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RESUMO

A cultura do trigo esta sujeita a interferéncia de plantas daninhas, principalmente quando
convive com nabica, azevém e aveia-daninha. A principal medida de controle é o método
quimico, predominando a aplicacdo de herbicidas inibidores da enzima ALS (acetolactato
sintase). Esse grupo apresenta vantagens agrondmicas, toxicoldgicas e ecotoxicoldgicas,
entretanto, devido ao uso intensivo surgiram plantas daninhas resistentes. O objetivo do
trabalho foi comprovar a resisténcia cruzada de um biétipo de nabica a herbicidas inibidores da
ALS, por meio de um ensaio de dose resposta, verificar o mecanismo de resisténcia, verificar o
crescimento dos biotipos e indicar as alternativas para o controle quimico. Todos o0s
experimentos foram realizados em casa de vegetacdo, onde primeiramente foram realizados
ensaios de dose resposta em duas geracdes, a primeira oriunda da populagéo, coletadas de 10
plantas e a segunda com sementes da geracdo F1 (F2) obtidas através de autofecundagéo. Foram
testadas doses crescentes de trés herbicidas inibidores de ALS (metsulfuron-methyl,
imazethapyr e pyroxsulam, sendo a dose recomendada de 3,96; 106,0 e 15,3 g.ia ha?,
respectivamente) e dois bidtipos (suscetivel e com suspeita de resisténcia). Apos a realizagdo
do trabalho de dose resposta, foi estudado o mecanismo de resisténcia, onde foram
desenvolvidos dois trabalhos: um com a busca pela resisténcia devido & mutacdo do sitio de
acdo, onde foram realizadas analises moleculares; e outro, onde foi avaliado se 0 aumento da
metabolizag¢do era um mecanismo envolvido na resisténcia. Outro trabalho foi conduzido para
estudar a diferenca de crescimento entre os biétipos, onde foram comparados o
desenvolvimento dos bi6tipos resistente e suscetivel. Como parte final foram desenvolvidos
dois ensaios, um para avaliar alternativas para o controle quimico do bidtipo resistente. Nos
ensaios de dose resposta foi avaliada a porcentagem de controle aos 21 dias ap6s a aplicagao.
No ensaio de metabolizacdo e alternativa de controle o procedimento foi a avaliacdo da matéria
seca e controle visual. Para avaliagdo da mutacdo utilizou-se programa de bioinformatica,
buscando as mudangas de aminoacidos em posicOes ja descritas das mutagdes que conferem
resisténcia aos inibidores da ALS. Nos ensaios de dose resposta, comprovou-se a resisténcia, o
controle maximo foi de 50, 41 e 30% para metsulfuron-methyl, imazethapyr e pyroxsulam,
respectivamente. Foram obtidos FRzs de 220 para metsulfuron-methyl, FR2s de 388 para
imazethapyr e FR2s de 706 para pyroxsulam. Na geragdo F2, foram obtidos controle maximo
de 55, 88 e 77,5% para metsulfuron-methyl, imazethapyr e pyroxsulam, respectivamente. O
FRso na geragdo F2 foi de 1516 para metsulfuron-methyl, FRso de 58,98 para imazethapyr e
FRso de 247,7 para pyroxsulam. O aumento da metabolizagao néo foi um mecanismo envolvido



com a resisténcia, baseando-se nos dados do experimento com malathion. Todavia, encontrou-
se uma mutacdo na enzima alvo, no sitio de agdo, na posi¢do 574, com a substitui¢do do
triptofano por leucina. Com a execucéo do trabalho de curva de crescimento, percebeu-se uma
diferenca de crescimento entre o bi6tipo resistente em relacdo ao suscetivel. No controle

alternativo todos os tratamentos avaliados foram eficientes para o controle do bi6tipo resistente.

Palavras-chave: Controle quimico, dose resposta, mutagdo, Raphanus raphanistrum



ABSTRACT

The wheat crop is subject to weed interference, especially when it coexists with wild radish,
ryegrass and weed oats. The main control measure is the chemical method, predominantly the
application of herbicides that inhibit the ALS enzyme (acetolactate synthase). This group has
agronomic, toxicological and ecotoxicological advantages, however, due to intensive use,
resistant weeds have emerged. The objective of this work was to prove the cross-resistance of
a wild radish biotype to ALS-inhibiting herbicides, through a dose-response assay, to verify the
resistance mechanism, to verify the growth of biotypes and to indicate alternatives for chemical
control. All experiments were carried out in a greenhouse, where first dose-response assays
were carried out in two generations, the first from the population, collected from 10 plants and
the second with seeds of the F1 (F2) generation obtained through self-pollination. Increasing
doses of three ALS-inhibiting herbicides (metsulfuron-methyl, imazethapyr and pyroxsulam)
were tested, the recommended dose being 3.96; 106.0 and 15.3 g ai ha!, respectively) and two
biotypes (susceptible and suspected of resistance). After performing the dose-response work,
the mechanism of resistance was studied, where two works were developed: one with the search
for resistance due to mutation of the site of action, where molecular analyzes were performed;
and another, where it was evaluated whether the increase in metabolization was a mechanism
involved in resistance. Another work was carried out to study the difference in growth between
biotypes, where the development of resistant and susceptible biotypes were compared. As a
final part, two tests were developed, one to evaluate alternatives for the chemical control of the
resistant biotype, based on molecules registered in the wheat crop. In the dose-response assays,
the percentage of control at 21 days after application was evaluated. In the metabolization test
and control alternative, the procedure was the evaluation of dry matter and visual control. To
evaluate the mutation, a bioinformatics program was used, looking for amino acid changes in
positions already described in the mutations that confer resistance to ALS inhibitors. In the
dose-response assays, resistance was proven, the maximum control was 50, 41 and 30% for
metsulfuron-methyl, imazethapyr and pyroxsulam, respectively. RF25 of 220 for metsulfuron-
methyl, RF25 of 388 for imazethapyr and RF25 of 706 for pyroxsulam were obtained. In the
F2 generation, maximum control of 55, 88 and 77.5% was obtained for metsulfuron-methyl,
imazethapyr and pyroxsulam, respectively. The RF50 in the F2 generation was 1516 for
metsulfuron-methyl, RF50 58.98 for imazethapyr and RF50 247.7 for pyroxsulam. Increased
metabolization was not a mechanism involved with resistance, based on data from the malathion

experiment. However, a mutation was found in the target enzyme, at the site of action, at



position 574, with the replacement of tryptophan by leucine. With the execution of the growth
curve work, it was noticed a growth difference between the resistant biotype in relation to the
susceptible one. In the alternative control, all evaluated treatments were efficient to control the

resistant biotype.

Keywords: Chemical control, dose response, mutation, Raphanus raphanistrum
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1 INTRODUCAO

O surgimento das plantas daninhas esta diretamente relacionado a agricultura. Percebeu-
se, no inicio, que se desenvolviam outras espécies juntamente as plantas cultivadas, com
significativo potencial de interferéncia. Com o crescimento da populagio e, consequentemente,
maior interferéncia antrépica nos cultivos, iniciou-se um processo gradual de selecdo. As
espécies sem interesse agricola passaram a ser indesejadas e sua multiplicagdo e alta capacidade
de adaptacdo permitiram-lhes sobreviver em diversos ambientes, tornando necessaria a adogéo
de medidas de controle (OLIVEIRA JUNIOR; CONSTANTIN; INQUE, 2011)

Com o desenvolvimento dos herbicidas, o controle de plantas daninhas foi facilitado,
assim o manejo quimico foi usado de maneira predominante, por suas vantagens, dentre as quais
pode-se listar: seletividade as culturas, elevada eficiéncia de controle, facilidade de uso, menor
custo, e possibilidade de utilizacdo em diferentes condi¢des edafocliméaticas (AGOSTINETTO
et al, 2010)

Devido a rapida difusdo e ampla adocéo do controle quimico, logo surgiram biétipos de
plantas daninhas resistentes. A resisténcia é entendida como habilidade natural e herdavel de
alguns biétipos dentro da populagdo em sobreviver e se reproduzir apds a exposi¢ao a uma dose
do herbicida que seria letal a populacéo original, suscetivel (CHRISTOFFOLETI; NICOLAI,
2016).

A resisténcia evolui de um processo chamado pressdo de selecdo, onde a utilizacdo
continua do mesmo herbicida, ou utilizag&o de ingredientes ativos diferentes, mas com 0 mesmo
mecanismo de acgdo, seleciona os biétipos resistentes. A resisténcia ja existe naturalmente
devido a grande variabilidade genética das populagdes de plantas daninhas. A variabilidade
natural das plantas daninhas é a fonte para o surgimento de resisténcia; em uma pequena area,
por exemplo, pode-se ter plantas totalmente diferentes, embora muitas vezes isso ndo seja
perceptivel ao olho humano (SCHAFFRATH et al., 2007).

Né&o se tem nenhuma informagdo na literatura que comprove o desenvolvimento de
alguma anormalidade na planta por parte do herbicida, ou seja, que demonstre que o herbicida
cause alguma mutagdo na planta, que resulte em resisténcia (RIZZARDI; VIDAL; FLECK;
AGOSTINETTO, 2002). Dessa forma, ele apenas seleciona na populagdo as plantas que
previamente j& sdo resistentes.

A resisténcia a herbicidas atualmente é o principal problema que atinge a Ciéncia das
Plantas Daninhas, pois afeta diretamente o controle quimico. Com essa evolugéo, a principal

ferramenta de controle vem sendo gravemente comprometida ao longo dos anos. Além disso,
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existem poucas opgdes remanescentes para o controle, assim cada ferramenta que é perdida
restringe drasticamente as opgOes para 0 manejo de plantas daninhas (BRUNHARO et al.,
2014).

A cultura do trigo vem sofrendo com a desvalorizagao comercial nos Gltimos anos. Além
de margem liquida reduzida, devido aos baixos pregos, os agricultores vém enfrentando
dificuldades no manejo, o que contribui para o agravamento da situagdo. O controle quimico é
0 método mais utilizado para controle das principais plantas daninhas que afetam a cultura,
sendo as de maior importancia a nabica (Raphanus raphanistrum e R. sativus), 0 azevém
(Lolium multiflorum) e a aveia-daninha (Avena spp.) (MACIEL; MORAES; BALAN, 2011).
Para controle destas plantas os herbicidas inibidores de ALS, s&o os mais efetivos, sendo pela
seletividade a cultura, alta eficiéncia, classificacéo toxicoldgica e ecotoxicoldgicas favoravel e
custo competitivo (AGOSTINETTO et al., 2008).

A espécie R. raphanistrum vem apresentando alguns problemas com controle no Oeste
do Parand, onde a cultura do trigo € uma das mais afetadas. Ja foram encontrados bi6tipos de
nabica resistentes a inibidores de ALS no Brasil.

O problema mundial mais grave est& na Australia, onde foi comprovada resisténcia a
cinco mecanismos de acgdo, ALS (B), Fotossistema Il (C1), Inibidor de PDS (F1), Inibidores da
HPPD (F2), Auxina sintética (O) em outro caso com confirmagdo de resisténcia multipla a
quatro mecanismos inclui-se os herbicidas do modo de agdo inibidores de AGCML (HEAP,
2021), restando somente saflufenacil (Inibidor da protox) como opgéao para o controle quimico
seletivo desta planta daninha.(MONQUERO; CHRISTOFFOLET]I, 2001).

Estudos de capacidade competitiva tém sido amplamente utilizados para verificar a
resposta da interacdo de uma espécie ou bi6tipo particular na presenca de seu competidor para
avaliar a capacidade de uma planta para suprimir o desenvolvimento de outra com ou sem
prejuizo do seu crescimento (GOLDBERG; LANDA, 1991). Além disso, esses estudos, sdo
importantes para o desenvolvimento estratégias de manejo e para ajudar a prevenir a evolugdo
da resisténcia das plantas daninhas (HENCKES et al., 2019).

A manutenc¢do da eficiéncia do controle quimico é importante para manter a cultura
atrativa e presente na rotacdo de culturas no Sul do Brasil. A hip6tese deste trabalho é que o
bidtipo investigado é resistente aos inibidores da ALS, e que a resisténcia é do tipo cruzada, ou
seja, compromete todos os grupos quimicos inibidores da ALS, e a resisténcia deve-se a
mutacdo na enzima alvo e ndo ao aumento da capacidade de metabolizagdo do herbicida.
Também como hipétese destaca-se que os demais mecanismos de acdo de herbicidas mantem

a eficiéncia no controle da nabica.
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O objetivo desta pesquisa foi confirmar a resisténcia cruzada de um bi6tipo de nabica
oriundo de Catanduvas/PR, aos herbicidas inibidores de ALS; verificar se 0 mecanismo de
resisténcia se deve a uma alteracdo no sitio de a¢do ou ndo; avaliar as alternativas para o controle
quimico do bidtipo resistente; e investigar se o biétipo resistente tem algum comprometimento
no crescimento.

Esta dissertacdo é composta por trés capitulos, onde sdo demostrados, na parte inicial,
os trabalhos de dose resposta; na segunda parte, as informacdes da elucidacdo do mecanismo
de resisténcia e a analise de crescimento dos bidtipos; e, no ultimo, sdo demostrados os

resultados da pesquisa de alternativas para o controle quimico do bi6tipo resistente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas da nabica e interferéncia

A nabica (R. raphanistrum) é uma planta anual de inverno, com raiz principal delgada,
hastes principais com 30 a 90 cm de altura, ramificadas. As folhas sdo pecioladas curtas,
ovadas-oblongas, com 5 a 20 cm de comprimento, as folhas do caule superior so reduzidas,
pecioladas e geralmente inteiras. A inflorescéncia é ramificada, as flores tém de 12 a 18 mm de
diametro com sépalas eretas e fechadas, pétalas amarelas ou menos comumente branco ou roxo,
geralmente com venacgdo escura ou violeta; quatro estames longos e dois curtos (arranjo
tetradindmico). Os pedicelos de frutificagdo tém 1 a 2,5 cm de comprimento. O fruto é uma
silica quase cilindrica, quando fresco, mede 2 a 7,5 cm de comprimento, 3 a 6 mm de espessura,
com uma ponta sem bico de 1 a 3 cm de comprimento. Quando seco o fruto é amadeirado, com
varias nervuras no comprimento e geralmente se contrai entre as sementes. Quando madura, o
fruto se divide transversalmente nas juntas, dividindo-se em unidades cada uma mantendo uma
semente (WARWICK; FRANCIS, 2005).

Esta espécie apresenta lamina foliar com espessura média de 217,28 um. As epidermes
sdo simples, sendo a adaxial pouco mais espessa que a abaxial. Seu mesofilo foliar é
dorsiventral, pouco compacto, o parénquima palicadico apresenta uma camada de células com
espessura média de 61,95 pum, e a espessura média do parénquima lacunoso é de 126,23 um.
As folhas sdo anfiestomaticas, e nas duas faces os estdmatos estdo dispostos no mesmo nivel
das demais células epidérmicas e apresentam grandes cAmaras subestométicas. Tanto na face
adaxial quanto na abaxial os estdmatos sdo anisociticos, sendo os da face adaxial pouco
maiores. Foi verificada maior presenca de estdmatos na face abaxial das folhas, porém essa
diferenca foi pequena. Tricomas tectores unicelulares ndo-ramificados foram observados na
face adaxial das folhas. A cuticula é mais espessa na face adaxial das folhas. Sua taxa de
vascularizacéo foliar média é de um feixe a cada 590 um de largura foliar. (FERREIRA et al,
2002). R. raphanistrum apresenta grande espessura da cuticula da face adaxial, o que é
considerada uma barreira a absorgdo de herbicidas, principalmente os lipofilicos (FERREIRA
etal., 2002).

A nabicga é uma planta originéria da Europa Meridional, amplamente disseminada pelas
regides de clima temperado e subtropical do mundo. No Brasil ocorre com frequéncia na regido
Sul e em menor escala na regido Sudeste e Centro Oeste. Pertence a familia Brassicaceae,

denominada anteriormente de Cruciferae, pois o arranjo das quatro pétalas de suas flores tem a
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disposi¢do de uma cruz (KISSMANN, 1999). Durante a fase vegetativa a por¢do aérea do caule
é pouco desenvolvida, ramificando-se intensivamente. Possui raiz pivotante e cilindrica
(LORENZI, 2006).

Em estudo com oito populagfes de nabica, Sahli et al. (2008) perceberam diferencas
entre os diferentes biétipos, sendo a principal diferenca, o tempo de floragdo e formacéo do
botdo floral, estas caracteristicas de adaptacdo, foram as principais causas que permitiram que
R. raphanistrum se torna uma planta daninha importante.

A hibridacdo é frequente entre as espécies do género Raphanus (sativus e
raphanistrum). Hovick et al. (2012), verificou que populagdes hibridas produziram pelo menos
trés vezes mais sementes que as populagdes selvagens, impulsionada por maior emergéncia e
precocidade de plantulas hibridas e maior taxa de sobrevivéncia, esse trabalho mostrou tambhém
que hibridacéo pode aumentar o sucesso de adaptacdo e colonizacdo em novos habitats.

R. raphanistrum é extremamente bem-sucedida devido as caracteristicas: germinacao
em uma ampla gama de condi¢fes ambientais, ciclo de vida altamente flexivel, alta producédo
de sementes e banco de sementes com longa duragdo, além disso apresenta grande diversidade
genética, o que facilita a sua adaptacdo em varios agroecossistemas (WALSH; OWEN;
POWLES; 2007). Dessa maneira, devido & sua grande diversidade genética contribui na sele¢éo
de bi6tipos resistentes a herbicidas. Na regido Sul ocorre com mais intensidade na época de
inverno, é uma planta resistente a baixas temperaturas e o seu florescimento é estimulado por
dias longos, e por isso no inverno ocorre maior desenvolvimento vegetativo (KISSMANN;
GROTH; 1999)

Como planta daninha possui elevada habilidade competitiva, isso ocorre principalmente
devido a prolificidade da espécie. R. raphanistrum produz uma grande quantidade de sementes
viaveis, infestando intensamente as culturas, especialmente cereais de inverno, como o trigo
(LORENZI, 2006). E uma planta daninha que compete por recursos do meio, como agua,
nutrientes e luz.

Em estudo realizado por Barroso, Yamauti e Alves (2010), verificando a capacidade de
interferéncia de R. raphanistrum e outras plantas daninhas, observou que a nabica tem uma
capacidade de interferéncia que é capaz de reduzir a produtividade em até 33,4% na cultura do
trigo.

Vérios pesquisadores estudaram a interferéncia da nabica no crescimento e
produtividade do trigo. Streibig et al. (1989) relataram que uma planta individual de nabica tem
a capacidade competitiva com o trigo de 5 a 10 vezes maior que o azevém (Lolium rigidum).

Cheam e Code (1995) mostraram que 25 plantas de nabiga m™ reduziram a produtividade do
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trigo de 7 a 11%. A reducdo de produtividade aumentou para 25 a 33% quando a densidade de
nabica era de 100 plantas m™.

Souza, Machado e Velini (2001), buscaram verificar a capacidade competitiva do milho
frente a algumas plantas daninhas, dentre elas o nabo (R. sativus), os resultados demostram que
a planta € capaz de reduzir a capacidade produtividade, sendo que sem a realiza¢do do controle,
reduz drasticamente a matéria seca da planta de milho, além disso, consegue manter o seu
crescimento.

Em estudo realizado por Wandscheer e Pastorini (2008), buscando verificar a
interferéncia alopética de R. raphanistrum, sobre a germinacéo de alface e tomate, percebeu-se
que os extratos feitos a partir desta planta reduziram as varidveis analisadas, sendo que na
concentragdo de 10% de composto extraido das plantas, reduziu em quase 50% a porcentagem

de germinagdo das espécies indicadoras.

2.2 Manejo de plantas daninhas na cultura do trigo

Diversos fatores limitam a produtividade do trigo, dentre os quais se destaca a
interferéncia imposta por plantas daninhas. A intensidade da interferéncia normalmente é
avaliada por meio de decréscimos de producdo e/ou pela redugdo no crescimento da planta
cultivada, como respostas a competicdo pelos recursos de crescimento disponiveis no ambiente,
a alelopatia e aos efeitos indiretos. Entretanto, os resultados da relacdo planta daninha-cultura
dependem, também, de outros fatores especificos, que incluem variagdes meteoroldgicas,
composicao e populacéo das espécies presentes e préaticas de manejo (AGOSTINETTO et al.,
2008).

Ambrosi et al. (2000) mencionaram que em apenas 76,8%, 75,1% e 45,2%,
respectivamente, das lavouras nos Estados do Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul,
apresentaram medidas de controle adequadas. Em termos mundiais, estima-se que a quebra da
producdo potencial de trigo devido a interferéncia das plantas daninhas ndo exceda 10%,
estando o prejuizo causado pelas plantas daninhas, dependente de qual espécie foi submetido a
interferéncia (IAPAR, 2002).

Desse modo, determinar o periodo de controle das plantas daninhas é imprescindivel
para obter sucesso na produtividade e para a escolha do método de controle ideal, pois o grau
de interferéncia entre plantas daninhas e a cultura pode ser alterado em fungéo do periodo em
que a comunidade estiver disputando determinado recurso (BRIGHENTI et al., 2004). No

manejo do trigo, as plantas daninhas devem ser controladas no inicio do desenvolvimento da
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cultura, devendo esse ser eficiente e realizado na época ideal para que ndo ocorram perdas pela
interferéncia de plantas daninhas (AGOSTINETTO et al., 2008). No entanto essa época ndo ¢é
bem definida (ZAGONEL, 2005). De acordo com Agostinetto et al. (2008) o periodo critico de
prevencdo a interferéncia para a cultura vai dos 14 a 24 dias apds a emergéncia.

O nabo, mesmo apresentando caracteristicas distintas da cultura do trigo, pode causar
efeitos negativos significativos a cultura, pois apresenta elevado desenvolvimento vegetativo,
sendo seu porte superior a estatura do trigo. Mesmo em culturas que apresenta similaridade as
plantas cultivadas, pode gerar grande interferéncia, em estudo conduzido com cultivares de
soja, Bianchi et al. (2010) observaram que quando ha convivéncia da cultura com plantas de
nabo, algumas cultivares ndo apresentaram redugdo no crescimento e suportaram a presenca da
espécie competidora, mas, quando competiram pelos recursos do solo, por exemplo, a planta
daninha se mostrou mais avida na interceptacdo desses quando disponiveis no ambiente de
competicdo.

Para o controle das espécies daninhas em lavouras triticolas, dispde-se de alguns
herbicidas eficientes e seletivos (LAMEGO et al., 2013). O controle quimico de plantas
daninhas na cultura do trigo é amplamente utilizado por seu maior rendimento operacional e
eficacia em areas extensas.

O controle quimico é o método mais utilizado para 0 manejo de plantas daninhas por
apresentar maior eficiéncia, ser pratico e rapido, quando comparado com outros métodos, por
exemplo, o controle mecanico é muito dificultado na cultura devido ao espagcamento entrelinhas
reduzido, assim 0s equipamentos causam danos a cultura e levam a redugéo no estande. O
manejo de plantas daninhas representa uma pratica fundamental no sistema de producédo
agricola para manter elevada produtividade dos cultivos, constituindo o controle quimico a
tecnologia mais empregada (FRAGA, 2012).

Atualmente, segundo informacdes do Sistema de Agrotoxicos
Fitossanitarios(Agrofit)/Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento-MAPA (2021),
oito moléculas registradas para aplicagdo em po6s-emergéncia da cultura e das plantas daninhas,
sendo quatro inibidores de ALS (metsulfuron-methyl, imazamox, pyroxsulam e iodosulfuron-
methyl), dois mimetizadores de auxina (2,4-D e MCPA) e dois inibidores do fotossistema |1
(bentazon e metribuzin). Assim ressalta-se que existem poucas opgdes para o controle quimico

de plantas daninhas em pés-emergéncia na cultura do trigo.

2.3 Resisténcia de plantas daninhas a inibidores da acetolactato sintase (ALS)
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Os herbicidas inibidores da ALS sdo amplamente utilizados devido a reduzida
toxicidade em mamiferos, ampla seletividade as culturas e elevada eficicia em baixas doses
(YU et al., 2003). Existem muitos herbicidas comerciais inibidores da ALS, indicativo da
importancia para o controle de plantas daninhas em muitas culturas (SHANER, 1999).

Segundo Heap (2021) foram comprovadas um total de 658 registros de resisténcia destes
herbicidas. E o grupo que apresenta maior niamero de plantas resistentes, a maioria das plantas
com resisténcia pertence ao grupo das Magnoliopsidas, com envolvimento das principais
culturas graniferas, sendo a que apresenta maior quantidade de espécies resistentes a esse grupo,
a cultura do trigo. No Brasil, até 0 momento, foram confirmadas resisténcia em 20 espécies, 0
maior nimero sdo Magnoliopsidas, sendo as mais problematicas pertencentes aos géneros
Amaranthus, Raphanus, Bidens e Euphorbia. As culturas mais atingidas séo as culturas de gréos
e também o algoddo; a maior resisténcia nessas culturas deve-se ao uso intensivo e também a
maior &rea de cultivo. As regiBes mais probleméticas, sdo as maiores produtoras de grdos do
pais, que envolve a regido Sul e regido Centro Oeste.

Dentre os inibidores da ALS os grupos quimicos sulfonilureia, imidazolinonas e
triazolopirimidina sdo amplamente utilizados para o controle de plantas daninhas em cereais,
leguminosas e pastagem. Destaca-se nesses grupos, as sulfonilureia, principalmente no controle
de Magnoliopsidas, incluindo R. raphanistrum, em cereais de inverno (HASHEM et al., 2001).
Desse grupo quimico, metsulfuron-methyl tem sido aplicado com frequéncia para controlar esta
planta daninha na cultura do trigo e cevada (MARCHIORO; FRANCO, 2010).

De acordo com o Comité de Acéo a Resisténcia aos herbicidas (HRAC), a defini¢do de
resisténcia é "a capacidade natural e hereditaria de alguns bidtipos de plantas daninhas em uma
dada populagdo, em sobreviver a um tratamento herbicida, que deveria efetivamente controlar
a populagdo em condic¢Ges normais de utilizagdo". O avango da resisténcia aparece pela selecao
exercida na populacéo de plantas, devido ao uso repetido do mesmo herbicida ou de herbicidas
com mesmo mecanismo de agao, ou seja, por praticas agrondmicas pobres.

O uso recorrente do mesmo herbicida é fator determinante para surgimento da
resisténcia, segundo Powles e Yu (2010) é comum em sistemas de monocultivo em areas
extensivas, que certos herbicidas sejam aplicados preferencialmente para o controle das plantas
daninhas. E comum também que muitas vezes, o agricultor use apenas um herbicida (ou
herbicidas semelhantes) nas diversas safras.

A resisténcia cruzada ocorre quando biétipos de plantas daninhas séo resistentes a dois
ou mais herbicidas, devido a um s6 mecanismo de resisténcia (CHRISTOFFOLETI, 2004). J4

a resisténcia multipla ocorre quando um individuo possui um ou mais mecanismo de resisténcia
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distintos que conferem o comportamento resistente a herbicidas com mecanismo de acdo
diferenciado (CHRISTOFFOLET]I, 2004). Enquanto a tolerancia é o termo agrondémico que
define a capacidade natural hereditaria de uma espécie para sobreviver e se reproduzir apés o
tratamento com um principio ativo. Ou seja, sdo aquelas que ndo sdo controladas por um
herbicida em particular e nunca foram controladas por esse ingrediente ativo, é uma
caracteristica de todos os individuos da espécie (CHRISTOFFOLET]I, 2004).

A evolugdo da resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas é influenciado por varios
fatores, entre os quais aqueles ligados ao herbicida, como ingrediente ativo altamente eficiente,
moléculas que apresentam um Unico local de acdo, herbicidas com residual prolongado e
utilizacdo intensiva do mesmo herbicida ou de produtos diferentes, mas com o mesmo
mecanismo de a¢do, que selecionam mais rapidamente o bi6tipo resistente. A biologia da planta
daninha também pode influenciar a taxa na qual a resisténcia se desenvolve, como é o caso das
plantas daninhas de ciclo anual, que podem desenvolver resisténcia mais rapidamente do que
as espécies bianuais ou perenes, pois um maior numero de geragdes é submetido ao agente
selecionador (MONQUEIRO et al. 2000).

Os dois parametros de utilizacdo de doses de herbicidas, sdo problematicos no aspecto
resisténcia, o uso de alta dose, muito acima da dose recomendada, seleciona plantas que sdo
extremamente resistentes, com alto fator de resisténcia, (VENCILL et al. 2012). Baixas doses
sdo responsaveis por selecionar plantas daninhas com maior capacidade de metabolizagdo de
herbicidas. Em trabalho realizado por Neve e Powles (2005), utilizando subdoses de herbicidas,
observou esse impacto sobre a resisténcia das plantas daninhas. Esse estudo incidiu em
selecionar as plantas sobreviventes com subdoses e aplicar posteriormente a dose padrdo nas
plantas selecionadas, o que lhes permitiu perceber que essa sele¢do de plantas gerou aumento
significativo no fator de resisténcia conforme mais subdoses do herbicida séo aplicadas na
mesma planta, e a selecdo de plantas daninhas com mecanismo de resisténcia baseado na
metabolizago.

A resisténcia devido a uma mutagdo é especifica e pode levar desde a perda de um Gnico
herbicida até mesmo a perda de todo um mecanismo de agdo. No caso da resisténcia de
herbicida causada por mecanismos que envolvem a metabolizagdo de herbicidas, a chance de
ocorréncia de resisténcia maltipla é muito superior, isso ocorre devido a planta ja possuir 0
mecanismo para a metabolizagdo de herbicidas, agindo sobre diferentes moléculas, por nao
apresentar especificidade (COMONT et al., 2020).

A genética das plantas daninhas tem também uma grande influéncia na resisténcia de

plantas daninhas a herbicidas, sendo a variabilidade genética da populagdo, um fator
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indispensavel numa espécie suscetivel para que seja possivel ocorrer evolucdo de bi6tipos
resistentes a herbicidas (VIDAL; FLECK, 1997). A frequéncia inicial de plantas resistentes na
populagdo é fator importante a ser considerado. Inibidores da ALS representam a maior
frequéncia inicial de resisténcia, fazendo, desse modo, com que a possibilidade de selecdo de
bidtipos resistentes seja superior. Quanto a alelos para ser resistente, a resisténcia sendo
dominante é a mais problemética, porque mutante com alelo de resisténcia dominante apresenta
condigdes de deixar como descendentes individuos resistentes, independentemente do tipo de
fecundagdo da espécie (VIDAL; FLECK, 1997).

A resisténcia genética também é influenciada pela quantidade de mutagdes necessarias
para a ocorréncia de resisténcia. No caso dos inibidores de ALS, apenas uma mutac¢éo na enzima
pode gerar resisténcia a todos os herbicidas do grupo, sendo de mais facil ocorréncia que
resisténcia aos inibidores da EPSPS (YU et al. 2015)

Eberlein et al. (1997) verificaram que tanto a localiza¢do da mutagdo no gene quanto a
substituicdo especifica de um aminoéacido na enzima afetaram a estrutura e a funcéo da ALS e,
assim, reduziram a possibilidade de ligagdo do herbicida. Nesse trabalho, os autores obtiveram
57% de diferencas na atividade da enzima entre bi6tipos resistentes e suscetiveis de Lactuca
serriola, sendo o bi6tipo R o que teve os maior atividade enzimética. No entanto, a comparacéo
da atividade relativa da ALS néo revelou diferencas significativas entre bidtipos resistentes e
suscetiveis em Xanthium strumarium (LEE & OWEN, 2000)

De acordo com Christoffoleti et al. (2000) qualquer populagdo em que os individuos
apresentem uma base genética variavel quanto a tolerancia a uma medida de controle ird, com
0 tempo, mudar sua composi¢do populacional como mecanismo de fuga para sobrevivéncia,
diminuindo a sensibilidade a esta medida de controle. O sistema de plantio direto foi um dos
agentes que no inicio proporcionou bom controle das plantas daninhas que estavam adaptadas
ao sistema convencional, sendo principalmente as espécies perenes, que se adaptaram neste
sistema, por possuirem estruturas de reserva e também .

Nas Gltimas décadas as plantas daninhas resistentes aos herbicidas inibidores da ALS
tém-se tornado um problema crescente em varios paises. Apenas cinco anos apos a liberacao
comercial do herbicida chlorsulfuron, ja foi relatado o primeiro caso registrado de resisténcia,
Mallory-Smith et al. (1990) e Primiani et al. (1990), que identificaram bi6tipos resistentes de
Lactucca serriola e Kochia scoparia em areas cultivadas por trigo nos Estados Unidos a
inibidor de ALS.

Segundo informagbes da Heap (2021), atualmente tem-se 162 espécies resistentes a

inibidores da ALS, sendo varias com resisténcia mdltipla. Para R. raphanistrum, tem-se
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atualmente 10 casos de resisténcia registrados sendo o mais prejudicial documentado na
Awustrélia, no ano de 2010, por envolver resisténcia a cinco grupos de herbicidas: inibidores da
ALS, Fotossistema II, inibidor de PDS (Phytoene desaturase), inibidores da HPPD (4-
Hydroxyphenylpyruvate dioxygenase) e auxinas sintéticas (HEAP, 2020). Segundo Walsh;
Duane e Powles (2001), em uma pesquisa aleatdria conduzida em &reas de produgdo de trigo
na Australia revelou que 21% das popula¢des de nabiga eram resistentes a inibidores de ALS.

O primeiro caso de resisténcia de planta daninha no Brasil, foi registrado com o picéo-
preto (Bidens pilosa), em 1993 (CHRISTOFFOLETI, 1993), sendo resistente aos herbicidas
inibidores da ALS. Atualmente no Brasil foram confirmados 30 casos de resisténcia de plantas
daninhas a este mecanismo de a¢do (HEAP, 2021).

A Acetolactato Sintase é a primeira enzima comum a biossintese dos aminoécidos de
cadeia ramificada valina, leucina e isoleucina, responsavel pela sintese de acetolactato,
acetohidroxibutarato. Cinco classes quimicas de herbicidas comerciais inibem a ALS:
sulfoniluréia (SU), imidazolinonas (IM), triazolopirimidina (TP), pirimidiniltiobenzoatos

(PTB) e sulfonilaminocarboniltriazolinonas (SCT).

2.4 Mecanismos de resisténcia a herbicidas inibidores da ALS

Dois mecanismos principais conferem resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS, em
varios casos a resisténcia é devido a redugdo da sensibilidade da enzima alvo, que ocorre devido
as varias mutacdes no gene que codifica a enzima ALS. Também pode ocorrer a super-
expressdo da enzima alvo do herbicida; no caso dos inibidores de ALS, ndo foram
documentados, apenas foi encontrada em linhagem de milho e Sisymbrium orientale diferencas
na atividade da enzima ALS (FORLANI et al.,1991).

Na maioria das espécies, a resisténcia é genética, podendo atingir muitas plantas e,
assim, ser propagada rapidamente. Em espécies aldgamas, existe maior probabilidade de
ocorréncia de maltiplos mecanismos de resisténcia, pois a polinizagdo cruzada permite maior
recombinacdo génica (CHRISTOFFOLETI; NICOLAI, 2016). A diversidade genética é de
fundamental importancia no desenvolvimento da resisténcia, conferindo resisténcia a uma
classe de herbicidas antes mesmo da aplicagdo no campo. Isso é possivel porque essas mutagées
génicas estdo presentes aleatoriamente nas populagdes de plantas, sendo perceptivel a partir da
selecéo realizada através da aplicacdo de um determinado herbicida. (CHRISTOFFOLETI;
LOPEZ-OVEJERO, 2003)
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Fatores ligados a genética e biologia da planta daninha tem papel importante na
evolucdo da resisténcia a herbicidas. Estudos sobre a heranga genética da resisténcia, causada
por sitio de acdo alterado, indicam que a resisténcia é controlada por um gene nuclear (YU;
POWLES, 2014a).

Os mecanismos ndo relacionados a local de acdo (Non Target Site Resistance-NTSR),
envolvem a metabolizagdo e o impedimento que o herbicida chegue ao local de acéo alvo, é
normalmente controlada por mais de um gene, envolve uma série de enzimas e processos que
atuam na reducéo da acéo fitotdxica do herbicida na planta (DELYE, 2012)

O mecanismo NTSR € obtido com a redugdo da concentragdo de herbicida que atinge o
local alvo, que incluiu mecanismos de aumento de metabolizagdo e sequestro de herbicidas,
penetracdo reduzida e translocagéo limitada (POWLES; YU, 2010). A maioria dos NTSR que
envolve a resisténcia metabolica é causada por citocromo P450 monooxigenases (P450s),
glutationa s-transferases (GSTs) e glicosiltransferases (GTs), que sdo as enzimas responsaveis
pela alteragdo da molécula herbicida, fazendo que ela deixe de ter a fungdo (YU; POWLES,
2014a).

A resisténcia devido ao aumento do metabolismo do herbicida ALS até agora foi
relatada em Alopecurus myosuroides e em Vvarias outras espécies (MENENDEZ et al. 1997). A
metabolizagdo por a¢do de enzimas do complexo GST foi relatada em biétipo com origem no
sul do Brasil em Echinochloa crus-galli (DALAZEN, MARKUS; MEROTTO JR., 2018). Em
Lolium rigidum, também foi confirmada a resisténcia envolvendo metabolizagdo, com agdo das
enzimas do complexo P450, que sdo as principais enzimas responsaveis pelo inicio da
degradacéo de herbicidas em biétipos de plantas daninhas (HAN et al., 2014). Em Descurainia
sophia, também foram reportados mecanismos envolvendo a metabolizagdo e herbicidas, as
enzimas do complexo P450 (YANG et al. 2018). Zhang et al. (2021) também encontrou
resisténcia envolvendo P450 em bidtipo de Capsella bursa-pastoris na China, esse tipo de
metabolizagdo é avaliada com a utilizacdo do bloqueador da enzima, caso a mesma seja
bloqueada e ocorra controle, a metabolizacdo faz parte do mecanismo. Ja foram reportados
casos em Sinapsis arvensis e Echinochloa phyllopogon, baseados em metabolizagdo de
herbicidas (IWAKAMI et al. 2013) Resistencia multipla devido a ambos os mecanismos,
enzima ALS mutada e aumento da taxa de metabolizagdo do herbicida ALS vem sendo
reportados (HEAP, 2021).

A resisténcia a herbicidas em plantas também pode ocorrer em funcéo de mutagdes no

DNA, com alteragdo de aminoacidos no centro de reacdo da enzima alvo dos herbicidas,
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impedindo a ligagdo eficaz do herbicida com a enzima, esse mecanismo de resisténcia é
relacionado a alteragdo no sitio de agdo (TSR) (POWLES; YU, 2010).

Em muitos casos, a resisténcia evoluiu devido a redugdo na sensibilidade do local alvo
conferida por uma das varias mutacGes no gene ALS (YU et al. 2003). Uma pesquisa aleatoria
em larga escala em 10 milhGes de hectares de areas agricolas australianas revelou uma ampla
distribuicdo e diversidade de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS em R. raphanistrum.
Muitas populagdes resistentes exibem diversas mutacBes no gene ALS, alterando a
conformacéo do sitio de agdo dos herbicidas na enzima. Identificou-se em populacées de R.
raphanistrum uma mutacdo na Ala-122-Tyr que confere alto nivel e ampla resisténcia aos
inibidores da ALS (Yu et al, 2003). Varias mutagdes ja foram identificadas na enzima ALS
conferindo resisténcia genética, , por exemplo, troca de prolina da posi¢do-197 por serina, acido
aspartico-376 por acido glutamico e tirosina-574 por leucina (YU, et al, 2012).

O polimorfismo de nucleotideo Unico resultou em duas substituicdes de amino&cidos:
uma Unica alteragdo de cddons CCT para ACT, levando a uma substituigdo Pro-197-Thr e uma
dupla alteragdo dos codons GCT para TAT, originando substituigdo de Ala-122-Tyr, causando
elevada resisténcia de R. raphanistrum aos herbicidas inibidores da ALS (HAN et al., 2012). A
substituicdo de aminoacidos especificos no gene da ALS confere niveis de resisténcia
diferenciados aos herbicidas. A substituicdo Trp-574 para Leu resulta em altos niveis de
resisténcia aos inibidores da ALS. Em contraste, substituicdes na Pro-197 resulta em elevado
nivel de resisténcia a sulfoniluréia e sulfanilamida e baixa ou nenhuma resisténcia aos
herbicidas do grupo quimico imidazolinonas (POWLES; YU, 2010).

Em R. raphanistrum L. e R. sativus L. a mudanca estrutural na enzima alvo ¢é a forma
mais comum de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS. As alteragdes dos aminoacidos
Pro197Leu, Ala, His e Ser; Trp574 para Leu; Alal22 para Tyr e Asp376 para Glu ja foram
relatadas em R. raphanistrum como causas da resisténcia a este grupo de herbicidas (YU et al.,
2012).

Uma das formas de avaliar as propriedades bioquimicas de uma enzima é verificando a
sua afinidade pelo substrato. A afinidade pelo substrato piruvato, medido como Km
(concentragdo de substrato que fornece velocidade inicial igual & metade da velocidade méaxima
da reacdo), foi similar entre bidtipos resistentes e suscetiveis nas espécies Brassica tournefortii
e Sisymbrium orientale (BOUTSALIS; KAROTAM; POWLES, 1999). Contudo, na espécie S.
orientale, a velocidade maxima da reagéo no bi6tipo resistente foi maior do que no suscetivel.
No entanto, experimentos utilizando a técnica de hibridagdo Northern blot, conduzidos com

plantas sensiveis e resistentes, falharam em mostrar diferencas substanciais entre duas
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linhagens, indicando que a tolerdncia ndo era devida a superexpressdo da enzima-alvo
(DEWAELE et al., 1997).

Estratégias de manejo quimico para biétipos resistentes a herbicidas podem ser
realizadas através do uso de herbicidas com diferentes mecanismos de agdo ou através da
associacdo de herbicidas com mecanismos distintos (POWLES; YU, 2010). O manejo integrado
e a associagdo de varios métodos de controle, sdo considerados eficazes no controle da
resisténcia e contribuem também para evitar o surgimento de novos casos de resisténcia.
(PIASECKI et al., 2019)

Segundo Tan e Medd (2002), os principais pontos de muta¢es que se encontram na
enzima ALS, compreendem sete posi¢des (Figura 1), compreendem os dominios A,B,C,D e,
ainda segundo Yu e Powles (2014b), ja foram elucidados e percebidos, 24 pontos para possiveis
mutaces, cada mutagdo gera um resultado diferente isso se deve aos pontos possiveis a ligagdo
dos herbicidas.

Figura 1 — Diagrama esquematico da sequéncia do gene ALS (5" 3°) de R. raphanistrum. As
caixas sombreadas, C (nt 88/144), A (nt 316/354), D (nt 358/375) e B (nt 1465/1476)
representam quatro dominios altamente conservados do gene ALS. As posicGes dos sete
polimorfismos de nucleotideos (ou mutagdes) observadas em sequéncias de ALS de R.
raphanistrum examinadas que resultaram em substitui¢des de aminoacidos na enzima estao
marcadas pelas setas.
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Fonte: Tan e Medd (2002)
Atualmente, no Brasil, segundo Heap (2021_ foi reportado um caso de resisténcia de
Raphanus raphanistrum a inibidores de ALS, oriundo do Norte do Parana, mas além deste,
existem trabalhos que comprovam a resisténcia em Cafelandia segundo Costa (2013), que

desenvolveu trabalhos de dose resposta com bi6tipo da regiéo.
2.5 Custo ecoldgico da resisténcia de plantas daninhas a herbicida
O custo ecoldgico da resisténcia é quando ela leva o bi6tipo a sofrer alguma alteragdo

na sua biologia, resultando em uma desvantagem ecolégica em relagcdo a populacdo ndo

resistente da espécie (HENCKES et al., 2019). Dessa maneira ela pode até mesmo ser suprimida
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por uma planta suscetivel e apresentar por exemplo baixo crescimento, na auséncia da aplicacdo
do herbicida.

A capacidade de sobrevivéncia e reproducdo de um biétipo em uma populagdo
determina a sua adaptabilidade ecolégica, a qual depende de caracteristicas biologicas, como
taxas de germinacdo, crescimento e producdo de sementes (CHRISTOFFOLETI, 2001). A
adaptabilidade ecol6gica entre bidtipos resistentes e suscetiveis tem sido comparada através da
analise de crescimento de plantas daninhas em condi¢cGes competitivas entre bi6tipos, em
plantas isoladas e em condigdes de competicdo interespecifica entre plantas daninhas e
cultivadas (TREZZI; VIDAL, 2000). A hipotese de que bidtipos resistentes a herbicidas
possuem menor habilidade competitiva do que bidtipos suscetiveis surgiu da observagdo em
bidtipos resistentes aos herbicidas pertencentes ao grupo quimico das triazinas, os quais
apresentam menor taxa de crescimento e capacidade reprodutiva em relagdo aos bidtipos
suscetiveis, na auséncia do herbicida (JASIENIUK; BRULE-BABEL; MORRISON, 1996).
Para os biotipos de plantas daninhas resistentes as triazinas, a muta¢do que resulta em Unica
alteragdo na proteina D1 do fotossistema Il reflete em efeitos pleiotropicos no biétipo resistente,
alterando sua eficacia fotossintética (DEKKER, 1997). Em condi¢es ndo-competitivas, nao
foram constatadas diferencas na massa da parte aérea de Kochia scoparia entre bidtipos
resistentes e suscetiveis aos inibidores de ALS (CHRISTOFFOLETI et al., 1997).

Um dos principios basicos da genética evolutiva é de que a adaptagdo a um novo
ambiente, com a presenca de um agente seletor, geralmente trara efeitos negativos aos agentes
selecionados, conhecido também como “custo adaptativo” (STRAUSS et al., 2002).

A diversidade de trabalhos envolvendo a comparagdo entre bidtipos resistentes e
suscetiveis é grande, a maior parte desses estudos mostra prejuizo para o biétipo R em relagéo
ao S (LEBARON & GRESSEL, 1982). No entanto, estudos recentes tém evidenciado que
bidtipos de plantas daninhas resistentes a outros grupos quimicos de herbicidas, como as
sulfoniluréia e imidazolinonas (inibidores da ALS), ndo apresentam diferencas de
adaptabilidade entre os bidtipos R e S (VILA-AIUB; NEVE; POWLES, 2009)

Quando a alteragdo de um alelo que confere resisténcia também implica em custo
adaptativo, segundo Vila-Aiub; Neve; Powles (2009), ha pelo menos trés explicagBes para a
sua origem: (a) o custo adaptativo resulta de uma nova mutagdo no sitio de acdo em que 0
herbicida atua, e essa mutagdo também compromete ou interfere, em algum nivel, com o
funcionamento normal do metabolismo da enzima (COHAN; KING; ZAWADZKI, 1994). Por
exemplo, uma simples substitui¢do em um aminoécido pode causar uma modificag&o estrutural

na enzima, tornando a planta insensivel ao herbicida, porém essa mudanga estrutural também
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afeta as fungdes cataliticas da enzima, como a afinidade pelo substrato (POWLES; PRESTON,
2006). (b) A resisténcia é, de certa forma, um mecanismo de defesa da planta em resposta a
acdo dos herbicidas, e esse mecanismo pode comprometer o direcionamento de reservas para a
producéo de massa seca e orgdos reprodutivos, segundo a teoria da “fonte-dreno” (HERMS;
MATTSON, 1992). Por exemplo, a resisténcia devido ao metabolismo do herbicida por plantas
pode, em alguns casos, ser devido a uma maior producdo de enzimas do complexo P450
(WERCK- REICHHART; HEHN; DIDIERJEAN, 2000). Assim, a maior producdo dessas
enzimas causaria um custo adicional de energia que seria “tirado” dos 6rgaos reprodutivos e do
crescimento, causando o custo adaptativo. (c) Por fim, o custo adaptativo pode ser causado por
consequéncia de alteracBes nas interagdes ecoldgicas dos individuos (STRAUSS et al., 2002).
Se um alelo possui efeito pleiotrépicos, onde este a0 mesmo tempo regula algum fenétipo
atrativo a polinizadores, resisténcia a doengas e resisténcia a herbicidas, estes individuos terdo
a capacidade de sobreviver apds a exposicdo a herbicidas, porém terdo outras desvantagens
ecolégicas (SALZMANN; HANDLEY; MUELLER-SHARER; 2008).

Existem casos em que o custo adaptativo pode ndo apenas sd provocar redugdo no
desenvolvimento da planta. No caso de plantas daninhas resistentes aos inibidores da ALS,
existem casos em que a mutagao do sitio de acdo causa diminui¢do (ASHIGH; TARDIF, 2007),
aumento (YU et al., 2010) e indiferenca quanto ao custo adaptativo (PRESTON et al., 2006).

Segundo Preston e Powles (2002), os alelos que conferem resisténcia a plantas daninhas
e que carregam maiores custos adaptativos sdo menos comuns do que aqueles que carregam
menores custos adaptativos dentro de uma populagéo. Ainda segundo os autores, geralmente 0s
genes que conferem resisténcia a herbicidas sdo raros dentro de uma populagdo quando ndo
existe o agente selecionador herbicida, muito provavelmente devido ao custo adaptativo que
esses genes conferem as plantas daninhas.

Goggin et al. (2019), realizaram um estudo para verificar a possibilidade de custo
ecoldgico da resisténcia de 2,4-D em R. raphanistrum, oriundos da Austrdlia Ocidental,
concluiu que apesar da menor biomassa de populagBes resistentes, ndo houve
comprometimento na produgdo de sementes, portanto, espera-se que individuos de R.
raphanistrum resistentes ao 2,4-D, encontrados no cinturdo de grdos da Australia Ocidental,
ndo diminuam sua frequéncia em relagéo aos suscetiveis, se 0 uso de 2,4-D for interrompido.

Em inibidores de ALS, Tardiff, Rajcan e Costea. (2005) indicaram que varios bi6tipos
de Amaranthus powelli resistentes, com uma substituicdo de Trp-574-Leu exibiu lento
desenvolvimento, biomassa reduzida e &rea foliar e distor¢do das folhas em relagdo aos bidtipos

susceptiveis a inibidores da ALS.
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Estudo realizado por Li et al. (2012), mostrou que na auséncia ou na presenca de
competicdo de recursos, a resisténcia do gene ALS através de mutacdes de troca de bases, Ala-
122-Tyr, Pro-197-Ser, Asp-376-Glu e Trp-574-Leu ndo impGe efeitos pleiotrdpicos negativos

em crescimento vegetativo de R. raphanistrum em plantas resistentes e suscetiveis.
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4 RESISTENCIA CRUZADA E MECANISMO DE RESISTENCIA DE NABICA A
HERBICIDAS INIBIDORES DA ENZIMA ALS

4.1 RESUMO

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é cada vez mais presente no campo, a
comprovacdo e elucidacdo dos casos de resisténcia é muito importante para a adogdo de um
manejo efetivo. Objetivo desse trabalho foi comprovar a resisténcia cruzada de um bidtipo de
nabica a herbicidas inibidores da ALS, por meio de ensaio de dose resposta, em duas geragoes,
e também elucidar o mecanismo de resisténcia. A pesquisa foi desenvolvida em casa de
vegetacdo, onde foram testados trés herbicidas inibidores de ALS, metsulfuron-methyl
(sulfonilureia), imazethapyr (imidazolinona) e pyroxsulam (triazolopirimidina), em doses
crescentes, sendo a dose recomendada de 3,96; 106,0 e 15,3 g. ia ha, respectivamente. Os
experimentos foram conduzidos com dois biétipos, em duas geragdes F1 e F2. Foi avaliada a
porcentagem de controle aos 21 dias apds a aplicacdo em F1 e aos 28 dias apds a aplicagdo em
F2. Para avaliacdo do mecanismo de resisténcia, foram desenvolvidos dois trabalhos, um
buscando verificar a presenga de mutagao e outro a existéncia de metabolizag&o de herbicidas,
por meio de metodologias j& descritas na literatura. A analise dos dados compreendeu analise
de variancia e andlise de regressdo ndo-linear. Para avaliacdo da mutacéo, foram realizadas
analises através de programa de bioinformatica. Para o bi6tipo resistente na geragdo F1, foram
obtidos Fator de resisténcia (FR2s) de 220, 388 e 706 para metsulfuron-methyl, imazethapyr e
pyroxsulam, respectivamente. Em F2, o FRsp foi de 1516, 59 e 247 para metsulfuron-methyl,
imazethapyr e pyroxsulam, respectivamente. Foi encontrada uma mutacdo na posicdo
Trp574Leu, a qual ja foi elucidada para resisténcia cruzada, no ensaio de dose reposta, ndo se
obteve a metabolizagdo de herbicidas por enzimas do complexo P450. Dessa forma, confirmou-
se a resisténcia cruzada do bi6tipo de nabica aos herbicidas inibidores de ALS.

Palavras-chave: Controle quimico, dose resposta, trigo, mutagdo, Raphanus raphanistrum.
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4.2 ABSTRACT

The resistance of weeds to herbicides is increasingly present in the field, the proof and
elucidation of cases of resistance is very important for the adoption of an effective
management. The objective of this work was to prove the cross-resistance of a wild radish
biotype to ALS-inhibiting herbicides, through a dose-response assay, in two generations, and
also to elucidate the mechanism of resistance. The research was carried out in a greenhouse,
where three ALS-inhibiting herbicides were tested, metsulfuron-methyl (sulfonylurea),
imazethapyr (imidazolinone) and pyroxsulam (triazolopyrimidine), in increasing doses, with
the recommended dose being 3.96; 106.0 and 15.3 g. ai ha*, respectively. The experiments
were carried out with two biotypes, in two F1 and F2 generations. The percentage of control
was evaluated 21 days after application in F1 and 28 days after application in F2. To evaluate
the resistance mechanism, two studies were carried out, one seeking to verify the presence of
mutation and the other the existence of herbicide metabolization, using methodologies already
described in the literature. Data analysis comprised analysis of variance and non-linear
regression analysis. To evaluate the mutation, analyzes were performed using a bioinformatics
program. For the resistant biotype in the F1 generation, resistance factors (RF25) of 220, 388
and 706 were obtained for metsulfuron-methyl, imazethapyr and pyroxsulam, respectively. In
F2, the RF50 was 1516, 59 and 247 for metsulfuron-methyl, imazethapyr and pyroxsulam,
respectively. A mutation at position Trp574Leu, which has already been elucidated for cross-
resistance, was found in the dose-response assay, but no metabolization of herbicides by
enzymes of the P450 complex was achieved. Thus, the cross-resistance of wild radish biotype
to ALS-inhibiting herbicides was confirmed.

Keywords: Chemical control, dose response, wheat, mutation, Raphanus raphanistrum.
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4.3 INTRODUCAO

As plantas daninhas que infestam as plantagGes sdo uma ameaca a produtividade das
principais culturas agricolas. O controle quimico é altamente eficaz para controlar plantas
daninhas em muitos cultivos e atualmente é a principal tecnologia utilizada. No entanto, como
resultado da dependéncia do uso de herbicidas e da exposi¢éo de grandes populacdes de plantas
daninhas a esses pesticidas, ocorreu uma evolugdo continua e ampla de populagdes de plantas
daninhas resistentes a herbicidas (HEAP, 2014).

A alta variabilidade genética, tolerncia ao estresse, rapido desenvolvimento e elevada
producdo de sementes contribuem para a ocorréncia de plantas daninhas e adaptacdo em
diferentes culturas e sistemas de cultivo. O Raphanus raphanistrum é uma planta indesejada
nas areas agricolas, com grande impacto econémico na regido Sul do Brasil, além de causar
interferéncia direta as culturas é hospedeira de pragas, patdgenos e nematoides
(AGOSTINETTO et al., 2020). Além disso, mesmo em baixa densidade pode reduzir
significativamente a produtividade das culturas (YAMAUTI; ALVES; CARVALHO, 2011).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é o principal problema atual no controle
de plantas daninhas, diversos casos foram reportados e 0s mecanismos de resisténcia estdo
sendo elucidados. O conhecimento da resisténcia é uma importante ferramenta para auxiliar o
manejo das plantas daninhas resistentes, assim elabora-se melhores alternativas para o seu
manejo, compreende-se a origem da resisténcia e a variabilidade genética das plantas daninhas
(VARGAS et al., 2011).

Quanto aos herbicidas inibidores da enzima ALS, atualmente tem-se 656 casos
reportados em todo o mundo, cerca de 160 espécies sao resistentes a esses herbicidas, sendo o
grupo com maior quantidade de casos de resisténcia confirmados (HEAP, 2021). No Brasil
atualmente, 30 casos de resisténcia a inibidores de ALS foram reportados. Costa (2013) e Costa
e Rizzardi (2014) comprovaram a resisténcia de R. raphanistrum ao herbicida metsulfuron-
methyl, com um biétipo oriundo do Norte do PR. Cechin et. al (2016), confirmaram a
resisténcia de biétipos de R. sativus ao iodosulfuron, oriundos de Trés de Maio - RS. Em outro
trabalho Cechin et al. (2017) comprovaram a resisténcia cruzada a inibidores de ALS em um
biétipo de R. sativus oriundo do Noroeste do RS. Recentemente Costa et al. (2021),
confirmaram a resisténcia de bi6tipos de R. sativus e R. raphanistrum oriundos de Cafelandia -
PR, Julio de Castilhos - RS e Cruz Alta - RS.

Na argentina, Pandolfo et al. (2013), confirmaram a resisténcia de R. sativus a inibidores

de ALS, com biétipo oriundo de uma populagdo natural, aos grupos quimicos imidazolinona e
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sulfonilureia. Na Austrélia, em trabalho sobre levantamento de resisténcia de R. raphanistrum
a herbicidas, Owen; Martinez e Powles (2015) verificaram que apenas 18 % dos bidtipos do
estado do Oeste, principal estado produtor de trigo do pais, apresentam suscetibilidade aos
inibidores de ALS, do grupo sulfonilureia. Para imidazolinona e triazolopirimidina, 50% das
populacdes foram suscetiveis. Para 0 2,4-D, a suscetibilidade foi de 30% e outros herbicidas
com resisténcia confirmada como inibidores do fotossistema Il, inibidores da sintese de
AGCML e inibidores da EPSPS a dispersdo foi muito baixa, com apenas 1% da populacéo
resistente.

Nesse contexto, R. raphanistrum é uma das espécies que figura no cenério das plantas
daninhas de dificil controle. Na Australia ja foram documentados casos de resisténcia a
herbicidas inibidores da ALS (OWEN; MARTINEZ POWLES, 2015), inibidores de
fotossistema Il (HASHEM et al. 2001), auxinas sintéticas (WALSH et al. 2004), inibidores da
phytoene desnaturase (LU et al. 2020a), resisténcia a inibidores da HPPD (LU et al. 2020b),
inibidores de AGCML (BECKIE; BUSI e ZHANG, 2020) e resisténcia maltipla de herbicidas
também foram confirmados em populagdes de R. raphanistrum oriundas do cinturdo de gréos
da Australia Ocidental (OWEN, MARTINEZ E POWLES; 2015).

Entre os principais beneficios dos inibidores da enzima ALS destacam-se a elevada
eficacia no controle, amplo espectro e o fato de que esses herbicidas séo utilizados em baixas
doses (g ha'), em oposicdo a outros pesticidas, que sio aplicados na ordem de kg ha
(TRANEL; WRIGHT, 2002).

A resisténcia a esses herbicidas €, geralmente, devido a redugdo na sensibilidade da
enzima alvo, devido a uma ou mais mutagcdes no gene ALS (YU; POWLES, 2014). O
mecanismo de resisténcia frequentemente relatado em plantas resistentes aos herbicidas
inibidores de ALS baseia-se em uma Unica substituicdo de aminoacidos na enzima ALS.
Existem cinco regifes altamente conservados no gene ALS. Em todos os casos investigados,
a resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS foi atribuida a uma alteragdo em um dos oito
aminodcidos localizados nestas regides incluindo Ala-122, Pro-197, Ala-205, Asp-376, Arg-
377, Trp-574, Ser-653 e Gly-654 (YU; POWLES, 2014). As substitui¢des desses aminoacidos
no sitio de a¢do do gene ALS, que ocorrem naturalmente em populagdes de plantas daninhas,
sdo selecionadas com a aplicagdo do herbicida. As mutagBes nestes oito aminoacidos
interrompem a ligacéo do herbicida convertendo assim a enzima antes suscetivel em enzima
resistente ao herbicida (TAN; MEDD, 2002; CORBETT; TARDIF, 2006).

O padrdo da resisténcia aos herbicidas ALS, devido a alteragdo no sitio de ac&o, varia

de acordo com a posi¢do e com 0 aminoacido que € substituido. Por exemplo a substitui¢do
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de Trp-574-Leu confere alto nivel de resisténcia a todas as familias de herbicidas inibidores
de ALS em muitas espécies de plantas daninhas (POWLES; YU, 2010). Substituicdes de
aminodacidos Ala-122, Ala-205 e Ser-653 conferem resisténcia as imidazolinonas e baixo
nivel de resisténcia as sulfoniluréia (POWLES; YU, 2010).

O mecanismo de resisténcia a herbicidas ndo dotados de mutagdes no sitio de acéo,
geralmente, envolvem detoxificagdo dos herbicidas pelas enzimas do citocromo P450 mono-
oxigenase (P450) e glutationa S-transferase (GST), absorcéo reduzida, aumento ou reducao
da translocacdo na planta e sequestro do herbicida nos vactolos (CATANEO et al., 2003;
KAUNDUN et al., 2013; SHANER; LINDENMEYER; OSTLIE, 2011).

Esse estudo objetivo comprovar a resisténcia cruzada a inibidores da ALS em um
biétipo de R. raphanistrum da regido Oeste do Parana, por meio de ensaio de dose resposta

conduzido em duas geracgdes e avaliar o mecanismo de resisténcia.
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4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Coleta das sementes e biotipos.

As sementes do bidtipo de R. raphanistrum foram obtidas na regido Oeste do Parang,
municipio de Catanduvas (25°21°26”S, 53°08°5170 e 752 m). As sementes foram obtidas a
partir da coleta de dez siliquas em nove plantas que ndo foram controladas apds a exposi¢ao ao
herbicida metsulfuron-methyl (2,0 g ha™ de i.a.). O local da coleta trata-se de uma lavoura
comercial com histdrico de cultivo de soja na primeira safra e trigo na segunda safra, em sistema
de sucessdo de culturas. As siliquas foram enviadas ao laboratério para debulha, limpeza e
identificacdo. Esse foi o bidtipo com suspeita de resisténcia (R). O bi6tipo suscetivel (S), foi
coletado em Lages-SC, em area ndo-agricola e sem histérico de aplicacdo de herbicidas,
localizada no Centro de Ciéncias Agroveterinarias (27°47°36”S, 50°18°08”0 e 914 m), onde
apenas se realiza a rogada para controle de plantas daninhas. Para o bidtipo S foram coletadas

todas as siliquas maduras em dez plantas.

4.4.2 Ensaios de dose resposta na geragéo F1.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias (CAV) da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC) em Lages-SC.
Cada unidade experimental foi composta por uma planta, em um vaso plastico de volume 0,4
dm?d, preenchido com substrato comercial inerte. As sementes foram previamente tratadas com
acido giberélico, na concentragdo de 5%, antes da semeadura, para estimular a quebra da
dorméncia. Foram semeadas 2 sementes por unidade experimental, apds o periodo de
estabelecimento foi realizado o desbaste, mantendo uma planta por unidade experimental.

Os tratamentos consistiram na combinacdo de dois biétipos (R e S), trés herbicidas
[metsulfuron-methyl  (sulfonilureia), imazethapyr (imidazolinonas) e  pyroxsulam
(triazolopirimidina)] e sete doses diferentes de acordo com os bi6tipos. Nessa geragdo chamada
F1, que correspondeu a geragao coletada a campo.

No biétipo R aplicou-se as doses: 0, 1, 2, 4, 8, 16 e 32 vezes a dose recomendada para
cada herbicida. Ja no biétipo S, as doses foram: 0, 0,125; 0,250; 0,5; 1, 2 e 4 vezes a dose
recomendada. Essa variagdo na dose, foi utilizada devido a baixa disponibilidade de plantas e
pela sensibilidade do bidtipo S aos inibidores da ALS. O bidtipo resistente foi submetido a

doses superiores com intuito de alcangar controle superior a 50%.
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As doses recomentadas para a cultura do trigo no controle de nabica foram 3,96; 106 e
15,3 g ia ha®, respectivamente para os herbicidas metsulfuron-methyl, imazethapyr e
pyroxsulam. Foram realizadas trés repeticGes para cada tratamento.

As plantas foram mantidas com irrigacdo intermitente até o0 momento da aplicagdo dos
tratamentos, quando estavam no estadio ideal de controle, com 2 a 4 folhas verdadeiras. Nesse
momento as plantas foram retiradas da casa de vegetagdo e os tratamentos foram aplicados. A
aplicacéo, foi realizada com pulverizador de precisdo CO., com pontas XR 110 02, altura de 50
cm do alvo, com taxa de 200 L ha™, pressdo de trabalho de 220 KPa, velocidade de 3,6 m s,
com barra de 4 pontas espacada 50 cm entre bicos. As condi¢fes do tempo no momento da
aplicacéo estdo dispostas na Tabela 1. Ao término da aplicagdo as unidades experimentais foram

levadas novamente para casa de vegetacdo e aguardado 24 horas para retorno da irrigacéo.

Tabela 1 — Condices climaticas no momento da aplicagéo dos herbicidas inibidores de ALS
na geracdo F1 de Raphanus raphanistrum.

Temperatura Umidade Velocidade do .
Data . Nebulosidade
(°C) Relativa (%) vento (m s?)
29/01/2020 25 75 18 Nublado

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Aos 21 dias apos a aplicacdo (DAA) foi realizada a avaliagdo do controle, com base na
escala de controle de 0 a 100 %, onde 0 significa nenhum controle e 100% controle total
(SBCPD, 1995).

4.4.3 Ensaios de dose resposta na geragéo F2.

Para conducéo da geracéo F2, as plantas foram mantidas para producéo de sementes na
geracdo F1 dos dois bidtipos, com repeticfes individuais para cada herbicida separado. As
plantas com suspeita de resisténcia (30 plantas), foram mantidas isoladas e realizada a
fecundagdo manual. Ap6s a fecundagdo manual as plantas foram mantidas em condicao
ambiente, tomando o cuidado de eliminar todas as plantas de nabica presentes a uma distancia
de 100 m. A manutengdo das plantas em condi¢do ambiental possibilitou a obtencdo de maior
quantidade sementes.

Apos a secagem as silicas foram coletadas e levadas ao laboratério, onde se realizou a
debulha manual, atividade que tem que ser realizada com muito cuidado, ja que a silica, é muito

resistente e impactos na semente podem danificar e inviabilizar a mesma.
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Na geracédo F2 o procedimento de aplica¢éo e avaliagdo seguiu 0 mesmo da geragao F1,
com dados do momento da aplica¢do descritos na Tabela 2. Nessa geragéo foram adotadas doses
diferentes da geragdo F1, buscando maior controle no bi6tipo com suspeita de resisténcia, foram
repetidas também as doses no bi6tipo suscetivel e resistente e utilizadas 4 repetigdes.

Tabela 2 — Condices climaticas no momento da aplicacéo dos herbicidas inibidores de ALS
na geracao F2 de Raphanus raphanistrum.

Umidade Velocidade do .
Data Temperatura (°C) . Nebulosidade
Relativa (%) Vento (m s?)

24/07/2020 20,8 65,2 2,0 Aberto

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

As doses utilizadas na geracdo F2 foram: 0; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 D para os dois
bidtipos, onde D é a dose padréo de bula do herbicida, a mesma da primeira geragéo.

As avaliacGes foram realizadas aos 28 DAA, foi realizada a avaliagdo final com base na
escala de controle de 0 a 100%.

Com a confirmagdo da resisténcia cruzada a inibidores da ALS no bi6tipo oriundo de
Catanduvas - PR, partiu-se para os estudos de investigacdo do mecanismo de resisténcia. Para
isso foi verificado se existe alteracdo no sitio de acéo devido a mutagdo na enzima alvo do

herbicida e se a maior capacidade de detoxificagdo estaria envolvida na resisténcia.

4.4.4 Ensaio para identificacdo de mutacdo na enzima ALS

4.4.4.1 Extracdo de DNA

Para analises de DNA, os procedimentos foram conduzidos no Laboratério de Virologia
Vegetal do Centro de Ciéncias Agroveterinarias-CAV/UDESC, onde possui a estrutura
necessaria e 0s reagentes necessarios para as analises moleculares. Para analise do DNA das
plantas na regido codificadora da enzima ALS foram coletados fragmentos foliares dos dois
biétipos; sendo coletadas 10 amostras para cada bi6tipo. Essas amostras foram submetidas a
extragdo de DNA utilizando 100 mg de tecido foliar macerado em nitrogénio liquido. A
extracdo foi realizada com o Kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA),
conforme recomendagdes do fabricante. Apds a extracdo do DNA, foram feitas as
quantificacdes de qualidade através do equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™).
Todas as amostras extraidas apresentaram a qualidade necesséaria para a utilizagdo na reagcdo em

cadeia da polimerase (PCR).
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4.4.4.2 PCR e Sequenciamento.

Com as amostras de DNA extraidas, as mesmas foram submetidas a PCR para
amplificacdo do gene ALS. Foram utilizados oligonucleotideos descritos por Tan e Medd
(2002) e Han et al. (2012) (Tabela 6).

Tabela 3 — Primers utilizados para amplificacéo e sequenciamento do gene ALS em
populacdes de Raphanus raphanistrum suscetiveis e resistente a inibidores de ALS

Primert Sequéncia 5°-3’
WR 376 F TTGCGAGTACTTTGATGGGG
WR 376 R GCTTCTGCTCGCTCAATTCAC
WR 122 F TCTCCCGATACGCTCCCGACG
WR 205 R GCAAGCTGCTGCTGAATATCC
WR 574 F TTGTCATCATCAGGCCTTGGA
WR 653 R TCAGTACTTAGTGCGACCATC

Fonte:'Tan e Medd (2002); Han et al. (2012) e Yu et al. (2012)

Para a amplificacdo na PCR da regido alvo utilizou-se oligonucleotideos34,75 pL de
H->0 (4gua isenta de nuclease), 10 uL de Buffer 5X, 1 uL de Deoxynucleotide Triphosphates
(dNTPs), 1 pL de oligonucleotideo homélogo (F) (3,2 uM), 1 pL de oligonucleotideo reverso
(R) (3,2 uM), 0,25 uL de Tagq DNA Polymerases e 2 pL de DNA(~10ng ul™?) de cada biétipo,
totalizando volume final de 50 pL. O programa no termociclador consistiu em: 94°C por 4
minutos; 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e a 72°C por 30 segundos;
72°C por 5 minutos e finalizou com 4°C. Apds a amplificagdo foi realizada a eletroforese em
gel de agarose 1%; os fragmentos amplificados foram corados com GelRed, visualizados e
fotografados sob luz ultra-violeta.

Amostras que apresentaram amplificagdo com tamanho esperado foram enviadas para
sequenciamento utilizando os oligonucleotideos indicados anteriormente (ACTGENE Analises
mleculares LTDA).

As sequéncias obtidas com os oligonucleotideos homélogo e reverso foram utilizadas
para gerar a sequéncia consenso (programa DNA Baser), a qual foi utilizada para comparagédo
com a sequéncia de nucleotideos e aminoacidos R. raphanistrum depositados no GenBank,
sendo as fitas comparadas a dois acessos, AJ344985 e AJ344987.
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4.4.5 Ensaio com inibidor de metabolizag&o

Para verificacdo da metabolizacdo de herbicidas pelo citocromo P450 utilizou-se o
malathion, molécula inseticida que blogqueia as enzimas do complexo P450.

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo no Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da UDESC (CAV-UDESC) em Lages, 0 experimento consistiu em 40
unidades experimentais divididas em 10 tratamentos, cada unidade experimental consistiu em
uma planta em um vaso plastico com capacidade volumétrica de 0,4 dm?.

O delineamento experimental utilizado foi o experimento fatorial (DIC) e os tratamentos
foram dispostos em esquema fatorial, onde o fator A compreendeu os herbicidas do grupo
quimico inibidores da ALS e o fator B avaliou os inibidores do citocromo P450 monooxigenase
(malathion). Os tratamentos constituiram-se pela aplicacdo de malathion mais aplica¢do dos
herbicidas isolados, apenas os herbicidas e testemunha sem aplicacdo. Duas horas antes da
aplicacdo dos herbicidas metsulfuron-methyl, imazethapyr, imazamox e penoxsulam, na dose
de 3,96; 106; 91 e 15,3 g i.a. ha’*, respectivamente, aplicou-se o inibidor de metabolizacio
malathion na dose de 2000 g i.a. ha™.

Quando a maioria das plantas atingiram o estadio de desenvolvimento de trés a quatro
folhas verdadeiras, as unidades experimentais foram retiradas da casa de vegetacdo para
aplicacdo dos herbicidas. A aplicacdo foi realizada com pulverizador costal de preciséo
pressurizado a COz, com quatro pontas jato plano AD 110 02 na altura de 50 cm acima do alvo
com volume de aplicagéo de 200 L ha™, espagamento entre bicos 50 cm, velocidade de 3,6 km
h e pressio de trabalho 220 kPa. Apds a aplicagio do herbicida, os vasos foram levados para
a casa de vegetacdo, permanecendo sem irrigacdo por 24 horas a fim de ndo interferir na
absorc¢do dos herbicidas.

Avaliou-se o controle aos 28 dias ap6s aplicagéo (DAA). Utilizou-se como base a escala
percentual, em que a nota 0% correspondeu a nenhum efeito do herbicida e a nota 100%
significou morte das plantas. A matéria seca da parte aérea (MSPA) também foi avaliada,
cortando-se rente ao solo todas as plantas do vaso aos 28 DAA e, posteriormente, secas em
estufa a 65 °C por 72 horas até peso constante, quando foi realizada a quantificacdo da MSPA
em balanca de preciséo (0,001 g).
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4.4.6 Andlise estatistica

Primeiramente os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e quando
apresentaram significancia foram analisados por regressdo ndo linear.

Para confirmacdo da resisténcia deve se ter informac6es dos dados de dose letal 50
(DLso), que é a dose necessaria para controlar 50% da populacéo, a partir da DLso é calculado
o fator de resisténcia (FR), o qual indica a quantidade necessaria a ser aplicada no bidtipo
resistente para que se obtenha 0 mesmo controle do bidtipo suscetivel, o0 mais usual é 0 FRso,
que é calculado para obtengdo de 50 % de controle.

Para o controle o modelo utilizado para as anélises de regresséo foi exponencial de dois
parametros (STREIBIG, 1988).

y=a(l—e 5%
Equacéo 1: y: porcentagem de controle; x: dose do herbicida; a e b: coeficientes da curva, sendo
a ponto maximo da curva; b: mostra a inclinagéo da curva.

De posse dos valores da DLso, obteve-se o Fator de Resisténcia (F), que correspondeu a
razdo entre a DL50 do bidtipo resistente em relagéo a DLso do bi6tipo suscetivel. Na geragdo
F1, foi impossibilitada a adogdo do DLso, devido ao controle maximo obtido com o herbicida
pyroxsulam, néo atingir os 50%, dessa maneira utilizou-se o DL2s, sendo a dose necessaria para
controlar 25% da populacdo. O fator F (FR=DLsoR/DLsoS) expressa o nimero de vezes em que
a dose necesséaria para controlar 50% do bidtipo resistente é superior a dose que controla 50%
do bidtipo suscetivel (HALL; STROME; HORSMAN. 1998). Esse pardmetro é um indicativo
do nivel de resisténcia.

Como critérios para confirmacéo da resisténcia, este trabalho seguiu as informagdes da
HRAC e SBCP (2018), foi considerado resistente quando trés informagdes forem atendidas, 1)
o fator de resisténcia maior que 1, 2) a dose recomendada do herbicida ndo proporcionar
controle superior a 80% e 3) a resisténcia for uma caracteristica herdavel, se mantendo na

geracéo F2.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Dose Resposta

A andlise de varidncia foi significativa para a variavel controle com interacdo
significativa dos fatores herbicidas e doses, para ambos os biétipos nas duas geragdes. Desta
forma, procedeu-se a analise de regressdo ndo-linear para determinacéo dos parametros de DL s
ou DLso e FR.

4.5.1.1 Metsulfuron-methyl

O controle do herbicida metsulfuron-methyl variou de acordo com o biétipo avaliado
(Figura 2). Para o biétipo R na geracdo F1, obteve-se controle maximo de 50% com a dose
126,7 g i.a. ha! (Figura 1A), na geragdo F2 o controle foi de aproximadamente 55 % com dose
muito superior, de 396 g i.a. ha* (Figura 2C). Os resultados encontrados foram semelhantes a
reportados por Costa et al (2020), que trabalharam com bi6tipos de R. sativus e R. raphanistrum,
oriundos de Cafelandia - PR, Jalio de Castilhos - RS e Cruz Alta - RS.

Mesmo em doses baixas o controle foi muito préximo a 100% na geragdo F1 do bidtipo
S (Figura 2B). Na gerago F2, o controle na dose 0,0396 g i.a. ha foi de aproximadamente
30% e a dose a partir de 0,1 g i.a. hal atingiu de controle de 100% (Figura 2D).

Os resultados deste trabalho de dose resposta sdo proximos aos obtidos por Costa e
Rizzardi (2014), que verificaram a resisténcia de R. raphanistrum a metsulfuron-methyl, aos
35 DAA obtiveram que, o bidtipo S, na dose mais baixa de 0,6 g i.a. ha* obteve 80% de
controle, e na dose comercial controle de 99%, mantendo o controle de 100% a partir dessa
dose. O bidtipo R provou-se insensivel ao herbicida até a dose de 4,8 g i.a. ha™, com 6% de
controle na dose de 9,6 g i.a. h™' e 80% na dose mais alta, muito proximo ao obtido neste
trabalho.

A partir dos dados das curvas de dose resposta calculou-se os pardmetros DL, FR e
controle maximo (Tabela 3). Percebe-se a diferenca das doses letais para os bidtipos, na
primeira geracéo ndo foi possivel calcular a DL e FR com base no controle de 50% devido ao
herbicida pyroxsulam néo atingir controle superior a 30% no biétipo resistente. Pelos resultados
pode-se perceber um elevado fator de resisténcia, que chegou a 1516 na geracdo F2,

demostrando o alto nivel de resisténcia ao metsulfuron-methyl.
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Figura 2 — Curvas de dose resposta para Metsulfuron-Methyl, A: Bi6tipo Resistente primeira
geracdo, B: Bidtipo Suscetivel primeira geragdo, C: Bi6tipo Resistente segunda geracéo e D:

Bidtipo Suscetivel segunda geracéo.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2021.

Costa e Rizzardi (2014), obtiveram fator de resisténcia de 267, valor menor que o obtido

neste trabalho. Os mesmos autores relataram doses letais (DL50) de 98 e 0,36 para o bi6tipo R

e S, respectivamente, sendo a dose letal do bi6tipo resistente, proxima a obtida neste trabalho;

ja adose letal do bidtipo sensivel, muito mais elevada, esse fator pode ser devido as diferengas

de suscetibilidade existentes entre as populacdes (variagao intraespecifica).

Cechin et al. (2016) desenvolveram pesquisa com resisténcia de R. sativus a

iodosulfuron (sulfoniluréia) e obtiveram fatores de resisténcia de 89 e 252 para duas

populagdes oriundas do Rio Grande do Sul. Esses valores ficam bem abaixo dos encontrados

neste trabalho.
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Tabela 4 — Fator de resisténcia, dose letal (g i.a.ha™) e controle maximo (%) obtidas nas duas
geracOes F1 e F2 para metsulfuron-methyl.

F1
Biotipo DL 25 FR 25 DL 50 FR 50 Controle maximo
R 8,75 219,84 49,02 505 50,0
S 0,35 0,097 100,0
F2
R - - 113 1516 77,5
S - 0,075 100,0

Fonte: Elaborag&o do autor, 2021.

Dentre os fatores que alimentam o surgimento de casos de resisténcia, destaca-se a alta
eficiéncia dos herbicidas, ou seja, quando o produto se torna um agente de elevada pressao de
selegdo. Esta propriedade é maior ainda quando se apresenta elevada eficiéncia em baixas
doses. Outro fator relacionado ao herbicida que contribui para a selegdo de biétipos resistentes
¢ a atividade residual longa no solo (MARIANI et al 2015). Esses fatores sdo observados em
herbicidas inibidores da ALS.

O nUmero de trabalhos que demostraram fatores de resisténcia tdo altos como este é
muito baixo, a partir de 10 é considerado altamente resistente. Assim, este bi6tipo apresenta
uma profunda insensibilidade ao herbicida metsulfuron-methyl. Pavan (2018), também obteve
fatores de resisténcia maiores que 10, para resisténcia ao glyphosate, trabalhando com
diferentes bidtipos de capim-amargoso oriundos de diversos estados do Brasil. Sabe-se que 0s
inibidores da ALS s&o os herbicidas que tendem a apresentar maiores porcentagens iniciais de
individuos resistentes na populagio, sendo que em uma populagio a frequéncia é de 10°
(YAMASHTA; GUIMARAES, 2013). A elevada eficiéncia no controle das plantas daninhas,
intensifica o processo de selecdo.

4.5.1.2 Imazethapyr

As curvas de dose resposta do herbicida imazethapyr (Figura 3) seguiram a mesma
tendéncia dos resultados obtidos no herbicida metsulfuron-methyl, sendo que na geracéo F1,
para o biétipo R o controle maximo obtido ficou em torno de 40%, mesmo na maior dose
aplicada. Na geragdo F2, o controle foi superior e chegou a proximo a 90%, com dose de 10.600
gi.a. hal. Nesse ensaio o controle foi superior ao obtido para metsulfuron-methyl. Em trabalhos
com dose resposta de imazethapyr em picdo-preto, Takano et al. (2016), ndo alcancaram
controle maior que 20% no hidtipo com suspeita de resisténcia, utilizando dose de 1.000 g i.a.

ha!, impossibilitando a adogéo do fator de resisténcia neste bidtipo. Utilizando a dose padréo
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de bula 106 g i.a ha™, Costa et al. (2021) ndo encontraram nenhum controle em bidtipo de
nabica oriundo de Cafelandia-PR, j& nos bi6tipos suscetiveis o controle foi efetivo.

No bidtipo S na gera¢do F1 mesmo na menor dose com 13 g i.a. ha?, ja se obteve
controle muito proximo a 100%. Na geragdo F2, a partir de 50 g i.a.ha™* atingiu-se controle
préximo a 100%.

Figura 3 — Curvas de dose resposta para Imazethapyr, A: Bi6tipo Resistente primeira
geracdo, B: Bidtipo Suscetivel primeira geragdo, C: Bi6tipo Resistente segunda geracéo e D:
Bidtipo Suscetivel segunda geragdo.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2021.

Quanto aos pardmetros DL, FR e controle maximo (Tabela 4), a DL 25, controle
maximo e FR 25, foram de, 506 g.ia ha™, 1,30 g.ia ha?, 41%, 100% e 387,7 respectivamente
para os bidtipos R e S na geracdo F1. Na geracéo F2, os valores foram de 870 g.ia ha?, 14,75
g.ia ha, 88%, 100% e 58,98 respectivamente. Observa-se que imazethapyr apresentou
fatores de resisténcia menores que os obtidos no herbicida metsulfuron-methyl. Em trabalho

com Bidens subalternans resistente a imazethapyr, Mendes et al. (2019) obtiveram fatores de
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resisténcia de 59,4 e 58,7, relativamente, valores similares aos obtidos na geracdo F2 deste

trabalho.

Tabela 5 — Fator de resisténcia, dose letal (g i.a.ha™) e controle maximo (%) obtidas nas duas
geracdes F1 e F2 para imazethapyr.

F1
Bidtipo DL 25 FR 25 DL 50 FR 50 Controle maximo
R 506 387,7 >3392 - 41
S 1,30 3,16 100
F2
R - - 870,0 58,98 88,0
S - 14,75 100,0

Fonte: elaborado pelo autor, 2021.

4.5.1.3 Pyroxsulam

O herbicida pyroxsulam também apresentou 0 mesmo comportamento dos demais,
sendo mantida a diferenca entre os dois bi6tipos de nabiga pelas curvas de dose resposta (Figura
4). No biétipo R, o herbicida foi o que proporcionou menor controle da gera¢do F1, onde se
obteve controle maximo de 30%, impossibilitando assim a adocéao do fator de resisténcia com
base em 50; na geragdo F2 o controle foi superior, ficando na maior dose em aproximadamente
80%. Os resultados da literatura envolvendo resisténcia a pyroxsulam sdo escassos, isso se deve
ao herbicida ter sido registrado recentemente para a cultura do trigo. Os resultados também
concordam com Costa et al. (2021), onde obteve resisténcia de um bi6tipo de nabica a esse
herbicida, embora ndo tenha feito estudos de dose resposta, utilizou-se apenas dose de bula.

O bidtipo S apresentou, na geragdo F1 um controle de 90 a 100% a partir da menor dose
utilizada, 1,9 g i.a. ha™. Na geragdo F2, a partir de 5,5 g i.a. hal, obteve-se niveis de controle
acima de 80%. Os inibidores de ALS, sdo muito efetivos em baixas doses, 0s trés grupos
quimicos utilizados neste trabalho, sulfonilureia, imidazolinona e triazolopirimidina,
apresentaram o mesmo comportamento no biétipo suscetivel, com elevada eficiéncia, este fator

pode ter sido determinante na evolugdo da resisténcia a esse grupo de herbicida.
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Figura 4 — Curvas de dose resposta para Pyroxsulam, A: Bi6tipo Resistente primeira geracéo,
B: Bidtipo Suscetivel primeira geracdo, C: Bi6tipo Resistente segunda geragdo e D: Bidtipo

Suscetivel segunda geracéo.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2021

Os resultados de DL, FR e controle maximo novamente ilustram o elevado nivel de
resisténcia (Tabela 5). Com o amplo comprometimento do grupo dos inibidores da ALS, o
controle de plantas daninhas de folhas largas na cultura do trigo fica dificultado, além disso, as
alternativas consistem em herbicidas com elevada capacidade de causar fitointoxicacéo, ou que
exigem um conhecimento mais aprofundado para a sua aplicacéo.

Devido aos elevados fatores de resisténcia obtidos nesse trabalho especulou-se que a
ocorréncia de mutagdo da enzima alvo seria 0 mecanismo de resisténcia mais cabivel, onde
mesmo com grande quantidade de herbicida, a ligagdo com a enzima alvo ndo é realizada.
Assim ndo ocorre a inibigdo da sintese dos aminodcidos de cadeia ramificada, leucina,

isoleucina e valina e o hi6tipo resistente mantem o crescimento apos a aplicagdo do herbicida.
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Tabela 6 — Fator de resisténcia, dose letal (g i.a.ha™) e controle maximo (%) obtidas nas duas
geracdes F1 e F2 de Penoxsulam.

F1
Biotipo DL 25 FR 25 DL 50 FR 50 Controle maximo
R 250 706 >489,6 30,0
S 0,35 0,87 100,0
F2
R 498 2477 77,5
S 2,01 100,0

Fonte: elaboragéo do autor, 2021.

Através dos resultados das taxas de resisténcia obtidos pelo ajuste das curvas de dose
resposta, € correto afirmar que o biétipo R possui alto grau de resisténcia aos trés herbicidas
testados, FR>1, controle muito inferior a 80% com a aplicacdo da dose recomendada e a
resisténcia foi herdavel, sendo mantida na geragéo F2, comprovando assim a resisténcia cruzada
aos inibidores de ALS. J& o bi6tipo S, mostrou-se suscetivel aos herbicidas avaliados neste
estudo.

Esta existéncia ilustrada aqui neste trabalho, é devido, a hipétese de ocorréncia de uma
mutacdo na enzima alvo ALS, outros estudos ja chegaram a estes mesmos resultados, dentre
eles, Han et al. (2012), investigaram o efeito da mutacdo Ala-122-Tyr e chegaram ao resultado
de resisténcia cruzada aos inibidores de ALS. Os fatores de resisténcia, foram muito elevados,
assim como obtidos nesse trabalho, para SU, foram maiores de 1024, para TP, maiores de 512
e IMI maiores que 137. Estes valores foram estimados pelo autor, devido a ndo atingir a dose
para o controle de 50%, com 640, 384 e 1600 g ha’l, de chlorsulfuron, metosulam e imazamox,
respectivamente. Os mesmos autores fizeram testes in vitro com herbicidas, os valores de fator
de resisténcia chegaram a quase 100.000 vezes.

Com a confirmacdo da resisténcia cruzada, atenta-se mais uma vez para mais uma planta
daninha de dificil controle, que é predominante nos cultivos de inverno e, vem ganhando espago
em areas de verdo nas lavouras do Sul do Brasil. J& se tem o conhecimento sobre a sua elevada
diversidade genética, que resultou em selegdo de bidtipos com resisténcia multipla a herbicidas
na Australia. Dessa maneira, deve-se elaborar de forma criteriosa e com conhecimento
cientifico, as estratégias para manejo e prevengdo do surgimento de resisténcia multipla em
bidtipos de nabica no Brasil. Essa evolucéo da resisténcia elevaria ainda mais a complexidade

do manejo dessa planta daninha.

4.5.2 Mecanismo de resisténcia
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4.5.2.1 Ensaio para identificacdo de mutagdo na enzima ALS

A amplificagdo do DNA gendmico com os oligonucleotideos listados na Tabela 6,
produziram-se trés fragmentos de DNA, abrangendo as regiGes, A, B, C, D e E, onde acontecem
a maioria das modificacbes de aminoécidos que sdo importantes para a base da resisténcia no
gene ALS (TAN; MEDD, 2002; TRANEL; WRIGHT; HEAP, 2021).

O sequenciamento parcial do gene ALS demostrou que, no bidtipo resistente, a base
guanina (G) foi substituida por uma timina (T). Essa mudanca de base configura a substituicéo
do aminodcido triptofano na posicéo 574 pela leucina (Trp-574-Leu) no gene ALS (Tabela 8).
N&o foi encontrada nenhuma mutacéo nas demais regides que conferem resisténcia a inibidores
da ALS (Tabela 8). A mutagdo Trp-574-Leu no dominio B do gene ALS é conhecida por causar
resisténcia a todos os grupos quimicos dos herbicidas inibidores da enzima ALS, ou seja, as
sulfoniluréia (SU), imidazolinonas (IMI), triazolopirimidina (TP), pirimidinilbenzoatos (PB) e
sulfonilaminocarbonil-triazolinonas (SCT). Essa mutagéo j& foi identificada em vérias espécies
de plantas daninhas resistentes (POWLES; YU, 2010; YU; POWLES, 2014), incluindo R.
raphanistrum (TAN; MEDD, 2002; YU et al., 2003; HAN et al., 2012; YU et al., 2012).

Tabela 7 — Sequéncias nucleotidicas e aminoacidos correspondentes encontradas nos biétipos

de nabica.
Sequéncia nucleotidica 5°-3°
Populagdo
197 205 339 360 376 574 653
GCT CCT GCG TAT GCT GAT TGG AGT
Suscetivel
Ala Pro Ala Tyr Ala Asp Trp Ser
. GCT CCT GCG TTC TCT GAT TTG AGT
Resistente
Ala Pro Ala Phe Ser Asp Leu Ser

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Fragmentos do gene ALS sequenciados nesse trabalho, também demonstraram algumas
mutagdes ndo conhecidas na literatura por causar resisténcia a herbicidas inibidores da ALS. A
mutagdo Ala-360-Ser e Tyr-339-Phe podem estar relacionadas a novos mecanismos de
mutacdo, mas sabe-se também que muitas mutag¢des ocorrem normalmente no gene ALS, sem
causar qualquer problema a planta ou estar associada a resisténcia a herbicidas. A mutagdo Ala-
360-Ser, ja foi descrita apenas em bi6tipo de nabica com origem em Cafelandia-PR, em trabalho
desenvolvido por Costa et al. (2021), a mutacdo Tyr-339-Phe, ndo foi descrita em nenhuma

literatura até 0 momento, podendo se configurar uma nova mutagéo.
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Segundo Mendes et al. 2020, a mutacéo nesta posi¢do Trp-574-Leu, causa um aumento
no volume do canal devido a cadeia lateral de leucina ocupar um espaco muito menor que
triptofano, esse canal é onde o herbicida tende a se ligar com a enzima ALS, o bloqueio da
abertura da cavidade, resultante da mutacdo muda as posi¢des potenciais de ligacao, resultando
em reducéo da atividade herbicida.

S4o raros os trabalhos que mostram dupla mutacéo a inibidores de ALS; com Glebionis
coronaria da Tunisia, Zeineb et al. (2021) mostraram que uma planta da populagéo apresentou
mutacgao Pro-197-Arg e Asp-376-Glu, entretanto, quando identificou mutagéo na posicdo 574,
nenhuma outra mutac&o foi encontrada.

A substituicdo Trp-574-Arg foi relatada pela primeira vez em Digitaria sanguinalis na
China. Substituigdes no local Trp-574 foram documentados para conferir ampla resisténcia
cruzada a inibidores de ALS. A resposta a dose revelou resisténcia aos grupos quimicos SU,
IMI e TP (MURPHY; TRANEL, 2019)

A resisténcia envolvendo essa mesma mutacéo ja foi reportada por Costa et al. (2021) e
Cechin et al. (2017), que trabalharam com biétipos de R. raphanistrum e R. sativus, nesses

estudos também foi confirmada a resisténcia cruzada.

4.5.2.2 Ensaio com inibidor de metabolizago

Os resultados encontrados neste trabalho mostraram que o bidtipo resistente nédo
apresenta nenhum mecanismo envolvido com a metabolizacdo de herbicidas, devido a ndo ser
observada diferenca significativa nas avalia¢@es realizadas de controle e matéria seca da parte
aérea (Tabela 9). Assim o crescimento e o desenvolvimento do bi6tipo ndo foram prejudicados
com a paralizagdo do sistema de detoxificacdo de herbicidas envolvido com o complexo P450,
outros mecanismos, embora ndo investigados, ndo sdo responsaveis por mutagdo a inibidores
de ALS.

Os mecanismos de resisténcia ndo relacionados a alteragdo na enzima alvo sdo pouco
frequentes quando se trata de resisténcia envolvendo os herbicidas inibidores da ALS, sendo
que até 0 momento, poucos biétipos apresentam este mecanismo de resisténcia. Para classe das
Magnoliopsidas raramente se registra casos de metabolizacdo como mecanismo de resisténcia
(VELDHUIS et al. 2011). Porém pesquisas recentes mostram que a metabolizacdo é um
mecanismo importantes para inibidores de ALS em biétipos de Papaver rhoeas, que possuem
genotipos idénticos de ALS em plantas suscetiveis e resistentes; porém, exibem diferentes

fendtipos relacionados a resisténcia a herbicidas, essas diferencas foram atribuidos a
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mecanismos NTSR (DELYE; PERNIN; SCARABEL, 2011). Isso sugere que a importancia do
NTSR para os inibidores de ALS pode muito bem ser subestimado em plantas daninhas da

classe Magnoliopsidas, possivelmente devido a alta frequéncia de TSR (DELYE, 2012).

Tabela 8 — Controle (%) e matéria seca (g), em diferentes tratamentos com e sem a utilizacdo
de bloqueador de P450 (malathion) em bi6tipo resistente de nabica a inibidores de ALS.

Tratamento Dose (g.ia. ha®)  Controle (%) Matéria Seca (g)
Testemunha 0 ons 0,82 "
Malathion 2000 0 0,91
Metsulfuron Methyl 3,96 0 1,06
Imazethapyr 106 0 1,44
Pyroxsulam 15,3 0 1,48
Imazamox 91 0 1,21
Metsulfuron Methyl + Malathion 3,96 + 2000 0 0,75
Imazethapyr + Malathion 106 + 2000 0 1,15
Pyroxsulam + Malathion 15,3 +2000 0 0,92
Imazamox + Malathion 91 + 2000 0 1,13
CV (%) - 84,71

"s: ndo significativo pelo teste F (p>0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor. 2021

Christopher et al. (1991) investigaram o mecanismo de Lolium rigidum a inibidores de
ALS por aumento de metabolizagdo. Esses autores obtiveram como resultado que a
detoxificacdo do herbicida era idéntica a encontrada no trigo, onde a partir da atividade do
citocromo P450 e enzimas glutationa-s-transferase, a planta metaboliza os herbicidas inibidores
da ALS. Em outro estudo, Christopher; Preston e Powles (1994), compararam bidtipos de
Lolium rigidum e doses de malathion com aplicacéo de inibidores de ALS e a avaliacdo de
controle mostrou que, quando se elevou as doses de malathion, o controle foi elevado, ou seja,
0 mecanismo de resisténcia envolvia a participagdo das enzimas do complexo P450.

Os resultados obtidos neste estudo concordam com os obtidos por Costa (2017), que
ndo encontrou presenga de metabolizagdo em bi6tipos de nabica com a utilizagéo de malathion.
Nédo ha grande nimero de casos de resisténcia envolvendo mecanismos que ndo seja por
mutacéo do sitio de agdo para herbicidas ALS. Mas dentre esses mecanismos, a resisténcia
metabdlica através do complexo P450 monooxigenase, é a mais comum (YU; POWLES, 2014).
O actmulo de dois mecanismos de resisténcia (sitio de agdo alterado e metabolizagéo pelo
complexo P450) tem sido relatado em Lolium rigidum e Alopecurus myosuroides (POWLES;
YU, 2010)
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R. raphanistrum foi diagnosticado com mecanismo néo relacionados ao local de agéo,
mas para inibidores da PDS. O mecanismo envolve o citocromo P450, onde em trabalho
realizado por Lu et al. (2020), realizaram a mesma metodologia deste trabalho, quando se inibiu
0 citocromo P450, ocorreu o controle da planta, sendo assim essa via a responsavel pela
resisténcia aos inibidores de PDS. O biétipo apresentou fatores de resisténcia de 4,9 para

difludenican e 11,2 para fluridone.
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4.6 CONCLUSAO

O hidtipo de nabica oriundo do Oeste do Parana apresentou resisténcia cruzada aos
inibidores da enzima ALS, grupos quimicos, sulfonilureia, triazolopirimidina e
imidazolinonas, com elevado fator de resisténcia, baixo controle com a aplicagdo de dose
recomendada e com herdabilidade da resisténcia.

A resisténcia cruzada aos herbicidas inibidores da ALS do bi6tipo de nabica de
Catanduvas deve-se a uma mutagdo na posi¢do 574 no dominio B da enzima ALS. Houve a
substituicdo do triptofano (TGG) por uma leucina (TTG).

A mutacdo na posic¢ao 360, com a substituicdo de uma alanina (GCT) por serina (TCT)
ndo é reportada na resisténcia a inibidores da ALS.

O aumento na capacidade de metabolizacdo de herbicidas por enzimas do complexo

P450, ndo é um mecanismo associado a resisténcia de nabica a inibidores de ALS.
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5 ANALISE DE CRESCIMENTO DE BIOTIPOS DE Raphanus raphanistrum
SUCETIVEL E RESISTENTE A HERBICIDAS

5.1 RESUMO

A resisténcia de uma planta daninha a herbicida pode vir acompanhada de alguma desvantagem
ecoldgica, isso pode dificultar o estabelecimento do bidtipo resistente quando o herbicida ndo
for utilizado. Dessa forma, o trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento e a fenologia
de dois bidtipos de Raphanus raphanistrum. A pesquisa foi conduzida no periodo de agosto a
dezembro de 2020, com a condugdo de dois experimentos concomitantes, com o bidtipo
suscetivel e resistente em cultivo isolado ou em competi¢do com a cultura do trigo. Os
parametros avaliados foram: altura de plantas, nimero de folhas, area foliar, massa seca da parte
aérea, taxa de crescimento, razdo de area foliar, taxa assimilatéria liquida e fenologia
determinada pela escala BBCH. Os resultados indicaram um maior desenvolvimento e
crescimento do bidtipo sensivel em relagdo ao bidtipo resistente, além de uma precocidade
desse hidtipo. A Unica variavel que o bi6tipo resistente demostrou superioridade, foi a massa
seca de raizes. Quanto a estruturas reprodutivas, taxa de crescimento e demais variaveis,
manteve-se a superioridade do bidtipo sensivel. A resisténcia cruzada a inibidores da ALS
resultou em uma diferenca de crescimento, que deve ser melhor avaliada, ja que as populagdes
apresentam grande diferenca genética.

Palavras-chave: Fenologia, Raphanus raphanistrum, competicéo.



70

5.2 ABSTRACT

The resistance of a weed to herbicide may be accompanied by some ecological disadvantage,
which can make it difficult to establish the resistant biotype when the herbicide is not used.
Thus, the work aimed to evaluate the growth and phenology of two Raphanus raphanistrum
biotypes. The research was conducted from August to December 2020, with two simultaneous
experiments, with the susceptible and resistant biotype in isolated cultivation or in competition
with wheat. The parameters evaluated were: plant height, number of leaves, leaf area, shoot dry
mass, growth rate, leaf area ratio, net assimilation rate and phenology determined by the BBCH
scale. The results indicated a greater development and growth of the sensitive biotype in relation
to the resistant biotype, in addition to a precocity of this biotype. The only variable that the
resistant biotype showed superiority was root dry mass. As for reproductive structures, growth
rate and other variables, the superiority of the sensitive biotype was maintained. Cross-
resistance to ALS inhibitors resulted in a difference in growth, which should be better evaluated,
as populations have a great genetic difference.

Keywords: Phenology, Raphanus raphanistrum, competition.
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5.3 INTRODUCAO

Desde o inicio da agricultura e da pecudria, as plantas que infestavam espontaneamente
as areas de ocupagdo humana e ndo eram utilizadas como alimentos, fibras ou forragem foram
consideradas indesejaveis (PITELLI, 2015). Essas plantas, em termos de nomenclatura
boténica, sdo consideradas pioneiras, ou seja, plantas evolutivamente adaptadas para a
ocupacdo de areas onde, por algum motivo, a vegetagdo original foi profundamente alterada,
ocorrendo grande disponibilidade de habitats ao crescimento vegetal. Elas tém a funcéo de criar
habitats adequados ao inicio de uma sucessao de popula¢des, que culmina no restabelecimento
da vegetacdo original (PITELLI, 2015).

As plantas daninhas competem com as culturas de interesse pela mecanismo chamado
interferéncia, a interferéncia varia de acordo com os fatores ligados a cultura (espécie, cultivar
e populacdo de plantas), & comunidade infestante (composicdo especifica, densidade e
distribuicdo), ao manejo adotado (tanto para a cultura quanto para as plantas daninhas) e ao
periodo de convivéncia entre cultura e comunidade infestante (época e duragéo), sendo todos
esses fatores condicionados pelas condicfes edafoclimaticas do ambiente de produgédo
(BACHEGA et al. 2013)

Com a evolucdo de populacBes de dificil controle, o valor adaptativo de alelos
resistentes pode ser acompanhado da existéncia de custos de adaptagdo. Estes efeitos
pleiotropicos podem ser negativos ou positivos em dado ambiente, dependendo do alelo
relacionado (DELYE et al., 2013). Quanto & capacidade competitiva dos biétipos resistentes
em relacdo aos suscetiveis — 0 que muitas vezes determina a proliferacéo do bi6tipo na auséncia
do agente selecionador, a capacidade de extracdo e acumulo de nutrientes pelas plantas, bem
como o desempenho fisiolégico, podem ser fatores importantes na capacidade competitiva dos
bidtipos (GALON et al. 2013). Estudos preliminares realizados por Ferreira et al. (2006)
evidenciaram que o bi6tipo resistente de azevém que ocorre na regido Sul do Brasil possui
menor capacidade competitiva do que o bidtipo suscetivel ao glyphosate. Essa capacidade
competitiva de uma planta sobre outra afeta negativamente a quantidade e a qualidade da
producédo, bem como a eficiéncia de aproveitamento dos recursos do ambiente. As diferengas
na habilidade competitiva entre bidtipos normalmente estdo relacionadas as caracteristicas
fisiolégicas, associadas ao uso da agua e da radiagdo solar pelas espécies vegetais (MELO et
al. 2006)

A hipétese de que bidtipos resistentes a herbicidas possuem menor habilidade

competitiva do que bidtipos suscetiveis surgiu de observacdo em bi6tipos resistentes aos
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herbicidas pertencentes ao grupo quimico das triazinas. Esses bidtipos apresentam menor taxa
de crescimento e capacidade reprodutiva em relagdo aos bi6tipos suscetiveis. Na auséncia do
herbicida, a mutagdo encontrada na proteina D1 que conferiu resisténcia aos herbicidas também
prejudicou a eficiéncia fotossintética do bidtipo resistente (JASIENIUK et al., 1996).

Costa e Rizzardi (2015), estudaram a eficiéncia de dois biétipos de nabica (um resistente
e outro suscetivel) com competicdo a cultura do trigo, os autores observaram semelhanca entre
os hiétipos. Os trabalhos envolvendo a competigdo de bidtipos de nabica com a cultura do trigo
sdo predominantes, resta a determinacdo do crescimento em condicGes livres de competicao.
Na Australia, Goggin et al (2019), ndo encontraram custo ecoldgico de resisténcia envolvendo
bidtipo de R. raphanistrum resistente a herbicidas mimetizadores de auxinas.

Em geral, a resisténcia de plantas daninhas a inibidores de ALS néo ¢ associada a custo
adaptativo do bidtipo resistente. Sob condigGes livres de competicdo, gendtipos de Kochia
scoparia resistentes e suscetiveis a herbicidas do grupo quimico sulfonilureia tiveram
crescimento e germinacdo de sementes semelhantes. No entanto, em termos de competic&o, 0s
genotipos apresentaram redugdo da massa seca da parte aérea, na competicdo interespecifica
mais do que em intraespecifico, ocorrendo diferenca entre os biétipos R e S (THOMPSON et
al. 1994). Uma comparag&o do desenvolvimento de plantas daninhas na auséncia de competi¢éo
é crucial para estimar a adaptabilidade ecoldgica de bidtipos resistentes e suscetivel a herbicidas
(CHRISTOFFOLETI et al., 1997).

O conhecimento da ecofisiologia dos bidtipos resistentes aos herbicidas inibidores da
ALS é importante para que possam ser recomendadas medidas de manejo a resisténcia
(RIZZARDI et al. 2002). Nesse sentido, Christoffoleti (2001) salienta que na auséncia de
diferencas em habilidade competitiva entre biétipos resistentes e suscetiveis, devam ser
adotadas estratégias preventivas a selecdo de bidtipos resistentes, pois, uma vez selecionado um
bidtipo resistente, a populacdo ndo retorna naturalmente a frequéncia original de
suscetibilidade.

A partir dos experimentos anteriores, nos ensaios de dose resposta, observou-se um
desenvolvimento diferenciado quanto ao crescimento entre os bi6tipos; o bidtipo resistente
apresentava um crescimento menor e mais lento, levando-se a hipotese de que a resisténcia
possa ter comprometido a capacidade de crescimento do biétipo. Desta maneira, este trabalho
teve como objetivo avaliar o crescimento e a fenologia de dois bi6tipos de R. raphanistrum, um

suscetivel e outro resistente a herbicidas inibidores da enzima ALS.



73

5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Obtencdo do material

As sementes dos bidtipos resistente (R) de R. raphanistrum foram obtidas dos ensaios
de dose resposta, que eram da regido Oeste do Parand, municipio de Catanduvas (25°21°26”S,
53°08’5170 e 752m), as sementes foram oriundas de trés autofecundagdes. O bidtipo suscetivel
(S), foi coletado em Lages-SC, em area ndo-agricola e sem histdrico de aplicagdo de herbicidas,
localizada no Centro de Ciéncias Agroveterinarias (27°47°36S, 50°18°08”0 e 914m), onde
apenas se realiza a rogada para controle de plantas daninhas. Para o bidtipo S foram coletadas

todas as siliquas maduras em dez plantas.

5.4.2 Conducéo

Os experimentos foram conduzidos inicialmente em casa de vegetacdo no Centro de
Ciéncias Agroveterindrias (CAV/UDESC), ap6s atingirem o florescimento as unidades
experimentais, foram retiradas da casa de vegetacdo e conduzidas em condi¢des ambientais,
para facilitar a fecundagdo e manter a producdo de sementes 0 mais proximo da condigédo
natural.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com
tratamentos organizados em esquema fatorial, em que, fator A consistiu em biétipos de nabica
R e S, e o fator B os periodos de avaliagdes: 12, 25, 50, 75, 100 e 125 DAE (dias apés a
emergéncia), o experimento foi conduzido com 4 repeticbes. Foram conduzidos dois
experimentos concomitantes, um experimento buscou avaliar o crescimento dos dois bi6tipos
sem competi¢do, ou seja, conduzindo os biétipos de nabiga livre da presenca de outras espécies.
O outro experimento foi conduzido em condigdo de competicdo com a cultura do trigo,
simulando a interferéncia que ocorre a campo. Os experimentos foram semeados e conduzidos
durante 0 mesmo periodo, de agosto a dezembro de 2020, totalizando um ciclo total de 118
dias.

As unidades experimentais consistiram em vasos plasticos com capacidade volumétrica
de 3 dm® que foram preenchidos com substrato comercial MecPlant® e adubacio equivalente a
400 kg ha' da formulagio NPK 09-33-12. No experimento de competigao foi utilizada a cultivar de

trigo TBIO Toruk na densidade de 9 plantas por vaso, o que equivale a densidade recomendada para
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cultura, que ¢ de 300 plantas m?. Em todos os experimentos a densidade de nabica foi de uma planta
por vaso, 0 que equivale a uma infestagéo de 30 plantas m2

A semeadura foi realizada no mesmo momento, para assim simular ao méaximo a condicéo
de crescimento natural das plantas, as sementes de trigo foram tratadas com Standak top®
(pyraclostrobin, thiophanate methyl e fipronil). As sementes dos bi6tipos de nabiga foram tratadas
com inseticida e fungicida, além de Proggib®, ingrediente ativo, acido giberélico (40 %), na
concentragdo final de 5 %. Este hormonio vegetal foi utilizado para quebra de dorméncia e garantir
a germinacdo da nabica, principalmente no biétipo R que a semente havia sido colhida recentemente.
Apds a estabilizagdo da germinagdo (7 dias apds a semeadura - DAS), foi realizado o raleio das
unidades experimentais, uniformizando a densidade de plantas.

Partindo-se da estabilizagdo da emergéncia, aos 7 DAS, iniciou-se a contabilizagdo do tempo
para avaliagdo dos bidtipos. No experimento com cultivo solteiro, as avaliages iniciaram nos 12
DAE, ja no experimento de cultivo em competicdo iniciaram em 25 DAE. Para avaliar a produgéo
de sementes foram conduzidos dois tratamentos até o final do ciclo, com biétipo resistente e
suscetivel, em cultivo solteiro.

Os dois experimentos consistiram em 24 tratamentos, sendo 96 parcelas experimentais, 0S
tratamentos consistiram em combinag8o entre os biGtipos suscetivel e resistente com periodos de
avaliacdo ap0s a emergéncia, que representavam o crescimento até o periodo. Para avaliacdo da
produgdo de sementes os tratamentos foram mantidos dentro do mesmo experimento até a
finalizacdo do ciclo. Os experimentos foram conduzidos com irrigagdo didria intermitente e
manutencdo constante para evitar o ataque de pragas e doengas, a fim de evitar possiveis

interferéncias.

5.4.3 Avaliacdo e Andlise Estatistica

Em cada avaliacéo foram feitas avaliagBes destrutivas, sendo avaliadas a morfologia das
plantas e estadio fenoldgico. Foram feitas avaliagfes de altura de plantas, nimero de folhas,
massa seca da parte aérea, do sistema radicular, das estruturas reprodutivas (botdes florais,
flores e siliquas) e de toda a planta. A massa seca foi obtida com secagem em estufa a 65°C,
mantidas até a estabilizacdo da massa. Avaliou-se também a area foliar das plantas através de
medidor de area foliar de bancada do modelo LI-3100. A producédo de sementes foi avaliada
com a coleta total das silicas das plantas e debulha manual, apds a debulha foram contabilizadas
a quantidade de sementes e a massa das sementes e determinada a massa de 100 sementes,

obtidas com balanca de preciséo (0,001g).
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A partir dos dados obtidos forma calculadas através de equagdes de avaliacdo de
crescimento a performance dos bidtipos; as informagdes obtidas sdo fundamentais para o
melhor entendimento sobre o crescimento dos biétipos, sendo calculados a taxa de crescimento
relativo (TCR), taxa assimilatéria aparente (TAA), razdo de area foliar (RAF) e o indice de area
foliar (IAF).

LN(MS2) — LN(MS1)

TR = T2 -T1
(MS2 — MS1) LN(AF2)— LN(AF1)
TAA= =/ "~ am2—arm
AF2 + AF1
RAF = sz v ms1
AF
IAF ==

Equac0es utilizadas para avaliar o crescimento: TCR: taxa de crescimento relativo, TAA: taxa
assimilatoria aparente, RAF: razdo de area foliar, IAF: indice de area foliar, MS: massa seca,
T: tempo, AF: area foliar, AV: area do vaso.

As equagdes citadas acima sdo usualmente empregadas para avaliagdo do crescimento
de plantas utilizadas por diversos autores, facilitando a comparagdo com a literatura; essas
equac0es foram citadas por Brighenti et al (2001) que avaliou dois bi6tipos de amendoim-bravo,
resistente e suscetivel aos herbicidas inibidores da ALS.

As andlises estatisticas consistiram em analises de variancia e analises de regressdo. As
equacOes de regressao foram ajustadas ao modelo Gaussiano (GUO, 2011). As variaveis
producdo de sementes por planta, nimero de sementes por planta e massa de 100 sementes
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Por fim, foram realizadas avaliagGes de escala fenolégica das plantas através da escala
de BBCH (HESS et al, 1997). As avaliacBes foram realizadas semanalmente, onde eram
visualizados o desenvolvimento dos biétipos de nabica e correlacionado com o respectivo
estadio da escala fenoldgica BBCH. As avaliagdes foram feitas separadas, para cada um dos
bidtipos, observando somente se os biétipos apresentam alguma diferenca de tempo para atingir
0 mesmo estagio fenoldgico. A escala utilizada nesse estudo se aplica a diversas classes de
plantas, onde cada classe apresenta uma escala diferenciada; no caso da nabica foi utilizada a
escala para plantas daninhas da classe das Magnoliopsidas.
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorreu uma diferenca de crescimento e desenvolvimento entre os dois bi6tipos, em
todas as varidveis analisadas. Percebe-se uma diferenca na altura de plantas entre os biétipos
(Figura 5). No cultivo sem competicdo, o biétipo S apresentou maior precocidade e altura,
atingindo mais de 100 cm aos 80 DAE (Figura 5). Enquanto o biétipo R apresentou menor
crescimento, apresentou ciclo mais longo e manteve a estatura em maior tempo, a altura maxima
do bidtipo R foi de 92 cm e ocorreu aos 105 DAE (Figura 5). Na condigdo de competicdo as
diferencas foram minimizadas, os dois biétipos tiveram o crescimento afetado pela interferéncia

da cultura do trigo. Mesmo assim o biétipo R manteve a desvantagem competitiva.

Figura 5 — Altura (cm) dos bidtipos de nabiga resistente e suscetivel, A: cultivo solteiro e B:
cultivo em competicéo.
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Fonte: Elaborado pelo autor 2021.

Em avaliagBes de biotipo de leiteiro (Euphorbia heterophylla) resistente a herbicidas
inibidores da ALS, Brighenti et al. (2001) ndo observaram variagdo pronunciada na altura de
plantas entre os bidtipos e a conclusdo final foi que os bidtipos R e S apresentam crescimento
e desenvolvimento parecidos, ndo havendo custo adaptativo da resisténcia. Rampelotti et al.
(2003) também ndo observaram diferencas acentuadas na altura de plantas de bi6tipos de
Sagittaria montevidensis (R e S) aos herbicidas inibidores de ALS. Contudo, os autores fizeram
uma colocagéo importante, que em observagdes previas este efeito era existente e visivel, e que
uma avaliagdo mais criteriosa poderia confirmar o custo adaptativo. Mariani et al (2016),
avaliou a competitividade de biétipo de azevém resistente a inibidores de ALS com o trigo e

relataram que o bi6tipo R teve um desempenho superior em estatura, mas a diferenca néo foi



77

muito acentuada. Esses autores propuseram que o valor adaptativo dos bidtipos estudados é
semelhante, também concluiram que o trigo possui maior habilidade competitiva que os
bidtipos avaliados. Na presente pesquisa ndo foram realizadas avaliagbes no trigo, mas em
observacdes visuais ao longo do experimento percebeu-se a ampla vantagem competitiva da
cultura frente aos bidtipos de nabiga.

Os resultados de nimero de folhas (Figura 6) mostram os valores méaximos de 15 folhas
para biétipo S aos 60 DAE e 17 folhas aos 75 DAE no hiétipo R, no cultivo solteiro; no cultivo
em competi¢do, os valores foram reduzidos, com maximo aos 55 DAE, com 7 folhas no bidtipo
S e 11 folhas aos 65 DAE no bidtipo R.

Figura 6 — Numero de folhas nos bi6tipos de nabica resistente e suscetivel. A: Cultivo
solteiro, B: Cultivo em competicao.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Diferente dos dados obtidos nesse trabalho, Galvan, Rizzardi e Scheffer (2011)
avaliaram bi6tipos de azevém resistente e suscetivel ao glyphosate e obtiveram como resultado
uma variagao no namero de folhas, onde dois bidtipos resistentes apresentaram um nimero de
folhas maior, enquanto outro biétipo resistente, apresentou nimero de folhas muito préximo ao
bidtipo suscetivel utilizado. Os mesmos autores encontraram no trabalho uma senescéncia
tardia do bidtipo resistente e indicaram que esta senescéncia mais tardia significa alteracéo no
ciclo, causadas por mudancgas no metabolismo das plantas. Nesse aspecto, este trabalho também
encontrou resultado semelhante.

Os biétipos também diferiram quanto ao incremento de area foliar ao longo do tempo.
Na auséncia de competicdo, a area foliar foi menor no biétipo R em comparagédo ao S nos
primeiros 35 DAE (Figura 7A). O ciclo do biétipo S também foi mais precoce, bem como a

manutenc¢do de maior area foliar por mais tempo. Todavia, o biétipo R apresentou maior area
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foliar, com 747 cm?, contra 624 cm? no bidtipo S (Figura 7A). A condigio de competicio com
o trigo levou a perda de area foliar nos dois bi6tipos, mas com uma redugdo maior no bidtipo
R que acumulou no maximo 72 cm? de érea foliar, contra 206 cm? no biétipo S, ou seja, uma
area foliar quase 3 vezes menor (Figura 7B). Em suma, em condicdo de competicdo com a
cultura do trigo, o biétipo R sofreu uma reducdo na area foliar maior que o biétipo S,

configurando uma desvantagem ecoldgica da resisténcia.

Figura 7 — Area foliar (cm?) para os bidtipos de nabica suscetivel e resistente. A: Cultivo
solteiro, B: Cultivo em competicao.
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Outros trabalhos, envolvendo a comparagdo de biotipos resistentes e suscetiveis, sem
competicdo tem comportamento variado para variavel area foliar, os valores de area foliar sdo
préximos e ndo ocorre uma diferenca como nos resultados encontrados para os bidtipos de
nabica. Christoffoleti (2001) avaliou biétipos de picdo-preto R e S a herbicidas inibidores da
ALS, obteve maior area foliar em biétipo S, o que concorda com resultado obtido neste trabalho,
onde nos primeiros 40 dias de ciclo a area foliar do bidtipo S foi superior.

Diferente do comportamento observado neste trabalho, em avaliacdo de bidtipos de
buva, Conyza bonarienses e C. canadenses resistentes e suscetiveis ao herbicida glyphosate,
Moreira et al. (2010) obtiveram diferenga entre os bidtipos, sendo que no inicio do
desenvolvimento, o biétipo resistente apresentou maior area foliar, porém no decorrer do ciclo
o bidtipo reduziu o desenvolvimento e a sua éarea foliar foi menor que o bi6tipo suscetivel.

Para os valores de massa seca (MS) (Figura 8), ocorreram diferencas das mesmas formas
que nas variaveis ja descritas. No cultivo sem competi¢do, o bi6tipo S, apresentou maior
precocidade, atingindo o acimulo maximo de MS mais cedo em todas as variaveis, também

apresentou, maior MS total e parte aérea. Ja o biétipo resistente, apresentou maior MS de raizes.
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No cultivo em competi¢do, o resultado foi mantido, contudo, o biétipo R sofreu mais com esse
processo, visualizando uma maior distancia entre as curvas de crescimento de MS parte aérea
e total e uma menor distancia para MS das raizes.

Tardif, Rajcan e Costea, (2005) trabalhando com biétipos de Amaranthus powelli Re S
a inibidores de ALS, também encontraram que os bi6tipos R tiveram uma menor producao total
de matéria seca e o desenvolvimento atrasado. Li et al. (2012) desenvolveram trabalhos
investigando a resisténcia de biotipos de nabica na Australia, os bidtipos R apresentavam
resisténcia devido a mutagcdo em apenas um aminoacido na enzima ALS, esses autores nao
observaram efeitos no crescimento nos biétipos de R. raphanistrum com resisténcia aos
herbicidas inibidores da ALS.

A producdo de estruturas reprodutivas, silicas e flores foi superior no biétipo S (Figura
9), pois esse bidtipo produziu no total duas vezes mais estruturas reprodutivas que o biétipo R.
A precocidade do biétipo S também foi mantida, tendo o seu florescimento e acimulo de MS
mais precoce que o bidtipo R. Quanto ao impacto da competi¢do, os dois bidtipos foram
afetados, mas o biétipo R, apresentou uma producdo de estruturas reprodutivas muito baixa,
chegando a no méaximo 1,5 g por planta enquanto bidtipo suscetivel apresentou produgédo

méaxima de 4 g.



80

Figura 8 — Resultado obtidos para massa seca (MS em g) nos bi6tipos resistente e suscetivel.

A: MS total no cultivo solteiro, B: MS total no cultivo em competi¢éo, C: MS parte aérea no

cultivo solteiro, D: MS da parte aérea no cultivo em competicdo, E: MS de raizes no cultivo
solteiro, F: MS de raizes no cultivo em competicao.
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Figura 9— Matéria seca (g) das estruturas reprodutivas dos bidtipos de nabiga resistente e
suscetivel, A: cultivo solteiro e B: cultivo em competicdo.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

® Resistente * Suscetivel

Esse menor crescimento evidenciado em todos os resultados obtidos faz com que em
uma condi¢do normal, sem a presenca do agente de sele¢do (inibidor da ALS), o biétipo R
apresente um crescimento reduzido e seja dominado na populagdo. Em um cenario de cultivo
de trigo, com a densidade de plantas utilizada neste trabalho, a nabica seria suprimida em uma
taxa maior que no biétipo S, gerando uma capacidade de interferéncia muito baixa a cultura do
trigo.

Os resultados obtidos para matéria seca de estruturas reprodutivas vao de encontro com
os resultados ja demostrados, sendo o bi6tipo suscetivel com uma producdo muito superior de
propagulos. A producéo foi muito afetada pela competicdo, sendo que entre os dois bibtipos, a
competi¢do reduz o crescimento em aproximadamente 90%. O beneficio, praticas culturais
adequadas a ela em relac@o a planta daninha, promoveu a reducdo da producdo de sementes e
consequente menor alimentagdo do banco de sementes do solo, que é o principal meio para
infestagdes futuras de plantas daninhas.

Em trabalho com Amaranthus powelli, Tardif, Rajcan e Costea, (2006), buscaram
verificar sobre efeitos da mutagdo a herbicidas inibidores de ALS no desenvolvimento e
morfologia de diferentes bidtipos, apresentaram varias afirmagdes, dentre elas que a diferenca
de competitividade causada pelo menor desenvolvimento inicial e alteracdo na morfologia
reduz fortemente o acimulo de biomassa e a reproducdo quando as plantas R séo cultivadas em
competi¢do, como nos resultados obtidos neste trabalho. Essa falta de competitividade resultou
nas plantas resistentes produzindo muito menos biomassa acima do solo e de sementes ao
competir com suscetiveis. Portanto, a caracteristica de resisténcia a herbicidas parece ter um

efeito negativo encontrado sobre a aptiddo na auséncia de herbicidas. Isso significa que a
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proporg¢do de plantas R em uma populagdo mista pode ser mantida em um nivel muito baixo
em comparacdo com plantas suscetiveis a herbicidas do tipo selvagem quando a pressdo de
sele¢do de inibidores de ALS é retirada.

O parametro taxa de crescimento relativo ilustrou que no cultivo solteiro, o biétipo R
apresentou um crescimento relativo superior (Figura 10A), isso provavelmente se deve ao maior
desenvolvimento do sistema radicular da planta (equagdo considera a matéria seca total). No
cultivo em competicao, a taxa de crescimento relativo reforga o custo ecoldgico da resisténcia,
com um crescimento muito superior do biétipo S, invertendo os resultados (Figura 10 B). Para
a taxa assimilatéria liquida os bidtipos foram semelhantes, com excecéo da avaliacdo de 100
DAE na condicéo livre de competi¢do, em que o biétipo R manteve um ganho de crescimento
enquanto houve decréscimo no biétipo S (Figura 10C e D). A razdo de area foliar apresentou
comportamento similar, no cultivo sem competicdo, o bi6tipo S, apresentou maior area aos 25
DAE, e apds isso somente reduziu a sua razdo, o biétipo R, apresentou valor maximo aos 50
DAE, apresentando uma redugdo mais dréstica que o bi6tipo S. Ja no cultivo em competicdo, o
bidtipo S, apresentou maior razdo de area foliar em quase todo ciclo, assim como apresentou
valor méaximo superior; ja o bidtipo R apresentou razdo maxima duas vezes menor,
apresentando-se mais prejudicado pela competi¢do, acumulando menos massa e area foliar na

planta.
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Figura 10 — Anélises de crescimento dos bidtipos de nabica resistente e suscetivel. A:taxa de

crescimento relativo (g g* dia™) cultivo solteiro, B: Taxa de crescimento relativo cultivo em

competicao, C:Taxa assimilatéria liquida (g cm? dia™) cultivo solteiro, D: Taxa assimilatoria

liquida cultivo em competicdo, E: Razdo de area foliar (cm?g®) cultivo solteiro, F: Razdo de
area foliar cultivo em competicéo.
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Schaedler et al.(2013) avaliaram bi6tipos de Fimbristylis miliacea com resisténcia a
inibidores de ALS, resultados obtidos foram semelhantes a este trabalho onde os bi6tipos R
apresentaram um desenvolvimento menor comparado ao biétipo S, assim concluiram que a
espécie possui custo adaptativo.

Algumas substituicBes que causam resisténcia a ALS resultam em uma reducdo na
atividade de ALS e afinidade de substrato. No entanto, para outras mutages ALS, ndo ha
evidéncias de uma reducdo na atividade ALS, com relatos de nenhuma mudanca na atividade
da ALS (Pro-197-Thr) (PRESTON et al., 2006)

Para Vila-Aiub, Neve e Powles (2009) a mutacdo também pode prejudicar a atividade
enzimatica e/ou reduzir a afinidade do substrato (resultando em biossintese de produto
insuficiente). Atividade da ALS prejudicada foram encontradas na substitui¢do Pro-197-His em
L. serriola e L. sativa, e a substituicdo Ala-205-Val em Solanum ptychanthum. Em ambos os
casos, 0 bidtipo ALS resistente ndo mostra ligagdo de substrato alterada, mas uma redugéo
préxima de 50% na atividade quando comparado com o biétipo S (ASHIGH; TARDIF, 2007).

A atividade ALS ¢ regulada pelo acimulo de aminoéacidos de cadeia ramificada
(MIFLIN; CAVE, 1972). As mutagGes ALS levam a uma diminuicdo da sensibilidade a inibigdo
de quantidade por Val, Leu e, ou lle. Uma possivel consequéncia da sensibilidade de produtos
reduzida para inibi¢do é o acimulo de aminoacidos de cadeia ramificada acidos em tecidos
vegetais. Um excesso e/ou desequilibrio do pool de aminoacidos pode ter efeitos téxicos no
metabolismo celular, e se correlaciona bem com o crescimento reduzido da planta (HOFGEN
et al., 1995).

A producéo de sementes foi diferente entre os biétipos; embora ndo tenha sido registrada
diferenca significativa, em média, o biétipo S apresentou maior producéao de sementes, nimero
de sementes por planta e a massa de 100 sementes (Figura 11). Uma planta de nabica gera uma
grande quantidade de sementes que ficam vidveis por longos periodos no banco de sementes do

solo.
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[Figura 11| Avaliacio da produco de sementes nos hiétipos de nabica resistente e suscetivel. Comentado [RV1]: N3o seria figura 11? Me envia essa
s - 1400 figura para eu trabalhar com a formatagdo.
. T Comentado [DLF2R1]: Essa figura é a jungdo de dois
rr T 4 1200 graficos, o que o professor indica mudar?
=
6r T 4 1000 E
L] &
— 5r ﬁ
L] 1 800 =
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. —— | I
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Biotipos
Produgdo Total (z) ™ Massa 100 sementes (zg)  * Total sementes planta

*ndo significativo pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A fenologia dos bi6tipos de nabica, feita a partir escala de BBCH demostra a diferenca
entre o ciclo de vida dos bi6tipos (Tabela 11). A principal diferenca observada é que o bidtipo
R apresentou ciclo superior, assim todas as mudancas fenoldgicas do biétipo foram mais tardias,
comparadas ao biétipo S. A diferenca principal observada no inicio do ciclo foi 0 alongamento
da fase de roseta, que no hiétipo R levou um tempo maior, teve uma diferenca de 9 dias entre
0s bidtipos. Para secagem das silicas a diferenca foi de 7 dias, com essa desvantagem de ciclo
mais tardio, plantas do biétipo R, tendem a ser suprimidas em uma populacdo de R.

raphanistrum.
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Tabela 10 — Ciclo e estéagios fenol6gicos observados para os bidtipos de nabica.

Suscetivel Resistente

DAE BBCH Estagio DAE BBCH Estégio

Semeadura Semeadura
0 0 Emergéncia 0 0 Emergéncia
9 1 Desenvolvimento da folha 13 1 Desenvolvimento da folha
16 2 Formacéo de brotos laterais 16 2 Formagcéo de brotos laterais
22 3 Alongamento da roseta 29 3 Alongamento da roseta

Desenvolvimento das partes Desenvolvimento das partes de
24 4 de propagagao 31 4 propagacéo
27 5 Inflorescéncia 34 5 Inflorescéncia
45 6 Florescimento 54 6 Florescimento
55 7 Desenvolvimento dos frutos 60 7 Desenvolvimento dos frutos

Amadurecimento dos frutos e Amadurecimento dos frutos e
76 8 sementes 83 8 sementes
100 9 Senescéncia 108 9 Senescéncia

1 - Desenvolvimento da folha

Primeira folha emergida no Primeira folha emergida no
1 10 coledptilo 1 10 coledptilo
12 11 Primeira folha verdadeira 12 11 Primeira folha verdadeira

2 Folhas verdadeiras, pares de 2 Folhas verdadeiras, pares de
14 12 folhas ou espirais dobrados 14 12 folhas ou espirais dobrados

3 Folhas verdadeiras, pares de 3 Folhas verdadeiras, pares de
16 13 folhas ou espirais dobrados 17 13 folhas ou espirais dobrados

9 ou mais folhas verdadeiras, 9 ou mais folhas verdadeiras,

pares de folhas ou espirais pares de folhas ou espirais
25 19 dobrados 27 19 dobrados

5 — Inflorescéncia

Inflorescéncia ou partes
24 51 visiveis 27 51 Inflorescéncia ou partes visiveis
25 55 Primeiras flores visiveis 29 55 Primeiras flores visiveis
27 59 Primeiras pétalas nas folhas 34 59 Primeiras pétalas nas folhas

6 — Florescimento

27 60 Primeira flor visivel 34 60 Primeira flor visivel
43 65 50% flores abertas 52 65 50% flores abertas
52 67 Final do florescimento 57 67 Final do florescimento

Final do florescimento e frutos Final do florescimento e frutos
55 69 visiveis 60 69 visiveis

7 - Desenvolvimento de Frutos

10 % dos frutos em tamanho 10 % dos frutos em tamanho
62 71 final 62 71 final

50 % dos frutos em tamanho 50 % dos frutos em tamanho
75 75 final 86 75 final

Todos os frutos em tamanho Todos os frutos em tamanho
88 79 final 96 79 final

8 - Maturacdo dos frutos e sementes
70 81 Inicio do amadurecimento 83 81 Inicio do amadurecimento
81 85 Amadurecimento avancado 100 85 Amadurecimento avangado
104 89 Inicio da absigéo do fruto 108 89 Inicio da absi¢do do fruto
9 — Senescéncia

Desenvolvimento de ramos Desenvolvimento de ramos
74 91 concluido, folhas ainda verdes 76 91 concluido, folhas ainda verdes
75 93 Inicio da queda das folhas 77 93 Inicio da queda das folhas
85 95 50% das folhas caidas 88 95 50% das folhas caidas

Fim da queda das folhas, Fim da queda das folhas, plantas

plantas ou partes acima do ou partes acima do solo mortas
100 97 solo mortas ou dormentes 116 97 ou dormentes
118 99 Colheita 118 99 Colheita

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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5.6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o biétipo resistente apresentou uma
diferenca de crescimento em relacdo ao biotipo suscetivel. Sendo que em condigdo de
interferéncia com a cultura do trigo a diferenca de crescimento é acentuada, mas devido a
grande diversidade genética entre as popula¢fes ndo se pode estipular a existéncia de custo
ecoldgico, necessitando de mais estudos para essa comprovagao.

A escala de BBCH adaptada para Raphanus raphanistrum auxiliou no entendimento da

fenologia da espécie.
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6 ALTERNATIVAS PARA O CONTROLE DE NABIGCA COM RESISTENCIA
CRUZADA A INIBIDORES DA ALS

6.1 RESUMO

A nabica vem figurando como uma importante planta daninha em diversas culturas devido a
elevada competitividade e a presenga de bidtipos resistentes. Este trabalho teve como objetivo
buscar herbicidas alternativos para o controle quimico de um biétipo de nabigca com resisténcia
cruzada a inibidores da ALS. O trabalho foi desenvolvido com todos os herbicidas registrados
a cultura do trigo, exceto inibidores de ALS, aplicados em pré ou pés-emergéncia e avaliagéo
de controle e matéria seca, no biotipo resistente. O trabalho demostrou que as alternativas de
controle quimico disponiveis na cultura do trigo possuem eficiéncia para realizar o controle,
embora alguns ndo sejam seletivos a cultura, com elevada eficiéncia, como o mecanismo de
resisténcia elucidado refere-se a uma mutagdo no sitio de acdo dos herbicidas inibidores de
ALS, qualquer mecanismo de acdo diferente, proporciona eficiéncia no controle, todos os
herbicidas apresentam potencial uso, mas deve-se sempre buscar a etapa da desseca¢do onde o
leque de produtos é maior. Conclui-se que os herbicidas alternativos possuem elevada eficiéncia
e sdo alternativas para o controle quimico de nabica resistente a ALS.

Palavras-chave: Controle alternativo, manejo, dessecacao.
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6.2 ABSTRACT

The wild radish plant has figured as an important weed in several cultures due to its high
competitiveness and the presence of resistant biotypes. This work aimed to search for
alternative herbicides for the chemical control of a wild radish biotype with cross-resistance
to ALS inhibitors. The work was developed with all herbicides registered to wheat, except
ALS inhibitors, applied in pre- or post-emergence and evaluation of control and dry matter,
in the resistant biotype. The work demonstrated that the chemical control alternatives
available in the wheat crop are efficient to carry out the control, although some are not
selective to the crop, with high efficiency, as the resistance mechanism elucidated refers to a
mutation in the site of action of the ALS-inhibiting herbicides, any different mechanism of
action, provides efficient control, all herbicides have potential use, but the desiccation stage
where the range of products is greater should always be sought. It is concluded that alternative
herbicides have high efficiency and are alternatives for the chemical control of ALS-resistant
turnip.

Keywords: Alternative control, management, desiccation.
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6.3 INTRODUCAO

Espécies do género Raphanus estdo presentes em varias culturas agricolas, devido as
suas habilidades competitivas e adaptacdo a diversos ambientes. Além de germinarem no
inverno, também podem germinar no verdo, sendo consideradas espécies facultativas
(MADHOU et al., 2005).

A enzima aceto-hidroxiacido sintase (AHAS/ALS) é a primeira enzima na biossintese
dos aminoacidos de cadeia ramificada isoleucina, valina e leucina. A inibicdo da ALS, leva a
inibicAo da produgdo destes aminoécidos e a morte da planta. Cinco grupos quimicos
diferentes fazem parte dos inibidores da ALS, sulfoniluréia (SU), imidazolinonas (IMl),
triazolopirimidina (TP), pirimidinilbenzoatos (PB) e sulfonilaminocarboniltriazolinonas
(SACT) sendo os quatro primeiros comercializados no Brasil (QUEIROZ; VIDAL;
MEROTTO JUNIOR, 2013). No Brasil, esses herbicidas s&o registrados pelo Sistema de
Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT) do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) para culturas agricolas de grande importancia (BRASIL, 2021). Dos
ingredientes ativos registrados no Brasil, 0s herbicidas inibidores da ALS representam 31%
em arroz; 24% em cana-de-agucar; 14% em soja; 13% em milho; 11% em feijdo, 6% em
algodédo, 19% em trigo e 25% nos demais cereais de inverno (BRASIL, 2021). Além disso,
constituem grande parte dos produtos disponiveis para o controle de plantas daninhas em
culturas de inverno, com maior relevancia na regido Sul do Brasil.

O controle de plantas daninhas resistentes é o maior desafio atual. A cada dia sdo
registrados novos casos de resisténcia e elucidados os mecanismos de resisténcia. O manejo
mais comum e aceito para controlar plantas daninhas resistentes, além da utilizacdo de
praticas integradas, € a utilizacdo de herbicidas pertencentes a outros mecanismos de agéo.
Para tal fim, é importante conhecer bem o mecanismo de agéo do herbicida utilizado e se ha
ou ndo evolugdo para resisténcia maltipla (WALSH; POWLES, 2014).

O objetivo deste trabalho foi buscar alternativas de manejo de nabica resistente com a
utilizagdo de herbicidas de outros mecanismos de agéo alternativos inibidores de ALS, na

cultura do trigo.
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6.4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo no Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da UDESC (CAV-UDESC), em Lages-SC, o experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, cada unidade experimental foi representada por uma
planta em um vaso pléastico com capacidade volumétrica de 0,4 dm®, neste experimento,
somente foi utilizado o bidtipo resistente, ja que o bidtipo suscetivel, ainda apresenta controle
com inibidores de ALS.

Os herbicidas alternativos estudados, foram aplicados em duas modalidades, pré-
emergéncia e pos-emergéncia. Em pré-emergéncia avaliou-se: pendimethalin (1820 g i.a. ha™®),
flumioxazin (75 g i.a. ha) e clomazone (432 g i.a. ha'). Em pds-emergéncia foram avaliados:
2,4-D (564,2 g i.a. hal), MCPA (732 g i.a. hal), dicamba (720 g i.a. ha'®), bentazon (576 g i.a.
ha'), glyphosate (2095,65 g i.a. hal), metribuzin (144 g i.a. hat), saflufenacil (49 g i.a. ha),
glufosinate (400 g i.a. ha'l), paraquat (400 g i.a. ha), triclopyr (1360 g i.a. ha'*) e flumioxazin
(50 g i.a. hal). Dessa maneira foram avaliados um total de 15 tratamentos, sendo 14 herbicidas
e a testemunha n&o tratada.

Quando a maioria das plantas atingiram o estadio de desenvolvimento de trés a quatro
folhas verdadeiras, as unidades experimentais foram retiradas da casa de vegetagdo para
aplicacdo dos tratamentos. No caso da aplicacdo em pré-emergéncia, foram semeadas 5
sementes por unidade experimental, realizada a irrigacdo e logo em seguida a aplicacdo dos
herbicidas, nestas parcelas utilizou-se solo agricola como substrato. Esse procedimento foi feito
para simular as condi¢cBes de campo em que o solo é o alvo da aplicagdo. A aplicacéo foi
realizada com pulverizador costal de precisdo, pontas jato plano AD 110 02, na altura de 50 cm
acima do alvo, pressio de 220 KPa com volume de aplicagio de 200 L ha™. Apés a aplicagio
dos herbicidas, os vasos foram levados para a casa de vegetacdo, permanecendo sem irrigacéo
por 24 horas a fim de néo interferir na absorcdo do herbicida.

Avaliou-se o controle aos 28 dias apos aplicacdo (DAA) nos tratamentos aplicados em
pos-emergéncia. Nessa mesma data, nos tratamentos aplicados em pré-emergéncia avaliou-se
0 nimero de plantas emergidas por unidade experimental, e convertendo em eficiéncia de
controle em relagéo a testemunha néo tratada. Utilizou-se como base a escala percentual, em
que a nota 0% correspondeu a nenhum efeito do herbicida e a nota 100% significou morte das
plantas. A matéria seca da parte aérea (MSPA) também foi avaliada, cortando-se rente ao solo,
todas as plantas do vaso aos 28 DAA e, posteriormente, secadas em estufa a 65 °C por 72 horas

até peso constante, quando foi realizada a quantificacdo da MSPA em balanga de precisdo
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(0,001 g). Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (p<0,05). Quando

significativo realizou-se a comparagéo das médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise de variancia foi significativa para todas as variaveis analisadas, nas duas
modalidades de aplicacdo, pré e pés-emergéncia (Tabela 10). Na pré-emergéncia, os herbicidas
flumioxazin e clomazone foram mais eficientes no controle, com sobrevivéncia de O e 17,5 %
em relagdo a testemunha (Tabela 10). O herbicida pendimethalin, apresentou controle muito
baixo, a sobrevivéncia obtida foi de 75%. Esse herbicida apresenta um Kow elevado, esse valor
representa a afinidade do mesmo com compostos organicos, o solo utilizado, possui elevado
teor de matéria organica e também considerado muito argiloso. Assim, o herbicida, que tem
maior afinidade por esses componentes se liga e ndo fica livre na solugéo, com capacidade de
controle das plantas daninhas. Kalsing e Vidal (2012), também obtiveram menor eficiéncia de
controle com uso de pendimethalin em solos argilosos e com alto teor de matéria organica.
Quanto aos valores de matéria seca, flumioxazin e clomazone reduziram a produgdo a

praticamente zero, ja pendimethalin demostrou menor eficiéncia, semelhante ao controle.

Tabela 11 — Controle (%), sobrevivéncia (%) e massa seca da parte aérea (g vaso™) do bi6tipo
de R. raphanistrum resistente a inibidores de ALS, com herbicidas alternativos aos 28 DAA.

Pré-Emergéncia Dose (g.ia. ha!)  Sobrevivéncia (%)  Controle (%) MS (9) NC

Testemunha 100 a - 0,05 ab
Pendimethalin 2000 75 ab - 0,1b
Flumioxazin 75 Oc - 0,0a
Clomazone 432 17 be - 0,005 a
CV (%) 60,61 - 74,44
Pds-Emergéncia
Testemunha - O0a 2,63a
2,4-D 564,2 - 100 ¢ 0b
MCPA 732 - 100 ¢ 0b
Dicamba 720 - 88 bc 0,35b
Bentazon 720 - 100 ¢ 0b
Glyphosate 2095,62 - 100 c 0b
Metribuzin 144 - 67b 0,74 b
Saflufenacil 49 - 99 ¢ 0,05b
Glufosinate 400 - 100 ¢ 0b
Paraquat 400 - 100 c 0b
Triclopyr 1360 - 100 c 0b
Flumioxazin 50 - 77 bc 0,7b
CV (%) - 118 126,60

obs]Hll <60% controle,  controle >60% e <80% el >80% controle.

Sobrevivéncia: conforme o nimero de plantas; NC: Nivel de controle
Fonte: elaborado pelo autor, 2021.
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Na pds-emergéncia, a maioria dos herbicidas alternativos apresentaram controle muito
bom ou excelente (>88%), todos apresentam diferenca significativa a testemunha. Os Unicos
tratamentos que ndo apresentaram controle satisfatério foram metribuzin (67%) e flumioxazin
(77,5%) (Tabela 10). Os demais apresentaram niveis de controle superior a 88%, sendo que a
maioria apresentou 100% de controle. Quanto as avalia¢cBes de matéria seca da parte aérea,
todos os herbicidas diferiram da testemunha e apresentaram reducéo, ndo ocorrendo diferenca
significativa entre os mesmos (Tabela 10).

Costa e Rizzardi (2013) avaliaram o controle alternativo de biétipo de nabica oriundo
do Norte do Parana, com resisténcia metsulfuron-methyl, obtiveram resultados semelhantes a
este trabalho, onde, glyphosate, bentazon e 2,4-D, apresentaram controles muito préximos a
100%.

Neste trabalho nem todos os herbicidas utilizados sdo seletivos a cultura, no caso,
glyphosate, saflufenacil, glufosinate, paraquat e flumioxazin, ndo apresentam seletividade em
pés-emergéncia. No entanto, podem ser usados na dessecacdo e manejo outonal de nabica, no
manejo outonal também podem ser utilizados os herbicidas auxinicos, que possuem elevada
eficiéncia no controle. Quanto a aplicacdo com seletividade a cultura a disponibilidade de
herbicidas pré ou pés-emergéncia, o pendimenthalin apresenta seletividade e é registrado para
cultura em aplicagdo de pré-emergéncia, flumioxazin apesenta seletividade (ASSUNCAO et
al. 2017), porém, néo ¢é registrado para a cultura. Também pode ser incluido como potencial o
clomazone, que ndo possui registro, mas se utilizada com o safener torna-se seletivo para a
cultura do trigo (SCHMITZ et al., 2018).

Em p6s-emergéncia restam apenas os herbicidas com modo de agdo mimetizadores de
auxina (2,4-D, MCPA, dicamba e triclopyr) e inibidores fotossistema Il (bentazon e
metribuzin). O saflufenacil pode ser utilizado em pds-emergéncia, embora cause elevada
fitointoxicacdo a cultura (MALDANER; SCHENEIDER, 2019).

A partir da resisténcia restam apenas dois mecanismos para controle de nabi¢a em pés-
emergeéncia, a aplicacdo dos mimetizadores de auxina causa fitointoxicagéo na cultura e deve
ser feita em momento especifico, antes do alongamento do colmo das plantas de trigo, o que
necessita de maior tecnificagdo no seu uso. Além disso, seu uso deve ser racional, pois ja foram
comprovadas resisténcia a estes modos de acéo na Australia com resisténcia multipla (HEAP,
2021). Os inibidores do FSII, podem ser aplicados sem restricdes, mas sempre deve-se buscar
aplicagdo em estadios ideais de controle, ja que possuem uma mobilidade reduzida, no caso do
metribuzin, que é absorvido mais pelas raizes, deve-se ter o cuidado na aplicacdo de atingir

corretamente o alvo.
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Vidal e Merotto Jr, (1999) trabalharam com bi6tipo de E. heterophylla demostraram
resisténcia cruzada também aos inibidores de ALS, mas foi suscetivel aos herbicidas
glyphosate, 2,4-D, dicamba, paraquat, atrazina, fomasafen e lactofen. Cechin et al. (2016),
comprovaram a resisténcia de bidtipos de R. sativus ao iodosulfuron, avaliou alternativas para
controle com glufosinate, paraquat, diuron + paraquat, glyphosate, saflufenacil, fomasafen,
mesotrione, tembotrione e atrazine, pensando na presenca em lavouras de milho e soja. Braz et
al. (2011) avaliaram herbicidas alternativos ao controle de B. pilosa e E. heterophylla resistente
a inibidores da ALS na cultura do algoddo, obteve controle satisfatério com a mistura de
inibidores de ALS, glyphosate e glufosinate, a mistura tripla apresentou sinergismo no controle.

O bidtipo R deste trabalho ndo apresenta resisténcia maltipla a herbicidas, e os
herbicidas alternativos testados podem ser utilizados para o controle, porém, mesmo sendo
herbicidas eficientes, é necessario adotar diferentes estratégias a fim de evitar e prevenir a

evolugdo para resisténcia maltipla.
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6.6 CONCLUSOES

O biétipo de nabica com resisténcia cruzada a inibidores de ALS, foi controlado com
eficiéncia pelos herbicidas flumioxazin, clomazone, aplicados em pré-emergéncia, e 2,4-D,
MCPA, dicamba, bentazon, glyphosate, saflufenacil, glufosinate paraquat e triclopyr,

aplicados em p6s-emergéncia.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Com o trabalho realizado conclui-se que o bi6tipo inicial com suspeita de resisténcia,
€ mesmo resistente e apresenta resisténcia cruzada, envolvendo todo grupo dos herbicidas
inibidores da ALS. A resisténcia é causada pela mutagdo na enzima alvo na posi¢do 574, o
que resultou na substitui¢do do triptofano por uma leucina (Trp-574-Leu), resultando em um
fator de resisténcia elevado.

A analise de crescimento do bidtipo de nabica resistente a inibidores da ALS
demostrou que o mesmo apresenta uma diferenca de crescimento, essa diferenca deve ser
mais bem estudada, para observar a presenca do custo adaptativo.

Sabe-se da disponibilidade de outros herbicidas que foram verificados neste trabalho
para controle de nabica, principalmente os que controlam outras folhas largas também, como:
MCPA, dicamba, glyphosate, glufosinate, bentazon, 2,4-D, metribuzin, saflufenacil,
triclopyr, flumioxazin, clomazone e pendimenthalin; deve-se além de utilizar estes herbicidas
com diferentes modos de a¢do, buscar sempre priorizar o desenvolvimento da cultura, assim
ela estard em vantagem frente as plantas daninhas.

O conhecimento e a investigagdo clara sobre os bi6tipos resistentes de plantas daninhas
sdo importantes para elaboragdo de estratégias de manejo. Com todas essas informagdes,
mesmo sendo confirmada a resisténcia, se tem uma facilidade na elaboracéo de diferentes
manejos e € possivel contribuir com a reducéo da interferéncia de plantas daninhas resistentes.
A mesma ideia serve para outras plantas daninhas e culturas, deve-se buscar o0 maximo de
informacdo para chegar ao ponto chave e adotar estratégias de manejo que reduzam a

evolugdo da resisténcia.



