HERANCA DA RESISTENCIA DE AZEVEM (Lolium multiflorum)
AO GLYPHOSATE

Inheritance of Azevém (Lolium multiflorum) Resistance to Glyphosate
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RESUMO - O glyphosate é o principal produto usado para manejo nao-seletivo das plantas
daninhas. Ja foram identificados biétipos de azevém resistentes a esse herbicida no Rio
Grande do Sul, os quais estao se tornando predominantes rapidamente. Objetivou-se neste
trabalho identificar o tipo de heranca, o nimero de genes que conferem resisténcia e o grau
de resisténcia dos bi6tipos homozigotos e heterozigotos resistentes em azevém. Foram
realizados cruzamentos reciprocos entre genitores suscetiveis e resistentes para obtencao
de sementes F e, em seguida, efetuaram-se os retrocruzamentos resistente e sensivel.
Plantas F, foram cruzadas, para obtencédo da geragdo F,. Sobre as plantas F , F,, RCr e RCs
e genitores foi aplicado o glyphosate na dose de 720 g ha"!, para avaliar a segregacédo. A fim
de avaliar o grau de resisténcia, as plantas F, e os genitores resistente e sensivel foram
tratados com doses crescentes de glyphosate (0, 360, 720, 1.440 e 2.880 g ha'). As plantas F,
evidenciaram resposta intermediaria ao biétipo resistente e sensivel, demonstrando que a
interacdo alélica € do tipo dominancia incompleta. As plantas F, mostraram tendéncia para

segregacao 3:1, indicando que a caracteristica resisténcia ao glyphosate é controlada por
um gene semidominante.

Palavras-chave: herbicidas, hibridag&o, inibidores de EPSPs.

ABSTRACT - Glyphosate is a non-selective herbicide used to control weeds. Azevem plants,
which are tolerant to glyphosate, have been identified in Rio Grande do Sul, where they are
rapidly becoming predominant. The objective of this work was to identify inheritance type, number
of genes conferring resistance, and the degree of resistance in azevem plants. Reciprocal crossings
between sensitive and resistant plants have been carried out to obtain F, seeds which were
crossed among themselves to obtain F, plants .Herbicide containing 720 g ha was applied on
the F , F,, RCr, Rc and parent plants to estimate segregation. To evaluate the degree of resistance
of the F | plants, resistant and sensitive parents were sprayed with increasing rates of glyphosate
(0, 360, 720, 1.440 and 2.880 g ha’). F, plants showed intermediate response to the resistant
and sensitive biotypes, indicating that allelic interaction is of the incomplete dominance type. F,
plants showed a tendency for segregation 3:1, indicating that resistance to glyphosate is controlled
by a semi-dominant gene.
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INTRODUCAO

O glyphosate [N-(phosphonomethyl) glycine]
€ um herbicida pos-emergente, nao-seletivo,
do grupo das glicinas substituidas, e comercia-
lizado no Brasil desde 1976. Trata-se de um
herbicida sistémico, translocado via xilema e
floema, acumulando-se nas regides meriste-
maticas, que age inibindo a enzima 5-enolpi-
ruvilshikimate-3-fosfato sintase (EPSPs). A
enzima EPSPs catalisa a condensacéao do acido
shiquimico com o piruvato para formar o coris-
mato, na rota de sintese dos aminoacidos es-
senciais triptofano, fenilalanina e tirosina. O
glyphosate &€ o herbicida mais utilizado na
agricultura, sendo imprescindivel a desseca-
cao, para formar a cobertura morta (palhada),
no sistema plantio direto, devido a sua eficién-
cia e ao seu baixo custo.

O azevém (Lolium multiflorum), de fecunda-
cdo cruzada, € uma graminea de inverno, com
ciclo anual, utilizada principalmente como for-
rageira e para fornecimento de palha ao siste-
ma plantio direto. E uma espécie que se adapta
bem a solos de baixa e média fertilidade, com
boa resposta a adubacao, de facil dispersao e,
por isso, esta presente e caracteriza-se como
planta daninha em praticamente todas as la-
vouras de inverno, em pomares e em vinhedos
da regido Sul do Brasil. No trigo, cevada, cen-
teio e triticale, o azevém, muitas vezes, ja esta
presente por ocasiao da semeadura dessas cul-
turas. Essa graminea também é problema em
lavouras de milho.

O controle do azevém, em pomares e no
sistema plantio direto, para formar a palhada,
é realizado quase que exclusivamente com o
glyphosate. O uso desse herbicida no controle
de azevém, em areas de plantio direto e em
culturas perenes (pomares), € uma pratica que
vem sendo adotada ha mais de 20 anos no
Brasil. A preferéncia, por parte dos agricul-
tores, pelo uso do glyphosate deve-se, principal-
mente, ao fato de que esse produto apresenta
alta eficiéncia e custo relativamente baixo.

Roman et al. (2004) identificaram biétipos
de azevém resistentes ao glyphosate no Rio
Grande do Sul. O uso repetido do glyphosate
para controle da vegetacao pode ser o fator res-
ponsavel pela selecdo dos bi6tipos resistentes.
Em geral, espécies ou gendtipos de uma
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espécie que melhor se adaptam a uma deter-
minada pratica sdo selecionados e multipli-
cam-se rapidamente (Holt & Lebaron, 1990).
O aparecimento de resisténcia a um herbicida
em uma populacao de plantas se deve a sele-
cao de um biétipo resistente preexistente, que
resulta da pressao de selecao, exercida por re-
petidas aplicacoes de um mesmo herbicida ou
herbicidas com mesmo mecanismo de acao,
encontrando condi¢cdes para multiplicacao
(Betts et al., 1992).

Ha seis fatores relacionados ao apareci-
mento de resisténcia em uma populacao de
plantas, que interagem e determinam a proba-
bilidade e o tempo de evolucédo da resisténcia.
Séo eles: o numero de alelos envolvidos na ex-
pressao da resisténcia; a freqiiéncia do(s)
alelo(s) da resisténcia na populacao inicial-
mente sensivel; o modo de heranca do(s) ale-
lo(s) da resisténcia (materna ou paterna); o
modo de reproducao da espécie; a pressao de
selecao; e a taxa de cruzamentos entre bio-
tipos resistentes e sensiveis (Mortimer, 1998).

As caracteristicas hereditarias sdo contro-
ladas pelos genes, que podem apresentar for-
mas alternativas, denominadas alelos. Na
determinacdo da heranca, é necessario que o
carater considerado apresente expressoes con-
trastantes, ou seja, que exista variabilidade.
Quando somente um gene esta envolvido na
resisténcia de uma determinada caracteris-
tica, ela é chamada de monogénica. Por sua
vez, se poucos ou muitos genes conferem a
resisténcia, esta é chamada de oligogénica e
poligénica, respectivamente. Quanto maior o
numero de genes envolvidos, mais lenta sera
a evolucao da resisténcia em uma populacéo,
pois caracteristicas poligénicas dependem da
combinacao de varios genes na mesma planta.

O tipo de heranca do(s) alelo(s) de resistén-
cia é ponto crucial no estabelecimento e na
disseminacdo da resisténcia em uma popula-
cao de plantas. Existem dois tipos de heranca:
a citoplasmatica (materna) e a nuclear. A pri-
meira € aquela em que os caracteres heredi-
tarios sdo transmitidos via genes do citoplas-
ma; assim, somente a planta-méae podera
transmitir a resisténcia aos filhos — um exem-
plo sdo as plantas resistentes as triazinas. Por
sua vez, se a heranca for nuclear, a transmis-
sdo sera via genes nucleares e, dessa forma,
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tanto o pai como a mae contribuem na trans-
missao da resisténcia.

O processo de evolucao da resisténcia a
herbicidas, resumidamente, passa por trés es-
tadios: eliminacéao dos biétipos altamente sen-
siveis, restando apenas os mais tolerantes e
resistentes; eliminacao de todos os biétipos,
exceto os resistentes, e selecao destes dentro
de uma populacao com elevada tolerancia; e
intercruzamento entre os biotipos sobreviven-
tes, gerando novos individuos com maior grau
de resisténcia, que serao selecionados futura-
mente, segregacdo e recombinacdo de genes
(Mortimer, 1998).

O numero de regides infestadas com azevém
resistente ao glyphosate esta aumentando ra-
pidamente — ja sdo mais de dez municipios gau-
chos com casos de resisténcia confirmados.
Esse fato evidencia que as plantas resistentes
estao se multiplicando e disseminando e que
a resisténcia esta sendo transmitida heredita-
riamente. A caracterizacdo da resisténcia do
azevém ao glyphosate, quanto a numero de
genes e tipo de heranca, é fundamental para
que técnicas de manejo sejam recomendadas
e utilizadas no sentido de evitar e/ou retardar
o aparecimento e a multiplicacdo das plantas
resistentes.

O objetivo deste trabalho foi identificar o
tipo de heranca, o namero de genes envolvidos
e o grau de resisténcia dos biotipos, de Lolium
multiflorum, homozigotos e heterozigotos
resistentes ao glyphosate.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo, na Embrapa Trigo, em Passo Fundo-
RS, nos anos de 2004, 2005 e 2006. O deli-
neamento experimental utilizado foi o inteira-
mente casualizado. Os genitores resistentes
foram obtidos de plantas oriundas de areas com
ocorréncia de resisténcia comprovada e sub-
metidas a sucessivas selecoes com uso do
glyphosate na dose de 3.600 g ha'!. Os geni-
tores sensiveis foram obtidos em areas onde
nao se usava glyphosate e submetidos a ava-
liacao de sensibilidade com tratamento de
360 g ha! glyphosate. A fim de testar a sensi-
bilidade, foram semeadas 20 sementes de cada
genitor sensivel, avaliado em uma bandeja
com capacidade para 5 kg de terra. Quando as
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plantas originadas destas sementes atingiram
estadio de 3-4 folhas, aplicou-se o glyphosate
(360 g ha!). Todos os genitores nos quais
ocorreu morte de todas as plantas avaliadas
foram considerados homozigotos sensiveis. Por
outro lado, consideraram-se homozigotos
resistentes aqueles genitores em que todas
as plantas testadas mostraram-se resistentes
ao tratamento com glyphosate (3.600 g ha).
Foram selecionados oito genitores homozigotos
resistentes e cinco homozigotos sensiveis ao
glyphosate.

Para realizar os cruzamentos, seleciona-
ram-se cinco genitores homozigotos resisten-
tes e cinco genitores homozigotos sensiveis e
foram constituidos cinco pares (R x S). Semen-
tes de cada genitor foram semeadas em vasos
com capacidade para 5 L. Apés a emergéncia
das plantas, procedeu-se ao desbaste, dei-
xando-se uma planta por vaso. Um vaso com o
genitor resistente e outro com o genitor sensi-
vel foram colocados em estufas individualiza-
das e vedadas, para evitar contaminacées com
polen externo. Dessa forma, foi aceito que os
genitores foram polinizados somente com
polén oriundo de seu par. Foram realizados ma-
nualmente cruzamentos reciprocos nos cinco
pares de genitores sensiveis e resistentes, para
obtencao de sementes F,. Depois disso, foram
selecionados trés pares de genitores e realiza-
dos retrocruzamentos entre plantas F, e os
respectivos genitores masculinos e femininos
resistentes (RCr) e sensiveis (RCs).

Sementes F, foram semeadas em vasos e
as plantas delas originadas foram cruzadas
para obtencao da F,. As sementes F, F,, RCre
RCs e dos genitores foram semeadas em ban-
dejas com capacidade para 5 kg de solo e ava-
liadas, por meio da aplicacdo do glyphosate
(720 g hal), quanto a sua sensibilidade ou
resisténcia. As frequiéncias das classes
obtidas foram testadas pelo teste de qui-
quadrado. Além disso, foram semeadas, em
bandejas, sementes F, e dos genitores resis-
tente e sensivel. As plantas originadas destas
sementes foram tratadas com doses cres-
centes de glyphosate (0, 360, 720, 1.440 e
2.880 g ha'l).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero total de plantas, o ntimero de
plantas resistentes e sensiveis, as relacodes
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observadas e esperadas, bem como os valores
do teste y? e as respectivas probabilidades,
estao contidos na Tabela 1. Os genitores resis-
tente (R) e sensivel (S) confirmaram sua re-
sisténcia e sensibilidade ao herbicida, respec-
tivamente.

No primeiro cruzamento simples sensivel
x resistente (S x R), o F, apresentou-se total-
mente resistente, evidenciando que o genitor
masculino transmitiu a caracteristica resis-
téncia para a prole. A geracao F, apresentou
segregacao resistente/sensivel 2,5:1, com
teste de qui-quadrado fornecendo probabilidade
de 40% de esta ser 3:1. O retrocruzamento
sensivel (RCs) apresentou segregacao resis-
tente/sensivel 0,8:1, com probabilidade de
42.5% de ser 1:1. Ja o retrocruzamento resis-
tente (RCr) exibiu plantas totalmente resis-
tentes, evidenciando, também, o carater domi-
nante da resisténcia.

No segundo cruzamento simples, agora re-
sistente x sensivel (R x S), a geracdo F, como
no primeiro cruzamento, mostrou-se totalmen-
te resistente, indicando que a resisténcia tam-
bém é transmitida hereditariamente pela
planta-mae e, novamente, que a resisténcia
€ uma caracteristica dominante. A F, apresen-
tou segregacao resistente/sensivel 3,3:1, com
probabilidade de 63,3% de ser 3:1. O RCr
apresentou-se, novamente, totalmente resis-
tente.
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A geracdo F,, em ambos os cruzamentos,
mostrou-se totalmente resistente ao herbici-
da, evidenciando que a resisténcia € uma ca-
racteristica dominante transmitida heredita-
riamente tanto pelo pai quanto pela mae, ou
seja, a resisténcia é transmitida por genes nu-
cleares. Esses resultados sao confirmados
pelos retrocruzamentos. A F, apresentou ten-
déncia para o padrao de segregacao 3:1, indi-
cando que a resisténcia é codificada por um
gene dominante — resultados estes semelhan-
tes aos obtidos por Wakelin & Preston (20006)
em Lolium rigidum e por Ng et al. (2004) em
Eleusine indica. Por sua vez, Simarmata et al.
(2005) concluiram que a resisténcia de Lolium
rigidum ao glyphosate — transmitida via polen
— € multigénica, com heranca nuclear e domi-
nancia incompleta.

Para testar a dominancia, plantas F, foram
tratadas com doses crescentes de glyphosate
(0,360,720,1.440 € 2.880 g ha-}). Osresultados
evidenciam que as plantas homozigotas
resistentes e as heterozigotas apresentam
diferente grau de resisténcia para doses de
até 2.880 g ha! de glyphosate e que as plantas
sensiveis morrem com a dose de 360 g ha!
(Tabela 2). O biotipo heterozigoto € controlado
com dose de 1.440 g ha! (Tabela 2), sendo con-
ceitualmente considerado sensivel, uma vez
queadose de2.160 g ha! de glyphosate (6 L ha!
da formulacao comercial) € aceita como sendo

Tabela 1 - Avaliacio da segregacdo de cruzamentos simples, retrocruzamentos e cruzamentos reciprocos entre plantas de azevém
(Lolium multiflorum) sensiveis e resistentes ao glyphosate. Embrapa Trigo, 2006

Cruzamento Numero de Resistente Sensivel Relagdo v Probabilidade
planta Esperado | Observado

Sensivel 5 0 5 -- - -- -
Resistente 8 8 -- -- - - --
SxR

F, 68 68 0 1:0 1:0 0,000 1,00
F» 94 67 27 3:1 2.,5:1 0,695 40,45
RCs 77 35 42 1:1 0,8:1 0,636 42,50
RCr 85 85 0 1:0 1:0 0,000 1,00
RxS

F 116 116 0 1:0 1:0 0,000 1,00
F» 146 112 34 3:1 3.3:1 0,230 63,30
RCs - - -- - - -- -
RCr 54 54 0 1:0 1:0 0,000 1,00
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Tabela 2 - Avaliacio detoxicidade, em porcentagem, provocada por doses crescentes de glyphosate aplicadas sobre um biétipo de
azevém (Lolium multiflorum) sensivel, um heterozigoto (F1) e um resistente, em casa de vegetacdo. Embrapa Trigo, 2006

Dose Toxicidade
Tratamento (gha?) Sensivel Heterozigoto Resistente
15 DAT | 30 DAT |45 DAT |15 DAT | 30 DAT | 45 DAT | 15 DAT | 30 DAT |45 DAT

Testemunha - Ob Ob Ob Oe Oe Oc Oc od od
Glyphosate 360 100a | 100a | 100a | 20d 30d 3H5b Oc od od
Glyphosate 720 100a | 100a | 100a | 25d 45¢ 40b 10b 15¢c 10c
Glyphosate 1.440 100a | 100a | 100a 55¢ 80b Na 15b 30b 25b
Glyphosate 2.160 100a | 100a | 100a | 85b | 100a | 100a 35a 50 a 60 a
Glyphosate 2.880 100a | 100a | 100a | 95a | 100a | 100a 40a 55a 70a

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

DAT: dias ap6s a aplicacéo do herbicida

a dose-limite para determinar a sensibilidade,
ou seja, somente plantas que sobrevivem a do-
ses acima desta sao consideradas resistentes
ao glyphosate. Entretanto, também se pode
aceitar que o bidtipo heterozigoto apresenta
sensibilidade intermediaria. Dessa forma, evi-
dencia-se que a resisténcia apresentada pelos
bidtipos de azevém é codificada por um gene
nuclear com dominancia incompleta. As ca-
racteristicas com heranca do tipo nuclear tém
disseminacao rapida na populacéo, via pélen,
em espécies com alta taxa de fecundacao cru-
zada, como € o caso do azevém.

A sensibilidade intermediaria dos genéti-
pos heterozigotos tem implicacdes praticas
importantes, ja que, em lavouras infestadas
com essas plantas, o aumento da dose de
glyphosate proporciona aumento no controle.
No entanto, somente os bi6tipos heterozigotos
sdo controlados, resultando em maior espaco
para crescimento e multiplicacao dos biétipos
resistentes. Conclui-se que a resisténcia do
azevém (Lolium multiflorum) ao glyphosate é
codificada por um gene semidominante
nuclear e que o biétipo heterozigoto possui
sensibilidade intermediaria ao glyphosate e é
considerado sensivel a esse herbicida.
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