecessora do azevém. Pesquisadores tém
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sugerido que a contabilizagdo deve iniciar com o plantio de uma nova safra
(FORCELLA et al., 2000), o que proporciona uma comparagao direta do tempo
de aparecimento entre a planta daninha e a cultura. Condi¢cbes climaticas
atipicas também podem impactar nos resultados gerados pelo modelo. Estudos
desenvolvidos com Abutilon theophrastiindicaram que as necessidades térmicas
das sementes da América do Norte e do Mediterraneo (Espanha e Portugal) séo
distintas (MYERS et al., 2004; DORADO et al., 2009). Isto pode ser afetado pelas
condicbes ambientais sob as quais os experimentos foram conduzidos, ou pelo
manejo do solo e pelas caracteristicas genéticas das sementes. No presente
trabalho, ambos os locais experimentais em 2016 pertencem a mesma regiao
climatica, o que pode ter contribuido para a precisdo do modelo. Portanto, para
uma melhor compreensdo da emergéncia de plantulas de azevém, mais
trabalhos devem ser realizados com dados coletados em diferentes ambientes,
para que seja possivel reconhecer padroes mais facilmente e assim desenvolver
modelos amplos.

O modelo Gompertz foi apropriado para descrever a emergéncia
de plantulas de azevém em fungdo do tempo térmico do solo. Os testes de
validagao demonstraram uma boa correspondéncia entre os dados observados
e previstos. Modelos de previsdo empirica de emergéncia podem ser
incorporados aos sistemas de suporte de decisdo como uma ferramenta para o
manejo integrado de plantas daninhas (GONZALEZ-ANDUJAR et al., 2010). Isto
pode contribuir para um manejo mais eficiente e sustentavel das plantas

daninhas, bem como para a redug¢ao da dispersao da resisténcia aos herbicidas.

4.5 MODELANDO A DINAMICA POPULACIONAL E ESTRATEGIAS DE
MANEJO DE AZEVEM SOB DOIS CENARIOS CLIMATICOS

4 .5.1 Resultados

4.5.1.1 Cenario 1 (Temperatura média 2007 — 2017)
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A estratégia M1 indica o desenvolvimento dos trés cohorts sem

interferéncia e representa o maximo numero de sementes no banco (Figura 23).

Este manejo pode ser utilizado como uma linha base em comparagéo as demais

estratégias de manejo. Ambas as populagbes suscetivel

e

resistente

apresentaram valores préximos. Com a populagdo suscetivel, o banco de

sementes tende a estabilizar em 19121+371 s m*, enquanto que a populagio

resistente se estabiliza com 204631363 s m2. Ambas as populagdes se

estabilizaram a partir do terceiro ano de simulagéo.

Figura 23 - Evolugdo do banco de sementes de populagdes de azevém, para o Cenario 1
considerando a temperatura média para o periodo de 2007 - 2017, para suscetivel
(a) e resistente (b) ao glyphosate, e para o cenario 2 com previsdo de incremento
médio na temperatura diaria de 2,5 °C para suscetivel (a) e resistente (b) ao
glyphosate. Sob diferentes estratégias de manejo. M1 = Pousio, M2 = PosTC1 +
PosPC2, M3 = PosTC1 + PosTC2 + PosPC3, M4 = PosPC2 + PosTC3, M5 = T/S,
M6 = A/S, M7 = A/M, M8 = T/S/A/M, M9 = A/S/A/M, M10 = T/S/A/M/A/S. IAS/CSIC
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Apesar das populagdes suscetivel e resistente se diferirem quanto

ao potencial de produgédo de sementes, as estratégias de manejo afetaram o

banco de sementes de ambas as populagbes de forma semelhante (Figura 23a
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e 23b). Os manejos quimicos utilizados (M2, M3 e M4) apresentaram elevado
impacto sobre o banco de sementes e foram capazes de reduzi-lo em mais de
15% (1578199, 1008115 e 2338125 para o suscetivel e 2296157, 1044118 e
3409+42 s m para o resistente respectivamente para cada estratégia de manejo
M2, M3 e M4) em relagao a linha base (M1). A estratégia M3 que é composta
pela abrangéncia de aplicagdo nos trés cohorts (PosTC1 + PosTC2 + PosPC3)
apresentou o maior potencial de supressédo do banco de sementes, chegando a
95% em relagéo a linha base em ambas as populagdes.

A estratégias de manejo M5 e M7 tem como base os cultivos de
trigo/soja e aveia/milho respectivamente. Ambos reduziram o banco de
sementes de forma similar, chegando a 95% de redugéao (1060+27 e 1068126 s
m2 para o suscetivel e 1090+57 e 109217 s m? para o resistente
respectivamente para M5 e M7) em relagcdo ao M1. A estratégia M6, que
corresponde ao cultivo de aveia/soja apresentou menor potencial de reducao do
banco de sementes em comparagao as demais estratégias de manejo, chegando
a 60% de redugdo (7877+111 e 83391108 s m2 suscetivel e resistente
respectivamente) quando comparado a M1.

A estratégia M8 corresponde a uma alternancia entre M5 e M7 e
também indicou redugdo de 95% (1059+31 e 1091+15 s m2 suscetivel e
resistente respectivamente) em relacdo a M1. As estratégias M9 e M10 utilizam
sistemas de sucessao de cultivos com diferentes potenciais de supressao do
banco de sementes, os quais correspondem a combinagdes em alternancia dos
manejos M5, M6 e M7. Nesses manejos, houve sazonalidade do sistema, de
forma que a supressao variou de 70 a 95% de acordo com o ano de cultivo em
ambas as populagbes (5623+67 e 1203127 s m? e 5741131 e 1226+14 s m?

respectivamente para as populagdes suscetivel e resistente).

4.5.1.2 Cenario 2 (Incremento de 2.5°C na temperatura média)

Com a elevacgao esperada da temperatura como consequéncia das
mudancas climaticas, aumento na capacidade de suporte do ambiente é

observado em relagéo ao Cenario 1 (Figura 23). O aumento foi de 26% para a
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populagéo suscetivel (19121+371 => 241821253 sementes m2) e 18% para a
populagdo resistente (20463+363 => 24299+255 sementes m-2). Da mesma
forma, os resultados demostram que o efeito do aumento da temperatura implica
em aumento da populagcdo em todas as estratégias de manejo em relagado ao
Cenario 1 (Figura 1). De modo geral, a eficiéncia de redugéo de cada estratégia
de manejo em relagao a linha base foi semelhante ao observado no Cenario 1.
A excecao foi da estratégia M4, na qual o modelo indica redugéo da eficiéncia
em comparagcao ao Cenario 1. Com a populacdo suscetivel, o banco de
sementes da estratégia M4 foi reduzida em 60% (10067+258 s m?), enquanto
que para a resistente a redugao foi de 55% (113191£212 s m?), em comparagao
alinha base (M1) de cada populagao. Isto corresponde a uma perda de eficiéncia
da estratégia em cerca de 30% no Cenario 2 em relagéo ao Cenario 1.

A eficiéncia da reducdo do banco de sementes das demais
estratégias de manejo baseadas nos métodos quimicos foi superior a 95% tanto
para a populagdo suscetivel (M2; 1293+128 e M3; 1303+18 sementes m2)
quanto a resistente (M2; 2023+37 e M3; 1425+18 sementes m=2). Com as
estratégias baseadas nos sistemas de rotagdo de cultura, a redu¢do do banco
de sementes variou entre 55% (M6; 10763+149 sementes m=2) e 94% (M7;
1335141 sementes m=) para populagdes suscetiveis e entre 54% (M6;
11036140 sementes m?) e 94% (M8; 1462+40 sementes m?) para as

resistentes em relacao a linha base.

4.5.2 Discussao

As simulagdes foram realizadas utilizando as principais estratégias
de manejo implantadas pelos agricultores da Regiao Sul do Brasil e envolveram
tanto cultivos de inverno como cultivos de verdo. A natureza estocastica do
modelo permite avaliar o efeito da variabilidade dos parametros demograficos
(ZAMBRANO-NAVEA et al., 2016). Isto pode ser descrito como o efeito de
fatores bidticos e abidticos no sistema e é uma ferramenta importante para
demonstrar as possiveis flutuagdes nos resultados gerados pelo modelo. O

banco de sementes observado no Cenario 1 com a linha base, situou-se entre
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19121+371 s m2 (suscetivel) e 20463+363 s m (resistente). Estes resultados
estdo de acordo com o observado em condi¢cdes naturais do banco de sementes
da espécie em areas de lavoura (MAIA et al. 2008). Estes niveis populacionais
sdo altos o suficiente para proporcionar perdas elevadas no rendimento de graos
de culturas se a planta daninha n&o for controlada (NANDULA et al., 2014).
Estratégias que sao baseadas exclusivamente no manejo quimico
M2 e M3, apresentaram elevada eficiéncia e foram capazes de suprimir o banco
de sementes em mais de 95% em relagéo a linha base de cada populagdo em
ambos os cenarios climaticos. Todavia, o potencial de supressdo do banco de
sementes pelo manejo M4 passou de 85% (ambas as populagdes suscetivel e
resistente) no Cenario 1 para 55 (resistente) e 60% (suscetivel) no Cenario 2. A
elevagao prevista da temperatura implica diretamente na velocidade de acumulo
térmico do solo, refletindo na antecipagdo da emergéncia de plantulas. O
incremento da temperatura do solo promove a sincronizagdo e reduz a
distribuicdo temporal da emergéncia de plantulas (VARANASI et al., 2016).
Conforme observado, isto pode trazer implicagdes quanto ao manejo da espécie,
principalmente para o manejo M4, pois o0 aumento de temperatura previsto no
Cenario 2 resulta em menor eficiéncia, tanto para a populacéao suscetivel como
resistente a herbicidas, em comparagéo a linha base. No cenario 2, o aumento
da temperatura resulta no aumento da velocidade da emergéncia de plantulas
de azevém promovendo o aumento do numero de individuos no primeiro cohort
em detrimento ao segundo e terceiro. A antecipacdo da emergéncia € um
indicativo de que estratégias de manejo deverao ser adotadas antecipadamente,
principalmente considerando o cultivo de trigo, pois plantas ja estabelecidas no
ambiente possuem maior potencial de reduzir o potencial produtivo de culturas
se comparado as plantulas que se emergem apos o estabelecimento da cultura
(RADOSEVICH et al., 2007).
As estratégias de manejo que utilizam trigo e milho demostraram
elevada eficiéncia na reducdao do banco de sementes de azevém. De fato, o
manejo de plantas de azevém para o plantio do trigo ocorre antes que estas
iniciem o estadio reprodutivo, enquanto que as que emergem apos o plantio
comumente sao controladas por herbicidas pds emergentes. Considerando a
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introdugédo de milho no sistema, o manejo das plantas de azevém, comumente
ocorre anterior a etapa de maturagéo fisiolégica das sementes. Em ambos os
casos, ocorre a redugao da quantidade de sementes que retornam ao banco.

As estratégias de cultivo que incluem aveia seguido por soja,
indicaram menor potencial em suprimir o banco de sementes de azevém. O fato
pode ser atribuido principalmente a auséncia de aplicagao de herbicidas em pds
emergéncia da aveia para o manejo de azevém (Galvan et al., 2015), desta
forma, as plantas de azevém que emergirem apds as plantas aveia séo afetadas
principalmente pela competicao interespecifica.

As estratégias de manejo M9 e M10 demostraram que o potencial
de supressao do banco de sementes é dependente do ano de cultivo. Nestes
manejos, € observado que durante os anos em que ha o cultivo de aveia/soja, o
numero de sementes de azevém presentes no banco é inferior ao manejo
continuo somente com aveia/soja (M7). Isto € um indicativo de que a
diversificacao do sistema de cultivo também contribui com a redugéo do banco
de sementes de plantas daninhas e a longo prazo, proporciona resultados mais
satisfatorios se comparados a um sistema continuo (ZAMBRANO-NAVEA et al.,
2016). A diversificacdo de sistemas € sugerida como uma ferramenta mais
adequada na busca de melhores estratégias de manejo de plantas daninhas. De
fato, além de melhorar o controle de plantas daninhas, considerando um sistema,
a rotacdo de plantas de cobertura € fundamental para auxiliar no controle de
pragas e doengas, tal como o mal do pé do trigo, além de contribuir com a
melhoria da qualidade quimica dos solos (PRIMAVESI et al., 2000). Especula-
se que, em virtude das mudangas climaticas, medidas de manejo baseadas no
controle quimico possam se tornar menos eficazes devido a uma mudanga no
ambiente (condicdes mais secas e quentes) ou alteracbes na anatomia,
fisiologia, crescimento e fenologia das plantas daninhas alvo (ZISKA et al., 2015).
Este fato realca a importancia da diversificagao de sistemas de cultivo.

As mudancgas climaticas podem ser consideradas como um dos
principais problemas a serem enfrentados pelos agricultores futuramente. O uso
de modelos pode dar uma visao da dinamica de populagdes de plantas daninhas
a longo prazo. As abordagens das dinamicas populacionais podem
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desempenhar um papel fundamental ao preencher lacunas no estudo da
ecofisiologia e do nicho climatico. Os resultados deste trabalho demostram o
aumento em populacdes resistentes e suscetiveis, sugerindo agravamento da
infestacdo desta espécie. As estratégias aqui simuladas sdo comumente
utilizadas pelos agricultores, mas apesar do alto nivel de controle em alguns
casos, eles ndo parecem ser eficientes para alcangar o controle satisfatério da
espeécie sob o cenario de mudancgas climaticas considerado.

De fato, apesar das populacdes suscetivel e resistente diferirem
quanto ao numero de sementes produzidas por planta em baixas densidades, o
banco de sementes em equilibrio, das popula¢des suscetivel e resistente ao
glyphosate sao similares, mesmo comparando a linha base entre as populagdes.
De fato, com o aumento da densidade de plantas, € observada reducdo da
diferengca na capacidade de producdo de sementes por planta entre as
populacdes (Item 4.3). Populacdes de Bassia scoparia suscetiveis e resistentes
ao glyphosate, apesar de se diferirem em taxas de emergéncia, ndo apresentam
diferencas quanto ao montante final de sementes presentes no banco
(OSIPITAN et al., 2019). Todavia, diferengcas entre as populagdes seriam
observadas considerando a aplicagao de glyphosate de forma isolada, em que
as plantas suscetiveis seriam controladas e a resistentes sobreviveriam.

A anadlise de sensibilidade (Tabelas 20 e 21) revelou que os
parametros demograficos mais sensiveis as variagées foram fecundacéo e a
capacidade de polinizagdo. Para as populagdes suscetivel e resistente, em
ambos os cenarios, a analise de sensibilidade demostrou que, dentre os trés
cohorts, o numero final de individuos adultos é afetado principalmente pelo
primeiro e segundo cohort, pelo fato de estes serem representados pelas
primeiras plantas que se estabelecem no ambiente e por isso possuem
vantagem competitiva em relagao as demais, além disso, condigées ambientais
mais favoraveis ao desenvolvimento das plantas pode ser considerado nesta
época. Isto demonstra que as estratégias de manejo devem ser direcionadas as
plantas que se estabelecem nestes cohorts para que se obtenha maior sucesso
de controle tanto de individuos suscetiveis como resistentes. Também & possivel
observar que o tamanho da populacgao é afetado pela capacidade de polinizacao.
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A espécie apresenta alto potencial de produgcdo de sementes, todavia, estudos
conduzidos com Lolium perenne, indicam que a capacidade polinizagao natural
é de apenas 12% (GREGOR, 1928). Um dos fatores que contribuem é de que a
fecundacdo € dependente da polinizacdo cruzada, a qual pode ser facilmente
afetada pelas condigbes climaticas. Longos periodos de precipitagdo podem
dificultar a dispersédo do pdlen enquanto que periodos com temperaturas muito
elevadas e baixa umidade do ar podem reduzir a sua viabilidade. De fato, a
auséncia de insetos polinizadores também pode contribuir com a reducéo da
polinizacgéo.

Tabela 20 - Analise de sensibilidade dos parametros utilizados no modelo para cada cenario de

manejo para as populacdes suscetivel e resistente considerando o Cenario 1.
IAS/CSIC — Cérdoba, 2019.

Parametros Mangjo™
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
Suscetivel
sm** -0.17 -0.83 -0.18 -0.34 -0.02 -0.08 -0.02 -0.02 -0.03 -0.03
e -0.25 0.80 -0.20 0.27 0.21 0.01 0.21 0.21 0.14 0.15
sdlsis 0.18 0.07 0.08 0.70 0.09 0.19 0.09 0.09 0.12 0.12

sdlsiz 0.008 0.965 0.201 0.044 0.184 0.023 0.184 0.184 0.110 0.115
sdlsis 0.038 0.094 0.001 0.008 0.005 0.022 0.005 0.005 0.008 0.008

f 060 08 060 080 060 060 060 060 059 0.59

Ip 310 292 375 489 390 442 390 390 3.88 393

sl -0.28 -0.72 -0.28 -0.57 -0.28 -0.28 -0.28 -0.28 -0.27 -0.27
Resistente

sm -017 -0.83 -0.18 -0.34 -0.02 -0.08 -0.02 -0.02 -0.03 -0.03

e -0.25 0.80 -0.20 0.27 0.21 0.01 0.21 0.21 0.14 0.15

sdlsi1 0.18 0.07 008 070 009 019 009 0.09 012 0.2
sdlsiz 0.008 0.965 0.201 0.044 0.184 0.023 0.184 0.184 0.110 0.115
sdlsis 0.038 0.094 0.001 0.008 0.005 0.022 0.005 0.005 0.008 0.008

f 060 089 060 080 060 060 060 060 059 0.59
Ip 310 292 375 489 390 442 390 39 388 3.93
s/ -0.28 -0.72 -0.28 -0.57 -0.28 -0.28 -0.28 -0.28 -0.27 -0.27

*M1 = Pousio, M2 = PosTC1 + PosPC2, M3 = PosTC1 + PosTC2 + PosPC3, M4 = PosPC2 +
PosTC3, M5 = T/S, M6 = A/S, M7 = A/M, M8 = T/S/A/M, M9 = A/S/A/M, M10 = T/S/A/M/A/S.
**sm = Mortalidade de sementes no banco, e = Emergéncia, sdlsir = Sobrevivéncia de plantulas,
sdlsiz = Sobrevivéncia de plantulas, sdlsis = Sobrevivéncia de plantulas, f = Maxima produgéo
de sementes por planta, Ip = Perda na polinizagéo, sl = Perda de sementes.
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Tabela 21 - Analise de sensibilidade dos parametros utilizados no modelo para cada cenario de
manejo para as populagdes suscetivel e resistente considerando o Cenario 2.
IAS/CSIC — Cérdoba, 2019.

Parametros Manejo®
M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
Suscetivel
sm** -017 -083 -0.18 -0.34 -0.02 -0.08 -0.02 -0.02 -0.03 -0.03
e -0.25 080 -0.20 0.27 0.21 0.01 0.21 0.21 0.14 0.15

sdlsi1 0.18 0.07 008 070 009 019 009 009 012 012
sdlsi2 0.008 0.965 0.201 0.044 0.184 0.023 0.184 0.184 0.110 0.115
sdlsi3 0.038 0.094 0.001 0.008 0.005 0.022 0.005 0.005 0.008 0.008

f 060 08 060 080 060 060 060 060 059 0.59

Ip 310 292 375 489 390 442 390 390 388 393

sl -0.28 -0.72 -0.28 -0.57 -0.28 -0.28 -0.28 -0.28 -0.27 -0.27
Resistente

sm -017 -083 -0.18 -0.34 -0.02 -0.08 -0.02 -0.02 -0.03 -0.03

e -0.25 080 -0.20 0.27 0.21 0.01 0.21 0.21 0.14 0.15

sdlsit 0.18 0.07r 0.08 070 009 019 009 009 012 012
sdlsi2 0.008 0.965 0.201 0.044 0.184 0.023 0.184 0.184 0.110 0.115
sdlsi3 0.038 0.094 0.001 0.008 0.005 0.022 0.005 0.005 0.008 0.008

f 060 089 060 08 060 060 060 060 059 0.59
Ip 310 292 375 489 390 442 390 390 3.88 3.93
sl -0.28 -0.72 -0.28 -0.57 -0.28 -0.28 -0.28 -0.28 -0.27 -0.27

*M1 = Pousio, M2 = PosTC1 + PosPC2, M3 = PosTC1 + PosTC2 + PosPC3, M4 = PosPC2 +
PosTC3, M5 = T/S, M6 = A/S, M7 = A/M, M8 = T/S/A/M, M9 = A/S/A/M, M10 = T/S/A/M/A/S.
**sm = Mortalidade de sementes no banco, e = Emergéncia, sdlsis = Sobrevivéncia de plantulas,
sdlsiz = Sobrevivéncia de plantulas, sdlsiz = Sobrevivéncia de plantulas, f = Maxima produgéo
de sementes por planta, Ip = Perda na polinizagao, s/ = Perda de sementes.

Modelos de dindmica de populag¢des sao importantes para buscar
o entendimento de populagdes a longo prazo. A fim de verificar a precisdo do
modelo, podem ser realizadas amostragens em condi¢gdes reais para cada
sistema de manejo e realizar a validagdo. O modelo permite que sejam inseridos
parametros referentes ao custo de cada manejo, assim como as perdas
potenciais em fungao da presenca de plantas de azevém. Outra possibilidade é
a incorporacao da probabilidade da evolucéo da resisténcia, e a evolugao sobre
diferentes estratégias de manejo, permitindo fazer projegdes futuras da evolugéo
da resisténcia na area (MANALIL et al., 2012).

As estratégias de cultivos utilizados indicam impacto elevado sobre
o desenvolvimento de plantas de azevém, todavia, a repeticdo dos mesmos
sistemas com os mesmos herbicidas pode ser prejudicial, pois neste caso
aumentara a pressao de selegcao e podera selecionar plantas resistentes a
herbicidas. Mesmo sistemas com sucessao de cultura devem utilizar rotagao de

mecanismo de agao herbicida para que a eficiéncia no controle de plantas nao
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seja afetada. Em suma, a diversificagdo das estratégias de manejo é
fundamental para a prevengao e o controle de plantas daninhas resistentes a

herbicidas.
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5. CONCLUSOES

Ha elevada variabilidade de resposta das populagdes de azevém
ao herbicida glyphosate, com valores de FR-GRso situando-se entre 1.37 e 5.50.
Todavia, a maior proporgao das plantas apresentam valores entre 2 e 4 (55%).
As populagdes que apresentam os maiores niveis de resisténcia sdo PLO7AR,
PBO1AR, RNO2AR, NPO3AR com respectivo FR-GRso de 4.97, 4.75, 4.96 e 5.50.

Os resultados destacam a importancia da adogao de taticas de
manejo preventivas, a fim de evitar a evolugdo da resisténcia a niveis mais
elevados, assim como para evitar o surgimento de novos casos de resisténcia a
herbicidas pertencentes a outros mecanismos de acgao.

O estudo do mecanismo de resisténcia demostra que a
amplificagdo génica € um dos mecanismos relacionados com a resisténcia de
azevém ao glyphosate na Regido Sul do Brasil. O aumento do numero de cépias
do gene pode variar de 4 a 33x superiores a das populagdes suscetiveis. O
aumento do numero de copias do gene resulta em transcritos funcionais que
aumentaram a expressdo do gene da EPSPs de 6 a 24x em comparagao as
populagdes suscetiveis.

Pela auséncia de evidéncias quanto ao mecanismo relacionado ao
local de acgdo, sugere-se que a populacdo VTO5AR possua mecanismo n&o
relacionado ao local de agdo com a resisténcia ao glyphosate.

No que se refere a demografia pode-se concluir que sob condi¢des
de ambiente adequadas, a emergéncia de azevém pode ocorrer rapidamente (<
30 dias). A época de estabelecimento das plantas no ambiente apresenta efeito
direto sobre a sobrevivéncia e caracteres relacionados a produg¢ao de sementes
(espigas por planta e flores por espigueta). Os primeiros cohorts apresentam
menor sobrevivéncia se comparado aos ultimos, todavia, maior potencial de
producado de espigas por planta. O terceiro cohort indica maior potencial de
producao de flores por planta em detrimento aos dois primeiros. As plantas de
azevém apresentam alto potencial de producédo de sementes, todavia, pode ser

severamente afetado em fung¢ado da densidade de plantas.
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A comparagao entre as populagdes suscetivel e resistente ao
glyphosate demostra que ha poucas diferencas entre elas a nivel demogréfico,
sendo caracterizado principalmente pelo potencial de produg¢ao de sementes por
planta sob baixa densidade populacional.

O modelo de emergéncia proposto descreve com precisdo o
padrao de emergéncia do azevém em fungao do tempo termal do solo. O modelo
foi validado com um conjunto de dados independente. Pode-se concluir que o
modelo é suficientemente robusto para ser usado como uma ferramenta de
previsao para descrever a emergéncia do azevém e pode ser usado como uma
ferramenta de decisao para otimizagao de estratégias de manejo da espécie.

O banco de sementes de ambas as populagbes (suscetivel ou
resistente), tendem a se estabilizar em quantidades semelhantes em ambos os
cenarios climaticos.

Independentemente do cenario climatico e da populagao, observa-
se que entre as estratégias de manejo, as culturas que utilizam aveia no inverno
sao menos eficientes em reduzir o banco de sementes azevém, enquanto as que
utilizam trigo de inverno ou milho de verdo sado mais eficientes na reducéo do
banco de sementes da espécie.

Independentemente da estratégia de manejo, o aumento da
temperatura leva a um aumento do numero de sementes no banco de sementes
de ambas as populag¢des, mas as estratégias de manejo dependentes do manejo
quimico tendem a ter sua eficiéncia reduzida.

A analise de sensibilidade mostra que as populagdes azevém sao
sensiveis a pequenas variagdes na fecundidade e polinizagdo em ambos os

cenarios climaticos.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Nesta Tese foram abordados diferentes temas dentro da area de
conhecimento das plantas daninhas, envolvendo desde o uso de técnicas de
biologia molecular para verificar o mecanismo envolvido na resisténcia de
azevém ao glyphosate até o uso de modelos matematicos para descrever a
dindmica populacional da espécie. Na figura 24 é demostrada uma rede
semantica a qual engloba algumas das sub areas de conhecimento do estudo
da Ciéncia de Plantas Daninhas, no qual s&o destacados (caixa verde) alguns
dos estudos realizados na presente tese. Ao centro se destaca a dinamica
populacional, pois a partir do seu conhecimento € possivel obter um melhor
entendimento do comportamento da comunidade infestante e adotar estratégias

de manejo mais eficientes.

Figura 24 - Rede semantica com algumas das sub areas de conhecimento da Ciéncia de Plantas
daninhas. Em destaque (caixas verdes), topicos abrangidos na presente Tese.
UTFPR — Pato Branco, 2020.
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comportamento das plantas e consequentemente da dinamica populacional da
espécie. Conforme visto no presente estudo, a emergéncia de plantulas de
azevém pode ser rapida sob condigdes adequadas. Todavia, areas de lavouras
sdo comumente expostas a sistemas de manejo variados, o proprio revolvimento
do solo pode proporcionar o enterro das sementes as quais, por apresentarem
baixo nivel de reserva e auséncia de grossa estrutura de protecao (tegumento),
apresentam baixo potencial de sobrevivéncia no solo, podendo ser deterioradas
sem gerarem novas plantulas. A taxa de sobrevivéncia difere entre plantas que
se estabelecem em diferentes épocas do ano (cohorts) e isto possivelmente é
relacionado com as condi¢gdes do ambiente. A época de estabelecimento das
plantas também afeta os caracteres reprodutivos e consequentemente o
potencial de producdo de sementes. O numero de individuos sobreviventes ao
final do ciclo reprodutivo sera o responsavel pela perpetuacdo da espécie e,
conforme observado neste estudo, a producdo de sementes é fortemente
regulada pela densidade de plantas. O azevém é uma espécie de polinizagao
cruzada obrigatéria, apesar de n&o ser estudada na presente tese, a taxa de
polinizagcdo impacta diretamente na producdo de sementes pelas plantas. A
presencga de barreiras fisicas (ex. plantas cultivadas), ou até mesmo condigcbes
ambientais (baixa umidade, elevada radiagdo) ou biologicas (auséncia de
organismos polinizadores) desfavoraveis pode comprometer o potencial de
producdo de sementes da espécie. E importante destacar que as sementes da
especie possuem dorméncia, a qual € superada pelas altas temperaturas
durante o verao no periodo denominado como pés secagem (“after ripening”).
De fato, sementes maduras que se desprendem da planta m&e podem
apresentar potencial de emergéncia logo ao atingirem o solo e prontamente gerar
novos individuos ainda ao final da primavera. Todavia pela competicdo com
outras plantas e auséncia de condi¢gdes ambientais ideais logo vem a sucumbir.
Isto acaba impactando diretamente o banco de sementes da espécie.

A partir do melhor entendimento do comportamento das plantas
(entendimento da dindmica populacional) & possivel aplicar estratégias de
manejo mais eficientes, tanto em infestagdo com espécie unica ou até mesmo
em infestacdo mista. Comumente estratégias de manejo se baseiam em

108



ferramentas quimicas ou culturais. Sabe-se da importancia do manejo cultural
como método conservacionista em aspecto ecoldgico e considerando
principalmente a qualidade do solo. De fato, considerando especificamente o
manejo de plantas daninhas, esta é uma estratégia indispensavel. No que se
refere ao manejo quimico, apesar de uma ampla gama de herbicidas disponiveis,
ocorre a limitagédo do uso de determinadas moléculas herbicidas em algumas
circunstancias. Exemplificando, grandes limitagdes seriam encontradas pelos
agricultores para realizar o manejo de azevém resistente a trés mecanismos de
acao (EPSPs, ALS e ACCase) em areas cultivadas com trigo, ou até mesmo o
manejo de leiteiro resistente a dois mecanismos de acao (ALS e Protox) em pos
emergéncia da cultura do feijao. Em ambos os casos se deveria optar pelo
manejo anterior a semeadura da cultura com moléculas herbicidas que
apresentam mecanismos de acdo diferentes dos supracitados. E importante
mencionar sobre o uso de herbicidas eficientes, que proporcionem uma boa taxa
de controle. Todavia, deve-se atentar a pressdo de selegcao imposta por estes
herbicidas, o que pode levar a selecdo de novos individuos resistentes,
agravando a problematica de plantas resistentes na area. Apesar da presente
Tese nao abordar diretamente estratégias de manejo, através do uso de modelos
preditivos foram realizadas estimativas do comportamento da dinamica
populacional de azevém com diferentes estratégias de manejo, por meio de
dados obtidos por estudos realizados por outros pesquisadores.

Os modelos de dindmica de populagdes juntamente com os
modelos preditivos e modelos de emergéncia poderiam atuar em sistemas de
suporte de decisao e auxiliar a selecionar qual a estratégia de manejo melhor se
adequa sob determinada circunstancia. Modelos que descrevem a emergéncia
de plantulas podem ser uteis para se identificar em qual condicdo as sementes
estardo aptas a germinarem. Esta informacdo se tornaria importante
principalmente considerando a utilizagado de herbicidas pré emergentes, pois o
herbicida poderia ser aplicado em condicdo na qual maior proporcao de plantulas
apresenta potencial de emergéncia. O modelo desenvolvido baseado no
acumulo térmico do solo apresentou ser eficiente para descrever a emergéncia
de azevém, e apresenta potencial para ser utilizado como ferramenta de suporte
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de decisdo para auxiliar no manejo da espécie. Todavia, para se obter um melhor
entendimento do padrao de emergéncia de plantulas da espécie, encoraja-se
que mais estudos sejam desenvolvidos, a coleta de dados em diferentes
ambientes e em diferentes regides poderia auxiliar no desenvolvimento de
modelos mais robustos. No que se refere ao modelo de dindmica de populagoes,
dentre as estratégias de manejo empregadas é observado que grande parte
destas apresentam alta eficiéncia (>80%) em suprimir o banco de sementes da
especie. O sistema que apresentou menos eficiente foi o relacionado com o
cultivo consecutivo de aveia + soja (=60%). Todavia, quando considera esta
estratégia dentro de um sistema que engloba a rotagdo com diferentes culturas
de verao (soja, milho) e diferentes culturas de inverno (aveia trigo) o potencial de
supressao do banco de sementes se eleva. Isto reforgca o fato de que a
combinagao de cultivos € a estratégia mais eficiente para o manejo de plantas
daninhas. Com integracado entre o0 modelo baseado no acumulo térmico para
descrever a emergéncia de plantulas e o modelo de dindmica de populagdes foi
possivel fazer projecdes do comportamento das populagdes suscetiveis e
resistentes sob o efeito do cambio climatico, considerando o incremento da
temperatura média estimada para a Regido Sul do Brasil. O principal fato a ser
observado com esta simulagado € de que a capacidade de suporte do ambiente
tende a aumentar. Em termos simples, devido a elevacdo da temperatura, o
acumulo térmico do solo tende ser mais rapido e estimular a germinagéao de
plantulas mais rapidamente. Isto altera a dispersdo temporal das plantas no
ambiente reduzindo a competicdo interespecifica em cohorts mais tardios.
Todavia, o aumento da temperatura impactaria diretamente no desenvolvimento
morfofisioldgico das plantas adultas, este é um fator interessante que poderia ser
incorporado no modelo, todavia, a auséncia de informagdes quanto ao
desenvolvimento da espécie sobre estas circunstancia limitam a possibilidade.
Apesar de ndo ser abordada na presente tese, outra possibilidade é o
desenvolvimento de modelos bio-econédmicos para determinar qual é a
viabilidade da aplicagdo de estratégias de manejo, considerando do ponto de
vista de eficiéncia e econdmico, a curto e longo prazo. Tais modelos também
poderiam ser utilizados para descrever a evolugao da resisténcia, como a adog¢ao
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de determinada estratégia de manejo por varios ciclos poderia impactar na
evolucéo de plantas resistentes em uma area de cultivo.

Com respeito a resisténcia de plantas daninhas a herbicidas, assim
como no presente estudo, € ampla a literatura que descrevem os processos de
identificacdo, coletada de sementes, verificagcdo do nivel de resisténcia através
de curvas de resposta a doses de herbicidas e estudos dos mecanismos de
resisténcia. Todavia, 0 que podemos aprender com o estudo dos mecanismos
envolvidos na resisténcia? Alguns estudos tem demostrado que plantas na qual
0 mecanismo de resisténcia ao glyphosate é a translocacéo reduzida, a eficiéncia
do herbicida tende a ser maximizada quando a aplicagao do herbicida é realizada
em baixas temperaturas. Outra possibilidade apresentada por pesquisadores é
o uso de /RNA no manejo das plantas resistentes, de fato, o conhecimento do
mecanismo envolvido na resisténcia das plantas seria fundamental para a
aplicacao desta técnica. E qual seria o impacto da resisténcia sobre a demografia
das plantas? Diversos estudos tem demostrado a presenca do custo adaptativo
em plantas resistentes a herbicidas, todavia ainda sdo escassos os trabalhos
que avaliam profundamente este efeito e seu impacto a nivel populacional. Havia
sido levantada a hipdtese de que alguns mecanismos poderiam facilitar o
desenvolvimento das plantas. Por exemplo, 0 aumento da expressao do gene da
EPSPs poderia favorecer a sintese de metabolitos secundarios, principalmente
0s que estéo relacionados com a defesa da planta, desta forma em um ataque
de pragas a planta resistente ao glyphosate poderia se sobressair sobre as
suscetiveis. Por outro lado, o efeito negativo da resisténcia € mais fortemente
caracterizado na literatura. Pesquisadores tem sugerido que a mutagao no gene
que codifica a enzima EPSPs afeta negativamente o desenvolvimento das
plantas resistentes. Tem sido sugerido que o impacto do custo adaptativo em
plantas resistentes € tdo severo que poderia comprometer gravemente o
desenvolvimento das plantas e que na auséncia do produto selecionador
(herbicida) as plantas seriam sucumbidas em meio as plantas suscetiveis.
Referente ao nivel de resisténcia das plantas a herbicidas, sugere-se que niveis
elevados podem ser resultantes de mecanismos mais eficientes ou até mesmo
da combinagao de diferentes mecanismos. Por se tratar de uma proteina
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(EPSPs) a qual é rota de cerca de 30% do carbono incorporado na planta,
alteragdes no seu funcionamento podem impactar o desenvolvimento da planta,
no entanto, para determinar o nivel do impacto do custo adaptativo mais estudos
devem ser conduzidos. Possivelmente uma melhor compreensao partiria do
estudo de isolinhas de plantas resistentes, aonde que a base genética das
plantas (suscetivel e resistentes) sdo similares e a diferenga no comportamento
seria caracterizado principalmente pelo mecanismo de resisténcia.

Por fim esta tese trouxe avancgos para o conhecimento da Ciéncia
das Plantas Daninhas na pesquisa brasileira. No que se refere a mecanismos de
resisténcia, este € o primeiro documento a relatar a amplificacdo génica da
EPSPs como mecanismo relacionado a resisténcia de uma espécie de planta
daninha no Brasil.

Considerando o desenvolvimento de modelos de dinédmica de
populagdes, no Brasil ainda sdo escassos os estudos com o tema. Modelos
preditivos podem ser utilizados como ferramentas preditivas, auxiliando na
tomada de decisdo do manejo de plantas daninhas. De fato, estes modelos
também podem auxiliar na reducao de disseminacgao de plantas resistentes.

Espero que esta Tese, além das informagdes obtidas para o
avanco do conhecimento da Ciéncia das Plantas Daninhas, também seja
utilizada como fonte de inspiracéo para futuros pesquisadores dentro da area e
que possam aprofundar os seus conhecimentos trazendo novas solugdes para

0 campo.
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