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IMPACTO DA RESISTÊNCIA AO GLYPHOSATE EM GENÓTIPOS DE AZEVÉM E  
CAPIM-PÉ-DE-GALINHA 

 

 

RESUMO – As culturas agrícolas estão sujeitas a conviver com plantas 
daninhas que podem, em determinadas situações, reduzir seu potencial genético de 
produção, causando prejuízos. Na maioria das vezes, devido à praticidade e ao 
custo, essas plantas são controladas pela aplicação de herbicidas, o que se 
denomina de controle químico. Dentre os produtos utilizados, está o glyphosate, que 
nos últimos anos vem sendo usado de maneira repetitiva devido à presença quase 
que exclusiva de culturas tolerantes a esse herbicida, como a soja, o algodão e o 
milho. Com isso, a utilização desse herbicida vem selecionando, nos últimos anos, 
plantas que apresentam adaptações para resistir a sua ação, dentre elas o azevém 
e o capim-pé-de-galinha. A resistência pode ser causada por diferentes 
mecanismos, envolvendo ou não a enzima-alvo de atuação do herbicida. Para o 
glyphosate, essa enzima é a 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato, e essa pode 
apresentar mutações simples ou duplas. Essas mutações, além de afetar a 
tolerância da planta ao herbicida, podem modificar a fisiologia e o metabolismo da 
espécie, tornando-a mais ou menos adaptada ecologicamente, o que é denominado 
de fitness. Este trabalho teve por objetivo estudar os impactos da resistência ao 
glyphosate nas duas espécies supracitadas. Em um primeiro trabalho, plantas de 
azevém resistentes ao glyphosate foram comparadas a plantas suscetíveis quanto a 
seu perfil metabólico e proteico antes e após a aplicação do herbicida. As plantas 
suscetíveis apresentaram maiores níveis de aminoácidos produzidos derivado da 
rota do ácido chiquímico e menores teores de glyphosate em suas folhas, 72 horas 
após a aplicação do herbicida. Observou-se que as plantas suscetíveis 
apresentaram maior desenvolvimento, maior expressão de proteínas ligadas ao 
sistema fotossintético do azevém e expressão diferencial de proteínas ligadas à 
defesa vegetal contra estresses, ausentes nas plantas resistentes. Após a aplicação 
do herbicida, as plantas suscetíveis morreram, e as resistentes sobreviveram, 
passando a expressar, também, a enzima EPSPS sintase, sendo esse um dos 
mecanismos de resistência encontrados para a espécie. Em um segundo trabalho, 
avaliaram-se, em dois experimentos, os impactos da resistência ao glyphosate, 
causados por mutações simples ou duplas, no capim-pé-de-galinha, e seus efeitos 
na cultura da soja. O desenvolvimento e a fecundidade do capim-pé-de-galinha são 
pouco afetados pela mutação simples na posição 106 da enzima EPSPS, na 
ausência do glyphosate. Por outro lado, a mutação dupla da enzima nas posições 
102 e 106 gera elevados custos no desenvolvimento e na reprodução das plantas. 
Quando se aplica o herbicida, a situação inverte-se. Plantas com a presença de uma 
mutação passam a sofrer intoxicação com o herbicida, chegando, inclusive, a 
morrer, enquanto se observa sobrevivência total de plantas com duplas mutações. 
Quando em convivência com a soja, na ausência do herbicida, tem-se a cultura mais 
afetada pela convivência com os genótipos suscetíveis e com uma única mutação. 
Na presença do herbicida, nas condições observadas, a interferência das plantas de 
capim-pé-de-galinha foi reduzida. 
Palavras-chave: Eleusine indica, fitness, Lolium multiflorum, proteômica, resistência 
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GLYPHOSATE RESISTANCE IMPACT IN ITALIAN RYEGRASS AND 
GOOSEGRASS GENOTYPES 

 

 

ABSTRACT - Crops are subject to live with spontaneous plants that may in 
certain situations reduce their genetic potential of production, causing losses. Most of 
the time, due to the practicality and cost, these plants are controlled by the 
application of herbicides, what is called chemical control. Among the products for this 
control, there is glyphosate, which in recent years has been used repetitively due to 
the almost exclusive presence of crops tolerant to this herbicide, such as soybean, 
cotton and corn. The use of this herbicide has been selecting, therefore in the last 
years plants that present adaptations to resist its application, among them Italian 
ryegrass and goosegrass. The resistance can be caused by different mechanisms, 
involving or not the target enzyme of action of the herbicide. For glyphosate, this 
enzyme is 5-enolpyruvyl-silicon-3-phosphate and it may present single or double 
mutations. These mutations, in addition to affecting the tolerance of the plant to the 
herbicide, can modify the physiology and metabolism of the species, making it more 
or less ecologically adapted, which is called fitness. The objective of this work was to 
study the impacts of glyphosate resistance on the two species mentioned above. In a 
first work, glyphosate resistant Italian ryegrass plants were compared to susceptible 
plants for their metabolic and protein profile before and after herbicide application. 
Susceptible plants showed higher levels of amino acids produced from the shikimic 
acid route and lower levels of glyphosate in their leaves 72 hours after the application 
of the herbicide. It was observed that the susceptible plants presented greater 
development, proteins linked to the greater ryegrass physiology expressed and 
differential expression of proteins bound to vegetal defense against stresses, absent 
in resistant plants. After the application of the herbicide, the susceptible plants died, 
and the resistant ones continued their normal physiology and start expressing the 
EPSPS synthase enzyme, being this one of the mechanisms of resistance found for 
the species. In a second work, the impacts of resistance to glyphosate, caused by 
single or double mutations in goosegrass and its effects on soybean crop, were 
evaluated in two experiments. The development and fecundity of goosegrass is little 
affected by simple mutation at position 106 of the EPSPS enzyme in the absence of 
glyphosate. On the other hand, the double mutation of the enzyme at positions 102 
and 106, generates high costs in the development and reproduction of plants. When 
the herbicide is applied, the situation reverses. Plants with the presence of a 
mutation begin to present phytointoxication with the herbicide. When living with 
soybeans, in the absence of the herbicide, the culture is most affected by the 
coexistence with the susceptible genotypes and genotype with a single mutation. In 
the presence of the herbicide, under the conditions observed, the interference of 
goosegrass plants was reduced. 
Keywords: Eleusine indica, fitness, Lolium multiflorum, proteômica, resistência 
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CAPÍTULO 1 – Considerações Gerais 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

 

A agricultura é a atividade mais impactante no PIB brasileiro. A presença de 

plantas daninhas no campo impede, muitas vezes, a expressão do pleno potencial 

genético de plantas cultivadas. As plantas daninhas são controladas na maioria das 

vezes pelo uso de herbicidas. O uso frequente de herbicidas como única ferramenta 

de controle seleciona populações resistentes, assim como toda pressão de seleção. 

A resistência de plantas daninhas é um problema de ordem mundial, sendo que 

apenas no Brasil são mais de 28 espécies resistentes aos herbicidas registrados. As 

plantas daninhas podem ser resistentes à herbicidas tanto por mecanismos 

relacionados ao local de ação, bem como por mecanismos não relacionados ao local 

de ação. Na primeira categoria estão presentes mutações na enzima alvo onde o 

herbicida atua, neste caso, na enzima EPSPS. Esta mutação pode ser simples, ou 

dupla, como ocorre no capim-pé-de-galinha. Ainda, pode ocorrer a superexpressão 

da enzima alvo, como ocorre em plantas de azevém. Para os mecanismos não 

relacionados ao local de ação do herbicida, a resistência se dá por processos que 

impedem/reduzem a absorção e a translocação dos herbicidas. Por fim, podem 

existir mecanismo que metabolizam os herbicidas. A presença destes mecanismos 

isoladamente ou em conjunto, pode acarretar modificações fisiológicas e 

bioquímicas nas plantas daninhas resistentes. Conhecer a biologia desses 

indivíduos e de sua resistência é essencial para o manejo integrado de plantas 

daninhas. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

Plantas daninhas e herbicidas 

 

 

A história das plantas daninhas acompanha a história agricultura. Estes 

organismos vegetais destacaram-se ao passo que passaram a interferir nas 

atividades do homem. Plantas daninhas são, portanto, por definição, espécies que 

crescem espontaneamente em solos agrícolas e/ou em outras áreas de interesse 

onde não são desejadas (SILVA et al., 2007). Essa presença indesejada decorre 

muitas das vezes quando se observa que a planta cultivada sofre efeitos negativos 

em seu crescimento, desenvolvimento e produtividade. A soma desses efeitos 

denomina-se interferência (MULLER, 1969). 

A interferência pode ser direta e/ou indireta. A interferência direta dá-se na 

menor produtividade vegetal ou animal obtida, na menor qualidade do produto final e 

na não certificação de sementes. Por interferência indireta, entende-se a menor 

eficiência no uso da área, a hospedagem de pragas e doenças por plantas daninhas, 

a menor eficiência do trabalho humano, a obstrução de canais de irrigação, o abrigo 

de animais peçonhentos, dentre outros (SWANTON; NKOA; BLACKSHAW, 2015). 

A competição é a principal interferência direta das plantas daninhas nas 

culturas agrícolas e pode ocorrer por nutrientes minerais essenciais, luz, água e/ou 

espaço (BIANCHI; FLECK; LAMEGO, 2006). A competição em si pode ser definida 

como o recrutamento conjunto, por duas ou mais plantas, de recursos essenciais ao 

seu crescimento e desenvolvimento, os quais são limitados no ecossistema comum 

(PITELLI, 2014).  Já por alelopatia, entendem-se as interações químicas benéficas e 

prejudiciais entre plantas e microrganismos. Diferentemente da competição, nesse 

caso, não são extraídos elementos do meio e, sim, inseridos (MOLISCH, 1937). 

O impacto da presença de plantas daninhas varia conforme a cultura e a 

comunidade infestante presente, dentre outros fatores. Estimam-se reduções de 

20% de alimentos produzidos no mundo devido à interferência (OERKE, 2006). No 
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último ano, as plantas daninhas causaram prejuízos da ordem de 28 bilhões de 

dólares nos Estados Unidos e no Canadá (SOLTANI et al., 2016). 

A convivência de culturas com as plantas daninhas é inevitável, e diminuir a 

interferência depende da condução de um equilíbrio em favor das plantas cultivadas. 

Para isso, iniciou-se, na década de 30, o controle de plantas daninhas a partir do 

uso de moléculas orgânicas, denominadas de herbicidas. Em meados da Segunda 

Guerra Mundial, o descobrimento do herbicida 2,4-D e sua ação de controle, apenas 

para folhas-largas, alavancaram o uso desses produtos (PETERSON, 1967). Estima-

se que as vendas de herbicidas ultrapassem 50 bilhões de dólares anuais. O uso de 

herbicidas passou a ser a medida mais utilizada no controle de plantas daninhas, 

pois esses passaram a proporcionar agilidade e eficiência ao sistema de produção, 

contribuindo assim para maior rentabilidade econômica do produtor (FOLONI, 2014; 

KRAEHMER, 2012). 

Dentre os herbicidas utilizados, o glyphosate [N-(fosfonometil) glicina] é o mais 

consumido no mundo, destacando-se em virtude de sua alta eficácia no controle de 

espécies vegetais anuais e perenes e seu baixo custo. Apresenta ainda boas 

características ambientais, como rápida ligação com as partículas do solo, rápida 

biodegradação e baixa toxicidade a mamíferos, aves e peixes (NEUMANN et al., 

2006; PRESTON; WAKELIN, 2008).  

O mecanismo de ação do herbicida glyphosate é atribuído à inibição da enzima 

5-enolpiruvilchiquimato-3 fosfato sintase (EPSPS), interrompendo a síntese dos 

aminoácidos essenciais fenilalanina, tirosina e triptofano, que são precursores de 

produtos como lignina, alcaloides, flavonoides e ácidos benzoicos, indispensáveis 

para a síntese de proteínas e para o crescimento de plantas (REDDY et al., 2008). O 

glyphosate pode ainda afetar diretamente a fotossíntese da planta, reduzindo a 

atividade da ribulosebifosfatocarboxilase/oxigenase (RUBISCO), diminuindo a 

síntese de clorofila e interferindo na organização do aparelho fotossintético (AHSAN 

et al., 2008).  Como resultado, tem-se um declínio no total de proteínas, cofatores 

enzimáticos, metabólitos secundários e fotossíntese, resultando na morte da planta 

(DUKE; POWLES, 2008).  
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Resistência a herbicidas 

 

 

 Os sistemas de produção de alta tecnologia, cultivados em grandes áreas, 

fazem quase que exclusivamente o controle de plantas daninhas pelo uso de 

herbicidas, entre os quais o glyphosate. Desde sua introdução, os herbicidas 

sintéticos impuseram forte pressão de seleção em espécies daninhas, e, como 

resultado, a resistência a herbicidas evoluiu de maneira acelerada em todo o mundo 

(POWLES; YU, 2010). 

O primeiro relato de uma planta daninha resistente a herbicidas ocorreu para 

compostos orgânicos em 1957 (SWITZER, 1957).  Menos de 30 anos depois, havia 

mais de 100 espécies relatadas como resistentes em aproximadamente 40 países. 

Atualmente, existem 478 casos únicos de resistência, sendo 252 espécies que 

apresentam resistência a um ou mais mecanismos de ação de herbicidas. No Brasil, 

existem 43 casos de plantas daninhas resistentes a herbicidas, sendo oito espécies 

resistentes ao glyphosate (HEAP, 2017). 

A resistência de plantas daninhas a herbicidas é definida como a “habilidade 

natural e herdável de uma planta sobreviver e reproduzir-se em uma dose de 

herbicida considerada letal a indivíduos normais (suscetíveis) de uma mesma 

espécie” (WSSA, 1998). A origem da resistência vem da seleção de plantas 

daninhas pelos herbicidas. Segundo Darwin (s.d.), os indivíduos mais aptos a 

sobreviver em determinadas condições eram aqueles que se adaptavam a elas, 

exatamente o que ocorre para essas plantas. A aplicação de doses acima ou abaixo 

das recomendadas pode selecionar plantas daninhas resistentes. A este uso 

incorreto, soma-se o uso frequente de um mesmo herbicida ou mecanismo de ação 

ou, ainda, de uma mesma rota de metabolização (NEVE et al., 2014; MANALLIL et 

al., 2011). 

As plantas daninhas apresentam resistência devido a diversos mecanismos, 

que podem ser divididos em dois tipos. Aqueles que envolvem o sítio de ação do 

herbicida (mecanismos-alvo) e aqueles que reduzem a quantidade de herbicida que 

chega no sítio de ação (não alvos). Dentre os mecanismos-alvo, está a mutação em 

bases nitrogenadas de sequências gênicas responsáveis pela produção de enzimas, 
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onde o herbicida atuará, e pela superexpressão dessas enzimas. No primeiro caso, 

diminui-se a afinidade do herbicida para com a enzima e, com isso, tem-se reduzido 

ou anulado o efeito do herbicida na planta. No segundo, a planta sobrevive devido 

ao mesmo motivo; porém, neste caso, pela quantidade insuficiente do herbicida para 

inativar todas as enzimas produzidas (HEALY-FRIED et al., 2007; GAINES et al., 

2010). 

Para o glyphosate, na maioria dos casos, a mutação de bases nitrogenadas 

ocorre em geral na posição 106 do gene responsável pela produção da enzima 

EPSPs, onde um aminoácido Prolina é substituído por Alanina, Leucina, Serina ou 

Treonina ou pela dupla mutação na enzima, nas posições 102 e 106, onde uma 

Treonina é substituída por uma Isoleucina, e uma Prolina, por uma Serina (TIPS) 

(YU et al., 2015; HEAP, 2017). A superexpressão de enzimas só foi detectada para 

a EPSPS como mecanismo de resistência ao glyphosate (HEALY-FRIED et al., 

2007; GIACOMINI; PHILIP; WARD, 2014). 

Dentre os mecanismos-não alvo, estão aqueles que excluem o herbicida do 

seu sítio de ação. A translocação diferenciada foi um dos primeiros mecanismos 

relatados para o glyphosate (LORRAINE-COLWILL et al., 2002). Esta translocação, 

na maioria das vezes, está associada ao sequestro do herbicida no vacúolo de 

células (GE et al., 2011). Em outros casos, a translocação pode também ser 

reduzida em plantas devido à menor absorção do produto, que devido a fatores 

morfológicos apresentados nas plantas resistentes (MICHITTE et al., 2007). A 

translocação reduzida parece impactar de maneira mais significativa a tolerância ao 

herbicida glyphosate do que a mutação da EPSPs (WAKELIN; PRESTON, 2006). 

Outra possível causa da redução do ativo na planta deve-se à metabolização 

do herbicida a substâncias menos tóxicas ou a substâncias que passam a ser 

degradas por enzimas. No caso do glyphosate, este é metabolizado em sarcosina ou 

em ácido aminometilfosfônico (CARVALHO et al., 2012). 

Ainda com relação a mecanismos que reduzem a translocação do herbicida, 

algumas plantas de Ambrosia trifida (Giant ragweed) impedem a translocação do 

herbicida pela rápida necrose de folhas e pela morte celular. Após 12 horas de 

tratadas, as folhas de plantas resistentes secam e morrem, impedindo que o 

herbicida se transloque (ROBERTSON, 2010). 
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Adaptabilidade ecológica ou Fitness 

 

 

A adaptabilidade ecológica (ou fitness) de uma planta ou de uma população é 

a probabilidade desta em desenvolver-se e perpetuar-se frente a outras. Como a 

resistência é resultado de mutações de bases nitrogenadas nas sequências gênicas 

produtoras das enzimas, tem-se, na maioria das plantas resistentes, a desregulação 

das vias bioquímicas do vegetal, podendo este ter alterada sua proteção, fisiologia, 

produção de sementes, etc. (POWLES; HOLTUM, 2001).  

Um dos mecanismos de resistência em plantas daninhas dá-se pela 

substituição de aminoácidos, o que pode alterar modificações estruturais em 

enzimas-alvo, como a EPSPS (GALEANO et al., 2016). Porém, dessas alterações, 

resulta muitas vezes o comprometimento da eficiência enzimática, seja em sua 

função, seja em sua cinética, o que irá comprometer a formação de aminoácidos e o 

desenvolvimento da planta (DÉLYE, 2005; TRANEL; WRIGHT, 2002). Uma das 

possíveis explicações para a demora do relato de casos de resistência ao 

glyphosate decorre da alta penalidade de fitness de plantas resistentes e suas 

modificações enzimáticas, se comparado, por exemplo, com as mutações possíveis 

da resistência aos herbicidas inibidores da ALS (PRESTON, 2009).  

O mesmo ocorre para mecanismos-não alvos de resistência. Por exemplo, 

tem-se na resistência de plantas daninhas por metabolização de produtos a 

necessidade da produção elevada da enzima P450. Como essa enzima é 

constitutiva, necessita-se de quantidades adicionais de energia e de recursos que 

são investidos pelo vegetal. Esses recursos são desviados do crescimento e da 

reprodução da planta, e podem, também, limitar o desenvolvimento da planta (VILA-

AIUB; NEVE; POWLES, 2009) 

Os alelos que conferem resistência de plantas daninhas aos herbicidas 

passam por um trajeto evolucionário, sofrendo a pressão combinada de diversos 

fatores ecológicos que irão, conjuntamente, definir o benefício de resistência ou o 

custo da resistência (MAXWELL; MORTIMER, 1994; SIMMS; RAUSHER, 1987). O 

benefício de resistência (BR) é definido como a sobrevivência e a fecundidade de 

uma planta resultante da resistência do genótipo frente à seleção com o herbicida. É 
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uma medida da eficiência bioquímica que protege a planta do dano causado pelo 

herbicida (VILA-AIUB et al., 2015). 

Já o custo de resistência (CR) é medido pela ausência do herbicida. Em geral, 

espera-se que as plantas que carregam alelos responsáveis por gerar indivíduos 

resistentes, sofram um corte ou um custo em seu pleno desenvolvimento, de 

maneira a suplementar o gasto com o benefício de resistência, sendo assim 

realizado um trade-off dentro da planta (VILA-AIUB; NEVE; POWLES, 2009). 

Conhecer o benefício de fitness e o custo da resistência de determinada 

espécie faz-se fundamental no manejo da resistência de plantas daninhas a 

herbicidas. Plantas que apresentem alto benefício de fitness e baixo custo de 

resistência irão apresentar rápida evolução no campo. Ao contrário, aquelas que 

apresentam baixo benefício de fitness e alto custo de resistência, tendem a ter 

crescimento limitado no ambiente (VILA-AIUB et al., 2015). 

Com relação ao herbicida glyphosate, são poucos os estudos de comparação 

do benefício e do custo da resistência de plantas daninhas. Em geral, a translocação 

reduzida do herbicida, bem como a superexpressão enzimática da EPSPS parecem 

não exercer efeitos sobre o desenvolvimento vegetal de plantas resistentes (VILA-

AIUB et al., 2014; PEDERSEN et al., 2007). Por outro lado, a resistência causada 

por mutações na EPSPS, principalmente pela dupla mutação (TIPS), reduz o 

desenvolvimento de plantas na ausência de herbicidas (YU et al., 2015).  

 

 

O azevém e o capim-pé-de-galinha 

 

 

 Dentre os casos de resistência a herbicidas registrados atualmente, observa-

se crescente preocupação quanto à seleção de plantas daninhas da família 

Poaceae, conhecidas por gramíneas, sendo essa a família com maior número de 

casos de resistência (HEAP, 2017). Dentro das gramíneas, duas plantas presentes 

no Brasil ocupam posição de destaque quanto a danos conhecidos e a danos 

potencias, sendo o azevém, na região Sul do Brasil, e o capim-pé-de-galinha, caso 

recém-registrado de resistência ao glyphosate no País. 
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O azevém (Lolium multiflorum Lam.) é uma espécie da família Poaceae e 

originária da bacia do Mediterrâneo, que se espalhou para a Europa e, 

posteriormente, para a América do Norte (NELSON et al., 1997). No Brasil, esta 

espécie foi introduzida, provavelmente, no Sul por colonos italianos (SILVA et al., 

2014). O azevém é uma gramínea anual, rústica, cespitosa, agressiva e adaptada a 

baixas temperaturas em climas mesotérmicos (DERPSCH; CALEGARI, 1992).  

 Essa espécie passou a ser utilizada como forrageira para formação de palha 

no sistema de plantio direto, sendo dessecada há mais de vinte anos pelo uso do 

glyphosate. Porém, com o uso indiscriminado e repetitivo do herbicida, genótipos 

resistentes foram selecionados. Esse fato tem-se constituído em um grande 

problema nas lavouras de soja transgênica, tolerante ao glyphosate, de trigo e em 

pomares do Rio Grande do Sul, elevando os custos de produção (VARGAS et al., 

2004). 

 O primeiro caso de azevém resistente ao glyphosate no mundo foi descrito 

por Perez e Kogan (2002), em pomares no Chile. Dois anos depois, no Brasil, 

confirmou-se a presença de populações resistentes em lavouras anuais no Rio 

Grande do Sul (ROMAN et al., 2004). A resistência de azevém ao glyphosate é 

composta por mais de um mecanismo de resistência. Entre os mecanismos 

observados, estão a mutação na enzima EPSPS bem como sua superexpressão 

(SALAS et al., 2012; NANDULA et al., 2007) e a translocação diferencial do 

herbicida nos diferentes genótipos (FERREIRA et al., 2006). Segundo Galvan et al. 

(2012), não foram encontradas diferenças na anatomia foliar entre genótipos, 

descartando-se, então, possíveis problemas de absorção do herbicida.  

 Com relação a penalidades em seu desenvolvimento causadas pela 

resistência ao glyphosate, nota-se que plantas suscetíveis apresentam maior 

desenvolvimento frente a plantas resistentes devido ao maior perfilhamento de 

plantas. Ainda, o genótipo suscetível apresenta início do período reprodutivo cerca 

de 20 dias antes do genótipo resistente, completando, antes, seu ciclo (VARGAS et 

al., 2004). Devido a isso, o genótipo suscetível apresenta vantagens competitivas 

(FERREIRA et al., 2008). Não se sabe, porém, quais os processos afetados nas 

plantas resistentes que geram esse menor desenvolvimento, sendo supostos 
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mecanismos de fotossíntese e do uso da água (CONCENÇO et al., 2008). 

Esclarecer melhor esses processos é um dos objetivos do presente trabalho. 

 O capim-pé-de-galinha (Eleusine indica [L]. Gaertn.), diferentemente do 

azevém, é uma espécie disseminada por todo o território nacional, sendo 

considerada infestante em diversos cultivos. O centro de origem dessa espécie 

ocorre na Ásia e na Malásia. É uma gramínea de ciclo anual, de fisiologia do tipo C4, 

cosmopolita, ruderal e frequentemente encontrada em cultivos anuais e perenes 

(BOLDRINI; LANGUI-WAGNER; BOECHAT, 2005). Sua alta taxa de distribuição 

deve-se principalmente por ser uma espécie que produz elevado número de 

sementes por planta (em torno de 40.000) e por apresentar baixas exigências 

nutricionais para seu desenvolvimento, estabelecendo-se ainda em solos com 

diferentes níveis de pH e salinidade (KISSMANN, 2007). É uma planta bastante 

competitiva, acarretando frequentemente problemas na produtividade de culturas, 

principalmente se convivendo com a cultura desde o início de seu ciclo (BARROSO; 

YAMAUTI; ALVES, 2010). 

O primeiro registro da resistência da espécie ao herbicida glyphosate ocorreu 

em 1997, na Malásia, sendo registrados casos posteriores na Colômbia, Bolívia, 

China, Costa Rica, Estados Unidos, Argentina, Indonésia, Japão e, finalmente, em 

2016, no Brasil (HEAP, 2017). Com relação aos mecanismos de resistência 

encontrados até agora para a planta, não foram relatados problemas quanto à 

absorção/translocação/metabolização do herbicida. Em todos os casos, o problema 

encontrado está relacionado a mecanismos-alvo de resistência, consequência da 

mutação de bases nitrogenadas na sequência gênica da EPSPS (BAERSON et al., 

2002). 

Com relação às mutações encontradas, as plantas podem apresentar apenas 

uma mutação pontual na Prolina 106 (P106S), conhecida por gerar baixos níveis de 

resistência ao herbicida glyphosate, ou apresentar duas mutações na enzima 

EPSPS, nas posições 102 e 106, substituindo-se uma Treonina por uma Isoleucina e 

uma Prolina por uma Serina (TIPS), respectivamente. Essa segunda mutação na 

enzima, supostamente, ocorre em plantas em sequência da mutação P106 (YU et 

al., 2015).   
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Não se sabe até o momento os custos de resistência que esses diferentes 

genótipos apresentam, mas sugere-se uma alta penalidade de desenvolvimento de 

plantas na ausência do glyphosate com a dupla mutação (YU et al., 2015). No Brasil, 

foram identificados apenas eventos de resistência do tipo P106 (HEAP, 2017). 

Sendo assim, é de extrema importância avaliar o desenvolvimento das plantas com 

a presença das diferentes mutações em clima brasileiro e conhecer sua 

competitividade a afim de fornecer subsídios para um manejo integrado dessas 

populações. 

 

 

Proteômica 

 

 

A proteômica pode ser definida como o estudo da composição proteica total 

de um organismo, célula ou organela que permite identificar e compreender as 

proteínas e suas funções. Diferente do que acontece com o genoma, um único 

organismo pode apresentar diversos proteomas, os quais mudam, espacialmente e 

temporalmente, durante seu desenvolvimento. A análise proteômica de plantas, 

permite avaliar quantitativamente e qualitativamente as proteínas influenciadoras do 

sistema celular e as respostas do perfil bioquímico vegetal causadas por seu 

crescimento e a interação desse com o ambiente (Agrawal al., 2011).  

Pela proteômica, complexas questões biológicas tornaram-se muito 

estudadas, especialmente em decorrência do rápido desenvolvimento das técnicas 

de identificação e quantificação proteica. Tais técnicas têm permitido o estudo 

simultâneo de quantidade enorme de proteínas expressas em uma célula, em um 

determinado momento (Haynes; Roberts, 2007).  

A proteômica é um campo emergente de estudo, principalmente de estudos 

ligados à ciência das plantas daninhas, porém seu uso mostra-se promissor no 

esclarecimento de questões relacionadas aos herbicidas. Em 2017, Gonzalez-

Torralva et al. (2017), utilizaram a proteômica para avaliar proteínas candidatas a 

influenciar a tolerância de plantas daninhas de Conyza canadensis ao herbicida 

glyphosate. Segundo os autores, após a aplicação do herbicida, encontraram-se três 
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grupos de proteínas diferencialmente expressas, sendo essas a ATP sintase, a 

frutose-bifosfato aldolase e uma proteína desconhecida. Nesse caso, relacionou-se 

a proteína frutose-bifosfato aldolase com a translocação diferencial do glyphosate 

nas plantas e a ATP sintase com a necessidade extra de energia requerida pelas 

plantas resistentes devido à seus mecanismos de translocação de herbicidas para o 

vacúolo.  

Essas análises podem também ser utilizadas para verificar os efeitos de 

herbicidas em culturas de interesse. Na soja, por exemplo, buscou-se pelo uso da 

proteômica comparativa, a seleção de plantas tolerantes a herbicidas do grupo das 

sulfoniluréias. Encontraram-se proteínas diferencialmente expressas com relação ao 

metabolismo energético, defesa da planta frente à estresses, e processos ligados a 

síntese e armazenamento de compostos. Ainda nesse estudo, a expressão 

semelhante da enzima ALS (sítio de ação do herbicida aplicado), ressaltou que 

mecanismos de tolerância nesse caso específico, não estão ligadas a seletividade 

da cultura (Yu et al., 2017). Ainda para herbicidas, plantas de Arabdpsis thaliana, 

submetidas a aplicação de imazethapyr, tiveram seu crescimento inibido, produzindo 

maiores quantidades de antocianinas e espécies reativas de oxigênio, enquanto o 

sistema de transporte de elétrons encontrava-se altamente protegido (Sun et al., 

2016). Segundo Vivancos et al. (2011), a soja submetida tolerante ao glyphosate, 

submetida à aplicação desse herbicida mesmo tendo suportado os efeitos do 

produto, passou a apresentar deficiências na produção de proteínas ligadas a 

defesa da planta, o que a torna mais sensível ao ataque de pragas e patógenos.  

 

OBJETIVO GERAL 

 

 Este trabalho teve por objetivo geral identificar as consequências de 

diferentes mecanismos de resistência na adaptabilidade ecológica das plantas 

daninhas de azevém e capim-pé-de-galinha. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
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 - Identificar mecanismos responsáveis pela resistência ao glyphosate em 

plantas de azevém. 

 - Identificar proteínas diferencialmente expressas anterior e posteriormente à 

aplicação do glyphosate em plantas de azevém, relacionando-as com os 

mecanismos previamente estabelecidos. 

 - Quantificar os impactos da resistência causada por mutações na EPSPS em 

plantas de capim-pé-de-galinha sobre seu crescimento, sobrevivência e reprodução, 

sob influência ou não da aplicação de glyphosate e/ou da convivência com a soja. 

 - Quantificar os danos causados por diferentes genótipos do capim-pé-de-       

-galinha na soja, na presença e ausência do herbicida glyphosate. 
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CAPÍTULO 2 – Resistência ao glyphosate em plantas de azevém: Causas e 

consequências 

RESUMO - A interferência de plantas daninhas reduz o potencial produtivo 
das culturas. Dentre os métodos utilizados para o controle dessas plantas, o químico 
ocupa posição de destaque. A aplicação repetida de herbicidas com mesmo 
mecanismo de ação seleciona populações resistentes. Este trabalho teve por 
objetivo avaliar a resistência ao glyphosate em plantas de azevém e relacionar seus 
mecanismos de resistência com o desenvolvimento de plantas na ausência e na 
presença do glyphosate. Para isso, realizaram-se estudos de resistência, como 
curvas de dose-resposta entre genótipos e quantificação de compostos derivados da 
via do ácido chiquímico. Por fim, plantas resistentes e suscetíveis foram analisadas 
antes e após a aplicação do glyphosate por uma abordagem proteômica. Confirmou-
-se a resistência de plantas de azevém ao herbicida glyphosate, com fator de 
resistência acima de sete vezes entre genótipos. Dentre os mecanismos possíveis 
para tal, sugerem-se a presença de mutações na enzima EPSPS, a translocação 
diferencial do herbicida e a superexpressão da EPSPS. Não foram encontrados 
vestígios da metabolização do glyphosate. Plantas suscetíveis apresentaram maior 
crescimento que as resistentes na ausência do herbicida bem como maior 
expressão de grupos proteicos ligados à fotossíntese e a tolerância de indivíduos a 
estresses, bióticos e abióticos. Com a aplicação do glyphosate, plantas resistentes 
mantiveram seu metabolismo e passaram a expressar a enzima EPSPS sintase. 
Palavras-Chave: Ácido chiquímico, aminoácidos aromáticos, mecanismos de 

resistência ao glyphosate, proteína heatshock, tolerância a estresses 

 
CHAPTER 2 – Italian ryegrass glyphosate resistance causes and 

consequences 
 ABSTRACT - Weed interference reduces crop yield potential. Among the 
methods used to control these plants, the chemical occupies major position. 
Repeated application of herbicides with the same mechanism of action selects 
resistant populations. The objective of this work was to evaluate the glyphosate 
resistance in Italian ryegrass plants and to relate their mechanisms of resistance with 
the development of plants in the absence and presence of the herbicide. Resistance 
studies were performed, as dose-response curves between genotypes and analysis 
of compounds derived from the shikimic acid pathway. Finally, resistant and 
susceptible plants were analyzed before and after application of glyphosate by a 
proteomic approach. We found resistance of Italian ryegrass plants to glyphosate, 
with a differential tolerance for glyphosate of up to seven times between genotypes. 
Among the possible mechanisms for resistance, we suggested the presence of 
mutations in the EPSPS enzyme, differential translocation of the herbicide and 
overexpression of EPSPS. No traces of glyphosate metabolism were found. 
Susceptible plants presented higher growth than those resistant in the absence of the 
herbicide as well as greater expression of protein groups linked to photosynthesis 
and the tolerance of individuals to biotic and abiotic stresses. With glyphosate 
application resistant plants maintained their metabolism and started to express the 
enzyme EPSPS synthase. 
Keywords: Shikimic acid, aromatic amino acids, glyphosate resistance mechanism, 
heat shock protein, stress tolerance. 
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INTRODUÇÃO 

 

Plantas daninhas são organismos vegetais que infestam áreas agrícolas e 

interferem negativamente nas atividades do homem. Devido à interferência, estas 

tem sido alvo de controle, quase que exclusivamente pelo uso de herbicidas 

(OWEN, 2016). O uso exclusivo de herbicidas, principalmente aqueles com o mesmo 

mecanismo de ação, seleciona populações resistentes. Um exemplo é a aplicação 

repetida e exclusiva do herbicida glyphosate, que na última década vem 

selecionando diversas espécies de plantas daninhas, aumentando os casos de 

resistência (HEAP, 2017; DÉLYE; JASIENIUK; LE CORRE, 2013). 

Os mecanismos de resistência de plantas daninhas podem ser divididos em 

resistência do tipo-alvo (target-site resistance, TSR) e resistência do tipo-não alvo 

(non-target site resistance, NTSR). Os mecanismos TSR ocorrem devido a 

mutações/depleções ou superexpressão da enzima-alvo onde atuará o herbicida, 

enquanto os mecanismos NTSR envolvem a minimização e/ou a prevenção do total 

de herbicida que atinge a enzima-alvo do processo a ser afetado no vegetal 

(DÉLYE; JASIENIUK; LE CORRE, 2013).  

Os azevéns (Lolium spp.) são plantas daninhas presentes em diversos 

países, com populações resistentes a mais de onze mecanismos de ação de 

herbicidas (HEAP, 2017). São plantas de fisiologia do tipo C3, originadas da região 

mediterrânea, infestantes de diversos cultivos, principalmente cereais e culturas 

perenes na região Sul do Brasil. Se não controladas, produzem densas infestações 

e competem com as culturas por fatores ambientais, como água, luz e nutrientes, 

podendo reduzir a produtividade de culturas (GALON et al., 2016). 

Plantas de azevém apresentam resistência ao glyphosate causada por TSR, 

NTSR e pela somatória desses. Para TSR, apresentam mutações de aminoácidos 

na posição Pro-106 da EPSPS bem como sua superexpressão (SALAS et al., 2012; 

PEREZ-JONES et al., 2007). Para NTSR, apresentam exclusão do herbicida do sítio 

de ação por interferências na absorção/translocação, sequestro para o vacúolo ou 

detoxificação do glyphosate, sendo que até o momento não existem relatos da 

metabolização do produto (GAINES et al., 2014; GHANIZADEH et al., 2016).  
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Os mecanismos de resistência ao glyphosate em plantas de azevém estão 

elucidados, mas os processos bioquímicos envolvidos ainda não, principalmente 

aqueles ligados a NTSR, pois se desconhecem esses genes, que, na maioria das 

vezes, possuem complexa herdabilidade (HAN et al., 2016). Ainda, plantas de 

azevém resistentes ao glyphosate parecem apresentar prejuízos no seu 

desenvolvimento frente às plantas suscetíveis (FERREIRA et al., 2008), mas a 

causa destas diferenças ainda não foi estudada. Uma maneira de avaliar essas 

diferenças e estudar possíveis processos afetados pela resistência dessas plantas é 

por meio da identificação de proteínas expressas nos indivíduos, uma vez que estas 

permitem a caracterização de diferentes processos que ocorrem nas células, nos 

tecidos e nos órgãos da planta (KORMUTAKT al., 2006).  Em virtude do relatado, 

objetivou-se avaliar possíveis mecanismos de resistência presentes em plantas de 

azevém resistentes ao glyphosate, relacionando-os ao desenvolvimento vegetal pela 

análise de grupos proteicos diferencialmente expressos em indivíduos, antes e após 

a aplicação do herbicida. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Material vegetal e condições de crescimento 

 

Sementes de azevém (Lolium multiflorum Lam.) foram coletadas no Estado do 

Rio Grande do Sul, Brasil. As coletas foram realizadas em dois locais: sem e com 

aplicação frequente do herbicida glyphosate, correspondendo aos municípios de Ijuí 

(28°23’18,72”S; 53°55’13,75”O) e Três de Maio (27°47’02,77”S; 54°14’05,06”O), 

respectivamente. Os experimentos foram então conduzidos na Universidade 

Estadual Paulista – UNESP, nos Campus de Jaboticabal e Botucatu. Essas 

sementes foram colocadas para germinar em bandejas de poliestireno preenchidas 

com substrato hortícola (Hortimix®, Agristar, Rio de Janeiro, Brasil). Uma vez 

emergidas, as plantas apresentando duas a três folhas expandidas foram 

transplantadas para vasos de 500 mL preenchidos com o mesmo substrato. As 

bandejas e os vasos foram mantidos sob condições controladas de crescimento, 

com temperaturas de 26/19°C dia/noite, em fotoperíodo de 12 horas, com 40% de 
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umidade relativa e incidência de luz de 240 µmol m-2s-1. Os vasos foram irrigados 

diariamente e aplicou-se uma solução de ureia diluída em água a 5% v/v, quatorze 

dias após o transplante. 

 

Confirmação da resistência ao glyphosate 

 

A fim de se confirmar a resistência e a suscetibilidade dos genótipos ao 

glyphosate, ambos foram submetidos à aplicação do herbicida em um experimento 

dose-resposta. O experimento foi realizado em delineamento inteiramente 

casualizado (DIC), com 12 repetições por tratamento (com exceção da dose 

comercial do herbicida [720 g e.a. ha-1] que foi aplicada em 36 repetições). Após 28 

dias do transplante, as plantas que apresentavam de três a quatro perfilhos foram 

submetidas à aplicação de glyphosate (Roundup Original®, 360 g ea L-1; Monsanto, 

São José dos Campos, Brasil), com o uso de pulverizador costal pressurizado por 

CO2 e equipado com quatro pontas de pulverização do tipo jato plano em leque 

(8002; Jacto®, Brasil), regulado para distribuir 200 L ha-1 de calda em pressão 

constante de 200 kPa. 

O glyphosate foi aplicado nas doses de 0, 180, 360, 720, 1.440 e 2.880 g e.a. 

ha-1 em ambiente protegido, com umidade relativa de 84% e temperatura de 21,4°C. 

Após a aplicação, as plantas foram colocadas de volta para as condições 

controladas de crescimento. Vinte e um dias após o tratamento (DAT), o controle 

visual destas plantas foi avaliado entre 0 e 100%, em que 0% representou ausência 

de controle e 100% a morte da planta (SBCPD, 1995). Posteriormente, a parte aérea 

remanescente das plantas foi cortada rente ao solo e submetida à secagem em 

estufa de circulação forçada de ar (60°C), por 72 horas, para a obtenção da massa 

da matéria seca. Calculou-se a porcentagem de redução de massa das plantas dos 

tratamentos em relação à testemunha. Para cada população, o controle estimado e 

a porcentagem de redução da massa da matéria seca, aos 21 DAT, foram 

submetidos à análise de regressão não linear log-logística (equação 1), após as 

médias dos tratamentos apresentarem diferenças estatísticas significativas na 

análise de variância (p≤0,05). Para as análises estatísticas, utilizou-se o programa 

Assistat, e para as regressões, o programa Origin9. 
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[Eq. 1] Y = a/(1 + exp (-k(x-xc))) 

 

Em que: Y representa o controle visual ou a porcentagem de massa da 

matéria seca em relação à testemunha; a corresponde ao valor máximo atingido; k é 

a curvatura da linha, e xc a dose do herbicida utilizada para controle de 50% da 

população. 

A dose do herbicida necessária para causar 50% do controle (I50) e 50% 

redução da massa da matéria seca (GR50) foram determinadas utilizando-se da 

equação 1. O fator de resistência (FR) foi calculado pela equação 2. 

 

[Eq. 2] FR = I50R/I50S ou Gr50R/GR50S 

 

Em que: R representa a população resistente, neste caso originada de Três 

de Maio, e S, a mais suscetível, coletada em Ijuí. Por fim, calculou-se a porcentagem 

de plantas resistentes e suscetíveis para as populações, na dose comercial 

recomendada do herbicida, nas 36 repetições (720 g e. a. ha-1). 

 

Mecanismo de resistência ao glyphosate 

 

Nos biótipos suscetíveis e resistentes, foram determinadas as concentrações 

do glyphosate, seu principal metabólito (AMPA) e compostos importantes, 

relacionados à rota metabólica, alvo deste herbicida. No tratamento em que foi 

aplicada a dose comercial de glyphosate, que correspondeu a 720 g e.a. ha-1, foram 

coletadas as segundas folhas totalmente expandidas de cada planta, antes e depois 

da aplicação do herbicida (designados a partir de agora como 0 e 72 horas após a 

aplicação). Estas folhas foram identificadas individualmente e armazenadas em 

freezer a -30°C. Aos 21 DAT, as plantas foram avaliadas quanto à sensibilidade ao 

herbicida. Foram selecionadas as plantas resistentes e suscetíveis dentro de cada 

população para posterior análise. 

Foram feitas amostras compostas destes indivíduos para a formação de três 

repetições por população, que foram determinadas as concentrações de ácido 
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chiquímico, ácido quínico, glyphosate, AMPA, fenilalanina, tirosina e triptofano, no 

Laboratório de Matologia/NUPAM, da Faculdade de Ciências Agronômicas – FCA, 

de Botucatu - SP.  

 As amostras selecionadas foram maceradas com um pistilo de porcelana em 

almofariz com nitrogênio líquido. Posteriormente, foram armazenadas em tubos de 

centrifuga, seguido de liofilização em um sistema de liofilização (Christ, alpha 2-4 LD 

Plus), em temperatura de -70°C, por 72 horas. Para cada repetição, utilizaram-se 

três replicatas. 

Em seguida, foi realizada a extração dos compostos, com a adição de 10 mL 

de água acidificada com ácido acético até pH 3,5, seguida de banho ultrassônico 

com uma frequência de 42 kHz, por 30 minutos, e centrifugação a 4.000 g, por 10 

minutos, a 20°C. O sobrenadante foi coletado e filtrado em filtro Millex HV de 0,45 

µm com membrana Durapore de 13 mm e armazenado em frasco âmbar para 

subsequente quantificação. A concentração de cada composto nas amostras, foi 

expressa em gramas de tecido seco (Gomes et al., 2015). 

Para a quantificação destes compostos, foi utilizado um sistema LC-MS/MS, 

com um cromatógrafo líquido de alta performance (HPLC) (Shimadzu, Proeminence 

UFLC), equipado com duas bombas (LC-20AD), um autoinjetor (SIL-20AC), um 

criador de vácuo (DGU-20A5), um sistema de controle (CBM-20A) e um forno (CTO-

20AC) acoplado a um espectrômetro de massas (3200 Q TRAP) 

(AppliedBiosystems), com quadrupolo triplo híbrido.  

Para a determinação dos compostos e das curvas de calibração, foram 

utilizados padrões analíticos com pureza superior a 99% (Sigma Aldrich). A 

otimização das condições do espectrômetro de massas foi realizada com a injeção 

direta no equipamento (infusões), com uma solução analítica padrão de 1 mg L-1 de 

cada composto individual. A ionização dos compostos foi realizada por eletrospray 

(ESI). As condições de calibração de voltagem e da energia de colisão foram 

determinadas individualmente para as análises de todos os compostos. 

Para a realização das análises, adotaram-se os procedimentos descritos por 

Gomes et al. (2015). Para cada composto, o modo de ionização utilizado foi aquele 

que permitiu a maior intensidade de sinal. A ionização negativa foi usada para a 

determinação dos compostos: glyphosate, AMPA, ácido chiquímico e ácido quínico. 
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Para os aminoácidos Fenilalanina, Tirosina e Triptofano, foi utilizada a ionização 

positiva. Os compostos ionizados negativamente foram separados por 

cromatografia, usando uma coluna gemini de 5 µ C18 110 Å (150 mm x 4,6 mm), 

sendo a fase móvel composta de 5 mM de acetato de amônia em água (fase A) e 5 

mM de acetato de amônia em metanol (fase B), cada uma ajustada para o pH de 

7,0. O gradiente utilizado foi: 0 minuto 30% fase B; 2,5 minutos 50% fase B; 5 

minutos 75% fase B; 8,5 minutos 90% fase B e 15 minutos 30% fase B, com fluxo de 

0,500 mL min-1. Para os aminoácidos aromáticos, foi utilizada uma coluna Synergi 

2,5 µ Fusion RP 100Å e a mesma fase móvel descrita anteriormente. O gradiente 

utilizado foi: 0 minuto 10% fase B; 2 minutos 40% fase B; 4 minutos 95% fase B e 12 

minutos 10% fase B, com fluxo de 0,250 mL min-1. 

O tempo total de corrida utilizado foi de 18 minutos para os compostos 

ionizados negativamente e de 15 minutos para os aminoácidos ionizados 

positivamente. O tempo de retenção em minutos, para cada composto na coluna 

cromatográfica, foi de 3,86 para glyphosate e o ácido chiquímico, de 3,69 para 

AMPA, 3,79 para ácido quínico, 9,71 para fenilalanina, 6,84 para tirosina e 10,31 

para triptofano. Para cada composto, a curva de calibração foi determinada com 

concentrações de padrões cobrindo a gama de níveis de compostos encontrados em 

tecidos de plantas (GOMES et al., 2015). Sendo assim, utilizou-se delineamento 

inteiramente casualizados, em esquema fatorial 2x2 para cada composto, em que o 

primeiro fator foram os períodos de coleta de folhas e o segundo fator a ausência e a 

presença do glyphosate. Os dados observados foram submetidos à análise de 

variância (ANOVA), e as médias, comparadas utilizando-se do teste de Tukey ao 

nível de 5% (p≤0,05). Para análise, utilizou-se o programa estatístico Agroestat®. 

 

Abordagem proteômica 

 

As plantas selecionadas nas avaliações de compostos da rota do ácido 

chiquímico também foram utilizadas para as análises de proteômica. A coleta foi 

realizada após 72 horas da aplicação do herbicida, sendo coletadas as segundas 

folhas da população resistente e suscetível de plantas não tratadas, que foram 
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colocadas em nitrogênio líquido e imediatamente armazenadas a -30°C até o 

processamento. 

A extração das proteínas foliares foi realizada através da pulverização do 

material vegetal em nitrogênio líquido. Alíquotas de 0,5 g foram transferidas para 

tubos e foram adicionados 4 mL de solução de extração (6M Ureia em H2O, a 0,1% 

DTT). Esses foram agitados durante 15 minutos no frio e centrifugados a 3.200 g por 

15 minutos, e o sobrenadante foi recolhido e transferido para um tubo novo. Esse 

processo foi repetido por duas vezes. Foram adicionados, aos sobrenadantes 

recolhidos, quatro vezes o volume de acetona gelada, e a precipitação das proteínas 

ocorreu após 12 horas (over-night) a -20°C, com posterior centrifugação a 3.200 g, e 

os pelletes obtidos foram lavados duas vezes com 200 µL de acetona gelada e 

secos em fluxo laminar por 5 minutos. As proteínas foram ressuspendidas em 100 

µL de tampão de amostra (6M de ureia em 25 mM Ambic). A concentração do 

extrato proteico foi determinada através do método de Bradford (1976) usando como 

curva- - padrão concentrações conhecidas de albumina sérica bovina. 

Foram utilizadas, para todas as amostras, alíquotas de 20 µg para digestão 

em solução de proteínas, que foi realizada durante 12 h a 37°C, com adição de 

tripsina, na proporção 1:50 (enzima: proteína). Posteriormente, as amostras foram 

secas a vácuo, dessalinizadas com o uso de colunas de C18 do tipo “spin columns” 

(Thermo Fisher Scientific), conforme recomendações do fabricante, e 

ressuspendidas a 0,1% de ácido fórmico no momento das análises de cromatografia 

líquida acoplada ao espectrômetro de massas. 

Os peptídeos foram separados através de uma coluna de C18 (15 cm, 3 µm, 

120Å) por cromatografia líquida de fase reversa, com um gradiente de cento e vinte 

minutos a 5% a 70% de 0,1% de ácido fórmico em acetonitrila, em um fluxo de 500 

nL/min. A análise em espectrômetro de massas foi realizada utilizando o Q-Exactive 

(Thermo Fisher Scientific), operado no modo de íons positivos, no modo dependente 

de dados (DDA), com ciclos constituídos de um “fullscan” a 70.000 FWHM (400-

2000m/z), seguido de dez ciclos “data dependente scans” a 35.000 FWHM. A 

fragmentação peptídica foi obtida pela fragmentação HCD, utilizando-se de colisão 

com energia de 27eV. Íons isoladamente carregados foram excluídos, e íons 

peptídicos selecionados para fragmentação foram excluídos por trinta segundos. 
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A identificação de proteínas foi realizada pelo método de contagem espectral, 

e as sequências proteicas de milho (Zea mays), adquiridas do site Phytozome 

(GOODSTEIN et al., 2012). As identificações foram realizadas com o uso da 

plataforma integrada PatternLab for Proteomics (CARVALHO et al., 2016). Para a 

correlação espectral, foi utilizada a ferramenta Comet (ENG; JAHAN; HOOPMANN, 

2013), disponível na plataforma, com as seguintes modificações: 

carbamidometilação de cisteína e oxidação de metionina, como modificação estática 

e variável, respectivamente. Todos os alinhamentos dos espectros foram filtrados 

com o SePro (CARVALHO et al., 2012) e ajustados para 1% de falsos-positivos 

(FDR). Proteínas que compartilharam peptídeos comuns foram agrupadas de acordo 

com o princípio da máxima parcimônia, e a expressão relativa das proteínas, 

avaliada usando a abordagem NSAF (PAOLETTI et al., 2006).  

Foram consideradas como proteínas diferencialmente reguladas aquelas que, 

entre as populações, mostraram diferença de expressão igual ou superior a duas 

vezes (“foldchange” ≥2). Ainda, foram consideradas como diferencialmente 

reguladas as proteínas exclusivas, que foram identificadas em apenas uma das 

populações. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Compostos da via do ácido chiquímico  

 

As populações testadas apresentaram diferenças de suscetibilidade ao 

herbicida glyphosate. A população originada de Ijuí mostrou-se sensível ao herbicida 

(designada a partir de agora como suscetível - S), sendo as plantas controladas com 

o uso de 360 g ea ha-1 de glyphosate (controle superior à 80%). A população 

originada de Três de Maio, por outro lado, não foi controlada mesmo com o uso de 

2.440 g ea ha-1 de glyphosate, sendo designada a partir de agora como resistente 

(R) (Figura 1). Com relação à pureza destas populações quanto à resistência, nas 

36 repetições aplicadas em dose comercial, 92% das plantas morreram e 

sobreviveram nas populações suscetível e resistente, respectivamente. 
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Figura 1. Porcentagem de controle visual (%) das populações R (Três de Maio) e S 
(Ijuí) de azevém, aos 21 dias após a aplicação de doses crescentes de 
glyphosate. Equações; R: Y=67,41/(1+exp(-0,0018(x-1.062,42))), R2=0,99; 
S: Y=88,17/(1+exp(-0,021(x-339,74))), R2=0,79.  

 

Pelos valores de I50 e GR50 obtidos, nota-se elevado grau de resistência ao 

herbicida glyphosate na população de Três de Maio. O valor de I50 da população S 

foi de 218 g e.a. ha-1 enquanto o da R foi de 1.635 g e.a. ha-1. Para o GR50, estes 

valores foram de 355,3 g e.a. ha-1 para o genótipo S e não atingido para o resistente. 

Sendo assim, chegou-se ao fator de resistência (FR) de 7,49, comprando-se o I50 

das populações, e no mínimo 8,1, comparando-se o GR50. Esses valores estão de 

acordo com valores relatados para a resistência ao glyphosate em populações de 

azevém, porém abaixo de alguns relatos com FR mais elevados, com níveis 

superiores a vinte. Nesses casos, foram detectados mecanismos de resistência 

relacionados com a superexpressão e mutações na EPSPS (GHANIZADEH et al., 

2016; GHANIZADEH et al., 2014; SALAS et al., 2012; PEREZ-JONES et al., 2007).  

Na análise dos compostos derivados da rota do ácido chiquímico, observou-

se que as plantas de azevém apresentaram diferenças nos teores de aminoácidos 

aromáticos, sendo que a aplicação de glyphosate alterou o metabolismo desses de 
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maneira específica para cada um. A fenilalanina esteve presente em concentrações 

similares em ambos os genótipos, com ou sem a aplicação do herbicida. A tirosina 

foi detectada em maiores quantidades no genótipo suscetível e foi reduzida com a 

aplicação do glyphosate em ambos os genótipos. O triptofano foi encontrado 

também em maiores quantidades no genótipo suscetível. A aplicação, nesse caso, 

não acarretou a diminuição da concentração desse aminoácido (Tabela 1). 

 
Tabela 1. Quantidade de aminoácidos essenciais (Fenilalanina, Tirosina e 

Triptofano) em mg por g de massa de plantas de azevém, a zero e a 
setenta e duas horas após a aplicação de 720 g ea ha-1 de glyphosate, em 
plantas de azevém. 

Aminoácidos  
Fenilalanina Tirosina Triptofano 

(mg g-1) 

Genótipos 

Resistente 50,06 a 21,06 b 32,77 b 
Suscetível 53,86 a 33,58 a 50,96 a 

Horas 

0 53,75 a 30,01 a 41,63 a 
72 50,18 a 24,36 b 42,10 a 

Fg1 4,61 NS 39,65 ** 34,01 * 
Fh2 4,07 NS 5,48 * 0,02 NS 

Fgxh3 0,60 NS 0,08 NS 1,28 NS 
CV (%)4  5,89   14,57   12,90   

1Valores de F para genótipo, 2Horas e 3Interação genótipoxhoras. 4Coeficiente de 
variação. Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo 
teste de Tukey, em nível de probabilidade de erro de 5%. *,** Significativo a 5% e 
1% de probabilidade, respectivamente. NS Não significativo. 
 

 Sabe-se que a aplicação do glyphosate em plantas suscetíveis inibe a enzima 

EPSPS, o que gera bloqueio da rota do ácido chiquímico, responsável pela 

produção desses aminoácidos. A aplicação do glyphosate deveria, portanto, reduzir 

as concentrações dos aminoácidos em longo prazo, como ocorrido para a tirosina 

nesse caso. Os aminoácidos fenilalanina e triptofano deveriam apresentar igual 

resposta à aplicação do herbicida, por possuírem o mesmo precursor na via do ácido 

chiquímico, o prefenato; porém, para isso, avaliações posteriores deveriam ter sido 

realizadas (CARBONARI et al., 2014). A não alteração dos níveis de triptofano 

nesse caso está ligada ao fato de esse aminoácido ser o menos sensível à inibição 

causada pelo glyphosate (AMRHEIN et al., 1980). Segundo Wang (2001), os níveis 

de aminoácidos aromáticos em Nicotiana plumbaginifolia caíram após quatro dias da 
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aplicação de glyphosate, em níveis de 59%, 77% e 13%, respectivamente, para 

tirosina, fenilalanina e triptofano.  

A menor concentração dos aminoácidos tirosina e triptofano, em plantas 

resistentes, anterior à aplicação do herbicida, pode estar, nesse caso, ligada à 

presença de um mecanismo-alvo de resistência ao glyphosate. Tem-se, por 

exemplo, decorrente das mutações da EPSPS, muitas vezes, uma alteração 

também no metabolismo desses, decorrente do fato de que a mutação pode alterar 

não apenas a afinidade da enzima com o herbicida, mas também com seu substrato, 

nesse caso o fosfoenolpiruvato (PEP) (FUNKE et al., 2006). Em geral, alterações na 

Pro-106 do gene EPSPS geram baixos valores de resistência nas plantas afetadas, 

variando seu FR entre 2 e 3, abaixo dos níveis aqui encontrados, o que sugere a 

combinação entre mecanismos de resistência-alvo e não alvo nessa população 

(SAMMONS; GAINES, 2014).  

 Com relação aos compostos derivados da rota do ácido chiquímico, observou-

se interações dos valores de glyphosate, ácido chiquímico e ácido quínico entre as 

populações e a aplicação de glyphosate. Não foram observadas diferenças quanto 

aos valores de AMPA nos genótipos, mas apenas um leve acréscimo de seu 

conteúdo após a aplicação de glyphosate (Tabela 2). A não alteração diferencial do 

conteúdo de AMPA exclui a metabolização do glyphosate como mecanismo de 

resistência nas plantas de L. multiflorum. O ácido aminometilfosfônico (AMPA) é um 

subproduto da degradação do herbicida glyphosate em algumas espécies devido a 

ação da enzima glyphosate oxidorreductase (GOX), porém esse mecanismo nunca 

foi relatado em plantas de azevém (NANDULA et al., 2007). 

O conteúdo de glyphosate em plantas de L. multiflorum sem a aplicação dos 

herbicidas foi zero, pois o mesmo é um produto exógeno ao metabolismo vegetal. 

Após 72 horas de aplicadas, as folhas de plantas resistentes apresentavam maiores 

quantidades do herbicida (Tabela 3).  
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Tabela 2. Quantidade de compostos da rota do ácido chiquímico (glyphosate, ácido 
chiquímico, ácido quínico e AMPA) em mg por g de massa de plantas de 
azevém, a zero e setenta e duas horas após a aplicação de 720 g ea ha-1 
de glyphosate, em plantas de azevém. 

Compostos  
Glyphosate Ácido chiquímico  Ácido quínico AMPA 

(mg g-1) 

Genótipos 

Resistente 26,15 
 

18,88 
 

47,20 
 

0,08 a 
Suscetível 21,08 

 
134,25 

 
126,30 

 
0,06 a 

Horas 

0 0,00 
 

6,13 
 

33,16 
 

0,00 b 
72 47,23   147,00 

 
140,33 

 
0,15 a 

Fg1 19,05 ** 36,92 ** 17,69 ** 0,50 NS 
Fh2 1655,31 ** 55,05 ** 32,48 ** 40,50 ** 

Fgxh3 19,05 ** 40,37 ** 17,60 ** 0,50 NS 
CV (%)4  8,51   49,25   37,54   54,43   

1Valores de F para genótipo. 2Horas e 3Interação genótipoxhoras. 4Coeficiente de 
variação. Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem entre si, pelo 
teste de Tukey, em nível de probabilidade de erro de 5%. *,** Significativo a 5% e 1% 
de probabilidade, respectivamente. NSNão significativo. 
 

  

Tabela 3. Desdobramento do efeito do genótipo e das horas de aplicação sobre a 
concentração de glyphosate (g mg-1) em plantas de azevém. 

Genótipo/horas 0 72 

Resistente 0,00 aB 52,30 aA 
Suscetível 0,00 aB 42,16 bA 

Letras minúsculas comparam genótipos dentro das horas. Maiúsculas comparam 
as horas dentro dos genótipos. 
 

Esse fato corrobora os observados por Lorraine-Colwill et al. (2002), nos 

quais plantas resistentes de azevém apresentaram maior retenção do herbicida na 

superfície foliar, em períodos superiores a 64 horas após a aplicação. Ainda, 

segundo os autores, esse fato está ligado à menor translocação do herbicida no 

genótipo resistente. Esse resultado corrobora a teoria da presença de múltiplos 

mecanismos de resistência no azevém aqui estudado, exatamente como descrito em 

outras populações (PEREZ-JONES et al., 2007). Essa espécie é muito suscetível a 

esse tipo de combinação, já que possui polinização cruzada (SAMMONS; GAINES, 

2014). 
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 Com relação ao conteúdo de ácido chiquímico, antes da aplicação do 

herbicida, os valores entre genótipos foram semelhantes. Após a aplicação do 

glyphosate, plantas suscetíveis acumularam o ácido chiquímico em níveis superiores 

a nove vezes, se comparadas as plantas resistentes (Tabela 4). O acúmulo do ácido 

chiquímico representa um resultado direto da inibição da EPSPS. Diversos são os 

relatos do acúmulo de ácido chiquímico com a aplicação do glyphosate em 

indivíduos sensíveis ao herbicida (REDDY et al., 2008).   

 

Tabela 4. Desdobramento do efeito do genótipo e das horas de aplicação sobre a 
concentração de ácido chiquímico (g mg-1) em plantas de azevém. 

Genótipo/horas 0 72 

Resistente 8,76 aA 29,00 bA 
Suscetível 3,50 aB 265,00 aA 

Letras minúsculas comparam genótipos dentro das horas. Maiúsculas comparam as 
horas dentro dos genótipos. 
 

O comportamento do ácido quínico foi semelhante ao observado para o ácido 

chiquímico, sendo acumulado apenas no genótipo suscetível após a aplicação do 

herbicida (Tabela 5).  

 
Tabela 5. Desdobramento do efeito do genótipo e das horas de aplicação sobre a 

concentração de ácido quínico (g mg-1) em plantas de azevém. 

Genótipo/horas 0 72 

Resistente 33,06 aA 61,33 bA 
Suscetível 33,26 aB 219,33 aA 

Letras minúsculas comparam genótipos dentro das horas. Maiúsculas comparam as 
horas dentro dos genótipos. 
 

Esse acúmulo ocorreu em menor intensidade comparando-se genótipos, pois 

segundo Carbonari et al. (2014), trata-se de um indicador menos sensível à 

intoxicação com o herbicida. Outros trabalhos relatam o acúmulo de ácido quínico 

após a aplicação do glyphosate em plantas sensíveis ao glyphosate, pois o ácido 

quínico é um composto alternativo à rota do ácido chiquímico (ORCARAY et al., 

2010). 

 A análise da biomassa de plantas sem a aplicação de herbicidas reforçou a 

vantagem de desenvolvimento do genótipo suscetível frente ao resistente. Durante a 

condução dos ensaios de curva de dose-resposta, as plantas suscetíveis 
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apresentaram o acúmulo de massa seca 38% superior ao das plantas tolerantes, 

demonstrando, nesse caso, haver uma penalidade no desenvolvimento de plantas 

resistentes. Esse prejuízo de desenvolvimento fica mais claro quando são 

analisados os grupos proteicos expressos em ambos genótipos, sem a aplicação do 

glyphosate. 

 

Expressão de grupos proteicos. 

 

Considerando-se os grupos expressos em ambos os genótipos, apenas um 

resultou mais expresso (superior em duas vezes) em plantas suscetíveis, sendo 

esse o grupo 4Fe-4S diclusterdomain (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 2. Expressão do grupo proteico 4Fe-4S diclusterdomain, apresentando 

diferença em plantas suscetíveis e resistentes de azevém sem o 
glyphosate. Valores representam a média de três repetições ± erro-padrão. 

 

Nenhum grupo se apresentou mais expresso em plantas resistentes do que 

em suscetíveis. A maior expressão desse grupo pode estar ligada a diversos 

processos metabólicos nas plantas, tais como fotossíntese, respiração, fixação de 

nitrogênio e reparo do DNA. Esse grupo está localizado no centro de reação do 

fotossistema I, sendo, portanto, relacionado diretamente com o fluxo de elétrons e 
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com geração de energia. Ainda, na literatura, existem relatos de que atuam como 

sinalizadores ao estresse oxidativo (RAO; OLDFIELD, 2016). 

Outros grupos também foram expressos apenas em plantas suscetíveis ao 

herbicida, sem a aplicação do glyphosate. A maioria, nesse caso, está ligada à 

defesa do organismo vegetal contra estresses bióticos e abióticos, aparentando que 

a planta resistente teria um trade-off dessa proteção com sua proteção ao 

glyphosate (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Expressão dos grupos proteicos PF00076 (Splicing factor 3b), PF00012 
(Heatsshockprotein), PF00168, PF01554, PF00155 (Multidrugresistance), 
PF03947 (50S ribosomalprotein) e PF00155 (Gamma-glutamyltransferase) 
em plantas suscetíveis de azevém sem a presença do glyphosate. Valores 
representam a média de três repetições ± erro-padrão. 

 

 

Tem-se, por exemplo, a expressão em indivíduos suscetíveis do grupo 

PF00012 (HeatShockProtein 70KDA) e dos grupos PF00168, PF01554 e PF00155 

(MultidrugResistance), proteínas presentes em diversos organismos reguladas para 

atuar frente a estresse. O grupo PF00012 possui funções de síntese, transporte e 

degradação proteica (KIANG; TSOKOS, 1998). Nos vegetais, pelo menos 19 genes 

são responsáveis pela expressão desse grupo. Sua superexpressão, muitas vezes, 
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está relacionada com tolerância térmica, salina e a déficits hídricos (WANG et al., 

2004). 

Outros grupos expressos também se relacionam à resistência a drogas 

(PF00168, PF01554, PF00155), sendo responsáveis pela sobrevivência de células 

frente a estresses. Como exemplo, são responsáveis pela extrusão de xenobióticos 

e metabólicos tóxicos de células. A tolerância ao herbicida glyphosate e a expressão 

dessas proteínas em plantas nunca foram confirmadas, o que corrobora sua 

expressão em plantas sensíveis, nesse caso. Porém, existem evidências de 

tolerância a esse herbicida causada pela expressão desse grupo de proteínas em 

bactérias (STAUB et al., 2012). As outras proteínas expressas estão relacionadas 

com movimentação de proteínas e edição do código genético (PF00076, Splicing 

fator 3b e 5PF039470S, Ribosomalprotein) e relacionadas à transferência de 

aminoácidos pelas membranas (PF00155, Gamma-glutamyltransferase). 

Assim, dentro dessas expressões, chega-se a duas hipóteses: ou as plantas 

resistentes perderam a capacidade de expressar esse conjunto de proteínas e com 

isso se tornaram menos adaptadas frente a estresses, como os causados pela 

competição por elementos do meio, como demonstrado em outros trabalhos 

(FERREIRA et al., 2008), ou as plantas resistentes não necessitam dessa expressão 

a todo momento, acionando apenas esses mecanismos de defesa quando em 

competição. O mecanismo de resistência, nesse caso como outros, tais como a 

superexpressão enzimática, estaria adaptado a ser produzido apenas com a 

aplicação do herbicida glyphosate e não ocasionaria perdas na competitividade do 

azevém, como também já relatado na literatura (VILA-AIUB et al., 2014). 

Após a aplicação do glyphosate, nenhum grupo proteico esteve expresso em 

plantas suscetíveis que não em resistentes. Alguns grupos estiveram igualmente 

presentes em ambos os genótipos, sendo processos ligados ao metabolismo de 

carboidratos como a frutose e processos relacionados à fixação de carbono 

(expressão da RuBisCO, por exemplo). Já as plantas resistentes expressaram 

diversos grupos proteicos não ativos em plantas suscetíveis. Os principais processos 

expressos identificados foram a biossíntese de metabólitos secundários, a 

biossíntese de fenilpropanoides, o metabolismo de carbono, a biossíntese de 

aminoácidos e a fixação de carbono (Figura 4).  
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Figura 4. Porcentagem média de grupos proteicos expressos por processo 
metabólico em plantas de azevém resistentes ao glyphosate, após sua 
aplicação (72 horas).  

 

Esperava-se encontrar processos ligados à síntese de metabólitos 

secundários nas plantas sobreviventes à aplicação do glyphosate, pois a via do 

ácido chiquímico é responsável pela síntese dos aminoácidos fenilalanina, tirosina e 

triptofano, que irão gerar esses metabólitos. As plantas de azevém expressaram 

enzimas, por exemplo, do tipo gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, que são 

enzimas ligadas ao estresse vegetal. A aplicação de herbicidas, bem como a 

presença de H2O2 em plantas, é responsável por diminuir ou por inibir a expressão 

dessas, o que não ocorreu nas plantas resistentes (AHSAN et al., 2008). Ainda nas 

plantas resistentes, encontrou-se a expressão de enzimas transketolase, 

responsáveis por até 40% da atividade fotossintética de plantas. No azevém 

suscetível, essas não foram expressas. Além disso, esse grupo proteico é 

importante, também, no metabolismo dos fenilpropanoides. Esse mesmo grupo foi 

encontrado recentemente em plantas de Conyza canadensis resistentes ao 

glyphosate, por translocação diferencial do herbicida (GONZÁLEZ-TORRALVA; 

BROWN; CHIVASA, 2017; HENKES et al., 2001). 

Sabe-se que a biossíntese de fenilpropanoides é afetada pelo glyphosate. 

Nas plantas resistentes, foram identificados compostos relacionados a essa via, o 

que não ocorreu para plantas suscetíveis. A rota bioquímica da biossíntese de 
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fenilpropanoides está ligada à produção de compostos fenólicos e metabolitos 

secundários, incluindo a lignina, que são reduzidos pela aplicação do herbicida em 

plantas sensíveis ou inibidos (MARCHIOSI et al., 2009), como observado neste 

trabalho. 

As plantas resistentes apresentaram, também, compostos ligados ao 

metabolismo do carbono, sendo proteínas relacionadas ao metabolismo e à geração 

de energia nos vegetais. Entre elas, está a expressão da enzima malato 

desidrogenase, enzima essencial no metabolismo do malato. A expressão dessa 

pode ter ocorrido nas plantas devido ao seu metabolismo normal ou estimuladas 

pelo uso do glyphosate, pois essa já apresentou expressão estimulada por 

herbicidas. Outra enzima-chave no processo, que foi expressa, foi a gliceraldeido-3-

fosfato desidrogenase, uma enzima fundamental na síntese de glicose (AHSAN et 

al., 2008). 

Além dessas enzimas, observou-se, nas plantas resistentes, a continuidade 

na via de produção dos aminoácidos cisteína, glicina e alanina, processos 

interrompidos na planta suscetível. Observou-se, também, apenas nas plantas 

resistentes, a expressão da enzima enolpiruvichiquimato-3-fosfato sintase, 

responsável pela síntese dos aminoácidos aromáticos da via do ácido chiquímico 

(triptofano, tirosina e fenilalanina), o que confirma os resultados apresentados 

anteriormente quanto ao possível mecanismo de resistência presente nas plantas. 

Com relação à expressão ligada à tolerância a glyphosate, verificou-se a 

expressão das proteínas do tipo HeatShock, anteriormente expressas nas plantas 

suscetíveis, corroborando o fato de que as plantas resistentes podem apresentar 

uma sinalização a determinados estresses diferentes das plantas suscetíveis. Ainda, 

esteve expressa a enzima EPSPS sintase, responsável pela síntese de EPSPS nos 

vegetais. Não se pode afirmar que esses indivíduos apresentaram, portanto, 

superexpressão enzimática como mecanismo de resistência ao glyphosate, mas 

existe esse indício, como já relatado para a espécie em outros trabalhos (SALAS et 

al., 2012). Reforça-se essa teoria pelo fato de que nenhum dos genótipos 

apresentou a expressão dessa enzima anterior à aplicação do glyphosate. 
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CONCLUSÃO 

 

Conclui-se que a população de Lolium multiflorum originada de Três de Maio 

apresenta resistência ao herbicida glyphosate causada por um conjunto de 

mecanismos-alvo e não alvos de resistência. Essas plantas apresentaram menor 

crescimento se comparadas às plantas suscetíveis e menor expressão de proteínas 

ligadas à defesa da planta contra estresses sem a aplicação do herbicida. Após a 

aplicação de glyphosate, as plantas resistentes expressaram proteínas ligadas ao 

metabolismo energético e síntese de metabólitos secundários além da expressão da 

enzima EPSPS sintase que pode estar ligada a resistência ao glyphosate. 
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CAPÍTULO 3 – Efeitos de mutações na EPSPS na adaptabilidade ecológica e 

competitiva do capim-pé-de-galinha 

 

RESUMO - A resistência de plantas daninhas a herbicidas pode ser causada 
por mecanismos relacionados a mutações na enzima-alvo onde atua o herbicida. 
Entre elas, no capim-pé-de-galinha, existem genótipos com uma única mutação na 
posição 106, e uma dupla mutação nas posições 102 e 106 do gene EPSPS. A 
resistência ao herbicida pode provocar alterações no desenvolvimento e na 
reprodução dessas populações. Com este trabalho, buscou-se identificar e 
quantificar essas alterações por meio de dois estudos. No primeiro, plantas de 
capim-pé-de-galinha de diferentes genótipos, com ambas as mutações, foram 
postas para crescer em conjunto com plantas de soja, na ausência e presença do 
glyphosate. Avaliaram-se características de adaptabilidade dessas plantas, como 
sua sobrevivência ao herbicida, biomassa aérea, número de sementes produzidas e 
fitness relativo. No segundo trabalho, buscou-se conhecer os efeitos de diferentes 
densidades (30 e 130 plantas m²) de cada um desses genótipos na produtividade da 
soja, com e sem a aplicação do glyphosate. Para isso, avaliaram-se a produtividade 
final da soja e a biomassa aérea acumulada pelas plantas de capim-pé-de-galinha. 
Na ausência do herbicida, os genótipos selvagens e com uma única mutação 
apresentaram comportamento semelhante, enquanto com o herbicida passaram a 
comportar-se de maneira semelhante os genótipos com uma ou duas mutações. A 
competição com soja reduziu os benefícios e elevou os custos de resistência, 
principalmente para o genótipo duplo mutado. A interferência causada pelos 
genótipos com uma mutação ou selvagem é maior do que a causada pelo genótipo 
duplo mutado sem o herbicida. A aplicação do glyphosate, mesmo que em plantas 
resistentes, favoreceu a alta produtividade da soja, seja devido aos efeitos do 
herbicida, seja pelas mutações presentes no capim-pé-de-galinha. 
Palavras-Chave: Eleusine indica, fitness, Glycine max, P106S, TIPS, WT 

 

CHAPTER 3– EPSPS mutations effects in goosegrass ecological and 

competitive fitness. 

 

 ABSTRACT - Herbicide resistance in weeds can be caused by mechanisms 
related to mutations in the target enzyme where the herbicide acts. Among them, 
there are genotypes with single mutation at position 106 and double mutation at 
positions 102 and 106 of the EPSPS gene. Resistance to the herbicide can cause 
changes in the development and reproduction of these populations. Here we aimed 
to identify and quantify these changes by two studies. In the first, goosegrass 
genotypes plants of both genotypes with no, single and double mutations (WT, 
P106S and TIPS respectively) were set to grow together with soybean plants in the 
absence and presence of glyphosate. Adaptability characteristics of these plants 
were evaluated, such as their herbicide survival, aboveground ddry mass, produced 
seeds dry mass and relative fitness to these characteristics. In the second work, we 
tried to determine effects of different densities (30 and 130 plants m²) of each of 
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these genotypes on soybean yield, with and without glyphosate application. For that, 
the final soybean yield and the aboveground dry mass accumulated by the 
goosegrass plants were evaluated. In the absence of the herbicide the genotypes 
WT and P106S presented similar behavior. With herbicide, P106S and TIPS were 
similar. Competition with soybean reduced the benefits and raised the costs of 
resistance, especially for TIPS genotype. The interference caused by the P106S and 
WT genotypes was greater than that caused by the TIPS genotype without the 
herbicide. The application of glyphosate, even in resistant plants favored high 
soybean yield, due to the effects of the herbicide in P106S genotype and the 
mutations present in the TIPS goosegrass. 
Keywords: Eleusine indica, fitness, Glycine max, P106S, TIPS, WT 

 

INTRODUÇÃO 

 

O capim-pé-de-galinha é uma planta daninha de fisiologia do tipo C4, que 

apresenta rápido crescimento e elevada produção de sementes, sendo considerada 

uma das piores infestantes do mundo (GANESHAIAH; SHAANKER, 1982). Devido a 

sua alta adaptabilidade a diferentes ambientes, torna-se competitiva quando em 

convívio com culturas agrícolas, reduzindo muitas vezes a produtividade dessas 

(TAKANO et al., 2016; BARROSO; YAMAUTI; ALVES, 2010; CHAUHAN; 

JOHNSON, 2008).  

Além da agressividade, o capim-pé-de-galinha apresenta elevado histórico 

de resistência a diversos mecanismos de ação de herbicidas (HEAP, 2017). O 

primeiro relato de resistência ao glyphosate para o capim-pé-de-galinha ocorreu em 

1997, em pomares da Malásia (LEE; NGIM, 2000). Em 2015, a dupla mutação do 

gene EPSPS foi descrita em genótipos de capim-pé-de-galinha e também relatada 

uma população com superexpressão da EPSPS na China (CHEN, et al., 2015; YU, 

et al., 2015). Em 2016, a presença do capim-pé-de-galinha resistente ao glyphosate 

foi relatada também no Brasil (TAKANO et al., 2017). 

A presença de plantas daninhas resistentes, nesse caso do capim-pé-de-     

-galinha, não é apenas influenciada pela aplicação do herbicida. Existem outros 

fatores, como ecológicos, fisiológicos e genéticos, que irão determinar a 

permanência dos alelos resistentes no campo. A combinação desses múltiplos 

fatores determina duas importantes características, denominada de benefício e custo 

da resistência (MAXWEEL; MORTIMER, 1994; SIMMS; RAUSHER, 1987). 



45 
 

 O benefício da resistência (BR) é determinado pela sobrevivência e pela 

fecundidade da planta, resultantes do mecanismo de resistência sobre aplicação e 

seleção do herbicida. Pode ser determinado como uma medida de eficiência 

bioquímica do mecanismo de resistência que protege a planta do herbicida. É função 

particular do herbicida e sua dose, da mutação genética presente na planta, do 

número de alelos mutados e das condições ambientais (VILA-AIUB et al., 2005; 

BECKIE; TARDIF, 2012; BOSTAMAM et al., 2012; ROUX; GASQUEZ; REBOUD, 

2005). 

 Espera-se que plantas que possuam alelos causadores de resistência a 

herbicidas apresentem custo de desenvolvimento se comparadas às que 

apresentam alelos selvagens (custo de resistência, CR), que pode ser medido 

apenas na ausência do fator de seleção, nesse caso o herbicida (VILA-AIUB; NEVE; 

POWLES, 2009; BERGELSON; PURRINGTON, 1996). Porém, esse custo não é 

regra e também depende de diversos fatores ecológicos (VILA-AIUB et al., 2011; 

ROUX et al., 2004).  

 Conhecer o “fitness” de uma planta daninha resistente é essencial para o 

manejo adequado da espécie. Plantas que apresentem alto benefício de resistência 

e baixo ou ausente custo de resistência irão, na ausência do herbicida, evoluir de 

maneira muito rápida no agroecossistema. Ao contrário, plantas com poucos 

benefícios e altos custos tendem a não se disseminar na ausência do herbicida. 

Esses resultados serão os primeiros a estimar o benefício de fitness e o custo da 

resistência conferidos por mutações duplas na EPSPS. Trabalhos desse tipo não 

existem na literatura, pois na maioria das vezes deixa-se de estudar a fecundidade 

dos genótipos resistentes. 

 Sendo assim, objetivou-se com este trabalho avaliar os níveis de benefício e 

custo da resistência dos genótipos P106S e TIPS do capim-pé-de-galinha, em 

comparação ao genótipo selvagem, na presença/ausência do glyphosate e da soja 

como competidora e, ainda, os efeitos de diferentes densidades desses genótipos 

na produtividade final dessa cultura. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Material vegetal 

 

Dois experimentos foram realizados entre os anos de 2016 e 2017, um no 

“Instituto de Investigaciones Fisiológicas y Ecológicas Vinculadas ala Agricultura” - 

IFEVA, localizado na Faculdade de Buenos Aires - UBA, Buenos Aires, Argentina 

(34°35’27,97”S; 58°28’46,09”O) e outro na Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias – FCAV, em Jaboticabal – Brasil (21°14’43.42”S; 48°17’32.80”W). 

Sementes de Eleusine indica (planta autógama) foram coletadas em campos de 

produção de palma na Malásia, na região de Jahor. Essa população apresentou 

genótipos resistentes e suscetíveis ao herbicida glyphosate (JALALUDIN et al., 

2010). 

Esses genótipos foram selecionados, sendo eles: genótipo selvagem (WT - 

suscetível), mutantes para Pro-106-Ser (P106 - resistente) e mutantes para Pro-106-

Ser + Thr-102-Ile (TIPS - resistente). Os genótipos selecionados apresentaram-se 

homozigóticos e foram isolados em condições de casa de vegetação para produção 

de sementes (JALALUDIN et al., 2014). A progênie de cada planta originada das 

linhas puras foi analisada por marcadores moleculares para a confirmação das 

mutações no gene EPSPs, e as sementes restantes, utilizadas neste trabalho 

(anexo1). Essas mesmas sementes foram utilizadas em outros trabalhos nos quais a 

resistência/suscetibilidade de cada genótipo foi também confirmada (YU et al., 

2015). Até o presente momento, sabe-se que estes genótipos apresentam 

unicamente como mecanismo de resistência ao glyphosate a(s) mutação(ões) no 

gene EPSPs. 

A soja (Glycine max) utilizada nos experimentos foi a cultivar DM4614-IPRO 

(DonMario, Buenos Aires), no experimento em Buenos Aires, e a soja M7110 – 

IPRO (Monsanto, São José dos Campos), no Brasil, ambas tolerantes ao glyphosate 

com hábito de crescimento indeterminado. 
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Benefício (P106S vs TIPS) e Custo da Resistência (WT vs P106S vs TIPS) 

 

Este experimento foi conduzido em vasos em condições semicontroladas, 

durante os meses de dezembro/março, avaliando-se os efeitos dos genótipos (WT, 

P106S e TIPS), do glyphosate (0 e 1.080 g ha-1) e da competição com a soja 

(controle e 55 plantas m-2), no crescimento vegetativo e reprodutivo do capim-pé-de-

-galinha. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, 

separando-se a aplicação ou não do glyphosate, com esquema fatorial 3x2 para 

cada, em quatro repetições.  

 Sementes dos genótipos WT, P106S e TIPS e soja foram semeadas em 

vasos de 30 litros (30 cm x 30 cm x 30 cm) contendo um substrato orgânico 

composto das mesmas proporções entre solo orgânico, areia e turfa. Depois que o 

capim-pé-de-galinha germinou e emergiu, ele foi desbastado para duas plantas por 

vaso (22 plantas m-2). Nos tratamentos com glyphosate, esse desbaste ocorreu após 

a aplicação do herbicida. Utilizou-se maior densidade de semeadura inicial para o 

genótipo P106S, pois esperava-se um porcentual de mortalidade de plantas (YU et 

al., 2015). Por ocasião da semeadura do capim-pé-de-galinha, quatro sementes de 

soja foram semeadas nos mesmos vasos (44 plantas m-2), conforme a Figura 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema final do arranjo de plantas de Eleusine indica e soja, após os 
desbastes realizados. 
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 Na ocasião da emissão da quarta folha do capim-pé-de-galinha (coincidindo 

com o estágio de dois trifólios da soja), as plantas foram tratadas com 1.080 g ha-1 

de glyphosate (Roundup Control Max, Monsanto, Argentina), utilizando-se de uma 

câmara de aplicação equipada com jato do tipo leque plano, aplicando 140 L ha-1 de 

calda, pressurizada a 200 kPa, e velocidade de 2,0 km h-1. Por ocasião da emissão 

do quarto trifólio da soja, os vasos foram adubados (kg ha-1) com: 53 N; 48 P; 79 K; 

12 Mg; 0,83 Fe; 0,06 B; 0,08 Zn e 0,08 Mn. Os vasos foram regados visualmente, 

sempre que necessário. A sobrevivência dos genótipos ao herbicida foi avaliada 

vinte e um dias após o tratamento. A sanidade das plantas foi mantida pela 

aplicação de cipermetrina e deltametrina, quinzenalmente, durante a condução do 

experimento, para o controle de lagartas nas plantas do capim-pé-de-galinha, e de 

tripes na soja. 

 Algumas características dos genótipos foram estimadas a fim de se entender 

os padrões de alocação de recursos para os tecidos vegetativos e reprodutivo da 

planta. Na maturação das plantas (94 dias desde sua germinação), os genótipos de 

capim-pé-de-galinha WT, P106S e TIPS tiveram sua biomassa aérea colhida e seca 

em estufa com circulação forçada de ar a 80°C, por 72 horas, para a determinação 

da massa seca aérea. As inflorescências com sementes maduras produzidas pelas 

plantas foram coletadas diariamente, desde a primeira maturação até a última 

avaliação. As inflorescências imaturas também foram coletadas na última avaliação 

e somadas à massa seca aérea. As inflorescências de cada planta foram 

debulhadas para separar as sementes das palhas, estimando-se a massa total de 

sementes. A massa seca de sementes dividida pela soma da massa seca aérea, 

mais a massa seca de sementes (massa seca total) acumulada por planta, 

determinaram o esforço reprodutivo.  

Uma análise de variância (ANOVA) foi realizada para determinar o efeito de 

cada genótipo, do glyphosate e da competição com a soja, em cada característica 

de adaptabilidade avaliada, separando-se os dados entre aplicação ou não do 

herbicida glyphosate. 

O fitness (W) de cada planta depende igualmente da proporção de plantas 

que sobrevivem (S) ao glyphosate e dispersam suas sementes, e da fecundidade (F) 

dessas plantas na maturidade ou no crescimento vegetativo (C) (W = S x F ou  W= S 
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x C) (FUTUYMA, 2013). Com a estimativa de sobrevivência e da fecundidade (nesse 

caso, massa seca de sementes produzidas por planta) sobre a aplicação de 

glyphosate e competição, o fitness dos genótipos WT, P106S e TIPSP foi estimado 

como relativo ao maior fitness pela equação 2, calculando-se o benefício da 

resistência ao herbicida. 

 

[Eq.2]  𝑊𝑎 =  
𝑆𝑎𝐹𝑎

𝑆𝑓.𝐹𝑓
 

 

 Em que o fitness de um genótipo “a” (Wa) é igual à contribuição linear de sua 

sobrevivência (Sa) e fecundidade (Fa) sobre o tratamento do herbicida relativo à 

sobrevivência (Sf) e à fecundidade (Ff) do genótipo de maior fitness “f”.  

 A soja teve, por ocasião da coleta final de sementes do capim-pé-de-galinha, 

suas vagens colhidas e pesadas. Esses valores foram submetidos à análise de 

variância com as médias dos dados, a qual, quando significativa, teve suas médias 

comparadas pelo teste de Fisher (p≤0,05), pelo programa estatístico InfoStat®. 

 O custo da resistência, neste caso, foi calculado para a ausência do herbicida 

glyphosate, seguindo a equação 3. 

 

[Eq. 3] CR = 1 – (Wr/Ws) 

 

Em que o custo de resistência (CR) é calculado pela divisão do fitness (W) do 

genótipo resistentes Wr (P106S e TIPS) pelo fitness do genótipo suscetível Ws 

(WT). Custos de resistência variam de 0,99 (altos custos) a 0 (baixo custo). Valores 

negativos denotam vantagens adaptativas do genótipo resistente sobre o suscetível, 

na ausência do agente selecionado, neste caso o herbicida. 

 

Efeitos competitivos do capim-pé-de-galinha (WT, P106 e TIPS) na soja 

 

Este experimento foi conduzido em vasos em condições semicontroladas, 

durante os meses de setembro a fevereiro, avaliando-se os efeitos do genótipo (WT, 

P106S e TIPS), do glyphosate (0 e 1.080 g ha-1) e da densidade de plantas do 

capim-pé-de-galinha (0; 30 e 130 plantas m2), na produtividade da soja (33 plantas 

m2). O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com esquema 



50 
 

fatorial 3x2x3, em quatro repetições. As espécies foram germinadas no próprio 

substrato e posteriormente desbastadas para as respectivas densidades (Figura 2). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Esquema final do arranjo de plantas de Eleusine indica e soja, após os 
desbastes realizados. 

 

Foram utilizados vasos com capacidade para 30 litros preenchidos com 

Latossolo Vermelho-Escuro com as seguintes características: pH: 6,7; MO: 10 g dm-

³, P-(res.): 18 mg dm-³; K, Ca, Mg, H+Al, SB, T e V(%): 0,9; 54; 14; 11; 69; 80,1 

mmolc dm-³ e 86%, respectivamente; e teores de argila, silte, areia fina e areia 

grossa de: 60; 20; 14 e 6 %, respectivamente. Por ocasião da semeadura, esses 

vasos foram adubados com 400 kg ha-1 da formulação 4-14-8 (N-P-K). As plantas 

foram irrigadas sempre que visualmente necessário, e a fitossanidade, mantida pela 

aplicação de fungicidas (epoxiconazol + piraclostrobina), acaricida (espirodiclofeno) 

e inseticidas (tiametoxam+ lambda-cialotrina) para o controle de lagartas, tripes e 

oídio. 

Nos tratamentos com a aplicação de glyphosate, essa ocorreu por ocasião da 

emissão da quarta folha pelo capim-pé-de-galinha (coincidindo com dois trifólios 

expandidos da soja). Aplicaram-se 1.080 g e.a. ha-1 de glyphosate (Roundup Ready, 

Monsanto, Brasil, São José dos Campos) utilizando-se de pulverizador costal de 

pressão constante (CO2), acoplado a uma barra de dois metros e quatro pontas de 

pulverização modelo XR 100.02 (TeeJet), previamente calibrado para consumo de 

calda de 200 L ha-1, com pressão de 200 kPa e velocidade de 2 km h-1. 

 Por ocasião do final do ciclo do capim-pé-de-galinha (124 dias), as plantas 

tiveram sua parte aérea cortada rente ao solo, sendo essas submetidas a secagem 

em estufa com circulação forçada de ar (60°C), por 72 horas, para posterior 
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obtenção da massa seca aérea. Ao final de ciclo (140 dias), as vagens de soja foram 

colhidas, e seus grãos trilhados para a obtenção da produtividade estimada, 

corrigida para 13% de umidade. A produtividade da soja e a massa seca aérea das 

plantas de capim-pé-de-galinha foram submetidas à análise de variância com as 

médias, que quando significativa, comparadas pelo teste de Fisher (p≤0,05), pelo 

programa estatístico InfoStat®. 

 

RESULTADOS 

 

Benefício (P106S vs TIPS) e Custo da Resistência (WT vs P106S vs TIPS). 

 

Com relação ao desenvolvimento da parte aérea não reprodutiva das plantas 

de capim-pé-de-galinha, notou-se que, na ausência do herbicida glyphosate, não 

ocorreram interações entre o crescimento de genótipos e a convivência ou não com 

plantas de soja, diferentemente do que ocorreu na presença do herbicida. Para a 

massa seca de sementes e esforço reprodutivo, houve interações sem e com a 

aplicação do glyphosate (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Efeitos do genótipo (G), da interferência ou não com plantas de soja (I) e 
da interação entre esses fatores (G x I), na massa seca aérea, massa seca 
de sementes e esforço reprodutivo do capim-pé-de-galinha, sem e com a 
aplicação do herbicida glyphosate (1.080 g e.a. ha-1). 

Massa Seca Aérea 
Sem glyphosate Com glyphosate 

F p F p 

G 106,69 <0,0001 210,94 <0,0001 

I 459,24 <0,0001 755,82 <0,0001 

G x I 2,62 0,1267 189,09 <0,0001 

Massa Seca Sementes 
Sem glyphosate Com glyphosate 

F p F p 

G 74,39 <0,0001 176,13 <0,0001 

I 208,77 <0,0001 662,08 <0,0001 

G x I 7,82 0,0043 162,08 <0,0001 

Esforço reprodutivo 
Sem glyphosate Com glyphosate 

F p F p 

G 8,49 0,0025 120,05 <0,0001 

I 6,3 0,0218 3,5 0,0776 

G x I 3,47 0,0532 3,5 0,0519 
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Na ausência do herbicida, as plantas dos genótipos WT e P106S 

apresentaram maior desenvolvimento (em média 54%) do que as plantas do 

genótipo TIPS, competindo ou não com a soja. A competição entre espécies, neste 

caso, diminuiu para todos os genótipos o acúmulo de massa seca no período 

avaliado. Na presença do herbicida, sem competir com a soja, os genótipos P106S e 

TIPS obtiveram igual crescimento, já que as plantas do genótipo WT morreram após 

a aplicação do glyphosate. Convivendo com a soja, os crescimentos dos genótipos 

P106S e TIPS foram reduzidos em 98 e 96,5%, respectivamente. Ambos os 

genótipos resistentes obtiveram iguais crescimentos na ausência ou na presença da 

competição com a aplicação do glyphosate (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Massa seca aérea de plantas de capim-pé-de-galinha dos genótipos WT, 
P106S e TIPS (barras brancas), competindo ou não com soja (barra preta e 
barra cinza) sem a aplicação de glyphosate (A) e dos genótipos WT (barra 
preta), P106S (barra cinza) e TIPS (barra branca) competindo ou não com 
a soja com a aplicação de glyphosate (1.080 g e.a. ha-1) (B). Barras 
verticais denotam o erro-padrão da média (n = 4). Diferentes letras indicam 
diferenças significativas, de acordo com o teste de DMS de Fisher (p≤0,05).  

 

Na ausência do herbicida, as plantas dos genótipos WT e P106S obtiveram 

maior produção de sementes do que as plantas do genótipo TIPS competindo ou 

não com a soja. A competição entre espécies, neste caso, diminuiu para todos os 

genótipos a produção de sementes, porém de maneira mais acentuada para as 

plantas do genótipo TIPS. Na presença do herbicida, sem competir com a soja, os 

genótipos P106S e TIPS produziram sementes de maneira semelhante. Não ocorreu 

produção de sementes do genótipo WT, já que as plantas foram controladas pelo 
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herbicida. Convivendo com a soja, reduziram-se as produções de sementes nos 

genótipos P106S e TIPS em 98 e 96,5%, respectivamente. Ambos os genótipos 

resistentes obtiveram iguais produção de sementes na ausência ou na presença da 

competição (Figura 4). 

 

 

 

Figura 4. Massa de sementes do capim-pé-de-galinha dos genótipos selvagem (WT) 
(barra preta), P106S (barra cinza) e TIPS (barra branca) competindo ou 
não com a soja, sem (A) e com (B) a aplicação de glyphosate (1.080 g e.a. 
ha-1). Barras verticais denotam o erro-padrão da média (n = 4). Diferentes 
letras indicam diferenças significativas, de acordo com o teste de DMS de 
Fisher (p≤0,05). 

 

Sem o glyphosate e sem a competição, plantas dos genótipos WT e P106S 

alocaram maiores recursos para reprodução do que o genótipo TIPS. Em 

competição, os genótipos alocaram quantidades semelhantes de recursos 

destinados à reprodução. A competição diminuiu a alocação de recursos 

reprodutivos para os genótipos WT e P106S, em 20 e 25,4%, respectivamente 

(Figura 5). Na presença do herbicida, sem competição, WT e P106S alocaram 

semelhantes recursos para reprodução, enquanto competindo o genótipo TIPS 

alocou mais recursos destinados à reprodução do que o genótipo P106S. Fica claro 

que a queda no esforço reprodutivo ocorre apenas para os genótipos WT e P106S, 

sendo que se mantém para plantas do genótipo TIPS, independentemente da 

aplicação do herbicida ou da convivência com outras plantas (Figura 5). 
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Figura 5. Esforço reprodutivo de plantas do capim-pé-de-galinha dos genótipos 
selvagem (WT) (barra preta), P106S (barra cinza) e TIPS (barra branca) 
competindo ou não com a soja, sem (A) e com (B) a aplicação de 
glyphosate (1.080 g e.a. ha-1). Barras verticais denotam o erro-padrão da 
média (n = 4). Diferentes letras indicam diferenças significativas, de acordo 
com o teste de DMS de Fisher (p≤0,05). 

 

 

 Na presença do herbicida glyphosate, o genótipo TIPS apresentou maior 

desenvolvimento aéreo e produziu maior quantidade de sementes que o genótipo 

P106S. Os maiores valores foram obtidos na ausência de competição das plantas 

com a soja. O genótipo TIPS obteve o dobro do fitness obtido pelo genótipo P106S. 

A competição do capim-pé-de-galinha com a soja afetou de maneira acentuada o 

fitness de ambos os genótipos, porém sendo três vezes maior o fitness obtido pelo 

genótipo TIPS, se comparado ao P106S (Tabela 2). 

 Para a produção de sementes, o genótipo TIPS também obteve o maior 

fitness na ausência de competição. Novamente esse fitness foi o dobro do genótipo 

P106S. O fitness obtido para a produção de sementes de ambos os genótipos, sob 

competição com a soja, foi semelhante ao obtido para o desenvolvimento vegetativo, 

sendo o fitness do genótipo TIPS três vezes superior ao fitness do genótipo P106S 

(Tabela 2). 

A competição com as plantas de soja, neste caso, reduziu de maneira 

significativa o fitness de ambos os genótipos, em ambas as condições, mas de 

maneira acentuada para o genótipo P106S. Na média, as reduções do fitness do 

genótipo P106S foram de 49 e 54 vezes para produção de massa seca aérea e de 
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sementes, respectivamente, e de 33 vezes para ambas as condições de fitness do 

genótipo TIPS (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Benefício de fitness da resistência dos genótipos do capim-pé-de-galinha 
P106S e TIPS. O benefício de fitness foi estimado como o fitness relativo 
entre genótipos resultantes da combinação entre sobrevivência das plantas 
e o crescimento vegetativo ou produção de sementes, nas plantas tratadas 
com 1.080 g e.a. ha-1 de glyphosate. 

Benefício de Resistência - Fitness (W)* 

Genótipos 
Biomassa Aérea 

Controle Competição 

P106S 0,49 0,01 

TIPS 1,00 0,03 

Genótipos 
Massa Sementes 

Controle Competição 

P106S 0,54 0,01 

TIPS 1,00 0,03 

* As médias de sobrevivência das plantas foram calculadas com base em 120 indivíduos para cada 
genótipo. O fitness (W) foi estimado em relação ao maior fitness encontrado (genótipo TIPS sem 
competição).  
 

 

 Na ausência do herbicida glyphosate, não ocorreram custos de resistência 

para o genótipo P106S, na ausência da competição com a soja, obtendo esse 

genótipo fitness superior de crescimento vegetativo e de produção de sementes do 

que o genótipo suscetível WT. O genótipo TIPS, na ausência de competição, obteve 

custos de resistência de 34 e 65% para a produção de massa vegetativa e de 

sementes, respectivamente (Tabela 3). 

 Em competição, todos os genótipos resistentes apresentaram custos. O 

genótipo P106S, porém, apresentou baixos custos comparados ao genótipo WT, que 

variaram entre 8 e 17% para a produção de massa seca vegetativa e reprodutiva, 

respectivamente. O TIPS apresentou elevado custo de resistência, em torno de 95% 

para ambas as características avaliadas. Notou-se, portanto, que o genótipo P106S 

não apresenta nenhum ou baixo custo de resistência, enquanto o genótipo TIPS 

apresenta valores elevados de custos, principalmente sob competição (Tabela 3). 
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Tabela 3. Estimativa do custo da resistência biológica e ecológica para os genótipos 
P106S e TIPS do capim-pé-de-galinha. O custo de resistência foi avaliado 
em termos de massa seca aérea e massa seca de sementes com e sem a 
competição com a soja, em relação ao genótipo suscetível (WT). Valores 
menores que um indicam vantagem de fitness do genótipo resistente sobre 
o suscetível, na ausência da seleção do herbicida. 

Genótipos 
Massa seca aérea 

Controle Competição 

P106S - 0,04 0,08 

TIPS 0,34 0,95 

Genótipos 
Massa seca sementes 

Controle Competição 

P106S -0,04 0,17 

TIPS 0,65 0,96 

 

 

Efeitos competitivos do capim-pé-de-galinha (WT, P106 e TIPS) na soja. 

 

Com relação às características reprodutivas da soja, em ambos os 

experimentos a produção de vagens sofreu efeitos dos diferentes genótipos e da 

aplicação do glyphosate, mas não da interação entre esses fatores (Tabela 4).  

 
Tabela 4. Efeitos do genótipo (G) e da aplicação de glyphosate (A) na biomassa 

reprodutiva e na produtividade da soja. 

Biomassa reprodutiva/ 
Produtividade 

Experimento 1 Experimento 2 

F p F p 

G 4,84 0,0208 5,18 0,0105 

A 26,94 0,001 25,96 <0,0001 

G x A 0,13 0,8766 0,52 0,5976 

 
Para a biomassa total reprodutiva no experimento um, o genótipo TIPS 

interferiu menos do que o genótipo WT. O genótipo P106S exerceu efeito 

semelhante aos demais. No experimento dois, a convivência com o genótipo TIPS 

foi a que menos interferiu no desenvolvimento e na produtividade da soja. A 

interferência na produtividade da soja, causada pelo convívio de plantas WT e 

P106S, foi semelhante, estatisticamente, semelhante ao experimento um (Figura 5). 
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Figura 5. Efeitos de plantas de Eleusine indica dos genótipos WT, P106S e TIPS 
(barras brancas) e da aplicação (1.080 g e.a. ha-1) ou não de glyphosate 
(barra preta e cinza, respectivamente), na produtividade média da soja. 
Plantas de Eleusine indica crescendo nas densidades de 30 e 130 plantas 
m-2. Barras verticais denotam o erro-padrão da média (n = 6-10). O valor de 
p e as diferentes letras indicam diferenças significativas entre os genótipos, 
de acordo com o teste de Fischer a 5%.  

 

Em ambos os experimentos, aplicação de glyphosate diminuiu a interferência 

causada pelo capim-pé-de-galinha na soja, pois garantiu maior produção de vagens 

e, consequentemente, maior produtividade média à cultura. A aplicação nesse caso 

anulou a interferência do genótipo WT, pois todas as plantas foram mortas e 

implicou penalidades no desenvolvimento vegetativo do genótipo P106S. 

 Essas diferenças de crescimento são reforçadas com os dados observados, 

nos quais, na ausência do herbicida, o genótipo selvagem (WT), suscetível ao 

glyphosate, cresceu de maneira semelhante ao genótipo resistente P106S, sendo 

ambos superiores em seu desenvolvimento, se comparados ao genótipo resistente 

TIPS (Tabela 3). 

Plantas dos genótipos WT e P106S acumularam 2,7 vezes mais biomassa do 

que o genótipo TIPS durante o período avaliado. Na presença do herbicida, o 

genótipo P106S obteve desenvolvimento semelhante ao TIPS. As plantas selvagens 

morreram com a aplicação do herbicida. Plantas do genótipo P106S tiveram seu 

crescimento reduzido em 79% com a aplicação do glyphosate, enquanto plantas do 

genótipo TIPS, em média 30% (Figura 6).  
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Tabela 3. Efeitos do genótipo (G) e da aplicação de glyphosate (A) na biomassa 
aérea de plantas de capim-pé-de-galinha. 

Biomassa aérea F p 

G 9,06 0,0009 

A 8,1 0,008 

G x A 5,9 0,0216 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Massa seca aérea produzida por plantas de capim-pé-de-galinha selvagem 
(WT) (barra preta), P106S (barra cinza) e TIPS (barra branca) competindo 
com a soja, nas densidades de 30-130 plantas m², com e sem a aplicação 
de glyphosate (1.080 g e.a. ha-1). Barras verticais denotam o erro-padrão 
da média (n = 4-8). O valor de p e as diferentes letras indicam diferenças 
significativas entre os genótipos, de acordo com o teste de Fisher a 5%.  

 

 

DISCUSSÃO 

 

 Com relação ao desenvolvimento vegetativo e à produção de sementes, 

notou-se que para ambos os experimentos, o genótipo resistente P106S apresentou, 

na ausência do herbicida glyphosate, comportamento semelhante ao genótipo 

suscetível WT. Esse fitness semelhante entre genótipos foi refletido no custo da 

resistência do genótipo P106S, que chegou a ser negativo quando comparado ao 

WT, na ausência da soja, indicando superioridade nesse caso do genótipo resistente 

P106S, frente ao suscetível WT. Nesse caso, a mudança de bases na posição 

parece não conferir mudanças perceptíveis no desenvolvimento vegetal, nas plantas 

do genótipo P106S, nas condições em que foi conduzido o experimento. Essas 

a a

b

c

b b

0

50

100

150

200

250

WT P106S TIPS WT P106S TIPS

Sem glyphosate Com glyphosate

M
as

sa
 s

ec
a 

aé
re

a 
  

(g
)



59 
 

mutações, sem prejuízos na ligação da enzima com o substrato, ocorrem também 

para outras espécies, como observado no capim-amargoso, que apresenta 

mutações na enzima EPSPS, sem prejuízos em seu crescimento (GALEANO et al., 

2016). 

Para os genótipos resistentes, na ausência do herbicida e da competição 

entre plantas, o genótipo P106S mostrou maior produção frente ao TIPS, que foi por 

vezes inferior também ao desenvolvimento do genótipo WT. Em competição, todos 

os genótipos reduziram seu desenvolvimento, chegando, por exemplo, o genótipo 

TIPS a apresentar custo de resistência de 95%. Tem-se relatado que a dupla 

mutação na enzima EPSPS reduz a afinidade dessa com seu substrato; neste caso, 

o fosfoenolpiruvato impacta a produção de aminoácidos e o desenvolvimento das 

plantas (YU et al., 2015; MAEDA; DUDAREVA, 2012). Esses valores estão bem 

próximos aos observados em outros trabalhos, como, por exemplo, na resistência a 

inibidores da ALS em Amaranthus powellii, que em competição entre plantas 

apresentou os mesmos custos de resistência (TARDIF; RAJCAN; COSTEA, 2006). 

 Com a aplicação do glyphosate, as plantas WT foram controladas. O genótipo 

P106S sofreu com a aplicação do herbicida, enquanto o TIPS não, fazendo com que 

o benefício de fitness, na ausência de competição, fosse maior para o TIPS. Esse 

efeito de fitointoxicação do genótipo P106S deve-se à não total insensibilidade da 

enzima ao herbicida glyphosate, como já relatado em outros trabalhos (SAMMONS; 

GAINES, 2014; ALIBHAI et al., 2010). Em alguns casos, por conferir baixos níveis de 

resistência às plantas, pode ocorrer mortalidade de plantas, mesmo das que 

apresentem essa mutação (KAUNDUN et al., 2011; KAUDUN et al., 2008).  

 A insensibilidade diferencial ao herbicida entre esses genótipos está 

relacionada à ligação do glyphosate na EPSPS. Tem-se que para inibir a atividade 

da EPSPS pela metade, em plantas com mutações na posição 106 da enzima, são 

necessários 87 µM de glyphosate, enquanto essa concentração é de 53.000 µM 

para plantas com dupla mutação, como o genótipo TIPS (YU et al., 2015). 

Decorrente dessa fitointoxicação no genótipo P106S, na presença do herbicida, o 

desenvolvimento dos genótipos resistentes foi semelhante nos dois experimentos.  

Em todos os casos e para as características avaliadas, observou-se que a 

competição entre plantas de capim-pé-de-galinha e soja impactou ainda mais as 
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penalidades observadas no desenvolvimento das plantas resistentes. Espera-se que 

a presença de estresses, sejam eles bióticos, sejam eles abióticos, eleve os custos 

de resistência das plantas daninhas, como aqui observado (BERGELSON; 

PURRINGTON, 1996; MARAK; BIERE; VAN DAMME, 2003). 

Devido aos comportamentos supracitados, a soja sofreu maiores reduções de 

produtividade quando em convivência com os genótipos WT e P106S. A aplicação 

do glyphosate assegurou maiores produções à cultura, mesmo tratando-se de 

plantas resistentes, pois a fitointoxicação causada ao genótipo P106S e o custo de 

resistência presente no genótipo TIPS, somados ao desenvolvimento da cultura, 

foram suficientes para diminuir a interferência. 

 Do ponto de vista evolutivo, recomenda-se, em qualquer área com resistência 

ao glyphosate, dentre as práticas de manejo, a troca do mecanismo de ação do 

herbicida a ser aplicado. Pelos resultados aqui demonstrados, na ausência do 

herbicida glyphosate, tanto o genótipo selvagem (WT) como o resistente (P106S) 

tendem a evoluir e a aumentar suas densidades na área, pois crescem e produzem 

sementes de maneira semelhante. Sendo assim, a não aplicação do glyphosate não 

tende, a longo prazo, a diminuir o banco de sementes P106S, apenas do genótipo 

TIPS, que apresentou elevados custos de resistência. Na presença do herbicida, 

tendem a perpetuar-se na área os genótipos P106S e TIPS, que se desenvolvem de 

maneira semelhante com a aplicação do glyphosate. 

Nas aplicações, misturas com o herbicida glyphosate podem ser realizadas, 

mas deve-se atentar para as misturas utilizadas, evitando-se a seleção de 

populações a outros herbicidas, como as encontradas na Malásia e na Indonésia 

(HEAP, 2017). Ressalta-se, ainda, que podem existir outros fatores aqui não 

estudados que irão impactar de maneira mais acentuada a interferência dessas 

plantas daninhas nas culturas, modificando as conclusões aqui apresentadas, como, 

por exemplo, épocas de emergência de plantas, disponibilidade de nutrientes e água 

no solo, dentre outras. 
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CONCLUSÃO 

 

Sem o glyphosate, os genótipos WT e P106S apresentam comportamento 

semelhante; com o herbicida, passam a comportar-se de maneira semelhante os 

genótipos P106S e TIPS. A interferência causada pelos genótipos P106S e WT é 

maior do que a causada pelo genótipo TIPS. A aplicação do herbicida, mesmo que 

em plantas resistentes, favoreceu a alta produtividade da soja, seja devido aos 

efeitos do herbicida, seja devido às mutações presentes no capim-pé-de-galinha. 
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APÊNDICE A. Expressão proteica em plantas de azevém resistentes e 

suscetíveis ao glyphosate antes e após sua aplicação. 

 

Tabela1. Lista das proteínas diferencialmente expressas em plantas de azevém suscetíveis 
e resistentes ao glyphosate antes da sua aplicação.1Acesso Pfam 2+ proteínas reguladas 
positivamente e – proteínas reguladas negativamente em plantas suscetíveis.  

Acesso1 Proteína 
Expressão (NSAF) Razão 

S-R2 Suscetível Resistente 

PF14697 4Fe-4S dicluster domain 0.066 0.024 + 2.75 

PF00076 Splicing factor 3b 0.005 0.000 + 0.005 

PF00012 Heat shock protein 70kDa 0.005 0.000 + 0.005 

PF00168 Multidrug resistance 0.004 0.000 + 0.004 

PF03947 50S ribossomal protein L2 0.003 0.000  + 0.003 

PF00155 Gamma-glutamyltransferase 0.003 0.000 + 0.003 

PF00274 Fructose-biphosphate aldolase 0.035 0.039 - 0.90 

PF00162 3 phosphoglycerate kinase 0.013 0.017 - 0.76 

PF01716 Oxygen-envolver enhancer protein 0.067 0.070 - 0.96 

PF00004 26S proteasome regulatory complex 0.020 0.031 - 0.65 

PF00044 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 0.024 0.029 - 0.83 

PF00016 Ribulose-biphosaphate carboxylase 0.135 0.184 - 0.73 

PF00542 Ribosomal protein 0.024 0.025 - 0.96 

 

Tabela 2.  Lista das proteínas diferencialmente expressas em plantas de azevém suscetíveis 
e resistentes ao glyphosate após sua aplicação.1Acesso Pfam 2+ proteínas reguladas 
positivamente e – proteínas reguladas negativamente em plantas suscetíveis. (Expressão 
maior do que 0,005). 

Acesso1 Proteína 

 
Expressão (NSAF) 

Razão 
S-R2 

Suscetível Resistente 

PF00162 Phosphoglycerate kinase 1 0.01 0.01 + 2.53 
PF00421 Photosystem II CP43 chlorophyll apoprotein 0.02 0.01 + 2.19 
PF00044 26S proeasome regulatory complex 0.03 0.01 + 1.92 
PF00044 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 0.02 0.01 + 1.90 
PF00273 Fructose biphosphate aldolase 0.02 0.01 + 1.83 
PF01716 oxygen-envolving enhancer 0.05 0.03 + 1.70 
PF14697 4Fe-4S dicluster domain 0.03 0.03 + 1.03 
PF00016 Ribulose-biphosphate carboxylase 0.02 0.11 + 0.15 

PF00275 Photosystem II 10kDa phosphoprotein 0.00 0.030 -0.030 
PF00504 Chlorophyll A-B binding 0.00 0.024 -0.024 
PF02531 Photosystem I reaction center 0.00 0.024 -0.024 
PF01789 Oxygen-envolving enhancer 0.00 0.023 -0.023 
PF00283 Cytochrome B559 subunit 0.00 0.013 -0.013 
PF00542 Ribosomal protein 0.00 0.009 -0.009 
PF15511 Histone H4 0.00 0.008 -0.008 
PF00033 Plastoquinol-plantocyanin reductase 0.00 0.008 -0.008 
PF01333 Apocytochrome F.C-terminal 0.00 0.008 -0.008 
PF08534 Peroxiredoxin 0.00 0.007 -0.007 
PF00034 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 0.00 0.007 -0.007 
PF00275 EPSPS synthase 0.00 0.007 -0.007 
PF01434 Metalloprotease M41 0.00 0.006 -0.006 
PF00009 Translation factor 0.00 0.006 -0.006 
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APÊNDICE B. Processo de obtenção e de purificação dos genótipos de capim-  

-pé-de-galinha 

 

Sequenciamento da EPSPs e clonagem do cDNA 

 

Ressalta-se que estes processos foram realizados anteriormente ao 

experimento por outros autores, mas optou-se por serem inseridos neste trabalho a 

fim de possibilitar a repetitividade dos experimentos aqui descritos. 

O DNA genômico foi extraído de tecidos foliares de plantas resistentes e 

suscetíveis, e o RNA total isolado usando um Kit (Plant RNeasy Mini Kit, Qiagen). A 

contaminação do DNA foi removida usando um kit (Turbo-DNA free kit, Ambion). 

Para o sequenciamento do DNA do EPSPs, um par de primers foi utilizado, 

amplificando uma região altamente conservada em que as mutações pontuais que 

conferem resistência ao glyphosate em plantas e em bactérias, foram encontradas 

(Sammons; Gaines, 2014). O primer “forward” foi designado como EleuSPSPSF (5’-

GCGGTAGTTGTTGGCTGTGGTG-3’), e o primer “reverse”, como EleuSPSPSr (5’-

TCAATCCGACAACCAAGTCGC-3’) (Ng et al., 2003). Foram amplificados 301 pares 

de bases do DNA. Foi posteriormente conduzido um PCR com 25 µl do volume, 

constituído de 1-2 µl do DNA genômico ou cDNA, 0,5 µM de cada primer e 12,5 µl 

da enzima Taq (2x GoTaq Green Master Mix®, Promega). 

 A PCR rodou com o seguinte programa: 94°C por 4 minutos; 40 ciclos de 

90°C por 30 segundos; 57°C (temperatura de anelamento) por 30 segundos, e 72°C 

por 30-50 segundos, seguida por uma extensão final de 7 minutos, a 72°C. O 

produto da PCR foi purificado em gel de agarose, utilizando-se de um kit (Wizard® 

SV Gel e PCR Clean-up System, Promega) e sequenciado por serviços 

terceirizados. 

 

Desenvolvimento e genotipagem utilizando-se de marcadores dCAPS 

 

Baseado na informação adquirida pelo sequenciamento das plantas 

suscetíveis e resistentes (20 e 80 amostras), foram desenvolvidos marcadores 

dCAPS para detecção de alelos mutantes resistentes e suscetíveis (selvagens), nas 
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posições 102 e 106, respectivamente, usando um sistema baseado em rede (dCAPS 

web-basedfinder 2.0). A ausência do A ou T foi introduzida no primer “forward” RsaIF 

((5’-TGCAGCTCTTCTTGGGGAATGCTGGTA-3’), mais dois nucleotídeos acima do 

sítio de mutação 102 (N+2), criando assim um sítio de restrição para Rsal (GT^AC) 

na sequência selvagem. Qualquer mutação resultando uma substituição da Thr-102 

aboliria o sítio de restrição. Depois, o par de primers RsaIF e EleuSPSPr foi usado 

para amplificar um fragmento de 234 pares de bases que foi digerido com a enzima 

RsaI. O alelo selvagem (WT) geraria uma simples banda com fragmento de 208 

pares de bases, enquanto a mutação no alelo 102 geraria uma banda não digerida 

de 234 pares de bases. Sequências heterozigóticas no 102 produziriam ambas as 

bandas de 208 e 234 pares de bases.  

Similarmente, uma troca G para C foi introduzida na sequência do primer 

“forward” Sau96IF (5’-CTCTTCTTGGGGAATGCTGGAACTGCAATGGGA-3’), na 

posição N+3 do sítio de mutação P106, criando um sítio de restrição para a enzima 

Sau96I (G^GNCC), na sequência selvagem. Qualquer mutação resultante da 

substituição da Pro-106 aboliria o sítio de restrição. Assim, o par de primers Sau96IF 

e EleuSPSPSr foi usado para amplificar um fragmento de 233 pares de bases, a ser 

digerido com a enzima Sau96I. O genótipo selvagem (WT) produziria, assim, uma 

simples banda digerida de 202 pares de bases, enquanto genótipos mutantes 

resistentes no alelo 106 produziriam uma banda não digerida de 233 pares de 

bases. Sequências heterozigóticas na posição 106 deveriam produzir ambas as 

bandas, de 202 e 233 pares de bases (destaca-se que estas não foram 

encontradas). As condições usadas na PCR foram as mesmas das supracitadas, 

exceto pela temperatura de anelamento, que foi de 62°C. As digestões de restrição 

foram realizadas de acordo com as recomendações do fabricante (New 

EnglandoBioLabs), e os padrões de digestão, visualizados em gel de agarose s 2% 

(eletroforese em 120 V por 90 minutos), corado com brometo de etídio. A precisão 

dos marcadores foi confirmada comparando-se os resultados obtidos pelo 

sequenciamento e pelos marcadores por mais de 40 vezes. 

 


