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RESUMO GERAL

ALVES, Monique Macedo. Caracterizacio ¢ manejo de capim-pé-de-galinha (Eleusine
indica). 2025. 118p. Dissertagdo (Mestrado em fitotecnia); Instituto de Agronomia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

O capim-pé-de-galinha (Eleusine indica) é uma planta daninha amplamente distribuida em
sistemas agricolas e com crescente casos de resisténcia a herbicidas no Brasil. O objetivo do
trabalho foi caracterizar as diferengas morfoldgicas e fisiologicas de biotipos resistentes e
suscetivel aos herbicidas glifosato, cletodim e haloxifope-p-metilico, bem como avaliar
estratégias quimicas de manejo para o controle da espécie. Foram conduzidos experimentos
com os seguintes objetivos especificos: Capitulo I - caracterizar e comparar as diferengas
anatomicas e ultraestruturais de biotipos de E. indica resistentes e suscetiveis a herbicidas em
diferentes estadios de desenvolvimento, visando compreender os fatores que influenciam a
eficacia do manejo quimico; Capitulo II — comparar fisiologicamente os mecanismos de
resisténcia de dois bidtipos resistentes ao herbicida glifosato (um com mutagdo P106S e outro
sem a mesma muta¢do na enzima EPSPs) e um bidtipo suscetivel, por meio da analise
protedmica e analise de fluorescencia transiente da clorofila a; Capitulo III - Avaliar a eficacia
de herbicidas pds-emergentes e pré-emergentes no controle da espécie em campo e casa de
vegetacdo. Os resultados da andlise anatdmica e ultraestrutural revelaram que estddio de
desenvolvimento de E. indica influencia suas caracteristicas anatdomicas e ultraestruturais, com
plantas adultas apresentando maior espessura da cuticula, do meséfilo e da bainha do feixe,
além de variagdes na densidade de estdmatos e tricomas. O bidtipo suscetivel possui maior
densidade de tricomas, porém, devido ao seu formato curto e espagado, sua eficiéncia na
reten¢do de herbicidas pode ser limitada. Além disso, a maior densidade estomatica e a presenga
de microcanais na parede periclinal externa das células-guardas podem favorecer a entrada dos
herbicidas, tornando esse bidtipo mais vulneravel ao controle quimico (capitulo I). Os
resultados da andlise protedmica mostraram que a resisténcia ao glifosato em E. indica ocorre
por multiplos mecanismos adaptativos. O bidtipo com a mutagdo P106S apresentou aumento
do metabolismo energético, com ativagdo de vias glicoliticas e biossintese de amido, além de
ajustes fotossintéticos para melhor aproveitamento da energia luminosa. J4 o bidtipo sem a
mutagdo P106S exibiu superexpressdo da enzima EPSPs e aumento de proteinas ligadas ao
reparo do PSII, defesa contra estresses e mitigagdo do estresse oxidativo. Ambos os biotipos
mantiveram a etapa fotoquimica da fotossintese estavel, indicando um papel essencial das
proteinas fotossintéticas na tolerdncia ao herbicida (capitulo II). Os melhores resultados
referentes ao manejo quimico no controle em pos-emergéncia de E. indica em pleno
florescimento, entouceirado € em areas sem historico de resisténcia a herbicidas foram obtidos
com glufosinato de amoénio aplicado 14 dias apos cletodim e com glifosato histérico de
resisténcia. Em pré-emergéncia, s-metolacloro e piroxasulfona foram altamente eficazes no
controle de bidtipo resistentes ao glifosato, cletodim e haloxifope, mantendo efeito residual por
até 90 dias (capitulo III).

Palavras-chave: cera epicuticular; fotossintese; superexpressio; aplicagdo sequencial



ABSTRACT

ALVES, Monique Macedo. Characterization and Management of Goosegrass (Eleusine
indica). 2025. 118p. Dissertation (Master’s Degree in Agronomy); Institute of Agronomy,
Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Goosegrass (Eleusine indica) is a widely distributed weed in agricultural systems, with
increasing cases of herbicide resistance in Brazil. This study aimed to characterize the
morphological and physiological differences between herbicide-resistant and susceptible
biotypes to glyphosate, clethodim, and haloxyfop-p-methyl, as well as to evaluate chemical
management strategies for controlling this species. Experiments were conducted with the
following specific objectives: Chapter I — Characterize and compare the anatomical and
ultrastructural differences of E. indica biotypes resistant and susceptible to herbicides at
different developmental stages, aiming to understand the factors influencing chemical
management efficacy; Chapter II — Physiologically compare the resistance mechanisms of two
glyphosate-resistant biotypes (one with the P106S mutation and another without it in the EPSPs
enzyme) and one susceptible biotype through proteomic analysis and transient chlorophyll a
fluorescence analysis. Chapter III — Evaluate the efficacy of post-emergence and pre-emergence
herbicides in controlling the species in field and greenhouse conditions. The anatomical and
ultrastructural analysis revealed that the developmental stage of E. indica significantly
influences its anatomical characteristics, with adult plants exhibiting increased cuticle,
mesophyll, and vascular bundle sheath thickness, as well as variations in stomatal and trichome
density. The susceptible biotype had a higher trichome density; however, due to their short and
spaced structure, their efficiency in herbicide retention may be limited. Additionally, the higher
stomatal density and the presence of microchannels in the outer periclinal wall of guard cells
may facilitate herbicide entry, making this biotype more vulnerable to chemical control
(Chapter I). Proteomic analysis results showed that glyphosate resistance in E. indica occurs
through multiple adaptive mechanisms. The biotype with the P106S mutation exhibited an
increase in energy metabolism, including activation of glycolytic pathways and starch
biosynthesis, along with photosynthetic adjustments to optimize light energy utilization. In
contrast, the biotype without the P106S mutation showed EPSPs enzyme overexpression and
an increase in proteins associated with PSII repair, stress defense, and oxidative stress
mitigation. Both resistant biotypes maintained a stable photosynthetic photochemical stage,
indicating an essential role of photosynthetic proteins in herbicide tolerance (Chapter IT). The
best chemical management results for post-emergence control of E. indica at full flowering,
tillering, and in areas with no history of herbicide resistance were obtained with glufosinate-
ammonium applied 14 days after clethodim and with glyphosate. In pre-emergence, S-
metolachlor and pyroxasulfone were highly effective in controlling biotypes resistant to
glyphosate, clethodim, and haloxyfop, maintaining a residual effect for up to 90 days (Chapter
II1).

Keywords: epicuticular wax; photosynthesis; overexpression; sequential application.
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1 INTRODUCAO GERAL
Até 2080, a populacdo global deverd atingir 10,3 bilhdes de habitantes, intensificando a

pressdo sobre os sistemas alimentares (UNITED NATIONS, 2024). Esse crescimento
aumentara a demanda por alimentos, tanto em quantidade quanto em qualidade, exigindo um
aumento significativo na produtividade das culturas (KUMAR; YADAV; KAUSHIK, 2025).
Entre as principais restri¢des ao aumento de produtividade, a presenca de plantas daninhas nas
areas de cultivo pode causam perdas de produtividade as culturas, em média, de 15 a 66% na
produgdo de arroz, 18 a 65% no milho, 50 a 76% na soja e 45 a 71% no amendoim (GHARDE
etal., 2018).

O capim-pé-de-galinha (Eleusine indica) é uma espécie vegetal considerada como
planta daninha em diversos sistemas de producdo agricola. A tolerancia da espécie a diferentes
tipos de solo com variagdes de pH, inclusive em solos compactados e empobrecidos (JUNIOR
et al., 2018), aliada as caracteristicas da biologia da espécie, tem impulsionado a sua crescente
relevancia nos ultimos anos. Além disso, a limitagdo na eficacia dos herbicidas, que é o método
principal de controle dessas plantas, acentua ainda mais essa importancia (STECKEL, 2010).
As falhas de controle também estdo associadas a limitada variedade de mecanismos de agdo
disponiveis para o controle de espécies gramineas no campo, contribuindo para o aumento dos

casos de resisténcia a herbicidas.

O impacto da resisténcia a herbicidas no custo do controle efetivo de plantas daninhas
em culturas como soja, milho e feijao, pode duplicar ou até quintuplicar os custos de producao,
dependendo das espécies de plantas daninhas presentes (KNISS et al., 2022). Isso acontece
devido a necessidade de uso de misturas eficazes de herbicidas de diferentes mecanismos de
acdo e por isso, muitos produtores hesitam em adotar essas misturas devido ao impacto
econdmico imediato, apesar dos beneficios a longo prazo no manejo da resisténcia (KNISS et

al., 2022).

No Brasil, durante os ultimos 20 anos foram relatados quatro casos de bidtipos de capim-
pé-de-galinha com resisténcia a herbicidas, incluindo os principais mecanismos de agdo
utilizados para o controle de espécies gramineas: herbicidas inibidores da enzima acetil-
coenzima A carboxilase (ACCase) e da enzima S-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase
(EPSPs). O tultimo caso ocorrido em 2023, envolveu biotipo com resisténcia cruzada e multipla

associada aos herbicidas inibidores da ACCase (cletodim e haloxifope), e aos herbicidas



inibidores da EPSPs (glifosato), demonstrando a evolugdo da resisténcia devido a pressao de

selecdo ao longo dos anos (HRAC-BR, 2023; HEAP, 2023).

Plantas daninhas tém a capacidade de evoluir desenvolvendo mecanismos cada vez mais
sofisticados como uma estratégia de sobrevivéncia, diante da exposicdo a herbicidas. Esses
mecanismos podem envolver modificagdes estruturais na enzima-alvo, evitando a ligag¢do dos
herbicidas, ou a amplificag@o/superexpressdo génica da enzima, resultando em maior produgao
na planta (SAMMONS & GAINES, 2014). Adicionalmente, a reten¢do e absor¢do de
herbicidas pela planta também ¢ influenciada por caracteristicas morfolégicas, como o estadio
de desenvolvimento e a presenca de estruturas especializadas na superficie foliar, como a
cuticula e os tricomas , que podem reduzir a concentracdo dessas moléculas no sitio de agdo
(MENDES et al., 2022). Bidtipos de capim-pé-de-galinha com resisténcia a herbicidas,
apresentam diversos mecanismos de resisténcia associados ou ndo ao local de acdo (LI et al.,
2022; VAZQUEZ-GARCIA etal.,2021; YU et al., 2015; OSUNA et al.; 2012) e tais diferengas
podem ou ndo estar associadas a varia¢cdes morfologicas, fisioldgicas e genéticas presentes
nessa espécie que podem provocar mudancas substanciais na habilidade da planta em enfrentar

a acdo dos herbicidas.

Deste modo, o objetivo desta pesquisa foi contribuir com informacdes detalhadas a
respeito de regides anatomicas do limbo foliar e identificacdo de proteinas acumuladas ou
reprimidas nos tecidos foliares de capim-pé-de-galinha submetidos a aplicacdo de herbicidas.
O foco foi buscar por alteragdes que possam estar associadas aos mecanismos de resisténcia a
herbicidas de alguns bidtipos ou que dificultem o controle de bidtipos de plantas de capim-pé-
de-galinha no campo. Além disso, foram abordadas estratégias de controle quimico mais

eficazes para o manejo da espécie no cendrio agricola atual.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Planta daninha
O termo “planta daninha™ € utilizado para classificar espécies vegetais indesejaveis em

alguma atividade humana, sobretudo em areas agricolas devido ao impacto que causam na
produtividade, aos custos de produgdo e a preservacdo das reservas ambientais, além de
aumentar os riscos de acidentes em rodovias, ferrovias, hidrovias e afetar a integridade dos

ecossistemas aquaticos e a geragdo de energia elétrica (SILVA et al., 2021; PITELLI, 2015).



Os prejuizos decorrentes das plantas consideradas daninhas podem manifestar-se de
maneira direta ou indireta. Diretamente, os prejuizos estdo relacionados a pressdes ambientais
como, a competicdo por recursos do meio, incluindo agua, luz, nutrientes e espaco, bem como
efeitos alelopaticos, resultando na diminui¢do da produtividade tanto vegetal quanto animal.
Ademais, esses prejuizos refletem-se na nfo certificagdo de sementes, na exigéncia de maior
quantidade de 4gua e na reducdo da qualidade dos produtos colhidos (SILVA et al., 2010).
Indiretamente, essas plantas podem atuar como hospedeiras de pragas, doengas e nematoides,
inviabilizar praticas agricolas e colheitas, causar ferimentos em trabalhadores, levar a casos de
intoxicacdo, abrigar animais pegonhentos, obstruir equipamentos e canais de irrigacdo,
prejudicar a eficiéncia na utilizag¢@o do terreno e elevar os custos relacionados ao controle de

pragas e doengas (SILVA et al., 2010).

As espécies de plantas daninhas desenvolveram caracteristicas ao longo do tempo para
sobreviver em ambientes com diversas limitagdes ao crescimento das plantas. Essas
caracteristicas, conhecidas como caracteristicas de agressividade, dificultam o controle eficaz
dessas espécies (BRIGHENTI & OLIVEIRA, 2011). Algumas caracteristicas relevantes
incluem a habilidade das plantas daninhas de recrutar recursos do ambiente; alta e variada
producdo de propagulos, tais como, sementes, bulbos, estoldes, rizomas; desuniformidade
germinativa, dificultando o controle em um unico periodo; capacidade de germinar e emergir
em diferentes profundidades no solo; eficiente disseminac¢do de propagulos, dispersos através
do vento, 4gua, animais ou humanos; rapido crescimento e desenvolvimento inicial e maior
eficiéncia em produzir biomassa seca com utilizagdo de menores quantidades de d4gua e melhor
aproveitamento da energia luminosa, especialmente evidente em plantas com o metabolismo
fotossintético C4 (BRIGHENTI & OLIVEIRA, 2011).

2.2 Capim-pé-de-galinha (Eleusine indica)

Apesar da origem incerta, o capim-pé-de-galinha € considerado uma planta originaria
da Africa e da Asia temperada e tropical (RAHMAN & SULTANA, 2021). E uma planta de
ciclo anual ou perene, pertencente a familia Poaceae. No Brasil, ¢ conhecida popularmente
como capim-pé-de-galinha e apresenta algumas caracteristicas marcantes das quais pode-se
destacar, o ciclo fotossintético do tipo C4, formacdo densas touceiras, porte ereto ou
semiprostrado com altura variando entre 30 a 70 cm, reproducdo do tipo autégama e células
diploides (LORENZI, 2000; JUNIOR et al., 2018). E considerada uma das plantas daninhas

mais problematicas em todo o mundo e foi relatada como um problema para 46 diferentes

culturas em mais de 60 paises (NEVES, 2011).



Segundo BOLDRINI et al (2008), a planta possui folhas de aspecto glabro, exibindo
pelos somente na regido do colar, com laminas lisas, planas e sustentadas por bainhas de
aproximadamente 10 cm, que se encontram soltas ou parcialmente sobrepostas, acompanhadas
por ligulas membranaceas, desprovidas de auriculas, e a inflorescéncia emerge do topo dos
colmos, adotando a forma de ramos digitados, contendo de 2 a 12 unidades lineares. Um dos
ramos se insere ligeiramente abaixo do vértice terminal. Diferentemente das demais espécies
da familia Poaceae, o capim-pé-de-galinha possui frutos do tipo aquénio, os quais sdo fixados
a raquis por apenas um ponto e t€m formato ovalado (BOLDRINI et al., 2008). No campo, a
espécie pode ser facilmente identificada através do seu caule achatado de coloragdo
esbranquicada e esbranquigada proximo a base e por sua inflorescéncia caracteristica devido a

semelhan¢a com artelhos dos pés de galinha (Figura 1) (MOREIRA & BRAGANCA, 2011).

Figura 1. (A) Planta jovem de Eleusine indica. (B) Inflorescéncia de Eleusine indica.

Seropédica, RJ. PDPA/UFRRIJ - 2023.

A reprodugdo ocorre apenas por meio de sementes, que por sua vez, desenvolvem-se de
forma continua ao longo do ciclo da espécie podendo chegar a formacdo de até 120 mil
sementes por planta. Essa caracteristica gera falta de uniformidade na maturacdo das sementes
e por isso representa uma importante estratégia de sobrevivéncia para a espécie (TAKANO et
al., 2016). A estratégia de reprodugdo adotada pelas espécies desempenha um papel de grande
relevancia na determinagdo das variagdes entre as populacdes de distintas areas geograficas,

afetando como a diversidade genética € transmitida de geracdo em geragéo.

Quanto a anatomia da espécie, existem poucos trabalhos a respeito da caracterizagdo da
espécie, LUCHIAN et al (2019) descreveu a planta com folhas anfiestomaticas, ou seja, tem a
presenca estdmatos na face adaxial e abaxial, e o lado adaxial apresenta nervuras largas e

arredondadas, separadas por sulcos rasos em formato de 'V'. As células epidérmicas sdo
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dispostas em linhas paralelas nas duas superficies, com paredes anticlinais sinuosas, sendo
curtas e longas, com as células curtas, localizadas entre as nervuras, contendo corpos de silica,
enquanto as longas, situadas entre as nervuras, sdo alongadas (LUCHIAN et al., 2019). Na face
superior, estdo presentes células buliformes nos sulcos, dispostas em grupos estreitos que
penetram o mesofilo entre feixes vasculares, que sdo colaterais fechados, com o clorénquima
disposto radialmente ao redor deles e apresentam feixes de esclerénquima tanto no lado abaxial
quanto adaxial (LUCHIAN et al., 2019). O xilema esta voltado para o lado superior e o floema
para o lado inferior. O xilema é composto por elementos de vaso, fibras e parénquima de xilema.
O floema é composto por elementos de tubo de crivo, células companheiras e parénquima de
floema (LUCHIAN et al., 2019). Caracteristicas especificas da epiderme da folha, indicativas
de uma planta do tipo C4, também estdo presentes nesta espécie, tais como, ocorréncia de
bainha do feixe clorofilada e a disposi¢do das células do mesofilo em um padrdo de anel,
formando uma estrutura unica denominada de anatomia Kranz (RAHMAN & SULTANA,
2021).

No colmo, uma fina camada de cuticula recobre células epidérmicas de camada unica e
retangulares, com o tecido fundamental consistindo de células esclerenquimaticas e
parenquimaticas e os feixes vasculares estdo dispersos no centro do colmo, com feixes menores
préximos proximos a extremidade, a bainha do feixe é completa, esclerénquimatosa, ao redor
de cada feixe (LUCHIAN et al., 2019). O xilema inclui elementos de vaso, fibras e parénquima,
e o floema abarca elementos de tubo crivado, células companheiras e parénquima (LUCHIAN

et al., 2019).

As raizes exibem uma estrutura de epiderme com pélos radiculares numerosos, possui
hipoderme espessa, constituida por uma camada, parenquimatosa, € as células t€ém forma
poligonal; o tecido fundamental ¢ de paredes finas, parenquimatoso, consistindo de cortex,
endoderme, periciclo, feixe vascular e medula; o cértex é formado por 6-7 camadas de células
parenquimatosas poligonais, com presenga de espagos intercelulares; na camada mais interna
do cértex estéd a presenca da endoderme, formando um anel definido de uma camada, as células
sdo parenquimatosas; a camada do periciclo ¢ anelar, de uma camada; os feixes vasculares sdao
do tipo radial, poliarquos, com feixes de xilema alternando com feixes de floema, sendo o
xilema e o floema ovais a redondos, com o protoxilema ocorrendo proéximo a periferia e o
metaxilema voltado para o interior; as células parenquimatosas no centro formam a medula

(LUCHIAN et al., 2019).
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Além do mais, a complexidade para essa espécie ndo se limita apenas a anatomia da
planta. Estudos cientificos relatam a auséncia de toxicidade a mamiferos em metabolitos
secundarios produzidos pela espécie, o que permite sua utilizagdo dentro da medicina
tradicional em diversas regides do mundo para o tratamento de doengas inflamatérias e
disturbios associados ao sistema imunolégico devido presenca de propriedades antioxidante,
antidiabéticas, antivirais, antimicrobiana e anti-inflamatoria (ADOHO et al., 2021). Além do
potencial medicinal, as raizes e plantas jovens de E. indica também desempenham um papel

alimentar em diferentes regides globais, incluindo a India (ZAKRI et al., 2021).

Além disso, a espécie estda amplamente distribuida por todo o territorio nacional devido
a sua notavel adaptabilidade, evidenciada pela baixa exigéncia em relagdo ao tipo de solo, com
grande tolerancia a uma ampla faixa de pH, além de seu bom desenvolvimento mesmo em solos
compactados e empobrecidos. Esses atributos conferem a espécie vantagens significativas para
seu crescimento, permitindo uma notavel capacidade competitiva com outras plantas,
especialmente culturas de interesse econdmico (JUNIOR et al., 2018; WANDSCHEER et al.,
2013) resultando em prejuizos significativos para a produtividade de varias culturas, como
observado por MA XIAO-YAN et al. (2015) no cultivo do algoddo. Eles relataram uma redugdo
na producdo de algoddo em caroco a medida que a densidade de capim-pé-de-galinha
aumentava na area de cultivo, com uma diminui¢o de até 50% na produgdo quando 20 plantas
de capim-pé-de-galinha estavam presentes por linha na cultura. WANDSCHEER et al. (2013)
também constataram interferéncia negativa da presenca de capim-pé-de-galinha no cultivo do
milho, resultando em uma reducdo na massa seca da parte aérea e total das plantas de milho

quando a densidade da planta daninha era trés vezes maior do que a do milho.

Nos ultimos anos, a importdncia do capim-pé-de-galinha tem crescido
significativamente devido as infestagdes intensas em areas de cultivo por conta das falhas na
eficacia de controle com herbicidas, principal método de controle da espécie. As falhas de
controle das plantas daninhas podem ser causadas por fatores inerentes a0 manejo e muitas
vezes a biologia da propria espécie. A exemplo disto, podemos citar o uso de doses inadequadas,
equipamentos de aplicacdo incorretos ou mal calibrados, condi¢des ambientais desfavoraveis
no momento da aplicacédo e estddio de desenvolvimento da planta inapropriado (ALVES, 2014).
A eficacia no controle do capim-pé-de-galinha por meio de herbicidas é diretamente
influenciada pelo estadio de desenvolvimento em que as plantas se encontram (TAKANO et
al., 2016). A camada de cera sobre a cuticula das folhas de capim-pé-de-galinha tende a se

tornar mais espessa em plantas com trés perfilhos quando comparadas a plantas com um
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perfilho. Uma vez que o herbicida precisa ultrapassar esta camada de cera para ser absorvido
pela planta, a aplicagdo destes produtos em plantas de estddio com mais de trés perfilhos torna

a sua absor¢ao bastante restrita (TAKANO et al., 2016).

Além disso, estudos cientificos relatam que para essa espécie, a absor¢do reduzida de
herbicidas esta associada a menor propor¢do da massa seca das folhas em relagdo a massa seca
total ao longo do tempo, uma vez que esses produtos sdo absorvidos através das folhas
(TAKANO et al., 2016). Assim, quanto mais precoce for o estdgio de desenvolvimento da
planta no momento da aplicag@o, maior serd a eficacia dos herbicidas no controle do capim-pé-
de-galinha (TAKANO et al., 2016). Dessa forma, é preciso conhecer intimamente toda a
biologia da planta daninha antes de associar problemas de escapes de controle com resisténcia
a herbicidas.

2.3 Métodos de controle de plantas daninhas e 0 manejo quimico de capim-pé-de-

galinha
O manejo integrado de plantas daninhas (MIPD) envolve estratégias para reduzir a

infestagdo e minimizar a competicdo com as culturas. Essas abordagens buscam equilibrar
custos de controle e perdas de produtividade (WOYESSA, 2022). Existem diferentes métodos
de controle de plantas daninhas (preventivo, cultural, fisico, mecanico, bioldgico e quimico) e
a combinacdo de mais de um deles € de extrema importancia para tornar os sistemas de cultivo
desfavoraveis as plantas daninhas, minimizando seus efeitos negativos (NUNES; TREZZI;

DEBASTIANI, 2010).

A escolha do método de controle dependera de caracteristicas das plantas, do ambiente
e das praticas agricolas e, de forma geral, o manejo deve ser iniciado antes mesmo da presenga
das espécies na area (método preventivo), como por exemplo, com o uso de sementes de
culturas certificadas, limpeza de maquinas e implementos agricolas, controle das espécies em

canais, margens de lavouras e caminhos (MARTINS; JUNIOR, 2023).

As espécies também podem ser eliminadas com o uso de ferramentas manuais (método
mecanico), como o uso de enxadas, foice e implementos tracionados por animais ou tratores
(ALBRECHT et al., 2021). O método mecanico é uma maneira rapida de lidar com plantas
daninhas e pode ter alta eficiéncia, mas a dependéncia do clima, a erosdo do solo e os danos a
cultura tornam sua adog¢éo limitada (MAQSOOD et al., 2020). O emprego de outros artificios

como como uso de cobertura morta, solarizagdo, fogo, inundagdo, dragagem, drenagem e
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eletricidade, compdem o método fisico e, também sdo estratégias importante que pode ser

combinada com as demais (BRIGHENTI; DE OLIVEIRA, 2011).

O uso de organismos vivos ou seus metabdlitos (método bioldgico) também é uma
estratégia para o controle de plantas daninhas, embora ainda pouco adotado, vem atraindo a
aten¢do da comunidade cientifica, com pesquisas focadas principalmente no uso de fungos e
insetos como agentes de controle (MARTINS; JUNIOR, 2023). O controle bioldgico de plantas
daninhas é uma estratégia sustentavel e de longo prazo, oferecendo menor impacto ambiental.
No entanto, sua aplicag@o enfrenta desafios, como a alta especificidade dos agentes bioldgicos

e a variabilidade nos resultados, o que limita sua ampla adogdo (MAQSOOD et al., 2020).

O método quimico, por sua vez, constitui-se na aplica¢do de herbicidas para o controle
plantas daninhas, sendo o método mais empregado, principalmente devido a eficiéncia,
praticidade e rapidez na operagdo (AGOSTINETTO et al., 2015). Além disso, muitos
produtores relutam em usar métodos ndo quimicos em razdo da maior complexidade, demanda
de tempo, custos, niveis de controle variaveis e menos previsiveis, necessidade de mao de obra
intensiva, auséncia de resultados imediatos entre outros fatores (MOSS, 2019). Entretanto. o
uso indiscriminado sem a combinagdo de mais métodos pode acarretar em impactos ambientais,
problema residual para a cultura subsequente e sele¢do de biotipos resistentes (MAQSOOD et

al., 2020).

O manejo das plantas daninhas de folhas estreitas em pds-emergéncia, como o capim-
pé-de-galinha, é realizado em culturas de folhas largas, como a soja, por exemplo, através do
emprego de herbicidas que atuam inibindo a enzima acetil-CoA carboxilase (ACCase), que
muitas vezes estdo associados a herbicidas de amplo espectro de agdo, como o glifosato

(VIDAL et al., 2006).

A ACCase, desempenha um papel essencial na sintese de acidos graxos nas células dos
organismos vivos. A reacdo catalisada pela ACCase € a carboxilagdo do acetil-CoA, uma
molécula que atua como um importante intermediario no metabolismo celular, para formar o
malonil-CoA (KUKORELLI et al., 2013). O malonil-CoA ¢ uma molécula importante, pois ¢
o primeiro bloco de construg¢do na sintese dos acidos graxos, que sdo fundamentais para a
produ¢do de lipidios utilizados como componentes estruturais das membranas

celulares/organelas e para armazenar energia (KUKORELLI et al., 2013).
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As plantas possuem duas isoformas de ACCase: uma nos plastidios e outra no
citoplasma. A isoforma plastidica € responsavel pela maior parte da atividade de ACCase nas
folhas. Nas gramineas, essa forma ¢ homomérica, composta por uma tnica cadeia polipeptidica
com trés dominios essenciais (BCCP, BC e CT) (TAKANO et al., 2020). Nas eudicodiledoneas,
a ACCase nos plastidios € heteromérica, com os trés dominios codificados por genes diferentes.
Ambas as isoformas se tornam ativas ao formarem homodimeros, unindo duas copias da
enzima. Isso explica a seletividade dos herbicidas inibidores da ACCase as plantas de folha
larga, pois 0os mesmos que atuam especificamente sobre a ACCase plastidica homomérica.

(TAKANO et al., 2020)

Os herbicidas classificados como inibidores da enzima acetil-coenzima A carboxilase
(ACCase), compdem o Grupo 1 e s@o subdivididos em trés grupos quimicos: o0s
ariloxifenoxypropionatos (FOPs), cicloexanedionas (DIMs) e fenilpirazdis (DENs) (HRAC,
2023). Esses herbicidas sdo aplicados em pds emergéncia das plantas daninhas para controlar
gramineas em culturas eudicotiledoneas e também podem ser utilizados na silvicultura para
controlar plantas daninhas monocotiledoneas (KUKORELLI et al., 2013). Os herbicidas que
inibem a enzima ACCase t€ém uma atividade residual limitada no solo, pois suas moléculas tém
uma forte tendéncia de se ligarem as particulas do solo devido aos seus elevados valores de
parti¢do solido-liquido (Kd) e potencial de adsor¢éo (Koc). Contudo, apos a aplicagdo no solo,
esses herbicidas podem ser transformados em sua forma acida e serem absorvidos pelas raizes

das plantas (TAKANO et al., 2021).

Os herbicidas que atuam na inibi¢do da enzima Enolpiruvil Shikimato Fosfato Sintase
(EPSPs) sdo de amplo espectro e acdo total, responsaveis por controlar tanto plantas
monocotiledoneas quanto eudicotiledoneas anuais e perenes. (PATTERSON et al., 2018). A
EPSPs participa da via de sintese dos aminodcidos arométicos fenilalanina, tirosina e triptofano.
Quando inibida pelo herbicida, a sintese desses aminoacidos nas plantas é bloqueada, resultando

no acumulo de um composto intermedidrio chamado shiquimato (PATTERSON et al., 2018).

Atualmente, este mecanismo de agdio é composto apenas pela molécula glyphosate. E
um herbicida ndo seletivo utilizado em operagdes de manejo como dessecagcdo de plantas
daninhas apds a emergéncia e também antes da semeadura ou emergéncia das culturas,
principalmente no sistema de plantio direto (CHRISTOFFOLETI & LOPEZ-OVEJERO,
2003). Apresenta coeficiente de parti¢do octanol/agua (Log Kow) de -5.4, ou seja, alta

solubilidade em 4gua e baixa afinidade por lipidios e apesar dessa caracteristica, a substancia
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demonstra uma capacidade limitada de lixiviagdo no perfil do solo devido a sua forte adsorgao
aos coldides do solo, bem como a sua rapida degradacdo mediada por microorganismos e por
esses motivos, ndo apresenta agio residual (YAMASHITA & GUIMARAES, 2013).
2.4 Resisténcia de plantas daninhas a herbicidas

Dentro da ciéncia das plantas daninhas, entende-se como resisténcia a capacidade
natural e hereditaria que certos biotipos de plantas dentro de uma espécie possuem em resistir
a acdo de herbicidas aplicados em quantidades que normalmente controlariam as demais plantas
da espécie (CHRISTOFFOLETI & LOPEZ-OVEJERO, 2003). A resisténcia ocorre por um
processo de mutagdo que faz parte da evolugo dos seres vivos, e os fatores que influenciam na
selecdo de bidtipos resistentes envolvem caracteristicas ligadas ao manejo, a planta daninha e

as moléculas utilizadas. (CHRISTOFFOLETI & LOPEZ-OVEJERO, 2003).

Certas praticas de manejo podem acelerar o processo de selecdo de biotipos resistentes.
A utilizagdo excessiva do mesmo mecanismo de ac¢éo herbicida, juntamente com a dependéncia
exclusiva do controle quimico e a nfo erradicacdo de plantas que sobrevivem ao controle
quimico, sdo fatores que contribuem para essa aceleragio (CHRISTOFFOLETI & LOPEZ-
OVEIJERO, 2003). Além disso, aspectos inerentes a propria espécie, como o ciclo de vida anual,
a producdo abundante de sementes, uma variabilidade genética consideravel e sua ocorréncia
em areas de infesta¢do intensa, somados as multiplas geracdes reprodutivas ao longo do ano,
também podem favorecer a selecdio de bidtipos resistentes (YAMASHITA & GUIMARAES,
2013).

A pressdo de selecdo pode alcancar um ponto em que bidtipos de plantas daninhas
consigam sobreviver mesmo apos a aplicacdo de diferentes moléculas herbicidas. Quando um
bidtipo exibe resisténcia a um unico ingrediente ativo, damos o nome de resisténcia simples,
enquanto a resisténcia cruzada abrange a capacidade de resistir a multiplos ingredientes ativos
de diferentes grupos quimicos, mas com base no mesmo mecanismo de acdo (SALOMAO et
al., 2019). Em um cendrio mais preocupante, a resisténcia se agrava quando um bidtipo
demonstra resisténcia a herbicidas de diversos mecanismos de agdo distintos, sendo classificada

como resisténcia multipla (SALOMAO et al., 2019).

As plantas apresentam mecanismos de resisténcia a herbicidas que sdo categorizados
como '"relacionados ao local de ag¢do - RELA" ou "ndo relacionados ao local de agdo -
NRELA"(SAMMONS & GAINES, 2014). Os mecanismos de resisténcia relacionados ao local

de acdo podem implicar em modificacdes estruturais da enzima-alvo, que impedem a ligagao
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dos herbicidas ao local de acdo ou em amplificagdo/superexpressdo génica da enzima alvo,
resultando na producdo abundante da mesma pela planta (MURPHY; TRANEL, 2019). Esse
tipo de resisténcia é frequentemente resultante de mutagdes em um unico gene (ou seja,
monogénica) e geralmente € restrita a classes especificas de herbicidas, caracterizando uma

resisténcia especializada (RENTON et al., 2024).

Ja os mecanismos de resisténcia ndo relacionados ao local de agdo, sdo todos aqueles
que reduzem ou impedem a chegada de moléculas de herbicida ao sitio de ac¢do, e podem
envolver a redu¢do da absor¢éo e translocagdo dos herbicidas, o aumento do seu metabolismo,
a diminuicdo da taxa de ativacdo dos mesmos e/ou o sequestro dessas substancias. (SAMMONS
& GAINES, 2014; GHANIZADEH & HARRINGTON, 2017). Para os mecanismos NRELA,
a resisténcia se da por um conjunto de adaptagdes complexas que ocorrem em diferentes fases
e envolvem a ativacdo e modificacdo das moléculas toxicas para torna-las mais faceis de serem
eliminadas da planta (YUAN; TRANEL; STEWART, 2007). Esse processo ocorre em quatro
fases, na fase I, o herbicida é ativado por enzimas, tornando-se mais reativo. Na fase II, ele é
conjugado a uma substancia hidrofilica, facilitando seu transporte. Na fase III, a molécula
conjugada ¢ transportada para o vactolo ou espaco extracelular. Por fim, na fase [V, a molécula
¢ degradada ainda mais, completando sua eliminagdo da planta (YUAN; TRANEL;
STEWART, 2007). A resisténcia a herbicidas NRELA associada ao metabolismo envolve o
aumento da atividade de enzimas como esterases, citocromo P450 (CYP450), glutationa S-
transferases (GSTs) e/ou uridina 5'-difosfo (UDP)-glicosil transferases (POWLES; YU, 2010).
A desintoxicag@o dos herbicidas por essas enzimas, ¢ normalmente controlada por multiplos
genes (poligé€nica) e pode proporcionar resisténcia a herbicidas com diferentes modos de agdo

(JUGULAM; SHYAM, 2019).

Diferencas morfologicas e fisioldgicas podem alterar significativamente a capacidade
da planta em resistir a acdo dos herbicidas, por isso as analises aprofundadas a respeito de tais
mecanismos que regem a resisténcia a herbicidas em espécies de plantas daninhas
desempenham um papel crucial na definicdo de melhores abordagens para mitigar a evolugdo
da resisténcia em plantas daninhas. Por meio da investigag¢do detalhada desses mecanismos, é
possivel esclarecer os processos intrincados que conferem vantagens adaptativas as plantas
daninhas em seus processos metabolicos e bioquimicos. A partir dessas informagdes, é possivel
criar novos métodos de manejo, os quais podem ser direcionados de forma mais precisa para as
vulnerabilidades especificas das plantas daninhas resistentes. A medida que avangamos nesse

campo, estamos mais bem equipados para desenvolver estratégias integradas que combinam
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abordagens quimicas, culturais e bioldgicas, visando ndo apenas a supressdo eficaz das
populagdes de plantas daninhas, mas também a preven¢do da disseminagdo e da evolugdo da
resisténcia, garantindo sustentabilidade dos sistemas agricolas em escala global.
2.5 Resisténcia de capim-pé-de-galinha a herbicidas

Segundo o International Herbicide-Resistant Weed Database — HEAP (2025),
atualmente existem 37 casos de biotipos de plantas de capim-pé-de-galinha comprovadamente
resistentes a herbicidas no mundo. Desse niumero, quase um tergo foi registrado nos Estados
Unidos, contudo, os paises asiaticos, Indonésia e Malésia, concentram grande parte dos casos
de bidtipos com resisténcia multipla, chegando a apresentar até quatro mecanismos de acdo. No

Brasil, por sua vez, foram relatados quatro casos nos ultimos 20 anos.

O primeiro caso foi relatado no ano de 2003 em lavouras de soja, com a presenca de
bidtipos resistentes aos herbicidas cialofope-butilico, fenoxaprope-p-etilico e setoxidim, todos
classificados como inibidores da enzima ACCase. J4 em 2016, pesquisadores da Universidade
de Maringa, no Parana, relataram o segundo caso de bidtipos de plantas resistentes ao herbicida
glifosato, que atua na inibicdo da enzima EPSPs, em lavouras de soja, milho e trigo. Em 2017
foi relatado a presenga de bidtipos com resisténcia multipla a dois mecanismos de agdo
herbicida: EPSPs (glifosato) e ACCase (fenoxiprope e haloxifope). As plantas foram
localizadas em cultivos de feijdo, algodao, milho e soja no estado do Mato Grosso. O ultimo
caso ocorreu na regido de Luis Eduardo Magalhées, na Bahia em 2023 e o bidtipo em questio
apresentou resisténcia multipla e cruzada aos herbicidas glifosato, cletodim e haloxifope-p-
metilico (HRAC-BR, 2023). A limitada variedade de mecanismos de ag@o disponiveis para o
controle de espécies gramineas ¢ um dos fatores que tem contribuido para o aumento dos casos

de resisténcia.

No mundo, existem diferentes bidtipos de capim-pé-de-galinha resistentes a herbicidas
inibidores da enzima ACCase e EPSPs apresentando diferencas quanto ao mecanismo de
resisténcia desenvolvido por tais populagdes. Ja foram identificados bidtipos com resisténcia
ao herbicida glifosato associado a superexpressdo da enzima EPSPs (LI et al., 2022; CHEN et
al., 2015); alteracdo no local de a¢do (mutagdo na posi¢do 106 do gene EPSPs, com substitui¢ao
do aminoécido prolina por um aminodcido serina) (VAZQUEZ-GARCIA et al., 2021;
TAKANO et al., 2016); mutagdo do tipo“TIPS”, que consiste da mutag¢do na posi¢do 102, com
substitui¢do de uma treonina para um isoleucina, juntamente com a mutagdo na posicdo 106
(YU et al., 2015) e bidtipos com resisténcia a herbicidas inibidores da ACCase com mutagao

pontual detectada na posi¢do do aminoacido 2078 do gene ACCase, com substitui¢do no tripleto
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do aspartato pelo tripleto da glicina (OSUNA et al.; 2012). Estes sdo alguns casos que
demonstram a variabilidade genética presente na espécie pela capacidade dos bidtipos em

apresentar diferentes mecanismos de resisténcia aos herbicidas.

Com o avango da resisténcia do capim-pé-de-galinha a herbicidas no Brasil, torna-se
cada vez mais importante realizar estudos robustos para entender os mecanismos de resisténcia
e as caracteristicas especificas da espécie. O aumento da resisténcia, aliado a limitada variedade
de herbicidas disponiveis para o controle dessas gramineas, destaca a necessidade de estratégias
de manejo mais eficazes.

2.6 Abordagens metodolégicas para caracterizacio morfolégica e fisiolégica do capim-

pé-de-galinha
Existem diferentes metodologias empregadas como ferramenta para estudar as

caracteristicas que contribuem para o desenvolvimento do mecanismos de resisténcia NRELA
gerados pelas plantas. Algumas delas combinam o estudo da morfologia de partes das plantas
(orgdos), como o uso da Microscopia de Luz (ML), Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), buscando entender se existem barreiras

fisicas que possam limitar a absor¢éo ou translocag@o de herbicida pelas plantas.

A microscopia € uma técnica utilizada para investigar anatomia vegetal em nivel
tecidual ou celular (LEGLAND; DEVAUX; GUILLON, 2018). Entre os diversos tipos de
microscopia, a ML ¢ a técnica mais simples e antiga utilizada no campo de pesquisas cientificas
(CISEK etal., 2009). Através dela é possivel visualizar as caracteristicas dos érgdos vegetativos
acreos e/ou subterraneos, permitindo criar correlagdes que expliquem a tolerancia ou resisténcia
de plantas daninhas a herbicidas, bem como sua capacidade competitiva sobre outras espécies

(CARBONE et al., 2021).

A técnica de MEV € uma ferramenta que permite a caracterizagdo detalhada de
materiais, oferecendo dados sobre a topologia da superficie, rugosidade, morfologia, variagdes
composicionais e, em alguns casos, caracteristicas subsuperficiais, o que, em aplicagdes
bioldgicas, se traduz na obtencdo de informagdes sobre a organizagédo dos tecidos, os contornos
celulares, o perfil superficial das células e a identificagdo de estruturas subcelulares
(WIGHTMAN, 2022). Esse método permite a caracterizacdo e quantificacdo de estruturas
superficies, como ceras, estdmatos e tricomas, que podem interferir diretamente na absor¢éo ou
retengcdo de herbicidas, bem como visualizar o efeito da aplicacdo desses produtos sobre a

superficie foliar (ALVES et al., 2014).
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A técnica de MET, por sua vez, permite a visualizagdo a nivel ultraestrutural ou até no
nivel atdbmico, com resolugdo de até¢ 0,1 nm, que € mil vezes maior que o microscopio de luz
(DUMANCIC; VOITA; FULGOSI, 2023). Essa precisio nos permite estudar estruturas
celulares como organelas e diferengas e divisdo entre as camadas cuticulares nas plantas
(HAJRI et al., 2016). Todas essas técnicas permitem o estudo aprofundado da morfologia das
plantas daninhas, como o capim-pé-de-galinha, oferecendo uma visdo detalhada das defesas
fisicas das plantas daninhas, como barreiras que podem restringir a penetracdo de herbicidas ou

limitar sua absor¢do, contribuindo para o entendimento dos mecanismos de resisténcia.

Além da anélise morfoldgica, os estudos sobre a fisiologia e 0 metabolismo das plantas
desempenham um papel fundamental na compreensdo dos mecanismos de resisténcia aos
herbicidas NRELA. A fisiologia vegetal ¢ um ramo da botanica que investiga os processos que
regulam a absor¢ao e o transporte de 4gua e nutrientes, a formagéo e o metabolismo de reservas,
a germinagdo das sementes e o desenvolvimento das plantas, sempre considerando sua
adaptacdo ao ambiente em que se desenvolvem (TAIZ; ZEIGER, 2007). Através da analise
desses processos, € possivel identificar como as plantas daninhas adaptam suas vias metaboélicas

para superar os efeitos dos herbicidas e se manterem competitivas.

As técnicas "0micas" (como gendmica, transcriptomica, protedmica e metabolomica)
tétm se mostrado ferramentas poderosas na investigacdo dos mecanismos moleculares
subjacentes aos NRELA (PATTERSON et al., 2019). Essas abordagens permitem a analise em
larga escala de genes, proteinas e metabdlitos envolvidos nas respostas das plantas daninhas ao
estresse causado pelos herbicidas. A protedmica vegetal dedica-se ao estudo das proteinas em
termos de composi¢do, expressdo, estrutura, fungfo, redes de interacdo e regulacdo
(KELLNER, 2000) e incialmente, foi empregada principalmente para compreender as respostas
das plantas daninhas aos estresses causados por herbicidas. Contudo, com o progresso das
tecnologias de protedmica, um numero crescente de estudos tem se voltado para a utilizagdo
dessa abordagem no entendimento da classificagdo das plantas daninhas e na analise de sua

capacidade de adaptagdo a diferentes condi¢des ambientais (CHEN et al., 2024).

Portanto, conhecer os mecanismos envolvidos na resisténcia a herbicidas, além de
mutagdes genéticas, ¢ fundamental para o desenvolvimento de abordagens mais sustentaveis e
para a elaboracdo de programas de controle que considerem a diversidade genética e os
diferentes modos de ag@o dos herbicidas, minimizando os impactos da resisténcia e garantindo

a eficacia no longo prazo.
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3 RESULTADOS PRELIMINARES

Screening de biotipos de plantas coletadas do campo

O ensaio foi conduzido em area experimental pertencente ao grupo PDPA no Setor de
Grandes Culturas da UFRRIJ, localizada no municipio de Seropédica, RJ. As sementes sdo
oriundas de areas de “escape”, das quais algumas plantas sobreviveram a aplica¢do dos
herbicidas glifosato e herbicidas inibidores da enzima ACCase pertencente aos grupos quimicos
ariloxifenoxypropionatos (FOPs) e cicloexanedionas (DIMs). As amostras foram colocadas em
papel pardo, identificadas e enviadas ao Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). As amostras foram coletadas pela empresa Syngenta,
oriundas de cinco estados do Brasil, sendo cinco do Mato Grosso (MT), duas da Bahia (BA),
uma do Mato Grosso do Sul (MS), uma de Sdo Paulo (SP) e uma do Parana (PR) (Tabela 1).
Para a semeadura foi utilizado vasos de polietileno com capacidade de 1,0 L. preenchidos com
mistura contendo solo do tipo planossolo haplico proveniente de areas agricolas da UFRRJ
(Tabela 2) e substrato comercial da marca Natus Solos do Brasil, composto por turfa,
vermiculita, casca de pinus, carvdo vegetal e matéria organica. A mistura foi realizada em uma
propor¢do contendo 2/3 de solo e 1/3 de substrato comercial. Foram utilizados 20 vasos para
cada biotipo, totalizando 220 vasos. Os vasos foram mantidos em estufa durante toda a
execucdo do ensaio e sob irrigacdo constante. Apds a germinagdo ¢ emissdo do primeiro
perfilho as plantas foram desbastadas mantendo-se apenas uma planta por vaso, selecionando a

mais sadia e livre do ataque de pragas e doengas.

Tabela 1. Bidtipos de Eleusine indica com suspeita de resisténcia a herbicidas coletadas em

campo de areas agricolas do Brasil. Seropédica, RJ. PDPA/UFRRIJ - 2023.

Amostras Estado Municipio
BR-20-Ein-100-02 MT Primavera do Leste
BR-22-Ein-144-02 MT Sinop
BR-22-Ein-049-02 MT Sapezal
BR-22-Ein-019-02 MT Nova Mutum
BR-22-Ein-156-02 MT Queréncia
BR-22-Ein-151-02 BA Correntina
BR-18-Ein-033-02 BA Luis Eduardo Magalhaes
BR-21-Ein-010-02 MS Rio Brilhante
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BR-18-Ein-000-02 SP Cosmopolis
BR-22-Ein-056-02 PR Astorga

Tabela 2. Analise fisico-quimica do solo em area sem historico de utilizagdo de herbicidas.

Seropédica, RJ. PDPA/UFRRI - 2023.

Granulometria (g Kg ! TFSA?)

Areia Silte Argila
83.9 9.2 6.9
pH e Complexo sortivo (Cmol/dm?3) -------- Corg!

(H20) Ca Mg K Na Sb Al H+AL CTCC %

5,19 1.2 1 0,01 0 27 0,05 0,6 3 1,85

2TFSA: terra seca fina ao ar.

®S: soma de bases trocaveis (Ca + Mg + Na + K)
<CTC: (S+H+Al)

4 Corg: carbono orgéanico

O ensaio teve como objetivo selecionar as plantas que sobrevivessem a aplicacdo dos
seguintes herbicidas: glifosato (Zapp Qi 620), na dose de 750 g e.a.ha’!; cletodim (Select 240
EC) na dose de 1,0 L. ha™ + éleo mineral (Joint Oil) 0,5% v/v e haloxifope-p-metilico (Verdict
Max), na dose de 230 mL. ha! e + 6leo mineral (Joint Oil) 0,5% v/v). A aplica¢do dos herbicidas
foi realizada quando as plantas apresentavam 2 a 3 perfilhos utilizando-se 5 repeti¢des para
cada tratamento e foi realizada com auxilio de pulverizador costal pressurizado a CO> operando
na pressdo de 40 psi dotado de uma barra com duas pontas de pulverizagdo do tipo XR11002,
espacadas em 50 cm, aplicando o volume de calda de 200 L ha!. De acordo com os dados do
Instituto Nacional de Meteorologia — INMET, no momento da aplicagdo as condigdes
climaticas registradas foram 24,2°C de temperatura, umidade relativa de 42% e velocidade do

vento de 3,7 m/s.

Para o screening, de forma geral, os bidtipos que foram submetidos a aplicagdo do
herbicida glifosato apresentaram sintomas visuais de injuria tipicos desse mecanismo de agéo
como, reducdo de porte, folhas cloroticas e necrose. Entretanto, foi possivel observar sintomas
atipicos de superbrotamento e reducdo da inflorescéncia nos bidtipos BR-22-Ein-049-02, BR-

21-Ein-010-02, BR-18-Ein-000-02 e BR-22-Ein-056-02 (Figura 1).
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Figura 1. Sintomas de surperbrotamento observados nos bidtipos de Eleusine indica BR-22-
Ein-056-02 (A), BR-21-Ein-010-02 (B), BR-18-Ein-000-02 (C) e BR-22-Ein-049-02 (D) e com
inflorescéncia reduzida nos bidtipos BR-18-Ein-000-02 (E) e BR-21-Ein-010-02 (F) 35 DAA
de glifosato. Seropédica, RJ. PDPA/UFRRJ — 2023.

Os bidtipos BR-20-Ein-100-02, BR-22-Ein-049-02, BR-22-Ein-019-02, BR-22-Ein-
156-02, BR-22-Ein-151-02, BR-18-Ein-033-02 ¢ BR-18-Ein-000-02 que receberam aplicacio
do herbicida haloxifope apresentaram sintomas em geral de folhas cloréticas, caule arroxeado,
reducdo de porte e necrose. Além disso, também foram visiveis sintomas de engruvinhamento
de folhas e inflorescéncia nos bidtipos BR-22-Ein-144-02, BR-21-Ein-010-02 e BR-22-Ein-
056-02 (Figura 2).
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Figura 2. Folhas e inflorescéncia de biotipos de Eleusine indica BR-22-Ein-156-02 (A) e BR-
21-Ein-010-02 (B) 35 DAA de haloxifope . Seropédica, RJ. PDPA/UFRRIJ - 2023.

Em relagdo a aplicacdo do herbicida cletodim, todos bidtipos apresentaram sintomas
tipicos de herbicidas inibidores da ACCase, tais como, necrose e morte do meristema apical
("coragdo morto") e apenas plantas dos bidtipos BR-22-Ein-144-02 e BR-22-Ein-049-02

sobreviveram a aplicagdo e foram separadas para a coleta de sementes (Figura 3).

Figura 3. Amostras de bidtipos de Eleusine indica com suspeita de resisténcia 35 DAA de
Cletodim. Seropédica, RJ. PDPA/UFRRIJ - 2023.

Suscetibilidade de populacées de capim-pé-de-galinha a herbicidas inibidores de ACCase

Foi conduzido um ensaio com o objetivo de verificar a suscetibilidade dos biotipos
descritos na Tabela 1, aos herbicidas cletodim, haloxifop, fluazifop, quizalofop, clodinafop e

pinoxaden e investigar os mecanismos de resisténcia ao ACCase e EPSPS. O ensaio foi realizdo
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pela empresa Syngenta, conduzido um experimento em casa de vegetagdo, em fatorial triplo,
em que o fator A foi composto pelas 10 populagdes (1 suscetivel 9 suspeitas de resisténcia) o
fator B, os 6 herbicidas descritos anteriormente e o fator C as 8 doses (0; 6,25; 12.5; 25; 50;
100; 200 e 400 g de i.a ha™). Foi adicionadao Ochima 0,5% v/v em todos tratamentos (exceto
Pinoxaden). As unidades experimentais foram constituidas de vasos de 0,3 L, preenchidos de
substrato comercial Basaplant Hortali¢a. As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo com
fotoperiodo de 12 h e temperatura entre 25 a 30° C. A aplicag@o foi realizada quando as plantas
apresentavam 4 folhas a 1 perfilho. O controle foi avaliado visualmente até os 28 dias apos a
aplicagdo. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (p<0,05), e em caso de diferenca
significativa entre populagdo e doses foram plotadas as regressdes ndo linear logistica: y=a /

[1+(x/b)°.

Os resultados referentes a dose necessaria, para cada bidtipo, capaz de causar 90% de
mortalidade (DL90) e o fator de resisténcia (FR), que leva em consideragio a relagdo entre o
DL90 de cada biotipo sobre o DL90 do biotipo suscetivel, encontram-se na Tabela 3. O DL90
indica quantas vezes a dose do herbicida necessaria para causar 90% de letalidade do biotipo
resistente € maior do que aquela necessaria para produzir o mesmo efeito sobre o bidtipo
suscetivel. As cores em vermelho destacam os bidtipos que apresentaram maior grau de
resisténcia aos herbicidas inibidores da ACCase e as cores em verde, os biotipos mais
suscetiveis aos mesmos herbicidas. Os bidtipos BR-18-Ein-033, BR-22-Ein-019 ¢ BR-22-Ein-
049 e BR-22-Ein-156 apresentaram alto fator de resisténcia a todos os herbicidas inibidores da
ACCase testados. Os bidtipos BR-21-Ein-010, BR-22-Ein-151 apresentaram alto fator de
resisténcia para os herbicidas cletodim, pinoxaden, haloxifope e fluziafope e suscetibilidade aos
herbicidas clodinafope e quizalofope. Ja os bidtipos BR-22-Ein-056, BR-20-Ein-100 e BR-22-
Ein-144 apresentaram alto fator de resisténcia para todos os herbicidas exceto o herbicida

quizalofope.
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Quadro 1. Valores de D190 (dose de herbicida necessaria para causar 90% de mortalidade ou
inibi¢do do crescimento da populacdo) e FR (Fator de Resisténcia) para cada biotipo apos
aplicagdo dos herbicidas cletodim, pinoxaden, haloxifope, fluazifope, clodinafope e
quizalofope. Syngenta, 2023.

D Clethodim Pinoxaden Haloxyfop Fluazifop Clodinafop Quizalofop

D FR D FR D FR D FR D FR D FR

BR-18-Ein-000 - Suscetivel
BR-22-Ein-056
BR-21-Ein-010
BR-18-Ein-033
BR-22-Ein-151
BR-20-Ein-100
BR-22-Ein-019
BR-22-Ein-049
BR-22-Ein-144
BR-22-Ein-156

Os resultados referentes as mutagdes encontradas para os herbicidas inibidores da
EPSPs e da ACCase em cada biotipo estudo estdo apresentados na Tabela 4. Para todos os
bidtipos, exceto o bidtipo suscetivel e 0 BR-18-Ein-033, foram identificadas duas mutagdes na
enzima ACCase para os herbicidas cletodim e haloxifope, do tipo D2078 Asp-Gly, ou seja,
alteragdo no gene que codifica a enzima ACCase, com substituicdo do aminoacido aspartato
(Asp) na posicao 2078 pela glicina (Gly). O bidtipo BR-18-Ein-033 apresentou a G2096/S
Gly/Ser, nesse caso, ocorre uma troca no aminodcido glicina (Gly) na posi¢do 2096 por serina
(Ser). Além disso, também foi identificada a mutagdo P106S, na enzima EPSPs, que ocorre na
posicdo 106, onde a prolina (P) é substituida por serina (S), para os bidtipos BR-22-Ein-056-02,
BR-21-Ein-010-02, BR-22-Ein-151-02 ¢ BR-18-Ein-033.

Quadro 2. Mutacdes identificadas na enzima ACCase (cletodim e haloxifope) e EPSPs
(glifosato) para os biotipos com suspeita de resisténcia a herbicidas. Syngenta, 2023.

i 11781L | H1987Q P1995A w1999 W2027C 12041N/V D2078 C2088R G2096A/S EPSPS
lle-Leu | His-Gin | Pro-Ala Trp-Cys Trp-Cys | lle-Asn/Val | Asp-Gly Cys-Arg Gly/ser P1065
BR-18-Ein-000 - - m - = . = - - = -
. nao nao ndo ndo nao ndo nao nao ndo ndo
Suscetivel

BR-22-Ein-056 nao nao nao nao nao nao sim nao nao sim
BR-21-Ein-010 ndo ndo ndo ndo ndo ndo sim ndo ndo sim
BR-18-Ein-033 nao nao nao ndo ndo nao nao nao sim sim
BR-22-Fin-151 nao nao nao nao ndo nao sim nao nao sim
BR-20-Ein-100 nao nao nao ndo nao nao sim ndo ndo ndo
BR-22-Ein-019 nao ndo nao nio ndo ndo sim nao nao nao
BR-22-Ein-049 nao nao nao nao nao nao sim nao ndo nao
BR-22-Ein-144 nao nao nao nao ndo nao sim nao ndo nao
BR-22-Ein-156 nao nao ndo nao ndo nao sim nao nao ndo
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Para os préximos ensaio, foi realizada a escolha de dois bidtipos resistentes com
caracteristicas contrastantes entre si, mais o bidtipo suscetivel. Foram escolhidos: 1) biotipo
BR-18-Ein-033-02, unico com a muta¢do em posi¢cdo diferente para a enzima ACCase em
comparagdo aos demais, além de apresentar resisténcia a todos os herbicidas testados (Tabela
3); 2) biotipo BR-20-Ein-100-02 (Tabela 3), sem mutacdo identificada para a enzima EPSPs com
menor FR para o herbicida quizalofope (Tabela 4); e 3) biotipo suscetivel (BR-18-Ein-000-02). Nos
ensaios posteriores, o biotipo BR-18-Ein-033-02 recebeu o nome de RESMUT, o BR-20-Ein-
100-02 recebeu o nome de RESSEM e o bidtipo suscetivel BR-18-Ein-000-02, foi identificado
como SUSC.
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4 CAPITULOI- CARACTERIZACAO DAS DIFERENCAS ANATOMICAS E
ULTRAESTRUTURAIS DE BIOTIPOS DE Eleusine indica
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RESUMO

O capim-pé-de-galinha (Eleusine indica) é uma das principais plantas daninhas em lavouras
brasileiras. Dentro da espécie, existem bidtipos que apresentam variacdes morfologicas,
anatomicas e ultraestruturais que podem influenciar a resisténcia aos herbicidas. Este estudo
teve como objetivo analisar e comparar essas caracteristicas em diferentes estaddios de
desenvolvimento de bidtipos resistentes e suscetiveis a herbicidas. Para isso, sementes de dois
bidtipos resistentes e um bidtipo suscetivel foram cultivadas em casa de vegetacdo, e amostras
foliares foram coletadas em dois estadios de desenvolvimento: plantas jovens (2 a 4 perfilhos)
e adultas (pleno florescimento e perfilhamento). A caracteriza¢do anatdmica foi realizada por
microscopia de luz (ML) em cortes transversais das folhas, enquanto a analise
micromorfologica e ultraestrutural foi conduzida por microscopia eletronica de varredura
(MEV) e microscopia eletronica de transmissdo (MET). Foram avaliadas a espessura da
cuticula + parede periclinal externa, mesofilo, bainha do feixe e epiderme adaxial e abaxial,
além da densidade de estdmatos e tricomas e caracteriza¢do dos componentes e da superficie
do limbo foliar. Os resultados indicaram que a espessura da cuticula + parede periclinal externa
de ambas as faces e a densidade de tricomas na face adaxial, foi maior em plantas adultas,
independentemente do bidtipo. Além disso, plantas jovens e adultas do bidtipo suscetivel
apresentaram maior densidade de tricomas que sdo predominantemente curtos e espacados, o
que pode limitar sua influéncia na reteng@o de herbicidas, entretanto, em plantas jovens, os
tricomas ndo sdo recobertos por cera epicuticular em estadios inicias de desenvolvimento. Em
relacdo aos estdmatos, os bidtipos resistentes apresentaram menor densidade estomadtica,
especialmente na face adaxial, quando comparados ao biotipo suscetivel, o que pode reduzir a
absorcdo de herbicidas foliares, uma vez que a cuticula das células-guarda tende a ser menos
espessa, além de estar associada a presenca de microcanais na parede periclinal externa, que
podem influenciar na translocagdo do herbicida. Esses resultados indicam que tanto o estadio
de desenvolvimento quanto as diferengas estruturais entre os bidtipos podem afetar a absor¢do
e a eficacia dos herbicidas, refor¢ando a importancia da integracdo de caracteristicas anatomicas

no manejo quimico da espécie.

Palavras-chave: anatomia foliar; capim-pé-de-galinha; cuticula; cera epicuticular
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ABSTRACT

Goosegrass (Eleusine indica) is one of the main weed species in Brazilian croplands. Within
this species, biotypes exhibit morphological, anatomical, and ultrastructural variations that may
influence herbicide resistance. This study aimed to analyze and compare these characteristics
at different developmental stages of herbicide-resistant and susceptible biotypes. For this
purpose, seeds from two resistant biotypes and one susceptible biotype were cultivated in a
greenhouse, and leaf samples were collected at two developmental stages: young plants (2 to 4
tillers) and adult plants (full flowering and tillering). Anatomical characterization was
performed using light microscopy (LM) on transverse leaf sections, while micromorphological
and ultrastructural analyses were conducted using scanning electron microscopy (SEM) and
transmission electron microscopy (TEM). The following parameters were evaluated: cuticle +
outer periclinal wall thickness, mesophyll, vascular bundle sheath, adaxial and abaxial
epidermis thickness, stomatal and trichome density, and characterization of leaf blade
components and surface. The results indicated that the cuticle + outer periclinal wall thickness
on both surfaces and the trichome density on the adaxial surface were higher in adult plants,
regardless of the biotype. Additionally, both young and adult plants of the susceptible biotype
exhibited higher trichome density, with trichomes being predominantly short and spaced, which
may limit their influence on herbicide retention. However, in young plants, trichomes were not
covered by epicuticular wax in early developmental stages. Regarding stomata, resistant
biotypes had lower stomatal density, especially on the adaxial surface, compared to the
susceptible biotype. This lower density may reduce foliar herbicide absorption, as the guard
cell cuticle tends to be thinner and is associated with the presence of microchannels in the outer
periclinal wall, which may influence herbicide translocation. These findings indicate that both
developmental stage and structural differences between biotypes can affect herbicide
absorption and efficacy, reinforcing the importance of integrating anatomical characteristics

into the chemical management of this species.

Keywords: leaf anatomy; goosegrass; cuticle; epicuticular wax.
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4.1 INTRODUCAO
As plantas daninhas sdo reconhecidas como um dos principais fatores limitantes a

produtividade agricola, sendo responsaveis por perdas significativas no rendimento das culturas
ao competirem por luz, d4gua e nutrientes, podendo ser potencializas por efeitos alelopaticos
(SALOMAO; FERRO; RUAS, 2020). Esse cenario foi evidenciado por (DE FREITAS SOUZA
et al., 2024), que relatou redugdes de até 45% na produtividade da cultura do milho em areas
com densidade superior a 16 plantas de Eleusine indica por metro quadrado, além de prejuizos

a altura e ao didmetro do caule do milho.

Nesse contexto, o capim-pé-de-galinha (Eleusine indica) tem se destacado como uma
das principais plantas daninhas nas lavouras brasileiras, especialmente devido ao surgimento
de biotipos com respostas distintas a0 manejo quimico (VAZQUEZ-GARCIA et al., 2021;
DENG et al., 2020). A variabilidade na resposta dos bidtipos de Eleusine indica aos herbicidas,
pode estar relacionada a fatores ligados ou ndo ao local de a¢do dos herbicidas. Quando néo
relacionado ao local de agfo, fatores morfologicos, como diferencas anatomicas e
ultraestruturais das plantas podem afetar a quantidade de herbicidas que conseguem chegar ao
local de agdo. Nesse sentido, algumas caracteristicas, como a espessura da cuticula, epiderme,
densidade estomatica e de tricomas, podem atuar como caracteristicas fisicas que irdo interferir
diretamente na penetracdo e consequentemente eficacia dos herbicidas (SCHNEIDER;

FAVARETTO; RIZZARDI, 2020).

A cuticula, por exemplo, ¢ uma camada lipidica extracelular composta por ceras
epicuticulares, uma camada intermediaria de cutina embebida em ceras (cuticula propriamente
dita) e uma camada inferior que combina cutina, ceras e componentes da parede celular
(pectinas, celulose e outros carboidratos) (TAFOLLA-ARELLANO et al., 2013). A estrutura,
espessura ¢ a composi¢do da cuticula das plantas variam conforme fatores como ambiente,
6rgdos e estadios de desenvolvimento (DOMINGUEZ; CUARTERO; HEREDIA, 2011). Essa
estrutura recobre as folhas e desempenha funcgdes essenciais, como a retengdo de agua e o
controle da entrada de substancias externas, como os herbicidas aplicados em pds-emergéncia,
atuando, portanto, como a principal barreira estrutural contra sua penetracdo (LALLANA et al.,

2006).

Diante desse cendrio, este estudo tem como objetivo caracterizar e comparar as
diferengas anatdmicas e ultraestruturais de biotipos de Eleusine indica resistentes e suscetiveis
a herbicidas em diferentes estadios de desenvolvimento, visando compreender os fatores que

influenciam a eficacia do manejo quimico. Parte-se da hipétese de que essas variagdes estdo
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relacionadas tanto ao estagio de desenvolvimento da planta quanto ao seu grau de resisténcia

ou suscetibilidade aos herbicidas, impactando a resposta ao controle quimico.

42 MATERIAL E METODOS

Materiais vegetais e condi¢des de crescimento

Foram utilizadas sementes de trés bidtipos distintos, selecionados a partir de screening
realizado em etapa preliminar. Dois desses bidtipos, identificados como RESMUT e RESSEM,
foram comprovadamente resistentes aos herbicidas glifosato, cletodim e haloxifope-P-metilico.
O terceiro bidtipo, identificado como SUSC, € suscetivel aos mesmos herbicidas. A semeadura
ocorreu em vasos de polietileno com capacidade para 1 L preenchidos com uma mistura
contendo 1/3 de substrato para planta constituido de turfa, vermiculita, casca de pinus, carvao
vegetal e matéria organica e 2/3 de solo coletado no campus do Seropédica, da UFRRIJ, em area
sem histdrico de utilizagdo de herbicidas. As amostras foram removidas da camada superficial
do solo (0 - 20 cm). A andlise quimica do solo (Tabela 1) foi conduzida conforme o
procedimento descrito no Manual de Métodos de Analise de Solo (Embrapa, 2017). Os vasos
foram mantidos em casa de vegetagdo, sob irriga¢do constante. Apds a germinagdo e emissio
do primeiro perfilho, as plantas foram desbastadas mantendo-se apenas uma planta por vaso,

optando-se sempre pela planta mais saudavel visualmente e livre do ataque de pragas e doengas.

Tabela 1. Analise quimica do solo em area sem histérico de utilizagdo de herbicidas em
Seropédica, RJ. PDPA/UFRRIJ - 2024.

Granulometria (g Kg ! TFSA?)

Areia Silte Argila
83.9 9,2 6,9
pH e Complexo sortivo (Cmolc/dm?3) -------- Corg!

(H20) Ca Mg K Na Sh Al H+AL CTC* %

5,19 1,2 1 0,01 0 27 0,05 0,6 3 1.85

2TFSA: terra seca fina ao ar.

b S: soma de bases trocaveis (Ca + Mg + Na +K)
<CTC: (S+H+Al)

4 Corg: carbono orgéanico
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Analise anatomica e micromorfolégica
Estrutura da folha - Microscopia de luz (ML)

Foram coletadas amostras das folhas mais expandidas do terco médio das plantas em
dois estadios: plantas jovens com 2 a 4 perfilhos e plantas em pleno florescimento, dos 3
bidtipos estudados. A amostragem foi conduzida em delineamento inteiramente casualizado,
com 6 repeti¢des (n = 36). As amostras foram fixadas em FAA 50 (formaldeido, 4acido acético
e etanol 50%; 1:1:18 vol/vol) (Johansen, 1940), desidratadas em série alcodlica e emblocadas
em historesina Leica. Cortes transversais do material (5 um de espessura) foram obtidos com
um microtomo rotatorio e coradas com azul de toluidina O 0,05%, pH 4,7 (O'Brien et al., 1964).
As laminas foram montadas com agua deionizada. O material foi examinado e os resultados
relevantes documentados usando um fotomicroscépio Olympus BX 41 equipado com um
sistema digital. Analises morfométricas para comparar bidtipos suscetiveis e resistentes foram
realizadas usando o ImageJ Software for Life Science Microscopy e os seguintes parametros
morfométricos foram mensurados: (a) espessura da cuticula + parede periclinal externa da face
adaxial e abaxial, (b) espessura da epiderme abaxial e adaxial, (¢) espessura do mesofilo, (d)
espessura da bainha do feixe, como destacado na Figura 1. Para obter a densidade de tricomas
e densidade estomadtica presente na face adaxial e abaxial das folhas em ambos os estadios
avaliados, foram recortados fragmentos de folha fresca do terco médio com 1 cm de
comprimento e colados em suporte do tipo stub. O material foi examinado em Microscopio
Eletronico de Varredura Phenom ProX e as analises comparando os biotipos e os estadios foram

realizadas com auxilio do ImageJ Software for Life Science Microscopy.
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o —— (a) espessura da cuticula + parede periclinal externa da face adaxial e abaxial
(b) espessura da epiderme abaxial e adaxial
(c) espessura do mesofilo

d) espessura da bainha do feixe

Figura 1. Modelo esquemadtico da representagdo de corte transversal de folha de graminea.
Com destaque dos paramentros mensurados do limbo foliar com auxilio de microscopia de luz.
Seropédica, RJ. PDPA/UFRRJ —2025. Fonte: Adaptado de ESAU, 2006.

Os resultados foram submetidos a analise de varidancia ANOVA (p < 0,05), sendo F
significativo, submetidos ao teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, usando o software

Rbio (BHERING, 2017).
Caracteriza¢io micromorfolégica — Microscépio eletronico de varredura (MEYV)

Para analise das estruturas superficiais presentes na limbo foliar da espécie, foram
coletadas amostras das folhas mais expandidas do ter¢o médio das plantas em dois estadios:
plantas jovens com 2 a 4 perfilhos e plantas em pleno florescimento dos 3 bidtipos estudados.
A amostragem foi conduzida em delineamento inteiramente casualizado, com uma repeti¢ao (n
= 6). Amostras foram processadas convencionalmente de acordo com o protocolo de rotina do
Centro de Microscopia Eletronica do IBB — UNESP (CME, 2018). As amostras foram fixadas
em glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato de sédio 0,1M pH 7.3 por pelo menos 24 horas.
Ap6s trés lavagens em agua destilada, os fragmentos foram pds-fixados em tetréxido de 6smio
a 0,5% em agua destilada por 30 a 40 minutos. A seguir, as amostras foram lavadas em agua
destilada por trés vezes de 10 minutos e desidratadas em série crescente de alcool. Em seguida,

a amostra foi submetida ao ponto critico de CO, colada em suporte do tipo stub e metalizada
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com ouro. O material foi examinado em Microscépio Eletronico de Varredura Quanta 200 (FEI

Company), lotado no Centro de Microscopia Eletronica do IBB, UNESP - Botucatu.
Caracterizacio ultraestrutural — Microscopio Eletronico de Transmissiao (MET)

Foram coletadas amostras das folhas mais expandidas do terco médio das plantas em
dois estadios: plantas jovens com 2 a 4 perfilhos e plantas em pleno florescimento dos 3 bidtipos
estudados. A amostragem foi conduzida em delineamento inteiramente casualizado, com uma
repeti¢do (n = 6). Amostras foram processadas convencionalmente de acordo com o protocolo
de rotina do Centro de Microscopia Eletronica do IBB — UNESP (CME, 2018). Os tecidos
foram fragmentados e fixados em soluc¢do de Karnovsky (Karnovsky 1965) por 24 horas. Apos
trés lavagens em tampao fosfato 0,1M (pH 7.3), os fragmentos foram pos-fixados em tetréxido
de 6smio a 1% em tampao fosfato 0,1M (pH 7.3) por 2 horas, lavados por 3 vezes em agua
destilada e submetidos a contrastagdo in bloco em acetato de uranila 0,5% em 4agua destilada
por 2 horas. A seguir, foram desidratados em solug@o de acetona, embebidos em solucdo de
acetona e resina Araldite® por 24 horas e emblocados em Araldite®. Secc¢des ultrafinas foram
contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo (Reynolds 1963). O material foi
examinado em Microscopio Eletronico de Transmissdo Tecnai Spirit (FEI Company) a 80kV,

lotado no Centro de Microscopia Eletronica do IBB, UNESP - Botucatu.
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4.3 RESULTADOS
Estrutura da folha - Microscopia de luz (ML)

Todos os biotipos, em ambos os estadios analisados, apresentaram anatomia da lamina
foliar em corte transversal com presenca de uma camada uniestratificada de células da epiderme
com células buliformes na face adaxial (Figura 1A). Em ambas as faces ha presenca de cuticula,
sendo a espessura na face adaxial mais espessa em relagdo a face abaxial (Figura 1A). Além
disso, em ambas as faces também ha presenca de estdomatos, classificando a folha como
anfiestomatica (Figura 1B). O mesofilo ¢ homogéneo radiado, composto por um pequeno
aglomerado de células de esclerénquima (fibras do esclerénquima) na face adaxial e abaxial,
seguido de tecido de clorénquima radiado envolvendo uma camada de células circulares em
forma de anel, que formam a bainha vascular, e ambos os tecidos celulares contém cloroplastos
(Figura 1C). Em seu interior estd o feixe vascular, composto por dois tecidos condutores: o
xilema, na parte superior ¢ o floema, na parte inferior (Figura 1D). O xilema ¢ composto por
elementos de vasos (metaxilema e protoxilema), fibras e parénquima do xilema, enquanto o
floema é composto por elementos de tubo crivado, células companheiras e parénquima do
floema. Os feixes vasculares estio distribuidos em toda extensao do limbo foliar e circundados
pelas grandes células circulares (bainha do feixe vascular), essa caracteristica constitui uma
organizagdo celular tipica em gramineas que recebe o nome de anatomia Kranz e que estdo
intimamente associadas a plantas de metabolismos fotossintético do tipo C4 (Figura 1E). Ao
comparar os parametros morfométricos individualmente para cada bidtipos analisados, foi
possivel observar diferengas estatisticamente significativas entre os estadios de
desenvolvimento. O biotipo resistente RESMUT apresentou menor espessura da cuticula +
parede periclinal externa da face adaxial e abaxial, do mesoéfilo e da bainha do feixe em plantas
jovens, com valores 64%, 32%, 26% e 26% menores, respectivamente, quando comparados as
plantas adultas (Figura 2A). J& para o biotipo resistente RESSEM, apenas os parametros de
espessura da cuticula somada a parede periclinal externa de ambas as faces mostraram
diferengas estatisticamente significativas, com reducdes de 36% na face adaxial e 22% na face
abaxial nas plantas jovens em relagdo as plantas adultas (Figura 2B). O bidtipo suscetivel
SUSC, por sua vez, apresentou diferengas estatisticamente significativas na espessura da
cuticula + parede periclinal externa da face adaxial e abaxial, do meséfilo e da bainha do feixe
entre plantas jovens e adultas, com 26%, 19%, 19% e 15%, menos espessas respectivamente,

nas plantas jovens (Figura 3B).
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Figura 2. Fotomicrografias de laminas foliares dos bidtipos de Eleusine indica em corte
transversal. Biotipo RESMUT, planta jovem com 2 a 4 perfilhos (A) e em pleno florescimento
e perfilhamento (B); bidtipo RESSEM, planta jovem com 2 a 4 perfilhos (C) e em pleno
florescimento e perfilhamento (D) e bidtipo SUSC, planta jovem com 2 a 4 perfilhos com
detalhe da nervura central mostrando feixe vascular e vista geral da 1amina foliar mostrando a
distribuicdo dos feixes vasculares circundados pelo clorenquima radiado (E). Legenda: Cb —
células buliformes, Xi — xilema, FI — floema, Pa — parénquima pali¢cadico, Bf — bainha do feixe.
Es — esclerénquima, Et — estomato. Escalas: 100 yum =E; 50 yum =A e D; 25 um =C; 10 pm
= B. Seropédica, RJ. PDPA/UFRRIJ — 2024.
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Figura 3. Pardmetros morfométricos anotdmicos do limbo foliar de Eleusine indica. Biotipo
RESMUT (A), RESSEM (B) e SUSC (C), em pleno florescimento e perfilhamento e planta
jovem com 2 a 4 perfilhos. Médias seguidas pela mesma letra, para cada parametro

isoladamente, ndo diferem estatisticamente entre si a P < 0,05 pelo teste de Tukey.Seropédica,
RJ. PDPA/UFRRJ —2024.

Os resultados da andlise da densidade de tricomas e estomatos no limbo foliar
de Eleusine indica descritos na Tabela 2, demonstraram variagdes estatisticamente distintas
entre os diferentes biotipos e idades das plantas. Para a densidade de tricomas, observou-se que
ambos os bidtipos resistentes apresentaram maior nimero de tricomas nas faces adaxial e
abaxial das folhas por 0,2 mm? em plantas adultas, quando comparadas as plantas jovens. Ja o
bidtipo suscetivel apresentou diferenca estatisticamente significativa apenas na face adaxial,
com maior densidade de tricomas em plantas adultas em relagao as jovens. Quanto a densidade

estomatica, cada biotipo apresentou um padrao distinto: o bidtipo RESMUT mostrou maior
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densidade na face adaxial em plantas adultas, enquanto no biotipo RESSEM a maior densidade
foi observada na face abaxial. Por outro lado, o bidtipo suscetivel SUSC ndo apresentou
diferengas significativas na densidade estomatica entre plantas jovens e adultas,
independentemente da face foliar analisada. Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados da
comparagdo entre os biotipos em cada estadio de desenvolvimento das plantas. Para a densidade
de tricomas, os resultados foram semelhantes nos dois estadios analisados: o bidtipo suscetivel
apresentou maior densidade de tricomas na face adaxial em relagdo aos bidtipos resistentes,
independentemente do estddio da planta, enquanto na face abaxial ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significativas entre os bidtipos. Quanto a densidade estoméatica em
plantas jovens, o bidtipo suscetivel mostrou maior numero de estdmatos por area na face adaxial
em comparacdo aos bidtipos resistentes, enquanto na face abaxial ndo houve diferenga
significativa. Em plantas adultas, observou-se um comportamento inverso: na face adaxial, ndo
foi registrada diferenca estatistica entre os bidtipos, mas na face abaxial, tanto o biotipo
suscetivel quanto o resistente BR-20-Ein-100-02 apresentaram maior nimero de estomatos por

area em relag@o ao biotipo resistente RESMUT.

Tabela 2. Densidade de tricomas e estomatica no limbo foliar de Eleusine indica. Biotipo
RESMUT, RESSEM e SUSC, em pleno florescimento e perfilhamento e planta jovem com 2 a
4 perfilhos. Seropédica, RJ. PDPA/UFRRJ — 2024.

Caracteristicas (n°/0,20 RESMUT RESSEM SUSC
mm?) Jovem  Adulto | Jovem  Adulto Jovem Adulto
Densidade de'trlcomas b 152 5h 18 a 14 b 26 a
— adaxial
Densidade de'trlcomas 5t 8a 6b 8a 7ns gns
— abaxial
Densidade es.tomatlca - 28 b 41 a 350 41 45 1 48 1
adaxial
Densidade es'tomatlca - 23m 25 26 b 36 a 31 ns 3108
abaxial

ns = ndo significativo. Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha para cada biotipo ndo diferem estatisticamente entre si a P < 0,05

pelo teste de Tukey.

Tabela 3. Densidade de tricomas e estomatica no limbo foliar de Eleusine indica. Biotipo
RESMUT (033), RESSEM (100) e SUSC (000), com comparagdo entre plantas adultas em
pleno florescimento e perfilhamento e planta jovem com 2 a 4 perfilhos. Seropédica, RIJ.
PDPA/UFRRJ —2024.

Caracteristicas (n°0,20 mm?) Jovem Adulta
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033 100 000 033 100 000

Densidade de tricomas - Adaxial b 5b 14a 15b 18b 26 a
Densidade de tricomas — Abaxial 5m 6" 7" g m g m 8 m
Densidade estomatica — Adaxial 28 b 35ab 45 a 41 43 ™ 48 ™
Densidade estomatica — Abaxial 25 ™ 26™ 31 23b 36 a 33 a

ns = ndo significativo. Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha para cada estadio ndo diferem estatisticamente entre si a P < 0,05

pelo teste de Tukey.

Caracteriza¢io micromorfolégica — Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As eletromicrografias revelaram diversos componentes micromorfologicos
caracteristicos. Entre esses, destacaram-se as células epidérmicas, organizadas de maneira
regular, intercaladas com estdmatos do tipo paracitico e em formato de halter, distribuidos ao
longo de toda a superficie foliar (Figura 3D e 3H). Além das células epidérmicas, foram
identificados tricomas, predominantemente do tipo tector unicelular, mais desenvolvidos e em
formato de espinho nas plantas em estadio adulto (Figura 3A, 3B, 3D e 3H). Para todos os
bidtipos analisados, em ambos os estadios de desenvolvimento, foi observada uma camada de
cera epicuticular em forma de placas e/ou pequenos filamentos, cobrindo completamente a
superficie do limbo foliar (Figura 3B, 3E e 3F), incluindo as células-guarda dos estdmatos
(Figura 3A e 3F). No entanto, a presenga de cera epicuticular ndo foi detectada sobre a

superficie dos tricomas nas fases iniciais de desenvolvimento (Figura 3A e 3C).
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Figura 4. Eletromicrografias de superficies foliares dos bidtipos de Eleusine indica. Bidtipo
RESMUT, planta jovem com 2 a 4 perfilhos (A) e em pleno florescimento e perfilhamento (B);
bidtipo RESSEM, planta jovem com 2 a 4 perfilhos (C) e em pleno florescimento e
perfilhamento (D e E) e bidtipo SUSC, planta jovem com 2 a 4 perfilhos (F ¢ G) e em pleno
florescimento e perfilhamento (H). Escalas: 1 mm = G; 300 um =He D; 50 pm = A; 20 pm
=B, C, E e F. Seropédica, RJ. PDPA/UFRRJ — 2024.
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Caracterizac¢io ultraestrutural - Microscopia eletronica de transmissio (MET)

As micrografias de cortes ultrafinos revelaram a estrutura detalhada da superficie foliar
de cada bidtipo estudado. Foi identificada uma camada de cuticula recobrindo a superficie do
limbo foliar em todos os bidtipos analisados, destacada por setas vermelhas (Figura 4A a 4F),
cuja espessura variou de 88 nm a 139 nm. Logo abaixo da cuticula, de tonalidade mais escura,
observou-se a parede periclinal externa, cuja espessura apresentou variagcdes entre 542 nm e
3095 nm. Adicionalmente, foram detectados canais, conhecidos como teicoides ou ectodesmos,
localizados entre a camada de cuticula e a parede celular, em regides proximas as células-guarda
dos estomatos (Figura 4A). Esses canais desempenham um papel potencialmente importante ao
facilitar a exsudagdo de cera para a superficie foliar, além de promover a entrada de substancias

externas.
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— 500 nm

Figura 5. Micrografias de se¢do ultrafina de do limbo foliar de Eleusine indica. Biotipo
RESMUT, planta jovem com 2 a 4 perfilhos (A) e em pleno florescimento e perfilhamento (B);
RESSEM, planta jovem com 2 a 4 perfilhos (C) e em pleno florescimento e perfilhamento (D)
e bidtipo SUSC, planta jovem com 2 a 4 perfilhos (E) e em pleno florescimento e perfilhamento
(F). Seropédica, RJ. PDPA/UFRRJ —2024.
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4.4 DISCUSSAO
Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que as caracteristicas anatdmicas e

micromorfologicas de Eleusine indica apresentam varia¢des significativas em funcdo dos
estadios de desenvolvimento e entre os bidtipos resistentes e suscetiveis aos herbicidas. Essas

diferengas desempenham um papel fundamental na eficacia do manejo quimico da espécie.

Observou-se que plantas jovens, com 2 a 4 perfilhos, apresentam uma cuticula + parede
periclinal externa mais fina em comparagao as plantas adultas. Essa mudanga cuticular ao longo
do ciclo de vida da planta pode afetar sua permeabilidade e, portanto, sua eficiéncia como uma
cobertura protetora (FLORE; BUKOVAC, 1974). Moléculas hidrofilicas, como o glifosato,
podem ter maior dificuldade de penetracdo e movimento na superficie foliar devido ao maior

espessamento dessa camada que € altamente lipidica (YILMAZ; DANE, 2012).

Por outro lado, no caso dos herbicidas inibidores da ACCase, as moléculas pertencentes
aos trés principais grupos quimicos compartilham uma estrutura bésica formada por um
esqueleto de carbono ligado a radicais polares. Contudo, cada grupo apresenta particularidades
estruturais que os diferenciam funcionalmente. No caso dos herbicidas do grupo dos FOPs, ¢
comum a formulacdo na forma de ésteres metilicos, butilicos ou outros derivados, o que confere
maior lipofilicidade as moléculas, facilitando sua penetracdo nas membranas celulares por
mecanismos relacionados ao aprisionamento do acido (TAKANO et al., 2020). A relagdo entre
a espessura de cuticula em diferentes estadios de desenvolvimento e sua influéncia na eficacia
de herbicidas ndo ¢ bem explorada na literatura e mais trabalhos sdo necessarios para avaliar

esse aspecto.

Além disso, também foi observado uma estrutura anatbmica mais robusta, como maior
espessura de mesofilo e da bainha do feixe em plantas adultas do bidtipo suscetivel e um bidtipo
resistente quando comparadas as plantas jovens. Essas caracteristicas atuam como barreiras
adicionais, dificultando a translocagdo dos compostos quimicos, visto que as principais
moléculas aplicadas sobre o tecido foliar destas plantas, como o glifosato e alguns graminicidas,
sdo sistémicos, ou seja, precisam ser transportadas em todos os tecidos da planta para exercerem
seu papel fitotoxico (AMARANTE JUNIOR et al., 2002; MACIEL et al., 2013). Tais variagdes
reforcam a importancia de considerar os estadios fenologicos na definicdo do momento de

aplicag@o dos herbicidas.
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Em plantas em estadio jovem, também foi encontrada menor densidade de tricomas
quando comparadas as plantas adultas na face adaxial da folha. Os tricomas encontrados em
plantas jovens, em sua maioria, ndo apresentam cera epicuticular em sua superficie (Figura 3A
e 3C). Além disso, o bidtipo suscetivel apresentou maior densidade de tricomas na face adaxial
em plantas jovens do que os bidtipos resistentes. Essas estruturas atuam como defesa das
plantas contra estresses bidticos e abioticos, como repelir insetos, refletir luz excessiva e regular
a transpiragdo (DAVID MARKS, 2014), e as ceras associadas a cuticula impedem a penetragdo
de produtos quimicos aplicados foliarmente (FLORE; BUKOVAC, 1974), o que pode favorecer
o controle das plantas suscetiveis quando ainda estdo em estadio jovem, em comparagdo com

as plantas adultas.

Por outro lado, o bidtipo suscetivel também apresentou maior densidade de tricomas em
plantas adultas comparado a ambos os bidtipos resistentes. Entretanto, grande parte dos
tricomas observados, representa apenas um dos tipos desta estrutura que podem recobrir a
superficie de plantas da familia Poaceae, diferindo dos demais em relagdo ao tamanho e
espacamento entre si (KHAN et al., 2017). Os tricomas encontrados no presente trabalho séo,
em sua maioria, muito curtos e dispostos longe um do outro, essas caracteristicas podem ter
pouca influéncia na reten¢do dos herbicidas aplicados. Além disso, estudos complementares
sobre a deposi¢do de cera e espessura da cuticula na base desses tricomas sdo fundamentais

para fornecer mais informagdes sobre a interferéncia na penetracdo dos herbicidas.

Em relag@o aos estdmatos, seu papel na absorc¢do de herbicidas ainda € controverso. A
maioria dos estudos relata que a absor¢do de herbicidas ocorre majoritariamente pela cuticula,
mas também existem estudos que propdem que os estdmatos podem ser ativados
hidraulicamente por sais higroscopicos, facilitando a entrada de compostos (BASI et al., 2014).
Além disso, estudos relatam que a cuticula nas células-guarda é geralmente mais fina e mais
permeavel devido a substancias polares e provavelmente é uma rota para herbicidas
(BARROSO et al., 2015). Esse fato ajuda a explicar a maior densidade estomatica observada
em plantas jovens do bidtipo suscetivel, em comparagdo com o bidtipo resistente (Tabela 2).
De forma semelhante, PLACIDO et al (2022), encontraram uma reducéo de 18% na densidade
estomatica do biotipo resistente de Chloris elata, em comparacdo ao biotipo suscetivel,

corroborando a relag@o entre maior densidade estomatica e maior susceptibilidade a herbicidas.

Além disso, neste trabalho foi observado a presenga de teicoides, que sdo microcanais

da parede periclinal externa, compostos principalmente por substancias pécticas, que regulam
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a porosidade e a retengdo de 4gua. Além das pectinas, podem conter celulose e cutina,
desempenhando um papel importante na absor¢do foliar e excrecdo de substancias
(RODRIGUES; MACHADO, 2013). Vale destacar que é importante considerar também
propriedades dos quimicos, fatores e condigdes ambientais, além de todas as caracteristicas
anatomicas e micromorfologicas discutidas neste trabalho para o sucesso na aplicacdo de

herbicidas (WANG:; LIU, 2007).
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45 CONCLUSAO
Os resultados indicam que o estadio de desenvolvimento de Eleusine indica exerce

influéncia significativa sobre suas caracteristicas anatdomicas e ultraestruturais. Em plantas
adultas, observou-se aumento na espessura da cuticula, do mesofilo e da bainha do feixe, além
de alteragdes na densidade de estdmatos e tricomas em comparagdo as plantas jovens,

independentemente do bidtipo.

Embora o biotipo suscetivel apresente maior densidade de tricomas em plantas adultas,
suas caracteristicas (curtos e espagados) podem limitar a reten¢do dos herbicidas. Por outro
lado, a maior densidade estomatica em plantas suscetiveis aliada a identificacdo dos
microcanais na parede periclinal externa em dire¢do a cuticula sobre as células-guardas, pode
favorecer a entrada dos herbicidas, contribuindo para a maior susceptibilidade e reforga a
importancia de considerar as barreiras anatdOmicas na avaliagdo da absorcdo foliar dos

herbicidas.
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5 CAPITULO II - PROTEOMICA COMPARATIVA DE BIOTIPOS DE Eleusine
indica RESISTENTE E SUSCETIVEL AO HERBICIDA GLIFOSATO
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RESUMO

O capim-pé-de-galinha (Eleusine indica) ¢ uma planta daninha cosmopolita, comum em regides
agricolas, e possui bidtipos resistentes a herbicidas, incluindo o glifosato. O objetivo deste
estudo foi caracterizar, por meio de analise protedmica e analise da fluorescéncia transiente da
clorofila a, os mecanismos de defesa em dois bidtipos de E. indica resistentes ao herbicida
glifosato. Foram avaliados dois bidtipos resistentes ao glifosato: um com mutagdo na enzima
EPSPs e outro sem mutacdo na enzima alvo, além de um bidtipo suscetivel ao herbicida. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com dois tratamentos:
aplicacdo do herbicida glifosato na dose de 750 g e.a. ha'! e testemunha sem aplicacdo, com
plantas com 2 a 4 perfilhos. Foi utilizado analise protedmica label-free e as proteinas
identificadas foram analisadas pelo teste t de Student (bicaudal). Proteinas com um valor de p
< 0,05 foram consideradas “up-acumuladas” se o Log» da mudanga de dobra (FC) > 0,6 e
“down-acumuladas” se o Log> da FC fosse menor que <-0,6. Foram identificadas 411 proteinas
diferencialmente acumuladas, associadas a processos metabolicos de metabolismo de
carboidrato, aminoacidos, nitrogénio, carbono, lipideos, biossintese de metabolitos
secundarios, fotossintese, respira¢do celular, transporte, resposta a estresses bioticos e
abidticos, resposta a estresse oxidativo e homeostase. O biotipo com mutagédo da enzima EPSPs
exibiu um perfil metabdlico caracterizado pelo aumento na biossintese de clorofila e
carotenoides, além de mecanismos de prote¢do fotossintética. Também foi observado aumento
na via glicolitica e na produ¢do de amido, o que sugere um aumento da capacidade de
armazenamento energético. O bidtipo resistente sem mutagdo, por sua vez, apresentou um
acumulo significativo da enzima EPSPs, caracterizando um mecanismo RELA baseado na
superexpressdo da enzima alvo. Além disso, foi observada a ativagdo de proteinas associadas
ao reparo do PSII e a mitigag@o do estresse oxidativo, permitindo maior estabilidade fisiologica
frente ao glifosato. Também foi identificado um aumento expressivo no acumulo de proteinas
de defesa contra patégenos, possivelmente associado a uma resposta cruzada entre estresses
abidticos e bidticos. A andlise da fluorescéncia transiente da clorofila a confirmou que os
bidtipos resistentes mantiveram a estabilidade fotossintética ao longo do tempo, enquanto o
bidtipo suscetivel sofreu significativo impacto negativo, resultando em menor eficiéncia na
captagdo e utilizacdo da energia luminosa. Os resultados evidenciam que a resisténcia em
Eleusine indica pode ocorrer por multiplos mecanismos, exigindo estratégias de manejo
diversificadas e especificas para cada populagdo resistente.

Palavras-chaves: superexpressdo; EPSPS; estresse oxidativo; fotossintese

54



ABSTRACT
Goosegrass (Eleusine indica) is a cosmopolitan weed commonly found in agricultural regions,
with biotypes resistant to herbicides, including glyphosate, which remains one of the most
important herbicides in production systems in Brazil and worldwide.The objective of this study
was to characterize the defense mechanisms in two glyphosate-resistant E. indica biotypes
through proteomic analysis and chlorophyll a transient fluorescence analysis. Two glyphosate-
resistant biotypes were evaluated: one with a mutation in the EPSPS enzyme and another
without a mutation in the target enzyme, in addition to a glyphosate-susceptible biotype. The
experiment was conducted in a completely randomized design with two treatments: glyphosate
herbicide application at a dose of 750 g a.e. ha™ and a control without application, using plants
with 2 to 4 tillers. A label-free proteomic analysis was performed, and the identified proteins
were analyzed using Student's t-test (two-tailed). Proteins with a p-value < 0.05 were considered
"up-accumulated" if the Log. fold change (FC) > 0.6 and "down-accumulated" if the Log: FC
was < -0.6. A total of 411 differentially accumulated proteins were identified, associated with
metabolic processes such as carbohydrate, amino acid, nitrogen, carbon, and lipid metabolism,
biosynthesis of secondary metabolites, photosynthesis, cellular respiration, transport, response
to biotic and abiotic stresses, oxidative stress response, and homeostasis. The biotype with the
EPSPS enzyme mutation exhibited a metabolic profile characterized by increased chlorophyll
and carotenoid biosynthesis, as well as photoprotective mechanisms. An increase in the
glycolytic pathway and starch production was also observed, suggesting an enhanced energy
storage capacity. On the other hand, the resistant biotype without mutation showed a significant
accumulation of the EPSPS enzyme, indicating a NTSR (Non-Target-Site Resistance)
mechanism based on the overexpression of the target enzyme. Additionally, the activation of
proteins associated with PSII repair and oxidative stress mitigation was observed, allowing for
greater physiological stability under glyphosate exposure. A notable increase in the
accumulation of pathogen defense-related proteins was also identified, possibly associated with
cross-resistance between abiotic and biotic stresses. The chlorophyll a transient fluorescence
analysis confirmed that the resistant biotypes maintained photosynthetic stability over time,
whereas the susceptible biotype exhibited a significant negative impact, resulting in lower
efficiency in capturing and utilizing light energy. These results highlight that resistance in
Eleusine indica can occur through multiple mechanisms, requiring diverse and specific

management strategies for each resistant population.

Keywords: overexpression; EPSPS; pathogen; oxidative stress; photosynthesis
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5.1 INTRODUCAO
A agricultura desempenha um papel fundamental na seguranca alimentar, mas enfrenta

desafios constantes devido as plantas daninhas, que competem com as culturas por recursos
essenciais, prejudicando a produtividade (SILVA et al., 2021). Entre essas plantas, a Eleusine
indica, popularmente conhecida como capim-pé-de-galinha, é uma planta amplamente
distribuida nas areas agricolas tropicais e subtropicais (RAHMAN; SULTANA, 2021). O
principal método de controle da espécie € feito com o uso de herbicidas, mas o uso repetitivo
das mesmas moléculas sem a adog¢@o de estratégias alternativas de controle, levou a selecdo de
bidtipos resistentes a herbicidas no Brasil e no mundo (VARGAS, 2016).

O glifosato é um herbicida sist€émico amplamente utilizado na agricultura com controle
eficiente de plantas daninhas, como o capim-pé-de-galinha, que atua por meio da inibi¢do da
enzima S5-enolipiruvil-shiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs) na via de biossintese de
aminoacidos o controle e aromaticos (AMRHEIN et al., 1980). A soja foi a primeira cultura
geneticamente modificada resistente ao glifosato, o que possibilitou o uso dessa molécula como
herbicida seletivo pds-emergente. Desde entdo, o numero de culturas geneticamente
modificadas tem aumentado, ampliando o uso do herbicida para o controle de uma ampla
variedade de plantas daninhas apos o plantio das culturas (HEAP; DUKE, 2018).
Consequentemente, o massivo de glifosato nas tltimas duas décadas resultou no surgimento de
diversos casos de resisténcia, tanto isolada quanto associada a outros mecanismos de acéo,
sendo amplamente reportado no Brasil (HEAP, 2025).

A resisténcia de Eleusine indica é um fendmeno complexo, envolvendo alteracdes
genéticas e fisiologicas. As plantas desenvolvem dois tipos principais de mecanismos de
resisténcia aos herbicidas: os relacionados ao local de acdo (RELA) e os ndo relacionados ao
local de a¢do (NRELA). Os RELA envolvem alteragdes na enzima-alvo do herbicida,
dificultando sua ligagéo ao local de agdo, ou aumento da produgdo dessa enzima pela planta. Ja
os NRELA impedem a chegada do herbicida ao local de agdo, seja por maior metabolizacéo,
convertendo o herbicida em metabdlitos inativos, ou pelo aprisionamento do herbicida em
outras estruturas celulares, como os vacuolos (DELYE; JASIENIUK; CORRE, 2013). Isso
implica na expressdo aumentada de diversas classes de enzimas desintoxicantes, destacando-se
os citocromos P450 (CYPs), as glutationa transferases (GSTs) e as proteinas transportadoras de
membrana (TETARD-JONES et al., 2018)

Os mecanismos de resisténcia conhecidos nos bidtipos de Eleusine indica ao redor do
mundo para o herbicida glifosato incluem alteracdes RELA, como mutac¢des pontuais simples

e duplas, superexpressdo da enzima EPSPs, além da coexisténcia de ambos os mecanismos na
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mesma populagdo (GHEREKHLOO et al., 2017; HE et al., 2024; LI et al., 2022; ZHANG et
al., 2021). No Brasil, existem relatos apenas para biotipos com a mutacdo do tipo P106S
(TAKANO et al., 2019) e estudos adicionais a respeito de resisténcia NRELA precisam ser
melhor investigados.

Nesse contexto, o uso das tecnologias "0micas" (gendmica, metaboldomica, protedmica
e transcriptomica) tem sido cada vez mais explorado como ferramentas essenciais para o
desenvolvimento de estratégias integradas, que combinam abordagens bioquimicas,
moleculares e computacionais, incluindo modelagem de proteinas e cristalografia, permitindo
uma detec¢d@o precoce da resisténcia (SCHNEIDER et al., 2018). A protedmica vegetal foca na
analise da composicdo e abundancia de proteinas, além de investigar sua estrutura, fungéo, redes
de interagdo, modifica¢des e regulagdo funcional. Com essas informagdes é possivel fazer
comparagdes entre plantas resistentes e suscetiveis e entender por que e como as plantas
daninhas podem desenvolver rapidamente resisténcia aos herbicidas (CHEN et al., 2024).

Diante dos impactos da evolugéo da resisténcia e da crescente dificuldade de controle
do Eleusine indica na agricultura brasileira, somados a grande relevancia do glifosato na
produgdo agricola global, t€ém sido realizados esforg¢os significativos em pesquisas para
compreender os mecanismos de resisténcia dessa espécie a esse herbicida. Dessa forma, o
objetivo deste estudo foi utilizar a andlise protedmica, somada a analise de fluorescencia
transiente da clorofila a para investigar os mecanismos de resisténcia em biotipos de Eleusine

indica resistente e suscetivel ao glifosato.

5.2 MATERIAL E METODOS

Materiais vegetais e condi¢des de crescimento

Foram avaliados trés biotipos distintos, selecionados a partir de screening realizado em
etapa preliminar. Dois desses bidtipos, identificados como RESMUT e RESSEM, foram
comprovadamente resistentes aos herbicidas glifosato, cletodim e haloxifope-P-metilico, sendo
o primeiro com resisténcia do tipo RELA, devido a muta¢do P106S na enzima EPSPs e o
segundo sem mutag¢ao identificada nesta mesma posigdo. O terceiro biotipo, identificado como
SUSC, ¢ suscetivel aos mesmos herbicidas. A semeadura ocorreu em vasos de polietileno com
capacidade para 1 L preenchidos com uma mistura contendo 1/3 de substrato para planta
constituido de turfa, vermiculita, casca de pinus, carvdo vegetal e matéria organica e 2/3 de solo

coletado no campus do Seropédica, da UFRRJ, em area sem histérico de utilizagdo de
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herbicidas. As amostras foram removidas da camada superficial do solo (0 - 20 cm). A andlise
quimica do solo (Tabela 1) foi conduzida conforme o procedimento descrito no Manual de
Meétodos de Analise de Solo (Embrapa, 2017).

Tabela 1. Resultado da andlise fisico-quimica do solo em area sem historico de utilizagdo de
herbicidas em Seropédica, RJ.

Granulometria (g Kg ! TFSA?)

Areia Silte Argila
83.9 9,2 6.9
pH - Complexo sortivo (Cmolc/dm?3) -------- Corg!

(H20) Ca Mg K Na SP Al  H+AL CTC %

5.19 1,2 1 0,01 0 27 0,05 0,6 3 1.85

*TFSA: terra seca fina ao ar.

b S: soma de bases trocaveis (Ca + Mg + Na +K)
¢CTC: (S+H+Al)

4 Corg: carbono orgénico

Condicoes de aplicacio

O delineamento experimental foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com 4 repeti¢des para cada tratamento. Os tratamento foram constituidos por glifosato
(Zapp Qi® 620), na dose de 750 g e.a. ha™! e testemunha sem aplicacdo. A aplicacio do herbicida
foi realizada quando as plantas apresentavam 2 a 4 perfilhos com auxilio de pulverizador costal
pressurizado a CO; operando na pressdo de 40 psi dotado de uma barra com duas pontas de
pulverizagdo do tipo XR11002, espacadas em 50 cm, aplicando o volume de calda de 200 L.
ha'. No momento da aplicagfio as condi¢des meteorologicas registravam temperatura de 21,1°
C, umidade relativa de 68% e velocidade do vento de 2,0 m/s. Apés 48h da aplicacdo dos
tratamentos, cada repeti¢do biologica, constituida a partir de um “pool” de material vegetal de
duas plantas por vaso, foi coletada individualmente, retirando- se aproximadamente 0,4 g das
folhas. Posteriormente, as folhas foram embaladas em papel aluminio, embebidas em nitrogénio

liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C até o momento das analises.

Analise protedomica (Gel-free)
A analise protedmica foi realizada no laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, localizada no Campos dos

Goytacazes, RJ.
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A primeira etapa consistiu na extragdo e quantificacdo de proteinas. Para essa etapa,
utilizou-se o método descrito por LERIN et al (2021) com modificacdes. Trés replicatas
bioldgicas (300 mg de matéria fresca cada) foram homogeneizadas em nitrogénio liquido

usando um almofariz e pistilo (Figura 1).

Figura 1. Amostra de folha biotipo de Eleusine indica apdés maceragdo com de nitrogénio

liquido. Campos dos Goytacazes, RJ, PDPA/UFRRJ, 2024.

O p¢ resultante foi colocado em microtubo de 1,5 mL, e adicionou-se 1 mL de tampao
de extragdo [10% acido tricloroacético (TCA; Sigma-Aldrich) em acetona]. As amostras foram
agitadas por 60 minutos a 4°C para solubiliza¢cdo do material e depois centrifugadas a 16.000 g
por 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado, o pellet foi lavado quatro vezes em
acetona fria contendo 20 mM de ditiotreitol (DTT; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA)
e apos esta etapa, seco ao ar para posterior ressuspensao.

Os pellets foram ressuspendidos em 1 mL de tampao contendo 7 M de ureia (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, EUA), 2 M de tioureia (GE Healthcare), 1% de DTT (Bio- Rad
Laboratories), 2% de Triton-100 (GE Healthcare) e 1 mM de fenilmetanosulfonilfluoridato
(PMSF; Sigma-Aldrich) e agitados por 30 minutos a 4°C até que as amostras estivessem
completamente ressuspendidas. As amostras foram centrifugadas a 16.000 g por 20 minutos a
4°C. Os sobrenadantes foram coletados para determinar o conteudo de proteinas na etapa
posterior. A concentragdo de proteina de cada amostra foi quantificada usando um kit de ensaio
de proteina Bradford (Bradford 1976 ). Antes da etapa de digestdo com tripsina, amostras de
proteina foram precipitadas usando a metodologia metanol/cloroférmio para remover qualquer

detergente das amostras de acordo com NANJO Y et al (2012).
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A digestdao de proteinas foi realizada usando o método de preparagcdo de amostra
auxiliada por filtro (FASP), conforme descrito por WISNIEWSKI et al. (2009). Para isso, 100
pug de amostras de proteinas foram adicionadas as unidades de filtro Microcon-30 kDa
(Millipore) (LIPECKA et al., 2016), lavadas com 200 pL de bicarbonato de amoénio 50 mM
(solugdo A) e, em seguida, centrifugadas a 10.000 x g por 15 min a 25 °C. Todas as etapas de
centrifugacdo foram realizadas nessas condi¢des, a menos que indicado de outra forma. Esta
etapa foi repetida uma vez para remog¢ao completa da ureia antes da redugdo das proteinas. Em
seguida, 100 plL de DTT 50 mM (GE Healthcare) recém-preparado na solu¢do A foram
adicionados, agitados suavemente e incubados por 20 min a 60 °C (1 min de agita¢do e 4 min
de parada, 650 rpm). Em seguida, 200 pL. de ureia 8 M em bicarbonato de amoénio 50 mM
(solugéo B) foram adicionados e centrifugados por 15 min.

Para alquilagao de proteinas, 100 puL de iodoacetamida S0 mM (GE Healthcare) recém-
preparada na solucdo B foram adicionados, agitados suavemente e incubados por 20 min a 25
°C no escuro (1 min de agitagdo e 4 min de parada, 650 rpm). Em seguida, 200 pL. da solugéo
B foram adicionados e centrifugados por 15 min. Esta etapa foi repetida uma vez. Em seguida,
200 pL da solu¢do A foram adicionados e centrifugados por 15 min. Esta etapa foi repetida
duas vezes. Na ultima lavagem, aproximadamente 50 ul. de amostra devem ser deixados. Para
a digestdo de proteinas, 25 pl. de surfactante RapiGest® 0,2% (v/v) (Waters, Miltord, EUA)
foram adicionados a cada amostra. As misturas resultantes foram brevemente agitadas e
incubadas em um Thermomixer® por 15 min a 80 °C, seguido pela adi¢do de 2,5 pL. de 100
mM DTT (Bio-Rad Laboratories, Hercules, EUA).

Apobs as amostras serem agitadas e incubadas a 60 °C por 30 min sob agitagdo a 350
rpm, 2,5 ul. de 300 mM iodoacetamida (GE Healthcare, Piscataway, EUA) foram adicionados,
e as amostras foram agitadas e incubadas no escuro por 30 min em temperatura ambiente.
Depois, a iodoacetamida foi extinta pela adi¢do de 2,5 pL de 100 mM DTT (Bio-Rad
Laboratories) a cada amostra, seguido de incubagio a 37°C por 30 min. A digestdo foi realizada
pela adi¢do de 20 pLl. de solucdo de tripsina (50 ng pL.—1 ; V5111; Promega, Madison, EUA)
preparada em 50 mM de bicarbonato de amonio a cada amostra, seguido de incubac¢do durante
a noite a 37 °C. Para precipitacdo com RapiGest®, 10 ul. de acido trifluoroacético (TFA;
Sigma-Aldrich) a 5% (v/v) foram adicionados, e as amostras foram incubadas a 37 °C por 90
min, seguida de centrifuga¢do a 16.000x g por 30 min.

As amostras foram posteriormente transferidas para frascos de recuperacdo total

(Waters) para analise por espectrometria de massa. Os peptideos resultantes foram
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quantificados com o método de proteina e peptideo A 205 nm usando um espectrofotometro
NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific). As amostras foram transferidas para Total
Recovery Vials (Waters; Manchester, Reino Unido) para analise por espectrometria de massa.

A espectrometria de massa foi realizada usando um cromatégrafo liquido de ultra
desempenho nano ACQUITY (UPLC) acoplado a um instrumento Q-TOF SYNAPT G2-Si
(Waters), e o processamento espectral e as buscas em banco de dados foram realizados usando
o software ProteinLynx Global SERVER (PLGS) (versdo 3.0.2; Waters), de acordo com
CARRARI-SANTOS et al (2023). Para o processamento dos dados e identificacdo das
proteinas, foi utilizado o banco de Eleusine coracana subsp. coracana (Indian finger millet) do
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_032690845.1). A andlise de
quantifica¢do sem rétulo foi realizada usando ISOQuant 1.7 DISTLER et al (2014) com os
parametros de busca de acordo com CARRARI-SANTOS et al (2023).

Apobs o processamento dos dados, apenas as proteinas presentes nas trés réplicas
bioldgicas ou ausentes nas trés réplicas bioldgicas (para proteinas tinicas) foram consideradas
para analise de acumulo diferencial para as seguintes comparagdes: RESMUT/SUSC;
RESSEM/SUSC e RESMUT/RESSEM, com e sem aplicag@o do herbicida glifosato.

Os dados foram analisados pelo teste t de Student (bicaudal). Proteinas com um valor
de p < 0,05 foram consideradas up-acumuladas “up-acumuladas” se o Log> da mudanga de

dobra (FC) > 0,6 e “down-acumuladas” se o Logz da FC fosse menor que < -0,6.

Analise de fluorescéncia transiente da clorofila a

As avalia¢des da fluorescéncia transiente da clorofila a foram realizadas aos 7, 14, 21 e
28 DAA utilizando um fluorémetro portatil Handy-PEA. Para essas medigdes foram utilizados
dois clipes por planta colocados no ter¢o médio de folhas jovens completamente expandidas
(area de 4 mm de diametro da folha) durante 20 min, totalizando 8 repeti¢cdes. Apos esse periodo
a amostra foi submetida a um pulso de luz saturante numa intensidade de 3.000 pmol m2 s e
a partir da curva de emissdo de fluorescéncia transiente obtida apds o pulso, procedeu o célculo
dos parametros estabelecidos pelo Teste JIP (STRASSER et al., 2004 e adaptado de YUSUF et
al., 2010). Os valores de fluorescéncia plotados foram a média de oito medi¢des de cada
tratamento, totalizando quatro médias. Os dados foram submetidos a ANOVA (p<0,05) e

quando significativos ao teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 2. Principais parametros do Teste JIP (STRASSER et al., 2004 e adaptado de YUSUF
et al., 2010). Seropédica-RJ, 2024

Pardmetros de fluorescéncia calculados a partir dos dados primdrios obtidos

Fv/Fm Rendimento quéntico méximo do FSII

Fv/Fm Rendimento quéntico méximo do FSII

Vi Fluorescéncia variavel relativa em um tempo “t”

\% Fluorescéncia variavel relativa em relagdo ao nivel J
Vi

Mo = 4(F300us—F0)/(Fm—Fo)
Ss = VJ/ Mo

Sm = (Area)/(Fm—Fo)

N = Suw/Ss

Fluorescéncia variavel relativa em relagdo ao nivel |

Declive inicial aproximado (em ms™') dafluorescénciatransiente V = f (t)

Area totalnormalizadacomplementarcorrespondenteapenas a fase OJ(refleteum
unicovolume de eventosde redugdode Qa)

Area totalnormalizadacomplementaracima da curva OJIP(refletemultiplos eventos de
reducdoQa)

Numero total de elétrons transferidos para a cadeia de transporte de elétrons entre o

tempode 0 et (necessario para atingir Fm)

Atividade especifica por centro de reagcio (RC)

ABS/RC = Mo (1/Vy) (1/9Po)
TRo/RC = Mo (1/Vy)

ETo/RC =Mo (1/V5) Yo
DIo/RC = (ABS/RC) — (TRo/RC)

REo/RC

Medida do tamanho aparente do sistema antena ou o fluxo de absorgdo por RC

Maxima taxa pela qual um éxciton € capturado pelo RC resultando em uma redugio
da plastoquinona (Qa")

Reoxidagdo da Qa” via transporte de elétrons em um RC ativo

Razio de dissipagdo total de energia de excitagdo ndo capturada do total de RC, sendo
a dissipag@o neste caso a perda de energia na forma de calor

Redugdo do aceptor final de elétrons no lado do aceptor de elétrons do FSI por RC

Rendimentos energéticos ou taxas de fluxo

@Po=TRo/ABS = Fv/Fm
¢Eo = ETo/ABS

Rendimento quéntico maximo fotoquimico
Rendimento quantico de transporte de elétrons de Qa™ para o intersistema de aceptores

de elétrons

¢Ro = REo/ABS Rendimento quéntico de transporte de elétrons de Qa™para o aceptor final de elétrons
do FSI

¢Ro=REo/ABS Rendimento quantico de transporte de elétrons de Qa™ para o aceptor final de elétrons
do FSI

Eficiéncias

yEo =ETo/TRo

Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover um elétron de Qa™ para o

intersistema de aceptores de elétrons

yRo =REo/TRo Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover um elétron dentro da
cadeia de transporte de elétrons de Qa™ para os aceptores finais de elétrons do FSI

ORo=REw/ETo Eficiéncia com que um elétron pode mover o intersistema de aceptores de elétrons
reduzidos no intersistema para o aceptor final de elétrons do FSI

Indices de desempenho

RC ©po RC TR, ET, Indice de desempenho fotossintético (conservagio
PIABS=_X X = —X——X
ABS  \1 — @p, 1-Y, ABS DI, 1-ET,

de energiaa partir do éxcitonpara a redugdo dos

aceptores de elétrons do intersistema)
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Indice de desempenho fotossintético total

8o
Pliotal = Plaps X (1 5 ) . . .
0 (conservagdo de energiaa partir deéxcitonpara a

reducdode aceptoresfinais do FSI)
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise proteomica

No total foram identificadas 411 proteinas classificadas como diferencialmente
acumuladas. Foram realizadas andlises comparativas de cada bidtipo resistente em relacdo ao
bidtipo suscetivel e dos bidtipos resistentes entre si, todos submetidos a aplicacdo do herbicida
glifosato. De forma geral, as proteinas diferencialmente acumuladas foram associadas a 12
processos bioldgicos: metabolismo de carboidratos, metabolismo de aminoéacidos, metabolismo
de nitrogénio, metabolismo de carbono, metabolismo de lipideos, biossintese de metabolitos
secundarios, fotossintese, respiragdo celular, transporte, resposta a estresses bioticos e
abidticos, resposta a estresse oxidativo e homeostase celular. A seguir, para cada comparagéo,
estdo destacadas as proteinas up-acumuladas exclusivas em cada comparacdo, para os trés
processos bioldgicos que apresentaram o maior nimero de proteinas e, em cada um deles, as
proteinas que apresentaram maior porcentagem de acimulo. Para a descri¢do das comparagdes,
o bidtipo BR-18-Ein-033-02, recebeu o nome de RESMUT, o biétipo BR-20-Ein-100-02 o
nome de RESSEM e o bidtipo suscetivel BR-18-Ein-000-02 o nome de SUSC.

Tabela 3. Proteinas diferencialmente acumuladas com o seu respectivo numero de copias

formadas, detectadas pelo método gel-free. Seropédica/RJ, PDPA/UFRRIJ, 2024.

Numero de cépias

RESMUT  RESSEM SUSC

Processo biolégico Rota metabélica Identificacdo

fructose-bisphosphate

Glicolise 9.386 0 4.555
aldolase
granule-bound starch
60.780 42.033 14.206
synthaselb
Biossintese de amido glucose-1-phosphate
Metabolismo de
adenylyltransferase large 7.753 3.236 5.240
carboidrato
subunit 1 isoform X
Biossintese de probable sucrose-phosphate
31.982 19.197 11.686
sacarose synthase 5
Via das pentoses
transketolase, chloroplastic 15.118 7.043 8.668
fosfatos
serine
hydroxymethyltransferase, 109.231 73.350 40.666
Metabolismo de mitochondrial
) ) Ciclo do folato
aminoacidos glycine dehydrogenase
(decarboxylating) 2, 85.623 41.457 70.322

mitochondrial-like
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asparagine synthetase

Sintase de asparagina [glutamine-hydrolyzing] 1- 5.084 1.805 12.736
like
5-enolpyruvylshikimate-3-
Via do shikimato 9.078 25.071 12.304
phosphate synthase
magnesium-chelatase subunit
66.905 43.797 42.702
ChlI-1 chloroplastic
glutamyl-tRNA reductase-
19.402 15.453 8.913
binding protein chloroplastic
Biossintese de 4-hydroxy-3-methylbut-2-
14.008 5.843 11.094
clorofila enyl diphosphate reductase
protochlorophyllide
89.395 41.396 42.992
reductase B
chlorophyll a-b binding
141.047 62.560 169.663
protein of LHCII type 1-like
Biossintese de : geranylgeranyl diphosphate
geranygeranyt CIphosp 48.990 32.602 29.498
carotenoides reductase, chloroplastic
POST-ILLUMINATION
Fotossintese
CHLOROPHYLL
FLUORESCENCE 48.989 0 23.282
INCREASE, chloroplastic-
like
Transporte de elétrons - -
photosynthetic NDH subunit
of lumenal location 2, 52.494 113.554 67.436
chloroplastic-like
photosystem I reaction center
78.081 90.265 59.454
subunit III, chloroplastic-like
protein MET1, chloroplastic-
144.541 191.831 101.019
like
Reparo do PSII
oxygen-evolving enhancer
) 23.164 33.232 21.576
protein 3-1
subtilisin-like protease
0 13.010 4.102
SBT3.3
Ataque de patogenos S— -
thaumatin-like protein 8.356 48.424 7.635
Resposta estresses
o o chitinase 14.489 69.542 22.241
bidticos e abidticos
PLAT domain-containing
Salinidade seca e frio 5.899 13.581 4.144
protein 3-like
Temperature-induced
Altas temperaturas 3.032 5.759 2.356
lipocalin-1
putative glutathione S-
37.122 80.938 16.678
Eliminagao de transferase GSTU1
Resposta a estresse . .
o espécies reativas de probable glutathione S-
oxidativo
oxigénio transferase DHARI, 168.788 230.996 51.334
cytosolic
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phospholipid hydroperoxide

glutathione peroxidase 1, 71.498 65.615 26.582
chloroplastic
superoxide dismutase 23.000 38.161 8.673
peroxidase 4-like 2.252 6.444 5.944
ascorbate peroxidase 1 11.630 37.324 23.847

Analise proteomica comparativa: RESMUT vs SUSC

Ao total, foram identificadas 168 proteinas diferencialmente acumuladas, sendo, 90
classificadas como up-acumuladas, 30 down-acumuladas, 27 tnicas no bidétipo RESMUT e 21
unicas no biotipo SUSC. Entre essas proteinas, foram destacadas as proteinas associadas ao
metabolismo de carboidrato, metabolismo de aminodcidos e a fotossintese.

Para proteinas envolvidas no metabolismo de carboidrato, foram identificadas proteinas
presentes na rota da glicolise, como a “fructose-bisphosphate aldolase”, com 51% de aumento
do nimero de copias acumuladas no bidtipo resistente (9.386 copias) em relagdo ao suscetivel
(4.555 copias). Esta enzima esta presente na quarta etapa da glicolise, responsavel por catalisar
a reacdo reversivel da frutose 1,6-bisfosfato (F1,6BP) de seis carbonos, gerando dois
intermediarios de trés carbonos: gliceraldeido 3-fosfato (GAP) e di-hidroxiacetona fosfato
(DHAP) (PIROVICH; DA’DARA; SKELLY, 2021). Também foi identificada proteina
associada a sintese de amido: a “granule-bound starch synthaselb”, que € responsavel pela
formag@o de amilose a partir da UDP-glucose (SEO; HONG; HA, 1998), com aumento de 77%
no numero de cdpias na planta resistente (60.780 copias) em relagdo ao suscetivel (14.206
copias). Foi ainda identificada a “transketolase, chloroplastic”, enzima responsavel pela
formagdo de agucares na via das pentoses fosfato, com aumento de 43% no nimero de copias
na planta resistente (15.118 copias) em relagdo ao suscetivel (8.668 copias). Essa enzima
catalisa a transferéncia de grupos cetol entre agucares fosfatados, como frutose-6-fosfato e
sedo-heptulose-7-fosfato, gerando intermediarios importantes como xilulose-5-fosfato e ribose-
S-fosfato. Essas rea¢des sdo fundamentais para a regeneracéo de agticares necessarios a fixagao
de carbono e para o direcionamento do fluxo de carbono a biossintese de amido (ZHANG:;
SONG; BARTELS, 2016).

Em relagdo ao metabolismo de aminodcidos, foi identificada a proteina “serine
hydroxymethyltransferase, mitochondrial” (SHMT) com aumento de 63% no numero de cdpias
da planta resistente (109.231 cépias em relagdo ao suscetivel (40.666 copias). Ela é responsavel
por catalisar a conversdo da serina em glicina, um processo essencial para a biossintese de

nucleotideos e a regulagdo do equilibrio redox celular, além de estar envolvida na eliminacdo
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de espécies reativas de oxigénio (ROS), como descrito em um estudo conduzido por FANG et
al (2020) com arroz, que apresentou uma variante da SHMT no reticulo endoplasmaético capaz
de reduzir os niveis de perdxido de hidrogénio (H20-) a partir da intera¢do com proteinas
antioxidantes e de transporte de ATP, facilitando a detoxificagdo do H20:. Essa fun¢do confere
maior tolerancia ao frio e pode explicar seu alto acimulo em plantas tratadas com herbicidas,
que frequentemente induzem estresse oxidativo, exigindo mecanismos de protecdo celular.
Quanto as proteinas envolvidas na fotossintese, houve aumento de proteinas
relacionadas a biossintese de clorofila, como a “magnesium-chelatase subunit Chll-1
chloroplastic”, que catalisa a primeira etapa da sintese, com a inser¢do do ion magnésio na
protoporfirina IX para produzir Mg-protoporfirina IX (RISSLER et al., 2002), onde essa enzima
apresentou aumento de 36% de copias do no biotipo resistente (66.905 copias) em relagdo ao
suscetivel (42.702 copias) e da “glutamyl-tRNA reductase-binding protein chloroplastic”, que
estd envolvida na regulagdo da glutamil-tRNA redutase (GIuTR), que ¢ importante para a
sintese e distribui¢do de 5-aminolevulinato, um precursor na biossintese de heme e clorofila
(CZARNECKI et al., 2011), com aumento de 54% do bidtipos resistente (19.402 copias) em
relacdo ao suscetivel (8.913 copias); Biossintese de carotenoides: “geranylgeranyl diphosphate
reductase, chloroplastic”, presente na via biossintética dos isoprenoides, o geranilgeranil
difosfato € um intermedidrio e estd relacionado a produgdo de carotenoides (BARJA;
RODRIGUEZ CONCEPCION; TOLRA PEREZ, 2019), com aumento de 40% do resistente
(48.990 copias) em relacdo ao suscetivele (29.498 copias). Além de uma proteina associada
diretamente a reducdo ndo fotoquimica (NPQ), chamada “protein post-illumination chlorophyll
fluorescence increase, chloroplastic-like”, com aumento de 52% nas plantas resistentes (48.989
copias) em relacdo ao suscetivel (23.282 codpias), responsavel por facilitar o transporte de
elétrons através do complexo NDH, que transfere elétrons do NADH para o pool de
plastoquinona (PQ). Esse processo ajuda a dissipar a energia excedente da luz absorvida durante
a fotossintese. O papel da proteina nesse processo foi demonstrado por WANG & PORTIS
(2007) em um estudo com o mutante de Arabidopsis thaliana, que ndo apresentava a proteina
funcional. Embora o complexo NDH estivesse presente e intacto, o mutante ndo conseguiu
gerar o aumento da fluorescéncia de clorofila pos-iluminagéo, um processo dependente da agdo
dessa proteina. Isso indicou que o mutante falhou na reducéo ndo fotoquimica do pool de PQ,
comprometendo a capacidade de dissipar a energia luminosa excessiva e tornando-o mais

suscetivel a danos por fotoinibi¢ao.
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Analise proteomica comparativa: RESSEM vs SUSC

Foram identificadas 272 proteinas diferencialmente acumuladas, sendo 148 up-
acumuladas, 76 down-acumuladas, 17 unicas para RESSEM e 31 tnicas para SUSC. Entre up-
acumuladas, foi possivel destacar proteinas associadas a defesa contra estresses bidticos e
abidticos, resposta a estresse oxidativo e a fotossintese.

Entre as proteinas relacionadas a estresses bidticos e abioticos, foram identificadas
proteinas diretamente relacionadas a prote¢do contra patdgenos, como a “subtilisin-like
protease SBT3.3”, que regula a preparagdo imunologica e a resisténcia sistémica induzida, ou
seja, ajuda a planta a se preparar para ataques futuros e a ativar defesas em todo o organismo,
garantindo uma resposta mais eficiente e duradoura contra patéogenos. A SBT3.3 desempenha
um papel central na preparacdo da resposta imune da planta, ajudando a modular genes de
defesa de maneira epigenética e regulando vias de sinalizagdo associadas ao acido salicilico e
as quinases (RAMIREZ et al., 2013) e nesta comparagéo, ocorreu aumento de 68% do niimero
de copias em plantas resistentes (13.010 copias em relagdo ao suscetivele (4.102 copias).

Também foi identificada a “thaumatin-like protein”, com aumento de 84% de cdpias em
plantas resistentes (48.424 cépias) em relacdo ao suscetivel (7.635 cdpias). Essa proteina pode
atuar degradando componentes da parede celular de patégenos, como quitina e B-glucanos,
enfraquecendo sua estrutura e impedindo a infec¢do. De acordo com estudo Léon-Kloosterziel
et al. (2005), as thaumatin-like proteins 1 (TLP1) estdo associadas a defesa das plantas contra
patogenos por meio da sua expressdo induzida na raiz em resposta a colonizagdo por
Pseudomonas fluorescentes. O estudo mostrou que a presenga dessas bactérias na rizosfera de
Arabidopsis thaliana ativou a expressdo de um gene que codifica a TLP1, especificamente nos
tecidos vasculares da raiz. De forma similar, a proteina “chitinase”, com aumento de 68% do
numero de copias em plantas resistentes (69.542 cdpias) em relagdo ao suscetivel e (22.241
copias), ¢ descrita como capaz de hidrolisar quitina, enfraquecendo a integridade da parede
celular dos fungos, inibindo seu crescimento e propagagdo (DATTA et al., 2001).

A “plat domain-containing protein 3-like”, por sua vez, estd envolvida com a tolerancia
ao estresse abidtico e um alvo direto de proteinas que regulam a expressdo de genes ligados a
resposta ao acido abscisico (ABA) e nesta comparagao, as plantas resistentes submetidas ao
glifosato apresentaram aumento de 69% do numero de copias no bidtipo resistente (13.581
copias em relaco ao suscetivel (4.144 copias). De acordo com o estudo de HYUN et al (2014),
a proteina “PLAT Domain-Containing Protein 1” (PLAT1) em Arabidopsis thaliana tem alta

importancia na tolerancia a estresses abidticos. A pesquisa demonstrou que a expressio do gene
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PLATTI € induzida por condigdes de estresse, como alta salinidade, seca e frio. Plantas mutantes
com deficiéncia em PLATI exibiram sensibilidade aumentada a esses estresses, enquanto
aquelas com superexpressdo de PLAT1 mostraram maior resisténcia. Esses resultados sugerem
que a PLATI1 atua como um regulador positivo na resposta da planta a condi¢des ambientais
adversas, possivelmente modulando vias de sinalizagdo relacionadas ao estresse e contribuindo
para a adaptacdo e sobrevivéncia da planta em ambientes estressantes.

Em relacdo aos demais tipos de estresse, foi identificada a proteina “Temperature-
Induced Lipocalin 1” (TIL1), com aumento de 59% em plantas resistentes (5.759 copias) em
relacdo ao suscetivel (2.356 cdpias) e estd associada na termotolerancia basal e adquirida,
ajudando a prevenir danos as membranas celulares causados por altas temperaturas. Além disso,
confere prote¢do contra o estresse oxidativo induzido por calor, congelamento, paraquat e luz
intensa, atuando como um antioxidante que neutraliza radicais livres prejudiciais e segundo
CHARRON et al (2008), em um estudo com mutantes sem o gene responsavel pela expressio
dessa proteina, houve maior sensibilidade a baixas temperaturas, paraquat e luz intensa,
acumulando espécies reativas de oxigénio (ROS), enquanto a superexpressdo aumentou a
resisténcia ao estresse e retardou o florescimento, sugerindo seu papel na defesa contra ROS e
na regulagdo do balango energético da planta.

Para as proteinas associadas a resposta a estresse oxidativo, por sua vez, foram
identificadas duas isoformas da enzima glutationa S-transferase (GST): a “putative glutathione
S-transferase” (GSTU1), com aumento de 79% em biotipo resistente (80.938 copias) em relacdo
ao suscetivel (16.678 copias) e “probable glutathione S-transferase DHARI, cytosolic”, com
aumento de 77% para a mesma comparacgdo (230.996 copias no resistente) e (51.334 copias no
suscetivel). A atuagdo das GSTs na protecdo contra danos oxidativos ocorre por dois
mecanismos principais: (1) a conjugacdo da glutationa (GSH) a espécies reativas toxicas
geradas pelo estresse oxidativo, promovendo sua detoxificacdo e excrecdo, e (2) a atividade de
algumas isoformas com fung¢do de glutationa peroxidase (GPX), que catalisam a redugdo direta
de peroxidos lipidicos, minimizando a peroxidagdo de membranas celulares. Esses processos
contribuem para a manuten¢do da homeostase redox e aumentam a resiliéncia das plantas a
condi¢des ambientais adversas (GULLNER et al., 2018). Além destas, também foi observada
a proteina “phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase 1, chloroplastic”, com aumento
de 59% no numero de copias dessa proteina em plantas resistentes (65.615 copias) em relagdo
ao suscetivel (26.582 copias), em que a principal fungdo é reduzir hidroperoxidos lipidicos,

compostos altamente reativos que podem comprometer a integridade das membranas celulares.
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Essa enzima € ativada em resposta ao estresse salino e ao acido abscisico (ABA) (AVSIAN-
KRETCHMER et al., 1999). E por fim, a enzima superoxide dismutase, com aumento de 77%
no numero de copias no bidtipo resistente (38.161 cdpias) em relacdo ao suscetivel (8.673
copias). Esta por sua vez, catalisa a conversdo do radical superdxido (O:7) em oxigénio
molecular (O2) e peréxido de hidrogénio (H:0:), reduzindo assim os danos causados por
espécies reativas de oxigénio (EROs), constituindo a primeira linha de defesa contra as ROS
(BARBOSA et al., 2014).

Para as proteinas relacionadas a fotossintese, foi possivel observar um actimulo de
proteinas associadas ao reparo do PSII, como a protein “MET1, chloroplastic-like”, com
aumento de 47% no numero de cépias do bidtipo resistente (191.831 copias) em relagdo ao
suscetivel (101.019 copias). A proteina MET1 interage com os componentes CP43 e CP47 do
nucleo do PSII, demostrado segundo estudo conduzido por BHUIYAN et al (2015), onde os
autores observaram que mutantes de milho que nfo expressavam a proteina, sob alta intensidade
luminosas, obtiveram na perda dos supercomplexos do PSII e na degradagdo acelerada da
proteina D1, um dos principais alvos de danos foto-oxidativos; A “oxygen-evolving enhancer
protein 3-17, essencial para a formagao e estabilidade do fotossistema II, além de ser importante
para o crescimento fotoautotréfico em ambientes com pouca luz (Yl et al., 2006) e com aumento
de 35% em plantas resistentes (33.232 copias) em relagdo ao suscetivel (21.576 cdpias); e a
proteina “photosystem I reaction center subunit III, chloroplastic-like”, que contribui para a
eficiéncia na transferéncia de elétrons da plastocianina para o P700, com acréscimo de 34% no

numero de copias na planta resistente (90.265 copias) em relagdo ao suscetivel (59.454 copias).

Analise protedmica comparativa: RESMUT vs RESSEM

Comparando os dois biotipos resistentes, observou-se 228 proteinas diferencialmente
acumuladas, destas, 109 up-acumuladas, 69 down-acumuladas, 34 unicas para RESMUT e 16
unicas para RESSEM. Esta comparacdo ¢ fundamental para compreender as diferencas entre os
bidtipos resistentes, visto que um apresenta muta¢io na enzima alvo e o outro nio.

Entre as proteinas up-acumuladas, pode-se destacar as proteinas associadas a
fotossintese, metabolismo de aminoacidos e carboidrato. J4 em relagdo as proteinas down
acumuladas, as proteinas estavam divididas de forma similar para cada processo bioldgico,
desta forma, foi feito o destaque daquelas que se apresentaram com maior porcentagem em

down-acumulada, que foram aquelas ligadas a resposta ao estresse oxidativo e fotossintese.
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As proteinas up-acumuladas para o processo fotossintético, também foram associada a
formagdo da clorofila, como a “4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase”, com
aumento de 58% para o bidtipo RESMUT (11.094 cépias) em relagdo ao bidtipo RESSEM
(5.843 copias), essa enzima € responsavel por catalisar o passo final da conversio de 1-hydroxy-
2-methyl-2-(E)-butenyl 4-diphosphate (HMBPP) em isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalil
difosfato (DMAPP), na via ndo-mavalonata, formando precursores fundamentais para a
biossintese de isoprenodides, que por sua vez pode fornecer o esqueleto molecular para a
biossintese do fitol, uma cadeia lateral hidrofébica que se liga ao anel tetrapirrélico da clorofila
(HSIEH; GOODMAN, 2005); e a “protochlorophyllide reductase B”, que catalisa a conversdo
da protochlorophyllide em chlorophyllide, intermediarios da sintese de clorofila (SU et al.,
2001), com aumento de 53% do numero de cépias no bidtipo RESMUT (89.395 cdpias) em
comparagdo ao biotipo RESSEM (41.396). Além de uma proteina chamada “chlorophyll a-b
binding protein of LHCII type 1-like”, que se liga as moléculas de clorofila a e b, além de outros
pigmentos como carotenoides, ajudando a maximizar a absor¢ao de luz, com aumento de 56%
do numero de copias do bidtipo RESMUT (141.047 copias) em comparagdo ao bidtipo
RESSEM (62.560 copias).

Para a sintese de aminoacidos, pode-se destacar as proteinas, “asparagine synthetase
[glutamine-hydrolyzing] 1-like”, responsavel pela assimilagdo, distribui¢do e remobilizagdo de
nitrogénio dentro da planta através do floema (GAUFICHON et al., 2013), com aumento de
64% do numero de cdpias no bidtipo RESMUT (5.084 cdpias) em comparagdo ao bidtipo
RESSEM (1.805 coépias). A “glycine dehydrogenase (decarboxylating) 2, mitochondrial-like™,
com aumento de 51% de copias no bidtipo RESMUT (85.623 copias) em relagdo ao RESSEM
(41.457 copias), que faz parte de um complexo, sendo essencial na fotorrespiragao, pois catalisa
junto com a serina hidroximetiltransferase, ja cita anteriormente, a conversdo de duas moléculas
de glicina em serina, liberando CO: que pode ser utilizado Ciclo de Calvin-Benson (SCHULZE;
WESTHOFF; GOWIK, 2016).

Por fim, em relagdo as up-acumuladas ligadas ao processo metabdlico de carboidrato,
foram identificadas as proteinas “probable sucrose-phosphate synthase 57, relacionada a
formagdo de sacarose apartir da UDP-glicose e frutose-6-fosfato, envolvida na regulagdo da
formagdo de carbono nas folhas, com aumento de 40% do numero de cdpias no bidtipo
RESMUT (31.982 copias) em comparagdo ao bidtipo RESSEM (19.197 copias). E a “glucose-

1-phosphate adenylyltransferase large subunit 1 isoform X”, também relacionada a biossintesse
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de amido, com aumento de 58% no bidtipo RESMUT (7.753 copias) em comparacdo ao biotipo
RESSEM (3.236 copias).

Para as down-acumuladas relacionadas a resposta ao estresse oxidativo, foram
identificadas a “peroxidase 4-like” e a “ascorbate peroxidase 17, ambas envolvidas na remog¢ao
de peroxido de hidrogénio (H:0-), estando a primeira, 65% menos acumulada no RESMUT
(2.252 copias) e em comparagdo ao bidtipo RESSEM (6.444 copias) e a segunda 68% menos
acumulada na mesma comparacéo (11.630 copias para o bidtipo RESMUT e 37.324 copias para
o biotipo RESSEM).

E para a fotossintese, a “photosynthetic NDH subunit of lumenal location 2,
chloroplastic-like”, com 53% menos acumulo do nimero de copias no RESMUT (52.494
copias) em comparacdo ao bidtipo RESSEM (113.554 copias) e que faz parte do complexo
NAD(P)H desidrogenase (NDH) no cloroplasto. Sua principal fungdo € estabilizar e contribuir
para a montagem desse complexo, que estd envolvido no transporte ciclico de elétrons ao redor
da fotossistema I (PSI). Isso ajuda a otimizar a fotossintese em condi¢des de estresse ambiental,
regulando a producdo de ATP e protegendo contra danos oxidativos (YABUTA et al., 2010)

Os bidtipos resistentes parecem responder fisiologicamente de maneira diferenciada ao
estresse causado pelo herbicida, ativando diferentes mecanismos de defesa, conforme indicado
pelas proteinas e enzimas diferencialmente acumuladas neste estudo. No caso do biotipo
RESMUT, observou-se um aumento na atividade da via glicolitica, que se configura como uma
alternativa para promover uma maior geracdo de ATP e metabdlitos intermedidrios. Além disso,
a ativagdo da via das pentoses fosfato fornece um poder redutor essencial para a sintese de
lipidios, incluindo 4cidos graxos, esterdis e pigmentos fotossintéticos. Essa via também
desempenha um papel fundamental na assimilacdo do nitrogénio e na biossintese de
aminoacidos (SHARKEY, 2021). Paralelamente, a maior disponibilidade de intermedidrios
metabolicos pode resultar no desvio do fluxo de carbono para a sintese de amido, promovendo
o acumulo de reservas energéticas. Esse mecanismo pode servir como um reservatério de
energia, permitindo que a planta tenha energia para futuras demandas, como a reparagao celular
e a intensifica¢do da detoxificagdo de compostos toxicos. Dessa forma, a modulagdo dessas vias
metabolicas contribui para a resiliéncia da planta em situagdes estressantes, como aplicagdo de
herbicidas.

Somado a isso, o biotipo RESMUT também apresentou incremento na fotossintese, com
aumento na sintese de clorofila e carotenoides quando comparado aos demais bidtipos

estudados, que pode estar relacionada a necessidade de manter a integridade dos complexos
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fotossintéticos e otimizar a captacdo de luz. Enquanto a clorofila € essencial para a absor¢ao de
fotons e a conversdo de energia luminosa em energia quimica, os carotenoides atuam como
fotoprotetores, prevenindo a foto-oxidacdo e dissipando o excesso de energia absorvida
(SZABO; BERGANTINO; GIACOMETTI, 2005). O aumento no acumulo de proteinas
associadas ao transporte de elétrons via complexo NDH sugere uma intensificagdo do fluxo
ciclico de elétrons em torno do fotossistema I (PSI). O complexo NDH transfere elétrons do
NADH para o pool de plastoquinona (PQ), contribuindo para a formagado de um gradiente de
prétons através da membrana do tilacoide, que impulsiona a sintese de ATP. Esse mecanismo
auxilia na dissipacdo do excesso de energia absorvida, protegendo os fotossistemas contra
danos foto-oxidativos e mantendo o balango entre a producéo e o consumo de energia na célula
(NAWROCKI et al., 2019). Dessa forma, o aumento coordenado dessas vias garante que a
planta resistente continue a realizar fotossintese de maneira eficiente mesmo sob estresse.

O bidtipo RESSEM apresentou aumento significativo de proteinas associadas a
fotossintese, porém, de forma diferente RESMUT, sdo proteinas mais associadas ao reparo do
PSII, que indica uma tentativa do biotipo na recuperag@o do fotossistema, essencial para manter
a eficiéncia da conversdo de energia luminosa. Esse processo envolve a rapida substitui¢do da
proteina D1, que sofre degradacdo sob estresse oxidativo (EDELMAN; MATTOO, 2008).
Além disso, a elevagdo de proteinas associadas a transferéncia de elétrons da plastocianina para
o P700 (centro de reagdo do PSI) sugere uma otimizagdo do transporte de elétrons, garantindo
um fluxo energético eficiente e continuo. Esse ajuste contribui para a estabilidade da
fotossintese, mesmo sob condi¢des de estresse, permitindo que a planta mantenha seu
crescimento apesar da aplicacdo do glifosato. Além disso, o aumento das proteinas associadas
ao estresse oxidativo, pode ser explicado porque embora o glifosato ndo atue diretamente na
fotossintese, ele interfere na via do chiquimato, que é essencial para a biossintese de
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano). A defici€éncia desses aminoacidos
gera um efeito cascata que afeta varias vias metabolicas, resultando em estresse oxidativo
(TRAXLER etal., 2023).

O acumulo de proteinas de defesa contra patogenos neste bidtipo pode estar ligada a um
fendmeno conhecido como resposta cruzada entre estresses abidticos e bioticos. Esse fendmeno
ocorre porque a exposi¢cdo a um certo estresse pode induzir uma memoria de estresse, que €
persistente e prepara a planta para uma resposta melhor e mais rapida em eventos de estresse

posteriores, levando a planta a utilizar os mesmos mecanismos de sinalizacdo para lidar com
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diferentes tipos de estresses, tanto ambientais (como seca, herbicidas e temperatura extrema)
quanto bidticos (como infecgdes por patogenos) (LLORENS et al., 2020).

Além disso, esse estresse ativa vias hormonais reguladas pelo acido salicilico (AS) e
pelo jasmonato (JA), dois hormdnios essenciais para respostas a patdgenos e estresses
ambientais. O 4cido salicilico estd principalmente associado a defesa contra patéogenos
biotroficos (aqueles que se alimentam de tecidos vivos), enquanto o jasmonato € mais envolvido
na resposta contra patégenos necrotroficos (que matam células para se alimentar) e herbivoria.
Como esses hormonios também participam da regulag@o de respostas ao estresse oxidativo e
outros desafios ambientais, sua ativagdo pode ser uma resposta generalizada da planta ao dano

metabolico causado pelo glifosato (HYUN et al., 2014; LLORENS et al., 2020).

Superexpressio da enzima EPSPs

Além dessas proteinas, foi observada uma diferenca significativa no acimulo da enzima
5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPs), alvo da inibi¢@o do herbicida glifosato.
Neste estudo, a enzima, apresentou um aumento de 49% no numero de copias no bidtipo
resistente RESSEM (25.071 copias) em comparag@o ao bidtipo SUSC (12.304 copias) (Figura
2A). Quando comparamos os biotipos sem aplicacdo do glifosato, observou-se que o bidtipo
resistente também apresenta um aumento na quantidade da enzima EPSPs, com 28% mais
copias (20.111 copias) do que o biodtipo suscetivel (5.737 cdpias). Esses dados indicam que, sob
condi¢des normais, o bidtipo resistente RESSEM ja possui um maior nimero de cépias da
enzima EPSPS, e que seu acimulo ¢ ainda mais pronunciado com a aplicagdo do herbicida, o
que pode justificar a resisténcia da planta ao glifosato.

Quando observamos o acimulo da enzima EPSPs nos tecidos foliares dos biotipos
RESMUT em comparacdo ao SUSC, ndo ha acumulo diferencial com e sem a aplicagdo de
glifosato, pois o nimero de copias observadas foi semelhante para ambos os bioétipos. Para o
bidtipo RESMUT, as copias foram de 9.078 (com o herbicida) e 7.335 (sem o herbicida),
enquanto para o biotipo SUSC, os valores foram de 12.304 (com o herbicida) e 5.737 (sem o

herbicida) (Figura 2B).
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Figura 2. Numero de copias da enzima S5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase
acumulada em técido foliar de bidtipos de Eleusine indica resistente e suscetivel ao herbicida
glifosato, em comparacdes com e sem aplicagdo do herbicida glifosato. * indica diferencga
significativa entre as médias de acordo com o Teste-t de Student (bicaudal) se p-value < 0,05.
Proteinas com p-value < 0,05 seriam consideradas up-acumuladas se o Log> do Fold Change
for maior ou igual a 0,6 ¢ down-acumuladas se o Log> do Fold Change for menor ou igual a -
0,6.

Além de apresentar um aparato fisioldgico mais robusto, com proteinas associadas a
diversos processos bioldgicos, o bidtipo RESSEM exibiu um acimulo de EPSPs, em relagao
ao biotipo suscetivel caracterizando-o com um mecanismo RELA de superexpressio da enzima.
Ademais, embora ambos os biotipos sejam comprovadamente resistentes ao herbicida glifosato,
os resultados indicam que o biétipo RESSEM possui uma preparagao fisiologica superior a do
RESMUT para lidar com a exposi¢@o ao herbicida. Esse diferencial pode estar relacionado a
auséncia de mutac¢do na enzima EPSPs no RESSEM, uma vez que a presenca de mutagdes pode
acarretar em custo adaptativo, conhecido como fitness cost (VILA-AIUB; NEVE; POWLES,
2009). O custo de aptiddo refere-se a redugdo na capacidade de sobrevivéncia e reprodugéo de
um organismo devido a presenga de um alelo de resisténcia a herbicidas, podendo ocorrer, por
exemplo, quando mutagdes no sitio-alvo comprometem a fungdo normal da enzima, reduzindo
sua efici€ncia catalitica e impactando o metabolismo da planta (VILA-AIUB; NEVE;
POWLES, 2009).

Analise da fluorescéncia transiente da clorofila «
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Em relacdo a andlise da fluorescéncia transiente da clorofila a, os pardmetros
fotossintéticos que apresentaram maior alteracdo para os biotipos estudados, foram as
atividades especificas por centro de reagdo: ABS/RC, TRo/RC, DIo/RC e os indices de
desempenho Plags € Pliowl (Figura 3).
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Figura 3. Parametros fotossinteticos de bidtipos de Eleusine indica resistentes e suscetivel a
herbicidas aos 7, 14, 21 e 28 dias apos aplicacdo do herbicida glifosato. Médias seguidas pela
mesma letra em cada tempo de avalia¢do individualmente, ndo diferem estatisticamente entre
sia P <0,05 pelo teste de Tukey.
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O biotipo suscetivel apresentou diferenga significativa entre planta tratada e planta sem
aplicag¢do, com maior tamanho aparente da antena no PSII por centro de reagdo (ABS/RC) nas
plantas submetidas aplicag@o de glifosato aos 7 e 14 DAA (Figura 3C). Este fato, resultou em
maior fluxo maximo de éxcitons por centro de reagdo capaz de gerar a reducdo de QA (TR¢/RC)
(Figura 3I) e maior DIy/RC (Figura 3F), indicando menor rendimento quantico. Isto acarreta
em menor aproveitamento de todos os fétons que chegam até a planta e por isso a acdo dos
pigmentos de carotenoides envolvidos na extingdo das clorofilas em estado tripleto (*Chl),
resultaram no aumento da dissipa¢do de calor, mostrando que as plantas sob aplica¢do estavam
sob estresse. Isto implicou na diminui¢cdo dos indices de desempenho para conservagdo de
energia do éxciton para a redugdo dos aceptores de elétrons do interssistema (Plays) (Figura 3L1)
e dos aceptores finais PSI (Pl (Figura 30). Este fato indica que as plantas suscetiveis, sob
aplicag@o do herbicida glifosato, apresentaram baixa eficiéncia em captar e utilizar essa energia
para reduzir receptores de elétrons e baixa capacidade da planta em realizar todo ciclo
fotossintético.

As plantas resistentes, por sua vez, apresentaram pouca alteragdo destes parametros. As
atividades por centro de reacdo ndo sofreram grandes alteragdes durantes as avaliagdes entre
planta tratada e planta sem aplicacdo de glifosato. O bidtipo RESSEM, apresentou maiores
variagdes durante a avaliagdo de 7 DAA, com maior tamanho aparente da antena por centro de
reagdo em plantas sem aplicagdo (Figura 3A). Entretanto, isso n3o levou ao aumento de
(TRo/RC) (Figura 3G), logo ndo houve aumento na taxa de captura de éxciton para a redugao
de Qa e também ndo houve aumento da dissipacdo de calor (DIo/RC) (Figura 3D). No entanto,
nesta avaliacdo, a planta resistente deste biotipo mostrou menor eficiéncia na utilizacdo de
éxciton para a redug@o dos aceptores finais do FSI. Até os 28 DAA, houve diminui¢cdo dos
parametros ABS/RC, DIo/RC TR¢/RC e aumento do Plabs e Pltotal (Figura 3J ¢ 3M), nas
plantas com e sem aplicagdo do glifosato, indicando que a planta resistente, mesmo sob
aplicagdo do herbicida, ndo sofreu danos e perda de eficiéncia fotossintética.

O biotipo RESSEM, também apresentou poucas alteragdes significativas em todos os
parametros, mas obteve resposta diferente do biotipo RESMUT. Houve aumento do parametro
ABS/RC (Figura 3B) e consequentemente aumento de TRO/RC (Figura 3H) em plantas sob
aplicagdo aos 7 DAA. Entretanto, neste mesmo tratamento, o indice fotossintético Plabs (Figura
3K) foi menor, ou seja, a planta teve menor eficiéncia na captacdo de energia para reduzir
receptores de elétrons, mesmo com aumento dos parametros descritos anteriormente. Porém a

partir das avalia¢des de 14 DAA, para os parametros relacionados ao centro de reagdo, ndo
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houve diferenca significativa entre os tratamentos e houve aumento de Plabs e Pltotal (Figura
3K e 3N) em plantas aplicadas em relacdo a testemunha sem aplicacdo, indicando alta
capacidade deste biotipo na utilizagdo de energia para todo o processo fotossintético.

Ambos os bidtipos resistentes demonstraram grande estabilidade nos parametros
fotossintéticos ao longo das avaliagdes, indicando que seu aparato fotossintético foi pouco
afetado pela aplicacdo do herbicida. Esses resultados ratificam os encontrados pela andlise
protedmica, que revelou um acumulo de diversas proteinas associadas a diferentes componentes

da fotossintese nos dois bidtipos resistentes em comparac¢éo ao biotipo suscetivel.
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5.4 CONCLUSAO
A analise protedmica permitiu a identificacdo de proteinas diferencialmente

acumuladas, associadas a processos como metabolismo de carboidratos, aminoacidos,
fotossintese ¢ defesa contra estresses bidticos e abidticos. Essas diferengas metabdlicas indicam
que a resisténcia ao glifosato em FEleusine indica ndo se d4 de maneira uniforme, mas sim por

meio de multiplos mecanismos adaptativos.

O biotipo RESMUT apresentou respostas associadas ao aumento do metabolismo
energético, incluindo vias glicoliticas e biossintese de amido, além de ajustes fotossintéticos
que favorecem a absor¢do e utilizacdo da energia luminosa. Ja o biétipo RESSEM exibiu uma
estratégia de resisténcia baseada na superexpressdo da enzima EPSPs e no aumento de proteinas
associadas ao reparo do PSII, a mitigago de estresse oxidativo e defesa contra estresses bioticos
e abidticos. Além disso, ambos os bidtipos resistentes apresentaram pouca alteracdo na etapa
fotoquimica da fotossintese, ap6s a aplicacdo dos herbicidas, o que pode estar relacionado a
presenga de uma ampla diversidade de proteinas envolvidas na fotossintese como mecanismo

mitigador do estresse causado pelo herbicida.
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6 CAPITULO III - USO DE HERBICIDAS POS E PRE-EMERGENTES NO
MANEJO DE Eleusine indica
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RESUMO

O capim-pé-de-galinha (Eleusine indica) ¢ uma planta daninha amplamente distribuida, com
resisténcia crescente a herbicidas, exigindo novas estratégias de manejo. Este estudo avaliou a
eficacia de herbicidas em pds e pré-emergéncia no controle da espécie. Foram conduzidos dois
ensaios: (A) manejo quimico em pds-emergéncia, realizado em campo, em area infestada por
capim-pé-de-galinha em pleno florescimento e sem histérico de resisténcia. O delineamento foi
em blocos ao acaso, incluindo testemunha capinada e ndo capinada, 8 herbicidas aplicados
isoladamente e 2 em aplicagdo sequencial 14 dias apds a primeira. O controle foi avaliado até
28 dias apds a aplicacdo (DAA), atribuindo notas de 0 a 100% conforme as injurias visuais. (B)
Manejo quimico em pré-emergéncia, realizado em casa de vegetagdo com sementes de um
bidtipo resistente ao glifosato, cletodim e haloxifope. O delineamento foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 8x2, testando 7 diferentes herbicidas mais a testemunha sem
aplicagdo e dois intervalos de simulag¢@o de chuva (20 mm). Foram avaliados controle, efeito
residual e porcentagem de germinagdo, em uma escala de 0% a 100%, até 42 dias apds a
germinagdo da testemunha sem aplicacdo. Os dados coletados foram submetidos a analise de
varidncia (ANOVA) e ao constatar significancia estatistica, as médias foram comparadas pelo
teste de Snott-Knott a 5% (p<0,05). No manejo quimico em pds-emergéncia, a aplicagio
sequencial de cletodim seguida de glufosinato de amonio e a aplicagdo isolada de glifosato
foram as estratégias mais eficazes, atingindo controle superior a 87%, enquanto o herbicida
diquat no foi eficiente. No manejo quimico em pré-emergéncia, s-metolacloro e piroxasulfona
demonstraram alta eficécia, garantindo controle acima de 95% e efeito residual prolongado por
aproximadamente 90 dias, independente do intervalo de simulagdo de chuva. Esses resultados
evidenciam a importancia do uso combinado de herbicidas com diferentes mecanismos de ag¢do

em pré e pds-emergéncia para o manejo eficiente da espécie.

Palavras-chave: controle quimico; aplicacdo sequencial; efeito residual
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ABSTRACT

The Goosegrass (Eleusine indica) is a widely distributed weed with increasing herbicide
resistance, requiring new management strategies. This study evaluated the efficacy of post-
emergence and pre-emergence herbicides in controlling the species. Two trials were conducted:
(A) Post-emergence chemical management, performed in the field in an area infested with
flowering E. indica with no history of herbicide resistance. The experiment was arranged in a
randomized block design, including weeded and unweeded controls, eight herbicides applied
individually, and two in sequential application 14 days after the first. Weed control was assessed
up to 28 days after application (DAA), using a rating scale from 0 to 100% based on visual
injury symptoms. (B) Pre-emergence chemical management, conducted in a greenhouse using
seeds from a biotype resistant to glyphosate, clethodim, and haloxyfop. The experiment
followed a completely randomized design in an 82 factorial scheme, testing seven different
herbicides plus an untreated control and two rainfall simulation intervals (20 mm). Control
efficacy, residual effect, and germination percentage were evaluated on a 0—100% scale up to
42 days after the germination of the untreated control. Data were subjected to analysis of
variance (ANOVA), and when statistical significance was detected, means were compared
using the Scott-Knott test at a 5% significance level (p<0.05). In post-emergence management,
sequential application of clethodim followed by glufosinate-ammonium, as well as standalone
glyphosate application, were the most effective strategies, achieving over 87% control, while
diquat was ineffective. In pre-emergence management, S-metolachlor and pyroxasulfone
demonstrated high efficacy, ensuring over 95% control and prolonged residual activity for
approximately 90 days, regardless of the rainfall simulation interval. These findings highlight
the importance of combining herbicides with different modes of action in both pre- and post-

emergence applications for effective E. indica management.

Keywords: chemical control; sequential application; residual effect
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6.1 INTRODUCAO
O capim-pé-de-galinha (Eleusine indica) é uma planta de ciclo anual ou perene da

familia Poaceae, considerada originaria da Africa e da Asia temperada e tropical (RAHMAN;
SULTANA, 2021). Adaptavel a diversos ambientes, ¢ frequentemente encontrada em areas
compactadas por trafego intenso ou com drenagem deficiente (MCELROY et al., 2017). Com
capacidade de produzir até¢ 140 mil sementes por planta e metabolismo C4, E. indica utiliza
recursos como luz, dgua e nutrientes com alta eficacia, especialmente em condi¢des adversas

(MA etal., 2019; DE FREITAS SOUZA et al., 2024).

Essas adaptacdes conferem a planta uma vantagem competitiva, tornando-a uma
daninha agressiva, capaz de dominar areas degradadas e impactar negativamente as culturas
agricolas. E considerada uma erva daninha problematica em mais de 60 paises, afetando 46
espécies de cultivos diferentes (NEVES, 2011). Como resultado, o manejo quimico com uso de
herbicidas é método predominantemente utilizado para o controle do capim-pé-de-galinha,

devido a sua alta eficiéncia, praticidade e menores custos (MOSS, 2019).

Devido ao uso intensivo e indiscriminado dessas moléculas, atualmente, existem
bidtipos resistentes a 8 diferentes locais de acdo herbicida, totalizando 16 diferentes
ingredientes ativos, em todo o mundo (HEAP, 2025). No Brasil, foram registrados até o
momento quatro casos de resisténcia a herbicidas nesta espécie. O primeiro envolvendo biotipos
resistentes aos herbicidas cialofop-butilico, fenoxaprope-p-etilico e setoxidim; o segundo,
bidtipos resistentes ao glifosato; o terceiro, bidtipos com resisténcia multipla a dois mecanismos
de agdo: EPSPs (glifosato) e ACCase (fenoxaprope e haloxifope); e o quarto, registrado em
2023, refere-se a bidtipos com resisténcia multipla e cruzada aos herbicidas glifosato, cletodim

e haloxifope-p-metilico (HRAC - BR, 2023).

Considerando a problematica de resisténcia multipla do capim-pé-de-galinha no Brasil,
somada as limitadas opg¢des de herbicidas e a diversidade natural de respostas dos bidtipos ao
manejo quimico, ¢ fundamental desenvolver estratégias de manejo mais eficazes, para
minimizar o impacto da resisténcia ao longo dos anos. Assim, este estudo busca comparar a
eficacia de diferentes herbicidas em pos e pré-emergéncia, considerando seu efeito residual e

seu impacto na emergéncia de biotipos resistentes de Eleusine indica
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6.2 MATERIAL E METODOS

Ensaio 1 - Manejo quimico em pos-emergéncia da espécie

O ensaio foi conduzido no campo experimental do Rehagro Pesquisa (empresa
credenciada pelo MAPA) em Nazareno — MG (-21.261744702285302, -44.51650917831322)
durante o periodo de 06/12/2023 a 04/01/2024. Foi utilizado delineamento experimental em
blocos ao acaso (DBC) com 4 repeti¢des, sendo cada unidade experimental composta por uma
parcela com 2x3m com infestagdo natural de capim-pé-de-galinha em estadio avangado de
desenvolvimento, em florescimento, entouceiradas e sem historico de resisténcia a herbicidas.
A area estava em pousio a mais de um ano, sem plantio de culturas e sem realizag¢@o de ensaios

com aplicagdo de herbicidas.

O ensaio foi realizado com 12 tratamentos, contendo testemunha padrio e testemunha
capinada, que foi mantida limpa durante toda a condugdo do ensaio (Tabela 1). As aplicagdes
foram realizadas utilizando um pulverizador costal pressurizado a CO2 com pressao de 40 psi,
com barra equipada com quatro pontas XR 110.02 espacadas a 0,5 m entre si, com faixa de
aplicagdo de 2,0 m e volume de calda de 150 L ha'. A primeira aplicagdo foi realiza no dia
06/12/2023 em todas as parcelas destinadas a aplicacdo dos herbicidas e no dia 20/12/2023 foi
realizada uma aplicagdo sequencial apenas nas parcelas dos tratamentos T11 e T12. As
condi¢des climaticas registradas durante a primeira aplicagdo indicaram temperatura de 29,1
°C, com umidade relativa do ar de 52,0% e velocidade do vento de 3,0 m/s. J& na aplicagéo
sequencial, a temperatura foi de 22,7 °C, enquanto a umidade relativa e a velocidade do vento

apresentaram 54,0% e 3,2 m/s, respectivamente.

Tabela 1. Herbicidas utilizados e suas respectivas doses. Nazareno, MG. PDPA/UFRRJ, 2023.

Ingrediente ativo Dose Dose Adjuvante

Trat. (Produto comercial) (Lp.c.ha') (giaouea. ha') (% v/voumL)
T1 Testemunha sem capina - - -
T2 Testemunha com capina - - -
T3 Glifosato (Zapp Qi 620®) 1,40 700,0 --
T4 Glufosinato de aménio (Trunfo®) 2,50 700,0 0,50
T5 Cletodim (Select Force) 0,50 180,0 0,50
T6 Haloxifope-P-Metilico (Verdict® Max) 0,23 124,20 0,50
T7 Diquat (Reglone) 2,00 400,0 0,24
T8 Cletodim + Haloxifope-P-metilico (Kennox) 0,30 72,0 0,50
T9 Quizalofope-P-Etilico (Targa) 2,00 100,0 -
T10 Clodinafope-propargil (Topik® 240 EC) 0,40 96,0 0,50
T11 Glufosinato de aménio (Trunfo) > Cletodim 2,50 > 0,50 700,0 > 180,0 0.50 > 0,50

(Select Force)

88



Cletodim (Select Force) > Glufosinato de
amonio (Trunfo)
> = aplicagdo sequencial 14 dias apds a primeira aplicagéo

T12 0,50>2,50 180,0 > 700,0 0,50>0,50

Foram realizadas avaliagdes visuais de controle aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a aplicacéo
dos herbicidas (DAA). Durante as avaliagdes, foram atribuidas notas as injdrias visuais das
plantas em uma escala que varia de 0 a 100% no qual, 0% indica auséncia de sintomas, enquanto
100% representa a morte da planta, conforme descrito por ALAM (1974). Os dados coletados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
Ao constatar significancia estatistica, as médias foram comparadas pelo teste de Snott-Knott a

5% (p<0,05), por meio do software Rbio (BHERING, 2017).
Ensaio 2 - Manejo quimico em pré-emergéncia da espécie

O ensaio foi conduzido em casa de vegetag@o do grupo de Pesquisa em Plantas Daninhas
e Pesticidas no Ambiente da UFRRIJ. Foram utilizadas sementes de um bidtipo de capim-pé-
de-galinha resistente aos herbicidas glifosato, cletodim e haloxifope-p-metilico, denominado
RESMUT, proveniente de screening realizado em etapa preliminar. Foram utilizadas 50
sementes por vaso com capacidade para 3 L preenchidos com mistura de solo arenoso e argiloso
coletados nas areas experimentais da universidade. A analise quimica do solo (Tabela 2) foi
conduzida conforme o procedimento descrito no Manual de Métodos de Analise de Solo
(Embrapa, 2017). Apos a semeadura, as sementes foram cobertas com 1 cm da mesma mistura
de solo.

Tabela 2. Andlise quimica do solo em area sem historico de utilizagdo de herbicidas em
Seropédica, RJ. PDPA/UFRRIJ - 2024.

pH e Complexo sortivo (Cmol/dm?) -------- Corg!
(H20) ~ Ca Mg K Na S Al H+AL CTC®  gkg!
5,30 1,4 1,1 0,05 0,18 2,8 0,0 1,78 4,6 17,47

2TFSA: terra seca fina ao ar.

®S: soma de bases trocaveis (Ca + Mg + Na + K)
¢CTC: (S+H+Al)

4 Corg: carbono orgénico

O delineamento experimental foi do tipo delineamento inteiramente casualizado (DIC)
em esquema fatorial de 9x2, onde o fator A foi representado pelos herbicidas e testemunha sem
aplicagdo (Tabela 2) e o fator B representado por uma lamina de 20 mm de 4gua aplicada como

simula¢@o de chuva aos 10 e 20 dias ap6s aplicagdo dos herbicidas. A aplicacdo dos herbicidas
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foi realizada com auxilio de pulverizador costal pressurizado a CO> operando na pressdo de 40
psi dotado de uma barra com duas pontas de pulverizagdo do tipo XR11002, espagadas em 0,5
m, aplicando o volume de calda de 150 L. ha™’.

Tabela 3. Herbicidas pré-emergentes utilizados e suas respectivas doses. Seropédica, RJ.
PDPA/UFRRIJ, 2024.

Trat Ingrediente ativo Dose Dose Adjuvante
’ (Produto comercial) (Lp.cougp.c.ha-1) (giaouea. ha') (% v/voumL)
Tl Testemunha - - -
T2 Trifluralina (Trifluralina Nortox) 5,0 2250,0 -
T3 Fomesafem (Flex) 1,0 250,0 0,3
T4 S-metolacloro (Dual Gold) 2,0 1920,00 --
TS Diclosulam + Halauxifeno-metilico 55 94.8 1 4783 _
(Paxeo)
T6 Clomazona (Reator 360 CS) 2,5 900,0 -
T7 Fomesafem + S-metolacloro (Eddus) 2,0 227,70 +1035,66 --
T8 Piroxasulfona (Yamato) 0,2 900,0 -

Foram realizadas avaliagdes visuais de controle e de porcentagem de germinagdo aos
14, 21, 28, 35 e 42 dias ap6s a germinacdo da testemunha (DAGT) sem aplicagdo. As notas de
controle variavam de 0% a 100% de acordo com o indice de germinagéo e desenvolvimento da
testemunha sem aplicacdo e a % de germinagéo de acordo com o niumero de plantas germinadas
nas testemunhas, também em uma escala de 0% a 100%. Aos 42 DAGT a parte aérea das plantas
foram coletadas e secas em estufa a 65°C, por 72 horas, e em seguida pesadas para mensurar a
massa seca da parte aérea (MSPA). Além disso, apos a coleta (42 DAA), foram semeadas
novamente 50 sementes do mesmo bidtipo a 1 cm de profundidade em cada vaso, para avaliacao
do efeito residual dos herbicidas testados. Nesta segunda bateria foram novamente avaliadas as
variaveis nivel de controle e % de germinagdo aos 14, 21, 28, 35 ¢ 42 dias apos a germinac¢ao
da testemunha (DAGT) sem aplicacdo. Os dados coletados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) com nivel de significancia de 5% (p<0,05). Ao constatar significancia
estatistica, as médias foram submetidas e comparadas pelo teste de Snott-Knott a 5% (p<0,05),

utilizando-se também o software Rbio (BHERING, 2017).
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Ensaio 1 - Manejo quimico em pos-emergéncia da espécie

Houve diferenca significativa no nivel injuria observado entre os tratamentos para cada
periodo de avaliacdo (Tabela 5). Aos 7 dias apds aplicagdo (DAA), todos os tratamentos
demonstraram controle insatisfatorio para o capim-pé-de-galinha. O herbicida glufosinato de
amonio foi o tratamento que apresentou maior controle (40%), seguido pelo herbicida glifosato
(30%) e os demais tratamentos com controle entre 10 e 23% (Figura 1). Em geral, apds
aproximadamente uma semana da aplicacdo de herbicidas inibidores da ACCase as plantas
comegam a apresentar os primeiros sintomas, caracterizados por um inicio de clorose, seguido
de necrose nos tecidos em crescimento e por posteriormente, desintegrac¢do das folhas (BRITO
et al., 2018; TAKANO et al., 2020). De forma similar, para o herbicida glifosato, os sintomas
nas plantas se desenvolvem lentamente, comec¢ando com a inibi¢do do crescimento, seguida por
amarelecimento e clorose, com subsequente necrose ¢ morte da planta (BRITO et al., 2018;
TAKANO et al., 2020).

Por outro lado, o baixo desempenho do herbicida glufosinato de amoénio e do diquat na
primeira avaliagdo pode estar relacionado tanto a caracteristicas da planta quanto as
propriedades dos proprios herbicidas (DOMINGUEZ; CUARTERO:; HEREDIA, 2011).
Fatores como a sensibilidade diferencial da espécie ao glufosinato, menor area foliar,
localizagdo interna do meristema apical na base dos colmos e a presenca de ceras epicuticulares
podem reduzir a eficacia de controle (RAHMAN; SULTANA, 2021). Além disso, por serem
herbicidas de contato, ambos requerem uma boa cobertura foliar para um desempenho eficiente,
tornando as monocotiledoneas menos sensiveis a esses compostos (RAHMAN; SULTANA,
2021).

Tabela 5. Controle (%) de capim-pé-de-galinha em pleno florescimento e em &area sem
historico de resisténcia a herbicidas submetidos a aplicacdo de herbicidas pos- emergentes.
PDPA/UFRRI, Nazareno, MG. 2024.

Tratamentos Controle (%)

7DAA 14DAA 21 DAA 28 DAA

T1 - Testemunha sem capina 0,0f 0,0f 0,0f 0,0d
T2- Testemunha com capina 100,0a 100,0a 100,0 a 100,0 a

T3 - Glifosato (Zapp Qi 620) 31,8 ¢ 88,8b 93,3 b 91,5a

T4 — Glufosinato de aménio (Trunfo) 43,8b 68,8 ¢ 71,3 ¢ 52,5b

TS5 - Cletodim (Select Force) 10,0 e 50,0d 56,3 d 62,5b

T6 - Haloxifope (Verdict® Max) 10,0 e 55,0d 57,5d 65,0b
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T7- Diquat (Reglone) 22,5d 22,5¢ 16,3 e 11,3¢

T8 — Cletodim + Haloxifope (Kennox) 21,8d 51,8d 53,0d 58,8 b

T9 — Quizalofope — P-Etilico (Targa) 125¢ 58,8d 52,3d 62,5b

T10 — Clodinafope-propargil (Topik 240 EC) 15,0d 50,0d 45,0d 62,5b

T11 — Glufosinato de aménio > Cletodim 38.8b 67,5¢ 68,8 ¢ 63,8b

T12 — Cletodim > Glufosinato de amo6nio 10,0 e 46,3 d 87,5b 87,0 a
CV (%) 22,6 10,3 11,0 12,4

Meédias seguidas pela mesma letra em cada coluna individualmente, ndo diferem estatisticamente entre si a P < 0,05 pelo teste de Snott-Knott.

igura 1. Parcelas experimentais de cada tratamento aos 7 dias apos aplicagdo (DAA) dos
herbicidas. (A) Testemunha sem capina; (B) Testemuha capinada; (C) Glifosato (D)
Glufosinato de amonio; (E) Cletodim; (F) Haloxifope; (G) Diquat; (H) Cletodim + Haloxifope;
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(I) Quizalofope — P-Etilico; (J) Clodinafope-propargil; (K) Glufosinato de amonio > Cletodim;
(L) Cletodim > Glufosinato de amonio. PDPA/UFRRJ, Nazareno, MG. 2024.

Aos 14 DAA, houve aumento significativo da porcentagem de controle para a maioria
dos tratamentos. O herbicida glifosato atingiu aproximadamente 90% de controle e o herbicida
glufosinato de amodnio passou a ser o segundo tratamento com maior eficacia, atingindo 69%
de controle. Além disso, todos os graminicidas aplicados, alcancaram até 55% de controle e o
herbicida diquat obteve o pior desempenho em comparag@o as demais mantendo a mesma
porcentagem de 23% em relagdo a avaliagdo anterior (Tabela 5 e Figura 2). Resultados
semelhantes para herbicidas inibidores da ACCase foram observados por PEREIRA (2023) em
experimento conduzido em condi¢des de campo, no qual cletodim, haloxifope e quizalofope

proporcionaram controle de Eleusine indica variando entre 50% e 54%.
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Figura 2. Parcelas experimentais de cada tratamento aos 14 dias apos aplicagdo (DAA) dos
herbicidas. (A) Testemunha sem capina; (B) Testemuha capinada; (C) Glifosato (D)
Glufosinato de amonio; (E) Cletodim; (F) Haloxifope; (G) Diquat; (H) Cletodim + Haloxifope;
(I) Quizalofope — P-Etilico; (J) Clodinafope-propargil; (K) Glufosinato de amonio > Cletodim;
(L) Cletodim > Glufosinato de amonio. PDPA/UFRRJ, Nazareno, MG. 2024.

Aos 21 DAA, o herbicida glifosato e o tratamento contendo aplicagdo de cletodim >
glufosinato de amoénio, foram os tratamentos com melhores porcentagem de controle, com 93%
e 88% respectivamente, em seguida, os tratamentos com graminicidas e o tratamento
glufosinato de amodnio > cletodim, se mantiveram com controle intermediario, variando entre
53% a 71%, enquanto o herbicida diquat teve diminui¢do na sua eficécia, atingindo 16% de
controle (Tabela 5 e Figura 3). Nesta avaliacdo as aplicagdes sequencias completavam 7 dias

e foi possivel observar um aumento significativo no controle em rela¢do a avaliagdo anterior,
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nas parcelas onde a aplicag@o do herbicida cletodim foi realizada primeiro. Esse resultado pode
ser explicado pela diferenga na translocacdo dos herbicidas dentro da planta. A répida
destrui¢do do material foliar pelo herbicida de contato (glufosinato de amonio) dificulta a
absor¢do e translocacdo do herbicida sist€mico (cletodim) quando aplicado em seguida

(GREEN, 1989). Por outro lado, esse efeito ndo € observado quando os herbicidas sdo aplicados

na ordem inversa.

Figura 3. Parcelas experimentais de cada tratamento aos 21 dias apods aplicagdo (DAA) dos
herbicidas. (A) Testemunha sem capina; (B) Testemuha capinada; (C) Glifosato (D)
Glufosinato de amonio; (E) Cletodim; (F) Haloxifope; (G) Diquat; (H) Cletodim + Haloxifope;
(I) Quizalofope — P-Etilico; (J) Clodinafope-propargil; (K) Glufosinato de amonio > Cletodim;
(L) Cletodim > Glufosinato de amonio. PDPA/UFRRJ, Nazareno, MG. 2024.

Aos 28 DAA foi observado comportamento similar a avaliacdo de 21 DAA para todos

tratamentos testados, portanto, glifosato e cletodim > glufosinato de amonio, continuaram como
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os melhores tratamentos, com 91% e 87% respectivamente, e todos os herbicidas graminicidas
e glufosinato de amodnio > cletodim com controle intermedidrio, entre 59% a 65%. Para o
herbicida glufosinato de amoénio aplicado de forma isolada e o herbicida diquat, houve

diminui¢do da eficacia, sendo observado 53% e 11% de controle, respectiviamente (Tabela 5 e

Figura 4).

Figura 4. Parcelas experimentais de cada tratamento aos 28 dias apos aplicagdo (DAA) dos
herbicidas. (A) Testemunha sem capina; (B) Testemuha capinada; (C) Glifosato (D)
Glufosinato de amonio; (E) Cletodim; (F) Haloxifope; (G) Diquat; (H) Cletodim + Haloxifope;
(I) Quizalofope — P-Etilico; (J) Clodinafope-propargil; (K) Glufosinato de amonio > Cletodim;
(L) Cletodim > Glufosinato de amoénio. PDPA/UFRRJ, Nazareno, MG. 2024.

A aplicagdo de glufosinato de amdnio seguida da aplicagdo de cletodim para o controle

de capim-pé-de-galinha em condi¢des de campo também foi estudada por ALVES, (2014), que
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observou um controle inferior ao obtido neste estudo, com apenas 17% de eficacia aos 14 dias
apos a aplicacdo do herbicida cletodim. Este tempo de avaliagdo € equivalente aos 28 dias apos
a aplicacdo neste estudo. Apesar das plantas estarem em um estagio menos avang¢ado, o controle
reduzido pode ser atribuido & menor dose dos herbicidas (400 g i.a. ha™' para glufosinato e 96
g i.a. ha™ para cletodim) e ao maior intervalo entre as aplicagdes (cerca de 2 meses), além da
translocagdo reduzida citada anteriormente, o que possivelmente comprometeu ainda mais a

eficacia do controle.

Em relacdo ao herbicida glufosinato de amoénio aplicado isoladamente, ULGUIM et al.
(2013) obtiveram um controle superior a 90% aos 27 dias apds a aplicacdo (DAA) em bidtipo
suscetivel de capim-pé-de-galinha no estadio vegetativo. Este resultado difere daquele
encontrado no presente estudo, o que pode ser explicado pelas diferengas no estadio de
desenvolvimento das plantas e nas condi¢des de aplicagdo. Por outro lado, nesse mesmo estudo,
o herbicida glifosato, aplicado nas mesmas condi¢des, proporcionou 100% de controle para um
bidtipo suscetivel, corroborando os elevados indices de controle observados neste trabalho.
Esses resultados ressaltam a alta eficacia do glifosato em diferentes condi¢des, evidenciando

sua importancia no manejo quimico mesmo com os crescentes relatos de resisténcia.

Apesar dos resultados obtidos, a busca por opcdes eficazes de controle com diferentes
mecanismos de a¢@o continua sendo importante. Nesse contexto, o herbicida diquat tem sido
investigado como uma alternativa ao paraquat, também pertencente ao grupo dos herbicidas
inibidores do fotossistema I, desde a proibi¢do na safra 2020/2021 (ANVISA, 2017). No
entanto, no presente estudo, o diquat apresentou o menor controle sobre o capim-pé-de-galinha,
o que pode ser explicado pelas caracteristicas do produto e da espécie, conforme mencionado
anteriormente. Estudos similares em condi¢des de campo também relataram baixa eficacia
desse produto no controle de plantas daninhas. Um exemplo disso é o estudo de (RIBEIRO et
al., 2023), no qual foi observado controle quase nulo (cerca de 0%) em infestacdo mista 21 dias

apos a aplicagdo do diquat na dose de 400 g i.a. ha™.

A aplicabilidade dos tratamentos avaliados para o controle do capim-pé-de-galinha nas
culturas de milho e soja é bastante estratégica, considerando que essas sdo culturas agricolas de
maior produgdo no Brasil (CONAB, 2025) e estdo frequentemente sujeitas a infestacdo de
diferentes bidtipos de capim-pé-de-galinha. Nas areas de cultivo de soja e milho, o uso do
herbicida glifosato continua sendo uma ferramenta importante, principalmente em sistemas

com variedades geneticamente modificadas para tolerancia a este herbicida (soja e milho RR),
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possibilitando seu posicionamento tanto no manejo pré-plantio quanto em pds-emergéncia
inicial (GAIARIN; PRIMIERI, 2020). A aplicag¢do sequencial, como observada no presente
estudo — especialmente cletodim seguido de glufosinato de amdnio —, pode ser utilizada para
reforcar o controle de plantas mais desenvolvidas ou de popula¢des resistentes, sendo ideal que
a primeira aplicagdo (cletodim) seja realizada ainda em estadios iniciais da planta daninha e a
aplicacdo de glufosinato de amonio ocorra cerca de 14 dias depois, maximizando a eficacia sem
prejudicar a absor¢do do herbicida sistémico. Entretanto, para a cultura da soja, a aplicagdo do
glufosinato de amonio em pos-emergéncia da cultura sé devera ser realizada em cultivares com
tolerancia a esse herbicida como, as cultivares Enlist® E3, que apresentam tolerdncia a trés
mecanismos de agdo herbicida (glifosato, 2,4-D e glufosinato de amonio), garantindo assim que

ndo haja danos a soja (FRENE et al., 2018).

No cultivo do milho, o uso de glufosinato de amdnio ganha destaque, considerando seu
perfil de herbicida de contato eficaz em pds-emergéncia para o manejo de escapes. Entretanto,
devido a menor eficiéncia observada para monocotiledoneas como o capim-pé-de-galinha, a
associacdo sequencial com graminicidas, como cletodim pode ser uma alternativa interessante
no manejo de plantas daninhas antes da semeadura (no manejo de dessecagdo), destacando a
importancia de manter um periodo de 7 a 14 da aplicagdo do herbicida cletodim antes da
semeadura da cultura do milho para evitar fitotoxicidade a mesma, visto que os hibridos
apresentam diferentes niveis de sensibilidade a esse ingrediente ativo (BECKER et al., 2019).
Além disso, o glufosinato aplicado isoladamente, sem associag¢do sequencial com cletodim,
também pode ser aplicado em cultivos de milho transgénico tolerante, como o milho
LibertyLink®, que permite a aplicagdo de glufosinato de amonio em pos-emergéncia da cultura
(LATORRE etal., 2013). A correta escolha do momento de aplicag¢do e a ordem dos herbicidas
sdo essenciais para garantir maxima eficécia, reforcando a importancia de praticas de manejo
integradas para retardar a evolug@o de resisténcia e manter a sustentabilidade produtiva das

lavouras.
Manejo quimico em pré-emergéncia da espécie

Para os resultados referentes a primeira semeadura, ndo houve interagdo significativa
entre os fatores tempo de simulag@o de chuvas e herbicidas para as avaliagcdes aos 14, 21 e 28
dias apds a germinagdo da testemunha. Ao comparar os herbicidas entre si, foi possivel observar

controle acima de 98% para todos os tratamentos dos 14 aos 28 DAGT (Tabela 6).
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Tabela 6. Controle (%) de capim-pé-de-galinha submetidos a aplicagdo de herbicidas pré-
emergentes, aos 14, 21 e 28 dias apds a germinacdo da testemunha. PDPA/UFRRJ, Seropédica,
RJ. 2024.

Produtos Controle (%)
14DAGT | 21DAGT | 28DAGT

Testemunha 0,0d 0,0c 0,0c
Trifluralina 100,0 a 99,9 a 99,7 a
Fomesafem 100,0 a 998 a 99,7 a
S-metolacloro 100,0 a 100,0 a 100,0 a
Diclosulam + Halauxifeno-metilico 98,5 ¢ 98,5b 98,1b
Clomazona 99.0 b 98.5b 98.5b
Fomesafem + S-metolacloro 100,0 a 100,0 a 100,0 a
Piroxasulfona 100,0 a 100,0 a 100,0 a

CV % 0,5 0,6 0,6

Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna individualmente, ndo diferem estatisticamente entre si a P < 0,05 pelo teste de Snott-Knott.

Aos 35 e 42 dias apds a germinagdo da testemunha (DAGT), observou-se interacdo entre
os fatores tempo de simulagdo de chuva e herbicidas (Tabela 7). Aos 35 dias, o tempo para
simula¢@o da chuva influenciou o controle dos herbicidas diclosulam + halauxifeno-metilico e
clomazona, com maior controle registrado quando a lamina d’agua foi aplicada 10 dias apos a
aplicagdo dos herbicidas. Além disso, os herbicidas fomesafem, s-metolacloro, fomesafem + s-
metolacloro e piroxasulfona apresentaram alta porcentagem de controle, independentemente do
tempo de simulagdo de chuva.

Tabela 7. Controle (%) de capim-pé-de-galinha submetidos a aplicagdo de herbicidas pré-

emergentes, aos 35 e 42 dias apos a germinagéo da testemunha. PDPA/UFRRIJ, Seropédica, RJ.
2024.

Controle (%)
35 DAGT | 42 DAGT
Produtos - - — - ——
Dias de simulagéo de chuva apds aplica¢éo
10 20 10 20
Testemunha 0,0 Dns 0,0 Dns 0,0 Cns 0,0 Dns
Trifluralina 99,3 Bns 100,0 Ans 99,3 Bns 100,0 Ans
Fomesafem 100, Ans 99,5 Ans 100 Aa 99,0 Bb
S-metolacloro 100,0 Ans 100, Ans 100 Ans 100,0 Ans
Diclosulam + Halauxifeno-metilico 98,5 Ca 97,5 Cb 98,5 Ba 96,5 Cb
Clomazona 99,3 Ba 98,3 Bb 99.3 Bns 100,0 Ans
Fomesafem + S-metolacloro 100,0 Ans 100,0 Ans 100,0 Ans 100,0 Ans
Piroxasulfona 100,0 Ans 100,0 Ans 100,0 Ans 100,0 Ans
CV % 0,5 0,6

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula em cada coluna individualmente e minuscula em cada linha de cada tempo de avaliacdo

individualmente, ndo diferem estatisticamente entre si a P < 0,05 pelo teste de Snott-Knott.

Aos 42 dias, apenas o controle proporcionado pelo herbicida diclosulam + halauxifeno-
metilico e fomesafem foram influenciados pelo tempo de aplicacdo da lamina de 4gua, com
maior controle observado 10 dias apos a aplica¢do. Analisando cada intervalo individualmente,
em intervalo de 10 dias, os herbicidas fomesafem, s-metolacloro, fomesafem + s-metolacloro e

piroxasulfona, obtiveram maior controle em comparagdo aos demais herbicidas, enquanto aos
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20 dias de intervalo, foi observado maior controle para os herbicidas trifluralina, s-metolacloro,
clomazona, fomesafem + s-metolacloro e piroxasulfona. Apesar das diferengas estatisticas,
todos os tratamentos apresentaram controle elevado, superior a 95%, independentemente do
tempo de simulagdo de chuva (Figura 5). Os resultados de controle obtidos foram corroborados
pela anélise da MSPA, que registrou valores apenas para a testemunha sem aplicacdo (Tabela
13). ROSA (2016) e Takano et al (2017) obtiveram resultados similares no controle de capim-
pé-galinha resistente ao glifosato, com uso dos herbicidas trifluralina (1800 g i.a ha '),
clomazona (800 g i.a ha ') e s-metolacloro (1728 g i.a ha "), no qual esses herbicidas atingiram

controle acima de 90% para essa populagao.

Em relagéo ao indice de germinagdo, aos 14 ¢ 21 DAGT néo houve interagéo entre os
fatores (Tabela 8), e a maior porcentagem de germinacdo foi observada para os herbicidas
diclosulam + halauxifeno-metilico e clomazona em comparagéo aos demais herbicidas.
Tabela 8. Germinagdo (%) de capim-pé-de-galinha submetidos a aplicag¢@o de herbicidas pré-

emergentes, aos 14 e 21 dias apos a germinagéo da testemunha. PDPA/UFRRIJ, Seropédica, RJ.
2024.

Germinagio (%)

Produtos

14 DAGT 21 DAGT

Testemunha 100,0 a 100,0 a
Trifluralina 0,0d 4,1d
Fomesafem 0,0d 7,9d
S-metolacloro 0,0d 0,0d

Diclosulam + Halauxifeno-metilico 54,0b 64,0 b
Clomazona 26,6 ¢ 309 ¢
Fomesafem + S-metolacloro 0,0d 0,0d
Piroxasulfona 0,0d 0,0d
CV % 432 427

Meédias seguidas pela mesma letra em cada coluna individualmente, ndo diferem estatisticamente entre si a P < 0,05 pelo teste de Snott-Knott.

Aos 28, 35 e 42 dias apos a germinagdo da testemunha (DAGT), observou-se interacéo
entre os fatores tempo de simula¢do de chuva e herbicidas (Tabela 9). Aos 28 DAGT, a
porcentagem de plantas de E. indica que germinaram apos aplicag@o dos herbicidas diclosulam
+ halauxifeno-metilico e clomazona foram influenciados pelo intervalo de dias para a aplicagdo
da lamina d’4gua, ambos apresentaram maior indice de germinagéo quando a simulag@o ocorreu
10 dias apos aplicagdo. Analisando cada tempo isoladamente, com 10 dias de intervalo, os
mesmos herbicidas apresentaram maior porcentagem de germinagdo com 76 e 25% de
germinagdo respectivamente. J& quando a simulacdo foi realizada aos 20 dias, apenas o
diclosulam + halauxifeno-metilico apresentou maior %, com 61%. Nas avaliagdes de 35 ¢ 42
dias, foi observado comportamento similar analisando cada tempo isoladamente e cada
herbicida nos diferentes dias de simulacdo de chuva. A porcentagem de germinacdo de capim-
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pé-de-galinha para os herbicidas diclosulam + halauxifeno-metilico e fomesafem foram
afetadas pelo intervalo de tempo para aplicacdo da lamina d’dgua. Os maiores valores foram
observados aos 20 dias para o herbicida fomesafem, em ambas as avaliagdes e a maior
porcentagem para o herbicida diclosulam + halauxifeno-metilico foi vista aos 20 dias na
avaliacdo de 35 DAGT e 10 dias na avaliacdo de 42 DAGT. Ao analisar cada intervalo de
chuva isoladamente, a maior porcentagem de germinagéo foi obtida para o herbicida diclosulam
+ halauxifeno-metilico em ambos os intervalos e avaliagdes em comparagdo aos demais
herbicidas.

Tabela 9. Germinagdo (%) de capim-pé-de-galinha submetidos a aplicag¢do de herbicidas pré-

emergentes, aos 28, 35 e 42 dias apds a germinacdo da testemunha. PDPA/UFRRI, Seropédica,
RJ. 2024.

Germinag&o (%)

28 DAGT | 35 DAGT | 42 DAGT
Produtos - ; — - —
Dias de simulagéo de chuva apds aplicac¢éo
10 20 10 20 10 20
Testemunha 100,0 Ans 100,0 Ans 100,0 Ans 100,0 Ans 100,0 Ans 100,0 Ans
Trifluralina 5,5 Dns 0,0 Cns 7,0 Cns 0,0 Dns 6,3 Cns 4,0 Dns
Fomesafem 0,0 Dns 8,60 Cns 0,0 Cb 20,3 Ca 0,0 Cb 18,3 Ca
S-metolacloro 0,0 Dns 0,0 Cns 0,0 Cns 0,0 Dns 0,0 Cns 0,0 Dns
Diclosulam +
Halauxifeno- 76,0 Ba 61,3 Bb 53,3Bb 75,6 Ba 88,3 Ba 77,3 Bb
metilico
Clomazona 25,3 Ca 1,3 Cb 3,0 Cns 11,0 Cns 11,3 Cns 3,0 Dns
Fomesafem + - 0,0 Dns 0,0 Cns 0,0 Cns 0,0 Dns 0,0 Cns 2,0 Dns
metolacloro
Piroxasulfona 0,0 Dns 0,0 Cns 0,0 Cns 0,0 Dns 0,0 Cns 0,0 Dns
CV % 40,8 28,6 27,8

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula em cada coluna individualmente e minuscula em cada linha de cada tempo de avaliagdo

individualmente, ndo diferem estatisticamente entre si a P < 0,05 pelo teste de Snott-Knott.

Apesar do indice de germinagdo de capim-pé-de-galinha observado para os herbicidas
fomesafem, diclosulam + halauxifeno-metilico e clomazona, as plantas que emergiram néo se
desenvolveram ao longo das avalia¢des, como mostrado na Figura 5 e 6. Por esse motivo, os
dados de massa coletada para a andlise de MSPA registraram 0 g, e o nivel de controle
permaneceu elevado até o final das avalia¢des. O herbicida clomazona atua inibindo a sintese
de pigmentos como as clorofilas e os carotenoides, o que leva ao sintoma classico de
branqueamento, com isso a planta consegue germinar, mas a auséncia desses pigmentos

compromete a fotossintese e emergéncia da planta (GUNASEKARA et al., 2009).

101



Tempos de avali¢gio (DAGT)
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Intervalo de tempo entre a aplicagdo dos herbicidas e a simulacao de chuva

Figura 5. Controle de sementes de capim-pé-de-galinha, biotipo RESMUT. T1 — Testemunha;
T2 — Trifluralina; T3 — Fomesafem; T4 - S-metolacloro; T5 - Diclosulam + Halauxifeno-
metilico, T6 — Clomazona; T7 - Fomesafem + S-metolacloro ¢ T8 — Piroxasulfona.
PDPA/UFRRIJ, Seropédica, RJ. 2024.

Figura 6. Germinagfo de plantas de capim-pé-de-galinha, bidtipo RESMUT. (A) Fomesafem;
(B) Diclosulam + Halauxifeno-metilico (C) Clomazona. PDPA/UFRRIJ, Seropédica, RJ. 2024.
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Apds a segunda semeadura, os resultados referentes aos 14 e 21 DAGT nio
apresentaram interacdo entre o fator tempo de simulagdo de chuva e herbicidas (Tabela 10). Em
ambos os periodos de avaliacdo, o controle se manteve acima de 80%, sendo o herbicida

fomesafem com menor porcentagem de controle, sendo 90% e 84% respectivamente aos 14 e
21 DAGT.

Tabela 10. Controle (%) de capim-pé-de-galinha submetidos a aplicagdo de herbicidas pré-
emergentes, aos 14 ¢ 21 dias apos a germinagéo da testemunha. PDPA/UFRRIJ, Seropédica, RJ.
2024.

Produtos Controle residual (%)
14 DAGT 21 DAGT

Testemunha 0,0c 0,0c
Trifluralina 979 a 96,5 a
Fomesafem 90,4 b 849Db
S-metolacloro 100,0 a 100,0 a
Diclosulam + Halauxifeno-metilico 974 a 949 a
Clomazona 97,7 a 93,4 a
Fomesafem + S-metolacloro 98,8 a 96,5 a
Piroxasulfona 100,0 a 99,8 a

CV % 5,0 8,7

Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna individualmente, ndo diferem estatisticamente entre si a P < 0,05 pelo teste de Snott-Knott.

Aos 28, 35 e 42 dias apo6s a aplicacdo (DAGT), observou-se interagdo entre os fatores
tempo de simulagdo de chuva e herbicidas (Tabela 11). Aos 28 DAGT, os intervalos para a
simulag@o da lamina d'agua influenciaram a eficacia dos herbicidas trifluralina, fomesafem +
s-metolacloro e clomazona. Observou-se maior porcentagem de controle com intervalos de 10
dias para os dois primeiros herbicidas e de 20 dias para o herbicida clomazona. Além disso em
ambos os intervalos de simula¢do, os herbicidas que apresentaram maior controle do capim-pé-
de-galinha foram os herbicidas s-metolacloro, diclosulam + halauxifeno-metilico e
piroxasulfona. Aos 35 DAGT, os herbicidas trifluralina e fomesafem + s-metolacloro tiveram
sua eficacia reduzida quando a simulagdo de chuva ocorreu 20 dias apds aplicacdo em
comparagdo ao intervalo de 10 dias, obtendo 88% e 0% de controle para o herbicida trifluralina
e 99% e 80% de controle para o herbicida fomesafem + s-metolacloro aos 10 e 20 dias,
respectivamente. O controle com herbicida fomesafem e clomazona também foram
influenciados pelo fator intervalo de tempo, com maior porcentagem quando a simulacio
ocorreu 20 dias apos aplicacdo em comparacdo aos 10 dias: 0% e 22% para o herbicida
fomesafem e 38% e 71% para o herbicida clomazona. Além disso, os herbicidas s-metolacloro,
diclosulam + halauxifeno-metilico e piroxasulfona mantiveram maior eficacia de controle em

ambos os intervalos de simulag@o em relagdo avaliag@o anterior, com controle acima de 81%.
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Tabela 11. Controle (%) de capim-pé-de-galinha submetidos a aplicacdo de herbicidas pré-
emergentes, aos 28, 35 e 42 dias apds a germinacdo da testemunha. PDPA/UFRRI, Seropédica,
RJ. 2024.

Controle residual (%)
28 DAGT | 35 DAGT | 42 DAGT
Produtos - : ~ - A
Dias de simulagéo de chuva apds aplicacéo
10 20 10 20 10 20
Testemunha 0,0 Dns 0,0 Ens 0,0 Cns 0,0 Dns 0,0 Dns 0,0 Dns
Trifluralina 97,8 Aa 56,8 Cb 88,8 Aa 0,0 Db 81,0 Ba 0,0 Db
Fomesafem 43,8 Cns 32,5 Dns 0,0 Cb 22,5 Ca 0,0 Dns 0,0 Dns
S-metolacloro 98,8 Ans 100,0 Ans 98,8 Ans 96,8 Ans 97,3 Ans 86,8 Ans
Diclosulam + 93,0 Ans 92,5 Ans 81,8 Ans 88,8 Ans
Halauxifeno- 66,3 Bb 87,3 Aa
metilico
Clomazona 67,5 Bb 88.8 Ba 38,8 Bb 71,0 Ba 26,3 Cb 52,8 Ca
Fomesafem + S- 99,3 Aa 80,0 Bb 99,0 Aa 80,0 Bb 913 Aa 733 Bb
metolacloro
Piroxasulfona 99,3 Ans 99,8 Ans 98,8 Ans 99,5 Ans 98,3 Ans 99,5 Ans
CV % 11,2 20,4 21,5

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula em cada coluna individualmente e minuscula em cada linha de cada tempo de avaliagdo

individualmente, ndo diferem estatisticamente entre si a P < 0,05 pelo teste de Snott-Knott.

Os herbicidas possuem propriedades fisico-quimicas que vao interagir com o ambiente,
afetando a eficacia de controle de plantas daninhas e do banco de sementes presentes no solo.
Quando um herbicida é aplicado na planta ou no solo, ele estara sujeito aos processos de
reten¢do, transformagdo e transporte (MENDES; DA SILVA, 2023). No presente estudo, os
processos de volatilizagdo, como principal forma de transporte, e a fotodecomposi¢do (ou
fotolise), como mecanismo de transformacdo das moléculas herbicidas, se mostraram
particularmente relevantes para a analise da dindmica dos herbicidas no ambiente submetidos a

diferentes tempos de simulagdo de chuva apds aplicacéo.

A volatilizag¢do ocorre quando o herbicida dissolvido na solugo do solo se transforma
em vapor, podendo escapar para a atmosfera por meio da evaporagdo (DE OLIVEIRA;
BRIGHENTI, 2011). A umidade do solo, associada as caracteristicas fisico-quimicas dos
herbicidas como a pressdo de vapor (PV) e a solubilidade (Sw) irdo influenciar diretamente a
volatiliza¢do destas moléculas (CARBONARI et al., 2022). A fotodecomposi¢do, por outro
lado, ocorre quando o herbicida absorve radia¢do luminosa, promovendo a excitacdo de seus
elétrons. Esse processo pode resultar na clivagem de ligagdes quimicas existentes, na
reorganizacdo estrutural das moléculas ou ainda na formacgdo de novas ligagdes, o que pode

levar a sua degradagdo ou inativacdo (MENDES; DA SILVA, 2023).

O herbicida trifluralina ¢ facilmente perdido por processos de volatilizagdo e

fotodegradacdo, sendo necessario a incorporagdo do produto no solo (COLEMAN et al., 2020).
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Possui alta pressdo de pavor, como 1,1x10# mm Hg, 25°C e baixa solubilidade, com valores de
0,3 a 0,6 mg/L a 25 °C (FERNANDES et al., 2013). Isso ajudaria a explicar a diferenca de
controle residual ao final das avaliagcdes para os diferentes periodos sem chuva, pois o efeito
residual se manteve mais elevado até os 42 DAGT quando o intervalo entre a aplicagdo e chuva
foi de 10 dias, enquanto quando esse intervalo foi de 20 dias, esse efeito foi nulo. Durante esse
periodo, parte das moléculas do herbicida pode ter sido perdida para a atmosfera na forma de
vapor, devido a volatilizacdo, ou degradada pela ag¢do da luz solar por meio da
fotodecomposicdo. A fragdo remanescente permaneceu no solo, retida as particulas coloidais

por meio do processo de sorcdo.

Na ultima avaliac¢do, apenas os herbicidas s-metolacloro e piroxasulfona apresentaram
controle elevado, superior a 85%, em ambos os intervalos de aplica¢do da lamina d’agua (10 e
20 dias), destacando-se como os mais eficazes. Com intervalo de 10 dias, os herbicidas com
melhor desempenho foram s-metolacloro, fomesafem + s-metolacloro e piroxasulfona, todos
com controle superior a 90%. Ja aos 20 dias, os mais eficazes foram s-metolacloro, diclosulam
+ halauxifeno-metilico e piroxasulfona, com controle superior a 85% (Tabela 11 e Figura 7).
SILVA (2020) também constatou alta eficacia de controle para capim-pé-galinha em condi¢des
de campo com uso do herbicida s-metolacloro, obtendo controle acima de 90% e 6timo efeito

residual até os 35 DAA.
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Intervalo de tempo entre a aplicagdo dos herbicidas e a simula¢do de chuva

Figura 7. Controle residual de sementes de capim-pé-de-galinha, biotipo RESMUT.T1 —
Testemunha; T2 — Trifluralina; T3 — Fomesafem; T4 - S-metolacloro; T5 - Diclosulam +
Halauxifeno-metilico; T6 — Clomazona; T7 - Fomesafem + S-metolacloro € T8 — Piroxasulfona.
PDPA/UFRRIJ, Seropédica, RJ. 2024.

Para a porcentagem de germinagdo do capim-pé-de-galinha, ndo houve interagdo entre
os fatores para avaliagdo aos 14 DAGT. Os herbicidas s-metolacloro, clomazona, fomesafem +
s-metolacloro e piroxasulfona obtiveram germinacdo abaixo de 10% (Tabela 12). Para as
avaliacdes dos 21 até os 42 DAGT, houve interagdo entre os fatores analisados (Tabela 12 e
13). Aos 21 DAGT, os intervalos de simulagdo exerceram influéncia sobre a germinagdo das
plantas sob aplicagdo de s-metolacloro, diclosulam + halauxifeno-metilico e clomazona, sendo
os dois primeiros com maior germina¢do quando a chuva foi simulada aos 20 dias apds

aplicagdo e clomazona com maior germinag¢o no intervalo de 10 dias (Tabela 12). Além disso,
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em ambos os periodos de simulagfo, os herbicidas s-metolacloro, fomesafem + s-metolacloro e
piroxasulfona mantiveram a menor porcentagem de germinagao.

Tabela 12. Germinag¢ao (%) de capim-pé-de-galinha submetidos a aplica¢do de herbicidas pré-
emergentes, aos 14 e 21 dias apos a germinagéo da testemunha. PDPA/UFRRIJ, Seropédica, RJ.

2024.

Germinag&o (%)
Produtos 14 DAGT | 21 DAGT
Dias de simulagéo de chuva apds aplicacéo
10 20
Testemunha 100,0 A 100,0 Ans 100,0 Ans
Trifluralina 194 C 9,3 Cns 22,0 Bns
Fomesafem 235C 21,0 Bns 30,5 Bns
S-metolacloro 1,4D 0,0 Ca 2,8 Ca
Diclosulam + Halauxifeno-metilico 59,4 B 31,0 Ba 81,5 Ab
Clomazona 8,3D 42,0 Ba 16,5 Bb
Fomesafem + S-metolacloro 1,9D 0,0 Cns 7,75 Cns
Piroxasulfona 0,0D 0,0 Cns 0,0 Cns
CV % 61,9 51,6

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula em cada coluna individualmente e minuscula em cada linha de cada tempo de avaliagdo

individualmente, ndo diferem estatisticamente entre si a P < 0,05 pelo teste de Snott-Knott.

Durante as avaliacdes dos 28 aos 42 DAGT, a germinacdo em vasos onde foram
aplicados os herbicidas s-metolacloro e fomesafem foi influenciada pelos periodos de
simula¢@o de chuva. Para ambos os herbicidas, a maior porcentagem de germinacio ocorreu
quando a simulag@o ocorreu 20 dias apds aplicagdo, chegando a valores acima de 70% aos 42
DAGT. Por outro lado, para os herbicidas s-metolacloro e piroxasulfona, a germinagdo nao
sofreu influéncia dos intervalos, mantendo a porcentagem de germinagdo abaixo dos 16% para o
durante o ultimo periodo de avaliacdo. Ja para os herbicidas diclosulam + halauxifeno-metilico e
fomesafem + s-metolacloro, o percentual de germinacdo foi influenciado pelos intervalos de
chuva aos 35 e 42 DAGT, com maiores percentuais quando a simulagéo de chuva ocorreu 20 dias

apos aplicagdo (Figura 8).
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biétipo RESMUT, apos 22
semeadura. (A) Fomesafem; (B) Trifluralina; (C) Diclosulam + Halauxifeno-metilico (D)
Clomazona e (E) Fomesafem + S-metolacloro. PDPA/UFRRJ, Seropédica, RJ. 2024.

Aos 28 e 35 DAGT, para intervalo de 10 dias, os herbicidas com menores indices de
germinagdo foram trifluralina, s-metolacloro, fomesafem + s-metolacloro e piroxasulfona. Ja aos
42 DAGT, os resultados foram semelhantes, com exce¢do do herbicida trifluralina. Entretanto,
quando a simulagdo ocorreu com intervalo de 20 dias, as menores porcentagens de germinagdo
foram observadas para os herbicidas s-metolacloro, clomazona fomesafem + s-metolacloro e
piroxasulfona aos 28 DAGT e apenas para os herbicidas s-metolacloro, fomesafem + s-
metolacloro e piroxasulfona aos 35 ¢ 42 DAGT (Tabela 13).

Tabela 13. Germinagao (%) de capim-pé-de-galinha submetidos a aplicacdo de herbicidas pré-

emergentes, aos 28, 35 e 42 dias apds a germinagdo da testemunha. PDPA/UFRRJ, Seropédica,
RJ. 2024.

Germinagéo (%)

28 DAGT | 35 DAGT | 42 DAGT
Produtos - - — - ——
Dias de simulagéio de chuva apds aplicacéo
10 20 10 20 10 20
Testemunha 100,0 Ans 100,0 Ans 100,0 Ans 100,0 Ans 100,0 Ans 100,0 Ans
Trifluralina 8,0 Db 51,0 Ba 12,8 Cb 74,3 Ba 30,5 Bb 74,3 Ba
Fomesafem 40,0 Ca 60,0 Ba 37,5Bb 71,0 Ba 37,5Bb 71,0 Ba
S-metolacloro 2,0 Dns 1,5 Cns 1,8 Cns 9,0 Dns 15,8 Cns 13,5 Dns
Diclosulam +
Halauxifeno- 32,0 Cns 50,0 Bns 42,8 Bb 74,0 Ba 42,8 Bb 74,0 Ba
metilico
Clomazona 56,0 Ba 16,5 Cb 47,5 Bns 26,8 Cns 47,5 Bns 26,8 Cns
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Fomesafem + S-

2,0 Dns 12,0 Cns 3,5Cb 40,0 Ca 3,5Cb 40,0 Ca
metolacloro
Piroxasulfona 2,0 Dns 1,5 Cns 3,5 Cns 2,3 Dns 3,5 Cns 2,3 Dns
CV % 42,1 41,6 399

Meédias seguidas pela mesma letra maiuscula em cada coluna individualmente e minuscula em cada linha de cada tempo de avaliacdo

individualmente, ndo diferem estatisticamente entre si a P < 0,05 pelo teste de Snott-Knott.

Para os valores de MSPA apos a segunda semeadura, também houve interacdo entre os
fatores (Tabela 14). Analisando cada herbicida dentro dos intervalos de simulagdo, os maiores
valores de massa seca foram observado quando a simualgao ocorreu as 20 dias apos aplicagdo
para os herbicidas trifluralina, fomesafem e fomesafem + s-metolacloro. Além disso, analisando
cada tempo de simulagdo de chuva, tanto aos 10 como aos 20 dias, o herbicida fomesafem
apresentou maior massa seca de capim-pé-de-galinha em comparagéo aos demais, corroborando
com os resultados de porcentagem de controle obtido para esse herbicida aos 42 DAGT
observados na Tabela 11.

Tabela 14. Massa seca da parte aérea de capim-pé-de-galinha (MSPA) em grama coletados 42
dias apos a germinacdo da testemunha. PDPA/UFRRJ, Seropédica, RJ. 2024.

MSPA (g)

1° semeadura (42 DAGT) | 2° semeadura (42 DAGT)

Produtos : - ~ - -

Dias de simulac¢do de chuva apds aplicacdo
10 20

Testemunha 2,1 A 0,6 Ab 1,1 Ba
Trifluralina 0,0B 0,4 Bb 1,1 Ba
Fomesafem 0,0B 0,8 Ab 1,5 Aa
S-metolacloro 0,0B 0,0 Bns 0,0 Cns
Diclosulam + Halauxifeno-metilico 0,0B 0,3 Bns 0,2 Cns
Clomazona 0,0B 0,3 Bns 0,1 Cns
Fomesafem + S-metolacloro 0,0B 0,0 Bb 0,9 Ba
Piroxasulfona 0,0 B 0,0 Bns 0,0 Cns

CV % 65,5 57,7

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula em cada coluna individualmente e minuscula em cada linha de cada tempo de avaliagdo

individualmente, ndo diferem estatisticamente entre si a P < 0,05 pelo teste de Snott-Knott.

A aplicag¢@o de herbicidas residuais no pré-plantio ou pré-emergéncia pode reduzir a
pressdo de selecdo para o desenvolvimento de bidtipos resistentes, alterando o espectro de
plantas daninhas emergentes. Além disso, essa estratégia contribui para diminuir a necessidade
de multiplas aplicag¢des de glifosato no pés-plantio (MAHONEY; SHROPSHIRE; SIKKEMA,
2014). Pensando nas culturas da soja e milho, o herbicida s-metolacloro pode ser utilizado em
pbs ou pré-emergéncia da cultura, com amplo espectro para folhas largas e estreitas (SILVA,
2020). Ja o herbicida e piroxasulfona pode ser aplicado em pré-emergéncia da cultura e das
plantas infestantes, com controle mais acentuado sobre as monocotiledoneas (CAMARGO,

2023).
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Apesar da seletividade a cultura da soja, € necessario aten¢do as doses utilizadas dos
herbicidas, pois o s-metolacloro pode causar sintomas leves a moderados de fitointoxicag¢do na
soja, como encarquilhamento das folhas e inibi¢do temporaria do crescimento, especialmente
nas primeiras semanas apds a emergéncia. No entanto, esses sintomas diminuiram com o tempo,

desaparecendo por volta de 21 dias ap6s a semeadura (SANTOS et al., 2012).

A associag@o entre herbicidas pré e pds-emergentes, com diferentes mecanismos de
acdo, é uma estratégica interessante no manejo de Eleusine indica, especialmente em areas com
historico de resisténcia. O uso de pré-emergentes como s-metolacloro e piroxasulfona contribui
para o controle inicial da infestacdo, reduzindo a pressdo sobre os pos-emergentes e
favorecendo o controle sequencial. Essa abordagem permite ndo s6 ampliar a eficacia sobre
diferentes fluxos de emergéncia, mas também mitigar o risco de sele¢do de bidtipos resistentes,

garantindo maior longevidade das moléculas disponiveis no sistema.

110



6.4 CONCLUSAO

A aplicagdo de glufosinato de amonio 14 dias apds aplicacdo de cletodim, e o herbicida
glifosato foram as estratégias mais eficazes no controle do capim-pé-de-galinha em pos-
emergéncia, em pleno perfilhamento, entouceirado em area sem historico de resisténcia a

herbicidas.

Os herbicidas s-metolacloro e piroxasulfona foram altamente eficazes no controle em
pré-emergéncia do bidtipo de capim-pé-de-galinha com resisténcia multipla ao glifosato,
cletodim e haloxifope, além de apresentarem efeito residual até os 90 dias apds aplicacdo, nas

condig¢des do estudo.
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7 CONCLUSOES GERAIS
O controle eficaz de Eleusine indica depende de uma compreensdo integrada de sua

biologia, mecanismos de resisténcia e estratégias de manejo. O estadio de desenvolvimento da
planta influencia diretamente suas barreiras anatdmicas, como a espessura da cuticula e a
densidade de tricomas e estomatos, fatores que afetam a absorcdo foliar de herbicidas. Além
disso, a resisténcia ao glifosato em diferentes biotipos estd associada a multiplos mecanismos
adaptativos, incluindo mutagdes na enzima EPSPs, ativacdo de vias metabolicas alternativas e
aumento de proteinas ligadas a fotossintese e a defesa contra estresses, permitindo a
manuten¢do da eficiéncia fotoquimica mesmo sob aplicagdo do herbicida. Diante disso, o
manejo deve incluir o uso de herbicidas com diferentes mecanismos de agdo, como aplicagdes
sequenciais de glufosinato e cletodim em pos-emergéncia, e o uso de pré-emergentes como s-
metolacloro e piroxasulfona, que apresentam eficacia prolongada, inclusive sobre bidtipos

resistentes, promovendo controle mais duradouro e reduzindo a selegéo de resisténcia.
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