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RESUMO

A ocorréncia de plantas daninhas nas lavouras de arroz irrigado representa um dos fatores
limitantes da produtividade, dentre as plantas daninhas que infestam as lavouras de arroz
irrigado encontra-se o capim-arroz (Echinochloa spp.). A principal medida de controle dessa
espécie € através da aplicacdo de herbicidas, como os herbicidas inibidores da Acetil-CoA
Carboxilase (ACCase). Porém o uso frequente desse método tem agravado a evolucdo da
resisténcia de plantas daninhas a herbicidas. O objetivo do trabalho foi caracterizar a resisténcia
de um bidtipo de capim-arroz a herbicidas inibidores da ACCase, por meio de um ensaio de
dose resposta, verificar o mecanismo de resisténcia e indicar alternativas de controle quimico
para 0 biotipo resistente. Todos os experimentos foram realizados em casa de vegetacao,
inicialmente foi realizado um ensaio preliminar com a finalidade de selecionar possiveis
bidtipos resistentes, prosseguiu-se entdo com ensaios de dose resposta em duas geracdes (F1 e
F2), as sementes da primeira geragdo (F1) foram coletadas de biétipos de capim-arroz oriundos
das principais regides orizicolas do Estado de Santa Catarina e as sementes da segunda geragdo
(F2) foram provenientes dos biotipos selecionados na geracdo F1. Foram testadas nos biotipos
sensiveis e com suspeita de resisténcia doses crescentes de trés herbicidas inibidores de ACCase
(cyhalofop-p-butyl, quizalofop-p-ethyl e profoxydim), aplicados nas doses de 360 g i.a. ha?,
120gi.a. ha'e 170 g i.a. ha'l, respectivamente. Posterior conduziu-se ensaios com a finalidade
de estudar o mecanismo de resisténcia do biotipo, o primeiro teve como objetivo verificar se a
resisténcia estava ligada ao aumento da metabolizacdo e o segundo trabalho foi realizado com
a finalidade de constatar, através de analises moleculares, se a resisténcia era ocasionada devido
a mutacdo ou aumento da expressdo da enzima alvo. Por fim, realizou-se um ensaio para avaliar
alternativas de controle quimico para o bidtipo resistente. No ensaio preliminar trés bi6tipos
(CA02, CAOD5 e CAQ7) apresentaram suspeita de resisténcia e foram conduzidos no ensaio de
dose resposta da geracdo F1. No ensaio de dose resposta dos bidtipos que apresentavam suspeita
de resisténcia apenas o CAOQ7 confirmou-se, com fator de resisténcia (FR) de 5,7 para
cyhalofop-p-butyl, 30,5 para quizalofop-p-ethyl e 16,05 para oprofoxydim. Na geracdo seguinte
(F2) o FR foi de 7,89 para o herbicida cyhalofop-p-butyl, 7,72 para o herbicida quizalofop-p-
ethyl e 4,24 para o herbicida profoxydim, confirmando a resisténcia cruzada aos trés herbicidas.
No ensaio com alternativas de controle apenas os herbicidas pendimethalin e clomazone
aplicados em pré-emergéncia foram eficientes no controle dos biétipos CA01 e CA07. O ensaio

com o inibidor da Citocromo P450 (malathion) indicou que a resisténcia nao é decorrente da



metabolizacdo do herbicida. Apos o sequenciamento, a mutacdo encontrada foi decorrente de
uma substituicdo de Trp-2027-Cys. Conclui-se que a resisténcia do biotipo proveniente da

cidade de Tubardo-SC é ocasionada por uma mutacdo na posicao 2027.

Palavras-chave: Ariloxifenoxipropionatos, Ciclohexanodionas, mecanismo de resisténcia,
sitio de agdo, Trp-2027-Cys.



AGRONOMIC AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
BARNYARDGRASS (Echinochloa crus-galli) RESISTANCE TO ACETYL-CoA
CARBOXYLASE INHIBITOR HERBICIDES IN SANTA CATARINA
The occurrence of weeds in paddy rice crops represents one of the limiting factors of
productivity, among the weeds that infest irrigated rice crops is the barnyardgrass. The main
measure to control this species is through the application of herbicides, such as ACCase
inhibitor herbicides. However, the frequent use of this method has aggravated the evolution of
weed resistance to herbicides. The objective of this study was to characterize the resistance of
a biotype of barnyardgrass to ACCase inhibitor herbicides using a whole plant dose response
assay, to verify the mechanism of resistance and to indicate chemical control alternatives for
the resistant biotype. All the experiments were carried out in a greenhouse. Initially, a
preliminary test was carried out with the purpose of selecting possible resistant biotypes, which
was then followed by rate response tests in two generations (F1 and F2). The seeds of the first
generation (F1) were collected from barnyardgrass biotypes from the main rice-growing regions
in the state of Santa Catarina and the seeds of the second generation (F2) came from biotypes
selected in the F1 generation. Increasing doses of three ACCase inhibitor herbicides (cyhalofop-
p-butyl, quizalofop-p-ethyl and profoxydim) were tested on the sensitive biotypes and those
with suspected resistance. The recommended doses were 360 g i.a. hat, 120 g i.a. ha! and 170
g i.a. hal, respectively. Later, trials were conducted with the purpose of studying the
mechanism of resistance of the biotype, the first aimed to verify if the resistance was linked to
increased metabolization and the second work was performed with the purpose of verifying,
through molecular analysis, if the resistance was caused by mutation or increased expression of
the target enzyme. Finally, a trial was conducted to evaluate chemical control alternatives for
the resistant biotype. In the preliminary trial three biotypes (CA02, CA05 and CAQ7) showed
suspected resistance and were conducted in the F1 generation dose response trial. In the dose
response trial of the biotypes that presented suspected resistance only CA07 was confirmed,
with FR of 5.7 for cyhalofop-p-butyl, 30.5 for quizalofop-p-ethyl and 16.05 for the herbicides,
and profoxydim respectively. In the next generation (F2) the FR was 7.89 for cyhalofop-p-butyl
herbicide, 7.72 for quizalofop-p-ethyl herbicide and 4.24 for profoxydim herbicide, confirming
cross-resistance to all three herbicides. In the trial with control alternatives only the herbicides
pendimethalin and clomazone applied preemergence were efficient in controlling the biotypes
CAO01 and CAO07. The assay with the P450 inhibitor (malathion) indicated that the resistance is

not due to herbicide metabolization. After sequencing the mutation found was due to a Trp-



2027-Cys substitution. It was concluded that the resistance of the biotype from the city of
Tubar&o-SC is opposed by a mutation at position 2027.

Keywords: Aryloxyphenoxypropionates, Cyclohexanediones, resistance mechanism, site of
action, Trp-2027-Cys.
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1 INTRODUCAO

A interferéncia de plantas daninhas sobre as culturas € um dos principais fatores que
levam a reducdo de qualidade e produtividade em lavouras do mundo todo. As plantas daninhas
sdo aquelas que se encontram em um local onde s&o indesejadas. Por sua vez, estas espécies
apresentam em sua grande maioria uma alta capacidade adaptativa, reprodutiva e dispersiva, o
que proporciona a elas vantagens sobre as culturas de interesse, fazendo-se necessario o
controle dessas especies.

Os herbicidas sdo amplamente utilizados no controle de plantas daninhas, sendo o
controle quimico o principal método empregado com a finalidade de reduzir as perdas
decorrentes da interferéncia. Essa predominancia é atribuida as diversas vantagens gque esse
método propicia, dentre elas a especificidade e eficiéncia de controle, facilidade de uso e
aplicacdo, além disso possui um amplo espectro de controle.

As vantagens supracitadas promoveram uma rapida ado¢do do controle quimico e
acarretaram na selecdo e evolucgédo de bidtipos de plantas daninhas resistentes a herbicidas, de
acordo com o Comité de Acdo a Resisténcia aos Herbicidas (HRAC, 2022), a definicdo de
resisténcia é "a capacidade natural e hereditéria de alguns biétipos de planta daninha em uma
dada populacéo, em sobreviver a um tratamento herbicida, que deveria efetivamente controlar
a populagéo selvagem em condi¢des normais de utilizacéo".

Ha naturalmente plantas resistentes em uma populacdo, porém a resisténcia evolui a
partir da utilizacdo continua de herbicidas que possuem um mesmo mecanismo de acdo ou
detoxificacdo semelhante, esse processo pode ser denominado de presséo de selecdo e a partir
dele ocorre a selecdo e evolucdo dos bidtipos resistentes dentro da populagdo. Quando isso
ocorre, o controle quimico passa a ndo ser eficaz, dificultando e reduzindo as alternativas de
controle das plantas daninhas.

Uma mesma espécie de planta daninha pode desenvolver resisténcia a varios herbicidas
e a resisténcia ao mesmo herbicida pode estar relacionada a diferentes mecanismos sendo
possivel que varios mecanismos de resisténcia possam ser desenvolvidos em uma Unica planta.
Dessa forma, faz-se necessario compreender a 0s mecanismos que levam a resisténcia das
plantas daninhas, bem como o mecanismo de acdo dos herbicidas e a fisiologia e
comportamento das plantas daninhas no ambiente.

O arroz irrigado é uma das culturas mais importantes para o estado de Santa Catarina,

se destacando pela area de cultivo, producéo e produtividade, tendo grande importancia em
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termos de valor econdmico. Essa cultura esté sujeita a uma série de fatores do ambiente que
influenciam o rendimento e a qualidade dos grdos. Dentre esses fatores, as plantas daninhas
assumem lugar de destaque, devido aos efeitos negativos observados no crescimento,
desenvolvimento e produtividade. As espécies do género Echinochloa sdo frequentemente
distribuidas em lavouras de arroz irrigado no Brasil e no mundo (BORTOLY et al., 2015). O
controle quimico é o método mais utilizado para controle das principais plantas daninhas que
afetam a cultura com destaque para os herbicidas inibidores da acetil-Coa carboxilase (ACCase)
que sao amplamente utilizados no controle de plantas daninhas na cultura do arroz por sua alta
eficiéncia e baixa toxicidade, controlando exclusivamente espécies gramineas. Sao agrupados
em dois grupos quimicos: ariloxifenoxipropiénicos (FOP) e as ciclohexanodionas (DIM) e ja
apresentam casos de resisténcia confirmados no Brasil. Herbicidas inibidores de ACCase tém
atividade especifica em gramineas devido a sua inibicdo seletiva de ACCase plastidica
homodimérica, o plastideo heteromérico e as formas citosdlicas homodiméricas ndo séo
inibidas pelos inibidores de ACCase, tornando as outras familias tolerantes a esses herbicidas
(KUKORELLI et al., 2013).

O ultimo registro de resisténcia para a cultura do arroz no Brasil da espécie Echinochloa
crus-galli var. crus-galli ocorreu no ano de 2015 em Tubardo-SC, nesse caso as plantas
apresentaram resisténcia multipla para herbicidas inibidores da acetil CoA carboxilase,
inibidores da acetolactato sintase e inibidores da sintese de celulose, ndo houve a caracterizacdo
daresisténcia e a determinacdo do mecanismo de resisténcia. O problema de resisténcia mundial
mais grave para esta espécie esta nos Estados Unidos, onde foi comprovada resisténcia a quatro
diferentes mecanismos de ag&o: inibidores da acetil-CoA carboxilase, inibidores da acetolactato
sintase, inibidores de FSII e inibidores da sintese de celulose (HEAP, 2021).

O controle de plantas daninhas através do uso de herbicidas é indispensavel para a
manutencdo da produtividade e qualidade da cultura de interesse, a utilizacdo de forma
inadequada e indiscriminada vém, ao longo dos anos, selecionando individuos resistentes a
herbicidas de diferentes mecanismos de acdo e como consequéncia ha a limitacéo e dificuldade
em controlar as plantas indesejadas. Tendo em vista 0 agravante dos casos de resisténcia aos
herbicidas inibidores da ACCase faz-se necessario averiguar estratégias de controle quimico
com outros mecanismos de acdo, Malik et al. (2010) identificaram que o controle de capim-
arroz com a aplicacao do herbicida pendimethalin decresce ao longo dos dias ap0s a aplicagéo.

As hipoteses deste trabalho sdo que o bidtipo investigado é resistente aos inibidores da

ACCase, a resisténcia estara relacionada a mutacdo em um ou mais sitios de acdo, ou seja, sera
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um mecanismo relacionado ao sitio de a¢do, e a resisténcia ndo ocorreré devido ao aumento da
capacidade de metabolizacdo do herbicida, e por fim que herbicidas com diferentes mecanismos
de acdo serdo eficientes no controle de bidtipos de capim-arroz resistentes aos inibidores da
ACCase. O objetivo desta pesquisa foi confirmar a resisténcia cruzada de bidtipos de capim-
arroz provenientes das principais regides orizicolas do estado de Santa Catarina, aos herbicidas
inibidores de ACCase; verificar se 0 mecanismo de resisténcia se deve a uma alteragdo no sitio
de acdo ou ndo e avaliar as alternativas para o controle quimico do bidtipo resistente.

Esta dissertacdo € composta por dois capitulos, no primeiro capitulo estéo os trabalhos
de ensaio preliminar, dose resposta nas geracdes F1 e F2 e controle alternativo. O segundo

capitulo aborda a elucidagdo dos mecanismos de resisténcia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ACULTURA DO ARROZ IRRIGADO

O arroz (Oryza sativa) € uma das principais culturas produzidas no Brasil, sendo o
segundo cereal mais consumido a nivel mundial, atras somente do trigo (CONAB,2022). No
Brasil, destacam-se duas técnicas de cultivo de arroz: o sistema irrigado e sistema sequeiro. O
sistema de arroz irrigado representa 92% da area de arroz colhida no mundo, correspondente a
cerca de 75% de todo arroz produzido (BOUMAN et al., 2007; SAITO et al., 2018). O arroz de
terras altas ocupa apenas 8% da area cultivada com arroz no mundo (SAITO et al., 2018), esse
modelo de cultivo ainda apresenta baixas produtividades, cerca de duas toneladas por hectare
(PRASAD, 2011; SAITO et al., 2018).

No Brasil, o arroz produzido no sistema de terras altas teve grande importancia
principalmente nas décadas de 1970 e 1980 por ser a cultura pioneira utilizada na exploracédo
de novas areas na regido do Cerrado, chegando a ocupar mais de 4,5 milhdes de hectares
(PINHEIRO et al., 2006). O arroz produzido nesse sistema foi caracterizado como atividade de
baixo custo, alto risco climético e baixo retorno financeiro (PINHEIRO et al., 2006). Baixas
produtividades do arroz de terras altas sdo frequentemente atribuidas a estresses bidticos e
abioticos, além de poucas praticas tecnoldgicas empregadas pelos produtores nesse sistema de
producdo (HEINEMANN et al., 2009; SAITO et al., 2018).

O sistema irrigado demanda conhecimento do rizicultor, manejo, preparo do solo,
adubagéo, sementes, entre outros. Apresentando alto custo de investimento no preparo da terra
e insumos. Os sistemas de cultivo empregados na cultura do arroz irrigado distinguem-se, na
preparacdo do solo, métodos de semeadura e 0 manejo inicial da agua e sdo titulados: sistema
convencional, cultivo minimo, plantio direto, pré-germinado e transplante de mudas (NUNES
2018). A irrigacao da lavoura de arroz esta condicionada ao sistema de cultivo escolhido, assim
sendo, a admissdo de um ou demais sistema diferenciara a época de inicio e fim da irrigacdo,
manejo e uso da agua e preparacdo do solo (NUNES, 2016). A predominéncia do sistema de
cultivo com taipas em nivel, onde a irrigacao realiza-se por sistematizacdo da lavoura (CONAB,
2015).

A importancia socioeconémica da cultura do arroz para o Brasil vai além da regido Sul
gue € responsavel por mais de 80% do total produzido no pais (CONAB, 2021). Na regido
tropical (regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste) a area cultivada com arroz irrigado gira em
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torno de 10%, contribuindo com cerca de 11% da producdo total brasileira nesse ecossistema.
Na regido Sul do pais, merece destaque o Estado do Rio Grande do Sul, grande impulsionador
do cultivo do arroz no Brasil, que aumentou em 88,97% sua producao entre as safras 1990/91
e 2012/13 e na safra 2018/19 foi responsavel sozinho por 70% de toda a producéo do grdo no
Brasil (CONAB, 2021).

A érea cultivada com arroz irrigado em todo pais na safra 2021/2022 devera crescer
0,1% com uma queda de 2,6% na produtividade, com producdo total de 11,46 milhdes de
toneladas. O arroz irrigado é produzido principalmente no Sul do Brasil, com destaque para 0s
estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Para a safra de 2022, o cenario projetado de
precos mais desvalorizados, na comparacdo com 2021, sera limitado pelo significativo aumento
no custo de producédo de arroz e pela estimativa de real desvalorizado, o que pode contribuir
para o crescimento das exportacdes brasileiras.

Nos ultimos anos a produtividade da cultura do arroz foi alavancada por novas
tecnologias e estratégias de manejo, porém inimeros fatores estdo diretamente ligados a
produtividade de grdos na cultura do arroz irrigado, dentre estes a presenca de plantas daninhas,
em que na auséncia de controle pode ocasionar perdas de produtividade de até 85% (FLECK et
al., 2004). As principais espécies de plantas daninhas na cultura do arroz irrigado séo: arroz-
daninho (Oryza sativa) e capim-arroz (Echinochloa spp.) (SOSBAI, 2018). As espécies do
género Cyperus predominamem sistema de cultivo com plantio direto e rotagdo de culturas
(ULGUIM et al., 2018). Além disso, outras espécies da familia Poaceae sdo considerados muito
representativas em areas de cultivo de arroz (SILVA et al., 2007; NUNES et al., 2018).

2.2 CARACTERISTICAS DO CAPIM-ARROZ E INTERFERENCIA

Um dos fatores responsaveis pela reducdo de produtividade das lavouras orizicolas é o
controle insatisfatorio de plantas daninhas, dentre as espécies infestantes da cultura do arroz
irrigado no Estado de Santa Catarina, destacam-se as pertencentes ao género Echinochloa. O
capim-arroz (Echinochloa spp.) pertencente a familia Poaceae, € uma planta amplamente
disseminada pelo mundo, sendo relatada na Europa, Africa, Asia, Austrélia, Pacifico, América
do Norte e América do Sul, sendo considerada a terceira planta daninha com maior relevancia
a nivel mundial (HEAP, 2021).

No Brasil ocorre com frequéncia nas principais regides orizicolas da regido Sul

(LORENZI, 2000) e sua importancia se deve a alguns fatores, como alta capacidade
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germinativa e plasticidade com relacdo a temperatura de germinacdo (GUILLEMIN et al.,
2012), podendo germinar a temperaturas inferiores a 10°C, ampla distribuicéo, € uma planta C4
e segundo Taiz e Zeiger (2017) plantas C4 sdo altamente eficientes no aproveitamento dos
recursos naturais. Além disso, sua fase vegetativa € muito semelhante a da planta de arroz
(AGOSTINETTO; VARGAS, 20009).

Segundo Andres e Machado (2004) o capim-arroz é a graminea de maior relevancia na
cultura do arroz irrigado, possuindo a capacidade de competir com a cultura do arroz durante
todo o ciclo. Além disso, é considerada uma planta daninha de dificil controle no arroz irrigado,
devido as semelhancas morfofisioldgicas, causando sérios problemas na colheita e reduzindo a
produtividade de grdos (ANDRES et al., 2007). As perdas geradas pela infestagéo de capim-
arroz em lavouras de arroz irrigado podem chegar a 90%, levando em consideracédo diversos
fatores como a densidade da planta daninha, a densidade de semeadura do arroz, a época de
semeadura, a cultivar utilizada e o momento do inicio da irrigacéo da lavoura (PINTO et al.,
2002). Em outro estudo Galon et al. (2007) relataram que a presenca de uma Unica planta de
capim-arroz por m? teve a capacidade de reduzir a produtividade da cultura do arroz entre 5 a
22%. Enquanto que Mennan et al. (2012) identificaram que em densidade de duas plantas de E.
crus-galli por m? reduziu em 10% a produtividade de gréos da cultura.

O género Echinochloa inclui aproximadamente 250 espécies anuais e perenes (BAJWA
et al, 2015) originadas de diferentes paises e distribuidos em regides tropicais e temperadas
guentes do mundo, é uma planta poliploide (OSUNA et al., 2011). Existem espécies anuais com
18, 27 ou 54 pares de cromossomos e espécies perenes com 18, 27 e 63 pares de cromossomos.
As espécies de capim-arroz sao autdgamas e apresentam uma elevada producdo de sementes,
segundo Norris (2003) pode ultrapassar 1.000.000 sementes por planta. A identificacdo precisa
das espécies de capim-arroz é dificil, pois ha um grande polimorfismo dentro da mesma espécie
(KISSMANN; GROTH, 1999). Além disso, pode ocorrer o cruzamento natural, originando
hibridos sem identificacdo definida. Detalhes muito importantes de diferenciacéo se encontram
nas caracteristicas foliares, porém para uma maior precisdo faz-se necessario o uso de
microscopia. No Brasil, existem cinco variedades descritas para E. crus-galli e entre estas
podem ocorrer pequenas diferencas morfologicas. Dentre as espécies de maior importancia e

ocorréncia se destacam E. colonum e E. crus-galli (GALON et al., 2007).

2.2.1 Caracteristicas de E. colonum
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A espécie é originaria da Tanzénia (RUIZ-SANTAELLA et al., 2006) e com ampla
distribuicdo em regides tropicais e subtropicais (VALVERDE et al. 2001). No Brasil, tem
ocorréncia frequente principalmente em locais com alta umidade. E uma planta anual com
reproducdo via sementes, germinando em qualquer época do ano, possui uma panicula
compacta em relacdo as demais espécies do género. As espiguetas sao inseridas alternadamente
sendo opostas e verticiladas em um mesmo eixo (EMBRAPA, 2011). As sementes s&o
arredondadas e de menor tamanho, quando comparada as demais espécies do género
(VALVERDE et al., 2001). Apresenta um ciclo de aproximadamente 120 dias e na fase inicial
apresentam colmos decumbentes, ocorrendo o0 enraizamento a partir dos n6s que entram em
contato com o solo.

E. colonum é uma planta ereta, seu porte varia de 20 a 40 cm (LORENZI, 2000), possui
caules aproximados formando touceiras bem compactadas. Os colmos sdo delgados com
didmetro variavel geralmente com seis nds. Os rizomas sdo ausentes e as raizes podem ser
fasciculadas e pouco lignificadas em ambiente seco; em ambientes Umidos sdo mais longas e
lisas. As folhas possuem bainhas compridas, glabras e as vezes podem apresentar pilosidade na
altura dos nos, ligula e auricula ausente, laminas lanceoladas, agudas e com comprimento de
até 25 cm, apresentando manchas transversais de coloracéo purpurea (KISSMANN, 1997). As
paniculas possuem de 5 a 15 cm de comprimento e espiguetas mduticas e apiculadas
(KISSMANN, 1997). A espécie apresenta atualmente 26 casos de resisténcia, 0 caso mais grave
envolve a resisténcia multipla a até trés mecanismos de acdo, como por exemplo o relatado na
Colémbia no ano de 2016 envolvendo a resisténcia a inibidores da acetil-CoA carboxilase,

inibidores da acetolactatato sintase e inibidores da sintese de celulose (HEAP, 2021).

2.2.2 Caracteristicas de E. crus-galli

E originaria da Alemanha (RUIZ-SANTAELLA et al, 2006). E uma espécie
cosmopolita e no Brasil esta distribuida por praticamente todo o territério, sendo uma planta
daninha preocupante em areas destinadas ao cultivo de arroz irrigado. Possui um crescimento
inicial répido e quando se encontra em um nivel de infestacdo elevado pode reduzir
drasticamente a produtividade do arroz, alem de suas sementes ndo serem permitidas em lotes
de sementes de arroz, impedindo sua comercializacéo.

Echinochloa crus-galli € uma planta anual com reproducdo via sementes, adaptada a

condicdo de anaerobiose (KIM, 1994), desenvolvendo-se bem em solos &cidos com pH a partir
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de 4,5. As sementes apresentam longa viabilidade, tendo viabilidade de 100%, mesmo apds sete
anos de armazenamento (KISSMANN, 1997), e germinam em condigdes de elevada umidade
e temperatura moderada. Dawson e Bruns (1975) apds realizarem um ensaio com diferentes
profundidades de semeadura com Echinochloa crus-galli constataram que conforme 0 aumento
da profundidade em que a semente foi enterrada maior foi a longevidade das sementes

De acordo com Kissmann (1997) plantas dessa espécie possuem colmos arredondados
ou achatados, com ramificacdes basais, além disso ndo apresentam rizomas e as raizes sao
fasciculadas. As folhas apresentam bainhas abertas, pouco sobrepostas, com auséncia de ligula
podendo atingir até 30 cm de comprimento. Suas paniculas sdo eretas e as espiguetas ovaladas.
Algumas variedades dessa espécie se distinguem brevemente e apresentam caracteristicas que
facilitam essa diferenciacdo (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracterizacdo de espigueta e panicula de duas variedades de Echinochloa crus-

galli (E. crus-galli var. crus-galli e E. crus-galli var. crus-pavonis).
Espécie Espigueta Panicula

Forma Tamanho (mm)  Forma  Tamanho (cm)

E. crus-galli var. crus-galli Ovaladas 2,8-3,7 Ereta 10-15
E. crus-galli var. crus- Espinulosas 1,0-9,0 Pendente 10-25
pavonis

Fonte: Kissmann (1991)

No Brasil ha a predominancia das espécies E. crus-galli e E. colonum. A espécie E.
colonum se diferencia das demais por apresentar a panicula compacta, espiguetas inseridas
alternadamente, enquanto que a espécie E. crus-galli ndo apresenta caracteristicas
discriminatorias, mas de maneira geral apresenta as paniculas mais curtas e eretas. No Brasil 0s
principais diferenciadores de chaves de identificacdo sdo a presenca ou auséncia de ligula e

arista, comprimento da planta e da folha bandeira.

2.3 MANEJO DE PLANTAS DANINHAS NA CULTURA DO ARROZ IRRIGADO

Inimeros elementos influenciam na produtividade de grdos da cultura do arroz, com
grande destaque para a interferéncia de plantas daninhas. O grau de interferéncia entre a planta
daninha e a cultura esta diretamente relacionada as variagdes meteoroldgicas, praticas de
manejo (AGOSTINETTO et al.,, 2007), estd relacionado também as caracteristicas da

comunidade infestante como a composicao especifica, densidade de plantas, distribuicdo das
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populacbes, espacamento, densidade de semeadura e duracdo do periodo de convivéncia
(CAVALCANTE etal., 2017). O periodo critico de competicdo com plantas daninhas na cultura
do arroz é compreendido entre 0 15° ao 45° dia ap6s a emergéncia, durante esse periodo é
imprescindivel que o arroz permaneca livre da convivéncia com qualquer planta daninha
(SILVA; DURIGAN, 2006). Porém ao considerar o0 manejo irrigado para a cultura pode haver
uma modificacdo desse periodo, que é encerrado a0 mesmo momento em que se inunda a area.
Desse modo, determinar o periodo de controle das plantas daninhas é imprescindivel para
manutencdo do potencial produtivo e para a escolha do método de controle (BRIGHENTI,
OLIVEIRA, 2011).

Nesse sentido, conhecer a forma de propagacédo de espécies daninhas € um dos fatores
determinantes para a escolha do método de controle, pois algumas espécies podem ser mais
dificeis de controlar (VASCONCELOS et al., 2012). Além do controle quimico existem
diversas possibilidades de controlar ou até mesmo reduzir a populacdo de plantas daninhas da
area. O manejo integrado de plantas daninhas (MACIEL, 2014) consiste em realizar o uso de
combinacgOes de diferentes manejos para atingir sucesso no controle de plantas daninhas, tais
como: controle preventivo, controle cultural, controle fisico, controle mecénico, controle
biolégico e controle quimico. O controle preventivo consiste em impedir a entrada de
propagulos de espécies daninhas, pode ser realizado através da limpeza dos implementos e
equipamentos, no controle da qualidade sanitéria e fisioldgica das sementes e adubos organicos
utilizados (FONTES; GONGCALVES, 2009).

Segundo Carvalho (2013) o controle cultural consiste no aproveitamento das
caracteristicas das plantas cultivadas como o uso de cultivares mais competitivas e dos sistemas
de cultivo além da rotacédo de culturas, aumentando assim a capacidade competitiva da cultura.
Dessa forma, uma cultura bem estabelecida e vigorosa possui alto poder competitivo
dificultando o desenvolvimento de espécies indesejadas (OLIVEIRA JUNIOR;
CONSTANTIN; INOUE, 2011). Segundo Galon et al. (2007) o uso de cultivares de arroz
competitivas que se desenvolvam mais rapido que a planta daninha, é uma opg¢do promissora
para diminuir o uso de herbicidas para o controle de capim-arroz.

O controle mecénico pode ser feito desde antes do preparo do solo até a fase produtiva
das culturas, as principais préaticas deste tipo de controle séo o arranquio, a capina, a rogada e 0
revolvimento do solo (CARVALHO, 2013). O controle fisico baseia-se em plantas que fazem
a cobertura do solo e a supressao das plantas daninhas (FONTES; GONCALVES, 2009), ou 0

uso de outras tecnicas especificas como: inundacgéo, fogo, solarizacdo, controle térmico e
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choque elétrico (CARVALHO, 2013). Segundo Gomes et al. (2004), em é&reas de arroz
inundadas o uso de ldminas maiores que 10 cm podem causar acamamento de plantas, maior
percolacéo lateral, porém do ponto de vista de controle de plantas daninhas, laminas com alturas
superiores sdo mais eficientes na supressdo das mesmas. O inicio da irrigacdo esta associado ao
controle de plantas daninhas, portanto comumente se utiliza herbicidas com alto poder residual,
possibilitando um retardo na entrada da agua de irrigacdo, o que pode ser uma pratica um tanto
arriscada, pois o efeito residual da maioria dos herbicidas é dependente da umidade no solo
(ANDRES et al., 2005). Além disso, a agua para plantas daninhas ndo aquaticas, possui um
efeito supressor, pelo fato de reduzir o fluxo gasoso da atmosfera para o solo impedindo que as
plantas se estabelecam por falta de oxigénio (GOMES & PAULETTO, 1999).

O controle bioldgico classico se baseia na ideia de que o controle resulta justamente da
pressdo constante dos inimigos naturais sobre os seus hospedeiros, parte-se do principio de que
tais plantas se tornaram daninhas nos novos ambientes em razéo, em grande parte, da auséncia
de pressdo dos inimigos naturais nas novas areas colonizadas (TESSMANN, 2011). Consiste
na utilizacdo de parasitas, predadores, patdgenos (SILVA et al., 2005) ou até mesmo 0s
herbicidas naturais (KLAIC et al., 2015) capazes de reduzir a populacdo de plantas daninhas e
consequentemente sua capacidade de competir, por meio do equilibrio populacional entre o
inimigo natural e a planta hospedeira. Na cultura do arroz irrigado, existe uma alternativa de
controle bioldgico na entressafra com o uso de marrecos-de-pequim e a rizipiscicultura, em que
as aves e peixes alimentam-se das sementes das espécies de plantas daninhas, reduzindo a
infestacdo (SOSBAI, 2014).

O controle quimico é um dos métodos mais utilizados no controle de plantas daninhas,
devido a sua alta eficiéncia, pouca necessidade de mao de obra, economia de tempo e a
seletividade a determinadas culturas. E importante conhecer as caracteristicas do herbicida a
ser utilizado como: tempo de meia vida, periodo de caréncia e toxicidade (MACIEL, 2014),
além da época de aplicacdo. O controle quimico pode ser realizado em aplicacbes de pré ou
pos-emergéncia (CARVALHO, 2013). A aplicacdo em preé-emergéncia ocorre antes da
emergéncia das plantas daninhas. J& a aplicacdo em pos-emergéncia ocorre apds a emergéncia
da cultura e visa atuar no desenvolvimento da planta daninha. No periodo de desenvolvimento
da planta daninha, a probabilidade de ocorrer prejuizos por competicdo € maior
(AGOSTINETO et al., 2015). De acordo com Noldin (1999), uma estratégia a ser adotada € o
controle quimico realizado precocemente possibilitando a reducdo de doses de herbicidas

reduzindo as injurias a cultura do arroz.
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2.4 RESISTENCIA DE PLANTAS DANINHAS A HERBICIDAS: DEFINICOES,
EVOLUCAO E MECANISMOS DE RESISTENCIA

Existem atualmente 509 casos de plantas daninhas resistentes a herbicidas em todo o
mundo. As plantas daninhas desenvolveram resisténcia a 21 dos 31 locais de agdo dos
herbicidas conhecidos e a 164 herbicidas diferentes (HEAP, 2021). Segundo Heap (2021)
atualmente 50 espécies de gramineas apresentam resisténcia comprovada aos herbicidas
inibidores da ACCase, ficando atras somente dos inibidores da ALS, inibidores de fotossistema
Il e inibidores da EPSPs. No Brasil, at¢ o momento, foram confirmadas resisténcia em 7
espécies, sendo o caso de maior destaque o de Echinochloa crus-galli relatado no ano de 2015,
na cidade de Tubardo-SC, com resisténcia maltipla a trés diferentes mecanismos de acéo
(EBERHARDT, et al., 2016).

De acordo com Inoue e Oliveira Junior (2011) as plantas resistentes sdo aquelas que
herdaram a capacidade de sobreviver e se reproduzir apds a exposicao a uma dose de herbicida
normalmente letal para a populacéo natural. Ja a tolerancia relaciona-se a habilidade da espécie
em sobreviver a aplicacdo do herbicida, sendo, portanto, a resposta inerente a espécie e nao
exclusiva a algumas popula¢des ou bidtipos. Um grupo de individuos dentro de uma espécie,
com carga genética semelhante, porém pouco diferenciado da maioria dos individuos da
populacdo, que no caso de plantas daninhas resistente a herbicidas € caracterizado,
normalmente, apenas pela caracteristica genética que confere a resisténcia a herbicidas
(KISSMANN, 1996).

A selecdo de bidtipos resistentes é comum em populac@es de plantas daninhas devido a
ampla variabilidade genética que estas apresentam, permitindo que ocorra a adaptacdo e
consequentemente a sobrevivéncia em diferentes condi¢fes ambientais (CHRISTOFFOLETI,
2009). Segundo Heap (2014) uma planta pode apresentar resisténcia simples, cruzada ou
maltipla. Denomina-se resisténcia cruzada quando um Gnico mecanismo de resisténcia confere
resisténcia a mais de um herbicida. A resisténcia cruzada do local alvo € o tipo mais comum, e
é o resultado de um local de acdo alterado promovendo a resisténcia a outros herbicidas que
inibem a mesma enzima. A resisténcia mdltipla, por sua vez, ocorre quando mais de um
mecanismo de resisténcia ocorre dentro de um mesmo individuo, geralmente é resultante da
selecdo sequencial de mecanismos de resisténcia por herbicidas com diferentes locais de agéo
ou através do acumulo de genes de resisténcia através do fluxo de pélen. A ocorréncia de

resisténcia maltipla acaba sendo mais preocupante porque impossibilita o controle por dois ou
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mais mecanismos de agdo reduzindo drasticamente as alternativas de controle dessas
populagdes.

O tempo necessario para que um biotipo resistente seja selecionado esta relacionado a
uma série de fatores, que segundo Sandri et al. (2003) sdo: as caracteristicas do herbicida
(frequéncia de aplicacéo, dose, eficiéncia e persisténcia no solo) e as caracteristicas da espécie
(frequéncia génica, viabilidade do banco de sementes e capacidade dispersiva das sementes).
Um exemplo a ser citado é o caso de as plantas daninhas de ciclo anual serem propensas a
desenvolverem resisténcia mais rapidamente do que as espécies bianuais ou perenes, pois um
maior nimero de geracGes € submetido ao agente selecionador (MONQUEIRO et al. 2000).

A genética das plantas daninhas tem também uma grande influéncia na resisténcia
dessas a herbicidas, sendo a variabilidade genética da populacdo, um fator indispensavel numa
espécie suscetivel para que seja possivel ocorrer evolugdo de bidtipos resistentes a herbicidas
(VIDAL; FLECK, 1997). A frequéncia inicial de plantas resistentes na populacdo é fator
importante a ser considerado.

A resisténcia devido aos mecanismos de metabolizacdo ou desintoxicacdo do herbicida
ocorre quando a planta degrada o herbicida antes que este cause danos irreversiveis a ela. Neste
caso, duas enzimas estdo envolvidas, sendo elas, a monoxigenases do citocromo P450 e a
glutationa-S-transferase, (VIDAL; MEROTTO JR., 2001) que sdo as principais enzimas
responsaveis pelo inicio da degradacédo de herbicidas (HAN et al., 2014). Nesses casos em que
a resisténcia aos herbicidas € ocasionada por mecanismos que envolvem a metabolizacdo de
herbicidas, a chance de ocorréncia de resisténcia cruzada é elevada pelo fato de a espécie
possuir a capacidade de metabolizar diferentes herbicidas, ou seja, por ndo apresentar
especificidade (COMONT et al., 2020).

Outra forma de resisténcia de plantas daninhas € a compartimentalizacdo de herbicidas,
em que os herbicidas sdo removidos das partes metabolicamente ativas da célula ou tecidos
localizados distantes dos sitios de acdo do herbicida (CHRISTOFFOLETI et al., 1994). Ge et
al. (2010) identificaram um bidtipo de Conyza canadensis com capacidade de
compartimentalizar o herbicida glyphosate no vactolo reduzindo a sua a¢éo sobre as enzimas
alvo EPSPS.

Além disso a resisténcia pode estar relacionada a redugéo na absorcéo e translocacdo do
herbicida. A diminuicdo na absorcao esta relacionada com a quantidade de herbicida que é
capaz de chegar ao local de acdo (CHRISTOFFOLETI; NICOLAI, 2016). Acredita-se que

plantas com esse tipo de resisténcia apresentam diferencas fisicas e/ou propriedades quimicas
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que causam alteracdo da absorcdo do herbicida na cuticula. Como exemplo, o herbicida
glyphosate é retido nas folhas de bidtipos resistentes das espécies L. multiflorum (MICHITTE
et al., 2007; NANDULA et al., 2008) e S. halepense (VILA-AIUB et al., 2012), porém esse
mecanismo costuma causar baixos niveis de resisténcia em plantas daninhas. Quanto a reducao
na translocacéo até ao local de ac&o pode ocorrer o sequestro do herbicida no vacuolo, acredita-
se que esse processo seja regulado por transportadores de membrana, como os transportadores
do tipo ABC (ATP-binding cassete) e transportadores de fosfato modificados (GE et al., 2010),
A resisténcia causada por processos de sequestro vacuolar € normalmente dependente da
oscilacdo de temperatura. As plantas podem apresentar, também, resisténcia a herbicidas por
exsudacéo radicular; sendo pouco comum (GHANIZADEH; HARRINGTON, 2017), assim, as
plantas resistentes excluem rapidamente o herbicida, de forma a ndo ficarem em doses letais
dentro da planta. Em Raphanus raphanistrum, relatou-se que a resisténcia a MCPA ocorre
devido as altas taxas de exsudagdo do herbicida pelas raizes do bi6tipo resistente JUGULAM
etal., 2013).

O mecanismo de resisténcia por rapida necrose reduz a translocacdo da molécula do
herbicida em plantas resistentes, no entanto, esse processo ndo ocorre por sequestro no vacuolo.
O primeiro relato referente ao mecanismo de rapida necrose ocorreu em 2017 com a espécie de
planta daninha ambrésia gigante (Ambrosia trifida), nos Estados Unidos (GANIE et al., 2017).
O conhecimento e identificacdo desse mecanismo de resisténcia é muito importante, pois ja que
as plantas isolam o herbicida pela queda das folhas, outros herbicidas, aplicados em mistura
com o glyphosate, podem também perder sua eficacia de controle (MORETTI et al., 2017,
HARRE et al., 2018).

Nos casos de resisténcia por alteracdo do local de a¢do, a molécula do herbicida pode
perder a capacidade de exercer sua atividade sobre o local de acdo, tal alteracdo pode ocorrer
por mutacdo da enzima alvo (CHRISTOFFOLETI et al., 1994). Segundo Inoue e Oliveira
Junior (2011) a mutacdo natural possui baixa probabilidade de ocorréncia, enquanto que a
mutacéo induzida ocorre por acao de fontes externas (luz, oxigénio e radiagéo ultravioleta). As
alteracbes no local de acgdo, tornando os bidtipos resistentes aos herbicidas inibidores da
ACCase, é 0 mecanismo mais comum de resisténcia aos herbicidas “FOPS e DIMS”
(SEEFELDT et al., 1996; SANKULA et al., 1997). Estudos indicam que em alguns casos de
plantas do género Echinochloa spp. a origem da resisténcia ¢ a alteracao do local de a¢do, como
em Echinochloa crus-galli (PANOZZO et al., 2013; RIAR et al., 2013) e Echinochloa oryzicola
(KALOUMENGOS et al., 2013).



30

No decorrer dos anos as plantas daninhas resistentes aos herbicidas inibidores da
ACCase tém-se tornado um problema crescente a nivel mundial, apresentando como agravante
aresisténcia multipla, comprometendo e dificultando 0 manejo nessas areas. O primeiro registro
de Echinochloa crus-galli foi em 1978, nos Estados Unidos e logo em seguida ocorreu o registro
em varios outros paises (HEAP, 2021), e o primeiro caso de Echinochloa crus-galli resistente
aos inibidores da ACCase foi relatado nos anos 2000 nos Estados Unidos, a evolucdo desses

casos de resisténcia é preocupante.

2.5 MECANISMOS QUE CONFEREM RESISTENCIA A HERBICIDAS INIBIDORES DA
ACCase

A enzima ACCase caracteriza-se por apresentar trés centros de reacdo: a enzima biotina
carboxilase, a proteina carreadora de biotina (PCB) e a enzima carboxiltransferase. Além disso
a enzima apresenta duas isoformas sendo uma homodimérica e outra heteromérica. Os
herbicidas inibidores dessa enzima atuam na forma homodimérica da ACCase e sdo agrupados
estruturalmente em trés classes de compostos: ariloxifenoxipropionatos (FOPS);
ciclohexanodionas (DIMS), e fenilpirazolinonas (DENS) (DELYE, 2005; MUEHLEBACH, et
al, 2011). Na regido de absorcéo (foliar), hd uma elevada demanda por malonil-CoA oriunda da
carboxilacéo da Acetil-CoA para biossintese de acidos graxos e lipideos (KAUNDUN, 2014).
Segundo Oliveira Junior et al. (2011) esses herbicidas sdo caracterizados pela inibicdo da
sintese de &cidos graxos, dessa forma ndo ocorre a sintese de acidos graxos por ndo ocorrer a
conversao do Acetil-Coa para Malonil-CoA pela adicdo de CO: e consequentemente a inibigédo
da sintese de lipidios é bloqueada pela a¢do do herbicida comprometendo a integridade das
membranas celulares com o extravasamento de metabdlitos intracelulares e morte celular.

A diversidade genética ¢ de fundamental importadncia no desenvolvimento da
resisténcia, conferindo resisténcia a uma classe de herbicidas antes mesmo de sua aplicacdo a
campo. Isso é possivel porque essas mutacdes génicas estdo presentes aleatoriamente nas
populacbes de plantas (CHRISTOFFOLETI; OVEJERO, 2008). A tolerancia de espécies
dicotileddneas aos herbicidas inibidores da ACCase esta relacionada a genética, isso porque a
enzima presente no cloroplasto de plantas dessa espécie é do tipo heteromerica, e a localizada
no citoplasma € homodimérica, enquanto que espécies sensiveis aos herbicidas inibidores de
ACCase caracterizam-se por apresentarem a forma homodimérica da enzima tanto no citosol
quanto no plastidio (SASAKI et al, 1995).
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Os inibidores da enzima ACCase sdo utilizados exclusivamente para o controle de
gramineas em condi¢do de pos-emergéncia. Esses herbicidas sdo divididos em dois grupos
quimicos, as ciclohexanodionas (DIMS) e os ariloxifenoxipropionatos (FOPS), que possuem
diferencas em suas estruturas quimicas, porém apresentam afinidade pelo mesmo sitio de acao
da enzima ACCase (CHRISTOFFOLETI; NICOLAI, 2016). Segundo Roman et al. (2007), os
herbicidas inibidores de ACCase nédo sdo volateis, entretanto a maioria degrada-se rapidamente
na presenca de luz quando ficam na superficie da folha, o que reduz sua eficacia. Além disso,
sdo herbicidas de acdo sistémica, sdo absorvidos pelas folhas das gramineas e translocados até
partes meristematicas das plantas onde ocorre a intensa divisao celular.

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas inibidores de ACCase pode ser
ocasionada principalmente por: aletracbes no local de acdo, metabolizacdo, detoxificacdo
(AGOSTINETTO et al, 2002) e superexpressdo do gene ACCase (LAFOREST et al, 2017).
Esses mecanismos podem estar relacionados ao sitio de acdo em que ocorre uma Unica mutacdo
em um ponto chave no gene alvo, ou ndo estar relacionado ao sitio de acdo podendo envolver
varios genes e familias de genes, ou seja, nesse caso 0 metabolismo do herbicida parece ser
controlado por varios genes que codificam sistemas enzimaticos de detoxificacao. O sitio-alvo
€ 0 mecanismo responsavel pela resisténcia para a maioria dos herbicidas, principalmente para
os inibidores da ACCase (AMARO BLANCO et al, 2021). O mecanismo de resisténcia ndo
relacionado ao sitio de acdo € obtido com a reducdo da concentracdo de herbicida que atinge o
local alvo, que incluiu mecanismos de aumento da degradacdo do herbicida em determinadas
plantas (AGOSTINETTO et al, 2002) e sequestro de herbicidas, absorcdo reduzida e
translocacédo limitada (POWLES; YU, 2010). O aumento da metabolizacdo de herbicidas tem
sido relacionado a resisténcia em vérias espécies de plantas daninhas, principalmente nas
gramineas, como L. rigidum (BUSI et al., 2011), A. myosuroides (DELYE et al., 2011),
Echinochloa phyllopogon (YASUOR et al., 2009). Ha relatos de resisténcia de capim-arroz por
metabolizagdo a bispyribac-sodium (YUN et al., 2005), cyhalofop-p-butyl (RUIZ-
SANTAELLA et al., 2006), penoxsulam (YASUOR et al., 2009) e clomazone (YASUOR et
al., 2010).

A maioria dos casos de resisténcia ndo relacionado ao sitio de acdo que envolve a
resisténcia metabodlica é ocasionada por trés principais formas: citocromo P450
monooxigenases (P450) como por exemplo o relatado em Lolium rigidum (HAN et al., 2014),
Descurainia sophia (YANG et al. 2018) e Capsella bursa-pastoris (ZHANG et al., 2021);

glutationa s-transferases (GSTs) relatada em bidtipo com origem no Sul do Brasil em
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Echinochloa crus-galli (DALAZEN, MARKUS; MEROTTO JR., 2018) e também em bidtipos
de E. crus-galli resistentes ao herbicida quinclorac (LI etal., 2013); e glicosiltransferases (GTs),
que sao as enzimas responsaveis pela alteracdo da molécula herbicida (MAROLI et al, 2018).

A resisténcia a herbicidas em plantas também pode ocorrer em funcdo de mutacgdes no
sitio de acdo (relacionado ao sitio de a¢do), com alteracdo de aminoacidos no centro de reagdo
da enzima alvo dos herbicidas, impedindo a ligacdo eficaz do herbicida com a enzima
(POWLES; YU, 2010). A resisténcia diretamente relacionada a ACCase (alteracdo no sitio de
acao) é causada por mutacdes (POWLES; YU, 2010), sendo que o nivel de resisténcia varia de
acordo com o herbicida, doses utilizadas, espécie de planta daninha, estddio da planta,
alteracOes especificas de aminoécidos e nimero de cOpias de genes e alelos mutantes
(KAUNDUN, 2014).

Algumas mutacBes no gene que codifica a enzima ACCase foram relatadas: Ile-1781-
Leu (WHITE et al., 2005; YU et al., 2007; LIU et al., 2007; PETIT et al., 2010); Trp-1999-Cys
(LIU et al., 2007); Trp-2027-Cys (LIU et al., 2007; YU et al., 2007; PETIT et al., 2010); Ile-
2041-Asn (ZHANG; POWLES, 2006; LIU et al., 2007; YU et al., 2007; HOCHBERG et al.,
2009; PETIT et al., 2010); lle-2041-Val (YU et al., 2007); Asp-2078-Gly (LI1U et al., 2007; YU
et al., 2007; HOCHBERG et al.,2009; PETIT et al., 2010), Cys-2088-Arg (YU et al., 2007);
Gly-2096-Ala (PETIT et al., 2010). Ha relatos de resisténcia cruzada a diferentes herbicidas
inibidores de ACCase, e em sua grande maioria sdo decorrentes de mutacdes lle-1781-Leu, lle-
2041-Asn e Trp-2027-Cys (CHEN et al., 2017), além disso as mutacGes Asp-2078-Gly e Cys-
2088-Arg conferem amplo espectro de resisténcia em todas as classes de herbicidas inibidores
de ACCase (YU etal., 2007; DELYE et al., 2008; KAUNDUN, 2010; SCARABEL etal., 2011;
KAUNDUN et al., 2012). Segundo Fang (2020) a substituigdo mais comumente encontrada em
plantas daninhas resistente aos inibidores da ACCase € a lle-1781-Leu.

Ainda pode ocorrer a superexpressao da enzima alvo do herbicida, as causas que levam
a superexpressdo e amplificacdo dos genes ainda ndo estdo completamente elucidadas. Antes
atribuida a transposons ou pela modificacdo de promotores especificos de cada gene, considera-
se atualmente que a causa mais proxima se encontra pela replicagdo de DNA circular
extracromossdmico (eccDNAs) (KOO et al., 2018; ZHANG et al., 2018); o aumento de
expressao do gene ACCase foi reportado em Sorghum halepense (BRADLEY et al., 2001), em
Leptochloa chinensis (PORNPROM et al., 2006) e em D. sanguinalis (LAFOREST et al.,

2017), em contrapartida Huan et al. (2013) ao estudar a resisténcia de Echinochloa crus-galli
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ao herbicida quizalofop-p-etyl comprovaram que ela ndo era ocasionada por uma
superexpressdo do gene ACCase.

Estratégias de manejo quimico para biotipos resistentes a herbicidas podem ser
realizadas através do uso de herbicidas com diferentes mecanismos de acdo ou através da
associacgéo de herbicidas com mecanismos distintos (POWLES; YU, 2010). O manejo integrado
de plantas daninhas (MIPD) é a combinacédo de varios métodos de controle de plantas daninhas
a fim de reduzir o grau de interferéncia abaixo do limiar de dano econémico (THILL et al.,
1991).
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4 RESISTENCIA DE CAPIM-ARROZ (Echinochloa crus-galli) A INIBIDORES DA
ACCASE: CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA E ALTERNATIVAS DE
CONTROLE

4.1 RESUMO

Plantas daninhas resistentes aos herbicidas inibidores da enzima ACCase apresentam grande
impacto a nivel mundial, tanto pela area infestada quanto pelo limitado nimero de herbicidas
alternativos disponiveis para o controle dos bi6tipos resistentes. O objetivo desse trabalho foi
identificar os bidtipos de capim-arroz resistentes a inibidores de acetil-CoA carboxilase
(ACCase) proveniente das principais regides orizicolas do Estado de Santa Catarina, comprovar
a resisténcia cruzada por meio de ensaios de dose resposta conduzidos em duas geracOes e
avaliar alternativas para o controle quimico de um bi6tipo resistente. A pesquisa foi
desenvolvida no CAV/UDESC em casa de vegetacdo. Um ensaio preliminar foi realizado com
vinte e um bidtipos provenientes das principais regides orizicolas do Estado de Santa Catarina
para determinar a sensibilidade desses ao herbicida cyhalofop-p-butyl (Clincher ®), avaliando
a sobrevivéncia e o controle. A partir do ensaio preliminar foram selecionados bi6tipos de
capim-arroz com suspeita de resisténcia e suscetivel a cyhalofop-p-butyl para caracterizacao da
resisténcia por meio de estudos de dose resposta. Neste ensaio, foram testados trés herbicidas
inibidores de ACCase: cyhalofop-p-butyl (Clincher ®); quizalofop-p-ethyl (Targa ®) e
profoxydim (Aura ®) em doses crescentes, representando 0; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8 e 16 D (onde
D refere-se a dose recomendada). Os experimentos de curva de dose-resposta foram conduzidos
com quatro biétipos na geracdo F1 e com dois bidtipos na geracdo F2. Foi avaliada a
porcentagem de controle aos 21 dias apds a aplicacdo em F1 e aos 28 dias apds a aplicacdo em
F2. Apds a conducdo dos ensaios de dose resposta avaliou-se o controle alternativo com dois
bidtipos e dez tratamentos herbicidas, avaliou-se o controle e a massa seca da parte aérea aos
28 dias ap6s a aplicacdo. Para o biotipo resistente na geracdo F1, foram obtidos fator de
resisténcia (FR) de 5,7; 30,5 e 16,05 para cyhalofop-p-butyl, quizalofop-p-ethyl e profoxydim,
respectivamente. Em F2, o FR foi de 7,89; 7,72 e 4,24para cyahalofop-p-butyl, quizalofop-p-
ethyl e profoxydim, respectivamente. No ensaio com as alternativas para o controle quimico
apenas o0s herbicidas aplicados em pré-emergéncia, pendimethalin e clomazone,
proporcionaram um controle de 100%.

Palavras-chave: Controle alternativo, Echinochloa spp., dose resposta, pré-emergéncia.
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4.2 ABSTRACT

Weeds resistant to herbicides that inhibit the ACCase enzyme have great impact worldwide,
both by the infested area and by the limited number of alternative herbicides available for the
control of resistant biotypes. The objective of this work was to identify the biotypes of
barnyardgrass resistant to ACCase inhibitors from the main rice growing regions of Santa
Catarina state, to prove the cross-resistance by means of dose response trials conducted in two
generations and to evaluate alternatives for the chemical control of the resistant biotype. The
research was developed at CAV/UDESC in a greenhouse. A preliminary trial was conducted
with twenty one biotypes from the main rice growing regions of Santa Catarina State to
determine their sensitivity to cyhalofop-p-butyl herbicide, evaluating survival and control.
From the preliminary trial, barnyardgrass biotypes with suspected resistance and susceptible to
cyhalofop-p-butyl were selected for resistance characterization through dose-response studies.
In this trial, three ACCase inhibitor herbicides were tested: cyhalofop-p-butyl; quizalofop-p-
ethyl and profoxydim at increasing rates, representing 0; 0.25; 0.5; 1; 2; 4; 8 and 16 D (where
D refers to the recommended dose). The rate-response curve experiments were conducted with
four biotypes in the F1 generation and with two biotypes in the F2 generation. The percentage
of control was evaluated at 21 days after application in F1 and at 28 days after application in
F2. After conducting the dose response trials, the alternative control was evaluated with two
biotypes and ten herbicide treatments, and the control and dry mass of the aerial part were
evaluated at 28 days after the application. For the resistant biotype in F1 generation, resistance
factor (RF) of 5.7; 30.5 and 16.05 were obtained for cyhalofop-p-butyl, quizalofop-p-ethyl and
profoxydim, respectively. In F2, the RF was 7.89; 7.72 and 4.24 for cyahalofop-p-butyl,
quizalofop-p-ethyl and profoxydim, respectively. In the trial with the alternatives for chemical
control only the herbicides applied pre-emergence, pendimethalin and clomazone, provided
100% control.

Keywords: Alternative control, Echinochloa spp., dose response, pre-emergence.
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4.3 INTRODUCAO

As plantas daninhas que infestam as plantacGes afetam a qualidade e a produtividade da
cultura do arroz irrigado. Dentre as espécies que mais infestam e causam danos a cultura do
arroz irrigado destacam-se as do género Echinochloa (KISSMANN, 1997). O capim-arroz tem
ciclo anual, se reproduz por sementes, € de rapido crescimento inicial e apresenta alta
capacidade competitiva (BASTIANI et al., 2015), aléem de possuir uma ampla distribuicdo é
morfologicamente semelhante as plantas de arroz (ANDRES et al., 2007). Sua capacidade de
interferéncia € muito alta mesmo em baixas populagdes, segundo Galon et al. (2007) uma planta
de capim-arroz por m? pode provocar até 22% de reducéo na produtividade no arroz irrigado.

O uso intensivo de herbicidas como forma de controlar as infestagdes das lavouras tem
ocasionado ao longo dos anos um aumento na frequéncia de individuos resistentes. 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. A
evolucdo da resisténcia de capim-arroz compromete o manejo das lavouras pois esta
diretamente relacionada a reducdo das opc@es de herbicidas, bem como o aumento dos custos
de producdo. Segundo Beltran et al. (2012) o impacto econdmico por hectare referente a
presenca de plantas de capim-arroz resistente é de U$ 100,00/ha.

Os inibidores da acetil-coenzima A carboxilase (ACCase) tém sido amplamente
utilizados em arroz irrigado para controlar espécies do género Echinochloa (FANG et al., 2020).
De acordo com Silva et al. (2007) as principais caracteristicas dos herbicidas inibidores da
ACCase sdo: 0 uso para controle em pos-emergéncia de gramineas anuais e perenes;
seletividade a todas as culturas ndo gramineas; a translocacao via floema e xilema; rapidamente
absorvido pelas folhas; tem atividade potencializada com o uso de adjuvantes; ndo apresenta
atividade suficiente para o controle de gramineas em pré-emergéncia e a mistura de tanque com
herbicidas latifolicidas pode ocasionar antagonismo.

A aplicacdo intensiva desses herbicidas tem gerado uma preocupacao crescente devido
a reducdo dos ingredientes ativos disponiveis (PANOZZO et al., 2013). Segundo Heap (2021)
casos de resisténcia a inibidores da ACCase em Echinochloa ja foram relatados em todo o
mundo, uma vez que populacbes deste género ja foram descritas como resistentes.
Recentemente Hwang et al (2021) relataram uma populacdo de Echinochloa crus-galli

resistente a cyhalofop-p-butyl, além de relatos de populagbes com resisténcia multipla a
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herbicidas (BAGAVATHIANNAN et al, 2014; MATZENBACHER et al., 2015;
EBERHARDT et al., 2016; ROUSE et al., 2019; HAGHNAMA; MENNAN, 2020).

Huan et al. (2013) encontraram bidtipos de Echinochloa crus-galli com um fator de
resisténcia de 106 a quizalofop-ethyl. Hamza et al. (2012) em estudo sobre a resisténcia de E.
crus-galli ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl ocorre devido ao metabolismo mais répido de
fenoxaprop-p-ethyl, abaixo da concentracdo fisiologicamente ativa ou a insensibilidade de sua
enzima alvo (acetil-CoA carboxilase). Motior e Rahman (2010) identificaram um biétipo de
Echinochloa crus-galli com fator de resisténcia de 17 ao cyhalofop-butyl. Won et al. (2012)
avaliaram 155 acessos de capim-arroz de 15 locais na Coreia do Sul e encontraram 25% da
populacgéo resistente a inibidores de ACCase, 22% resistente a inibidores de ALS e 8,2% com
resisténcia multipla (ACCase + ALS). Eberhardt et al. (2016) detectaram um bidtipo de
Echinochloa crus-galli com resisténcia mdltipla aos herbicidas quinclorac (inibidor da
biossintese de celulose), penoxsulam (inibidor da ALS) e cyhalofop-butyl (inibidor de
ACCase).

Um dos métodos normalmente empregados para compreender a dinamica entre as
plantas daninhas e os herbicidas utilizados para controla-las € a curva de dose- resposta, a partir
desse método é possivel determinar a suscetibilidade ou a resisténcia de determinado biétipo
(MEROTTO et al. 2009). As diferencas entre bidtipos resistentes e sensiveis de uma espécie
podem ser quantitativamente expressas, comparando-se as doses de herbicida necesséarias para
reduzir 50% da populacdo (DLso), da biomassa (GRso) ou da atividade da enzima (lso) das
plantas ap0ds a aplicacdo do herbicida, comparadas as plantas em que ndo houve a aplicacdo
(MAXWELL; MORTIMER, 1994).

De acordo com Vargas e Roman (2006) apds a deteccdo da resisténcia, a comunidade
cientifica, as empresas, técnicos e agricultores devem ser informados e as medidas de manejo
da populacdo resistente devem ser amplamente difundidas. O acompanhamento e a avaliacdo
da eficiéncia das medidas adotadas para combate a resisténcia sdo indispensaveis para se
garantir o sucesso da pratica. As plantas daninhas resistentes aos herbicidas inibidores da
ACCase assumem um papel relevante por conta do nimero restrito de herbicidas com sitios de
acio alternativos para seu manejo (LOPEZ-OVEJERO et al., 2016).

Esse estudo teve como objetivo identificar biotipos suscetiveis e resistentes proveniente
das principais regides orizicolas do Estado de Santa Catarina e comprovar a resisténcia cruzada

a inibidores da ACCase em um biétipo de Echinochloa spp. por meio de ensaios de curvas de
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dose resposta conduzidos em duas geragdes e propor alternativas para o controle quimico do
biotipo resistente.
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4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Coleta das sementes e biotipos

As sementes de capim-arroz foram coletadas na safra 2019/2020, nas regides Litoral
Norte, Litoral Sul e Vale do Itajai no Estado de Santa Catarina, em areas comerciais de produgdo
de arroz irrigado onde havia indicios da falha de controle de Echinochloa spp. apés a aplicagédo
de herbicidas inibidores de ACCase.

Foram coletadas paniculas viaveis (bem formadas e ap6s a maturagédo) de 30 a 50 plantas
em reboleiras com maior infestacdo de capim-arroz. Apds a coleta as sementes foram
acondicionadas em sacos de papel identificados com o nome do coletor (Tabela 2), 0 municipio
(Tabela 2) e a localidade de coleta (coordenadas geogréaficas), a area infestada (Tabela 2), a
densidade de infestacdo (Tabela 2) e 0 manejo quimico utilizado nas tltimas safras (herbicidas
e doses utilizadas). As sementes foram encaminhadas ao CAV/UDESC, onde entéo realizou-se

a limpeza e padronizacdo das amostras para 0 armazenamento.
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Tabela 2 — Representacdo da identificagdo (nomenclatura atribuida a cada um dos bi6tipos),
municipio de coleta, densidade de plantas infestantes e area total infestada no momento da

coleta das sementes.

Localizacdo Densidade de plantas Area
Amostra Municipio infestantes (plantas infestada
m?) (ha)
27°55'15,68" S;
CAO01 Paulo Lopes- SC 48° 39' 22,53" O 15 50
28°43'21,64" S;
CA 02 Icara-SC 49°13'12,46" O 20 50
28°57'15,09" S;
CA 03 Turvo-SC 49°45'13,58" O 5 22
27°55'13,30" S;
CA04 Paulo Lopes- SC 48°39'21,12" O 20 50
27°53'55,46" S;
CA 05 Palhoca- SC 48°41'14,38"0 10 130
28°07' 59,50"S;
CA 06 Imarui-SC 48° 45'13,52"0 5 184
28° 30' 06"S;
CA 07 Tubardo-SC 49°01'42"0 2 4
28° 30' 55,91"S;
CA 08 Tubardo-SC 49° 00" 25,58"0 30 160
29°00' 56,66"S;
CA 09 Ermo-SC 49°38'19,77"0O 5 55
29°14'09,9"S;
CA 10 Praia Grande-SC 49°54' 05,6"0 2 15
28° 33' 56,36"S;
CA 11 Tubardo-SC 48°57' 34,19"0 5 325
28°27' 08,97"S;
CA 12 Tubardo-SC 48°59'41,84"0 10 120
26°55' 53,11"S;
CA 13 Rio do Campo-SC 50°07' 47,95" 30 100
24°03' 41,20"S;
CA 14 Taio-SC 50°14' 49,44"0 10 30
27°11' 37,85"S;
CA 15 Rio do Oeste-SC 49°54'17,62"0 10 26
27°12'14,63"S;
CA 16 Pouso Redondo-SC 49°53' 06,51"0 20 15
CA 17 Litoral Norte-SC Verde Expositor - -
CA1B Pouso Redondo-SC Sitio perens 15 8
CA2B Rio do Campo-SC Taiozinho 15 24
CA3B Rio do Oeste-SC Angico 10 2
CA4B Taio-SC Palera 8 2

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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4.4.2 Quebra de dorméncia

Inicialmente as sementes foram secas em estufa, a 35°C por quatro dias, de acordo com
a recomendacao das Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Posteriormente seguiu-
se a metodologia apresentada por Bernardo (2000), em que para que ocorra a quebra de
dorméncia das sementes de capim-arroz as sementes foram imergidas em hipoclorito de sodio
comercial por 24 horas e lavou-se as sementes em agua corrente para remoc¢do de eventuais
residuos,em seguida as sementes foram dispostas sobre papel filtro em caixas acrilicas do tipo
gerbox, umedecido com &gua destilada, as caixas de gerbox com sementes foram mantidas em

camara do tipo B.O.D. regulada a temperatura de 30°C.

4.4.3 Ensaio preliminar

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.
As plantulas foram transplantadas em bandejas de 12 dm?® preenchidas com substrato comercial,
para cada repeticdo estabeleceu-se uma populacdo de 50 plantas por linha. Apos as plantas
atingirem o estadio de 2 a 3 folhas totalmente desenvolvidas foi realizada a aplicacdo de
cyhalofop-p-butyl (Clincher®) na dose de 360 g i.a. ha™ e 6leo mineral como adjuvante na dose
de 1,5 L ha. A aplicagdo foi realizada com pulverizador costal de precisdo, pressurizado a
CO2, munido de pontas jato plano AD 110 02, com presséo de trabalho de 220 kPa, na altura
de 0,5 m acima do alvo, com uma taxa de aplicagdo de 200 L ha. As condi¢Ges climaticas no
momento da aplicacdo foram averiguadas e indicaram temperatura de 27 °C, umidade relativa
de 67% e velocidade do vento de 1,2 km h'. As bandejas foram alagadas 24h ap6s a aplicacéo
do herbicida.

Avaliou-se a taxa de sobrevivéncia das plantas aos 21 dias apos a aplicacdo (DAA). As
plantas foram consideradas sobreviventes caso tivessem produzido novas folhas verdes ap0s o
tratamento e mantivessem o crescimento ativo (NEVE; POWLES, 2005). Apds a contabilizagédo
da porcentagem de sobrevivéncia os bidtipos que apresentaram taxa de sobrevivéncia > 50%

foram selecionados para as etapas posteriores.

4.4.4 Ensaios de dose resposta na geracao F1
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O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade do Estado de Santa
Catarina (CAV/UDESC) na cidade de Lages-SC. Cada unidade experimental foi composta por
um vaso plastico com volume de 0,4 dm3 preenchido com substrato comercial inerte,
inicialmente foram semeadas oito sementes e ap6s o0 periodo de estabelecimento foi realizado
o raleio, mantendo-se quatro plantas por unidade experimental.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 4 x 3 x 8 com trés repeti¢des. O primeiro fator corresponde a quatro bidtipos
sendo eles CA01, CA02, CA05 e CAO07 (selecionados a partir do ensaio preliminar), o segundo
fator foram os trés herbicidas cyhalofop-p-butyl (Clincher®), quizalofop-p-ethyl (Targa®) e
profoxydim (Aura®) e o terceiro fator correspondem a oito doses dos herbicidas (0; 0,25; 0,5;
1; 2; 4; 8 e 16 vezes a dose recomendada para cada herbicida).

A aplicacdo foi realizada quando as plantas apresentavam de 2 a 4 folhas completamente
desenvolvidas, utilizando-se um pulverizador de precisdo CO2, com pontas AD 110 02, altura
de 50 cm do alvo, com taxa de aplicagdo de 200 L ha™, pressdo de trabalho de 220 kPa,
velocidade de 3,6 m s™*. As condigGes climaticas no momento da aplicagdo foram averiguadas
e indicaram uma temperatura de 23°C, umidade relativa de 72% e velocidade do vento de 1,8
km h'. Os vasos foram alagados 24h apds a aplicacdo dos herbicidas. Avaliou-se o controle
aos 7, 14 e 28 dias apds a aplicacdo por escala visual de 0 a 100%, onde 0 significa nenhum
controle e 100% controle total (KUVA, et al. 2016).

4.4.5 Ensaios de dose resposta na geracao F2

Apbds a conducdo do ensaio de dose resposta na geracdo F1 apenas um dos bidtipos
apresentou plantas sobreviventes. As plantas sobreviventes foram mantidas para producédo de
sementes. Quando as plantas de capim-arroz comecaram a produzir sementes foi realizado o
isolamento das paniculas com tecido poroso e ap6s as mesmas atingirem maturacdo foram
coletadas, levadas ao laboratdrio onde se realizou a limpeza das sementes para armazenamento.

Na geracdo F2 o procedimento foi idéntico ao descrito na geragéo F1, sendo conduzido
com dois biotipos — CA01 e CAO07. As condigdes climaticas no momento da aplicagdo foram
averiguadas com termo-higrémetro e indicaram uma temperatura de 25°C, umidade relativa de
77% e velocidade do vento de 2,1 km ht. As unidades experimentais foram alagadas 24h apds

a aplicacdo do herbicida. Avaliou-se o controle por escala visual (KUVA, et al. 2016) (0 a 100%,
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onde 0 significa nenhum controle e 100% controle total), e massa seca da parte aérea (g)
coletando-se a parte aérea e secando em estufa a 65°C por trés dias.

4.4.6 Controle alternativo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da UDESC (CAV-UDESC), em Lages-SC, em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com quatro repeticdes. Cada unidade experimental foi representada por um
vaso plastico com capacidade volumétrica de 0,4 dm?3. Os bidtipos utilizados foram o CA01 (S)
e CA 07 (R), os tratamentos estudados, foram aplicados em duas modalidades, pré-emergéncia
e pos-emergéncia (Tabela 3). Paraa modalidade de pré-emergéncia, os vasos foram preenchidos
com solo agricola (Cambissolo Hiumico Aluminico) e semeou-se dez sementes por unidade
experimental. Para aplicacdo em po6s-emergéncia os vasos foram preenchidos com substrato

comercial inerte e foram deixadas, ap0s raleio, quatro plantas por unidade experimental.

Tabela 3 — Descri¢do dos tratamentos herbicidas, modalidade de aplicacdo e dose aplicada no
estudo de controle alternativo, CAV/UDESC, Lages-SC.
Modalidade de

Tratamentos Produto comercial ] Dose (gi.a. ha') Dose (p.c. ha)
aplicacdo
T1: pendimethalin® Prowl H,O Pré-emergéncia 1.600 40L
T2:clomazone! Gamit Pré-emergéncia 432 12L
T3: penoxsulam? Ricer Pés-emergéncia 60 0,25L
T4: imazapyr + Kifix Pos-emergéncia 73,5+ 24,5 0,14 kg
imazapic®
T5: bispyribac-sodium* Nominee Pds-emergéncia 50 0,125L
T6: propanil? Stam Pds-emergéncia 3.600 4,5 kg
T7: quinclorac® Facet Pds-emergéncia 375 0,75 kg
T8: florpyrauxifen- Loyant Pds-emergéncia 30 1,2L
benzyl*
T9: testemunha - Pds-emergéncia - -
T10: testemunha - Pré-emergéncia - -

! néo sera adicionado adjuvante, 2 adicionou-se o adjuvante Veget’Oil® na dose de 1,0 L ha*, ® adicionou-se o
adjuvante Dash® na dose de 1,0 L ha%, 4 adicionou-se o adjuvante Iharagues-S® na dose de 1,0 L hae 5 adicionou-
se 0 adjuvante Assist® na dose de 1,0 L ha.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

A aplicacéo foi realizada com pulverizador costal de precisdo, pontas jato plano AD 110

02, na altura de 50 cm acima do alvo, pressao de 220 kPa, com taxa de aplicacdo de 200 L ha
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! Apds a aplicacdo dos herbicidas, os vasos foram levados para a casa de vegetagio,
permanecendo sem irrigacdo por 24 horas a fim de ndo interferir na absorcdo do herbicida.
Avaliou-se o controle por escala visual (KUVA, et al. 2016) (0 a 100% em que O representa
auséncia de controle e 100% plantas completamente controladas) aos 28 dias apds aplicacdo
(DAA). A matéria seca da parte aérea (MSPA) também foi avaliada, cortando-se rente ao solo,
todas as plantas do vaso aos 28 DAA e, as mesmas foram secas em estufa a 65 °C e apds 72

horas realizou-se a quantificacdo da MSPA em balanca de preciséo (0,001 g).

4.4.7 Andlise estatistica

As variaveis do ensaio de controle alternativo foram submetidas a analise de variancia
e em caso de significancia foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os dados obtidos nos ensaios dose-resposta foram submetidos a andlise de variancia e
aplicacdo do teste F. Quando significativos, os dados foram ajustados aos modelos de regressédo
ndo linear do tipo log-logisticos, propostos por Seefeldt et al. (1998).

De acordo com Seefeldt et al. (1998) o modelo log-logistico é o mais apropriado na
analise da maioria dos estudos de dose resposta, no qual se utilizam parametros que sao
biologicamente significativos quando aplicados a resposta da planta ao herbicida. O modelo

logistico empregado foi 0 Sigmoidal Sigmoide de 3 parametros, dado pela seguinte formula:

a

1+e _(x—[;’LSO)

Para confirmagéo da resisténcia deve se ter informag0es dos dados de dose letal 50

y=

(DLso), que € a dose necessaria para controlar 50% da populagdo. 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.

De posse dos valores da DLso, obteve-se o Fator de Resisténcia (FR), que corresponde
a razdo entre a DLsg do bidtipo resistente em relacdo a DLso do bi6tipo suscetivel. O fator FR
expressa 0 numero de vezes em que a dose necessaria para controlar 50% do bidtipo resistente
é superior a dose que controla 50% do biétipo suscetivel (HALL; STROME; HORSMAN.
1998). Esse parametro é um indicativo do nivel de resisténcia. Visando-se a eficicia
agrondmica dos tratamentos, também foi calculado matematicamente DLgo, Ou Seja, a dose de
herbicida necessaria para controle de 80% da populacéo.

Como critérios para confirmacgéo da resisténcia, este trabalho seguiu as informacdes da
HRAC (2020) e SBCPD (2018), onde o bidtipo foi considerado resistente quando atendeu as
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trés informacdes constadas a seguir: o fator de resisténcia maior que 1, a dose recomendada do
herbicida néo proporcionar controle superior a 80% (Dose recomendada < DLago) € a resisténcia

for uma caracteristica herdavel, mantendo-se na geracéo F2.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Ensaio Preliminar

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas deve ser confirmada por meio de
experimentos cientificos, comparando-se biétipos de plantas resistentes e suscetiveis da mesma
espécie, em ensaios repetidos e desenvolvidos dentro de padrdes cientificos (HRAC, 2020). O
ensaio preliminar teve como principal objetivo determinar quais bidtipos possuem alta, baixa
ou mediana probabilidade de serem resistentes, portanto ha a necessidade em realizar um ensaio
preliminar para determinar a caracterizacéo inicial de um provavel biétipo de planta daninha
resistente possibilitando que os ensaios de dose resposta sejam conduzidos apenas com 0S
bidtipos de interesse.

Com os resultados do ensaio preliminar com a aplicacdo do herbicida quizalofop-p-butyl
foi possivel identificar que dois bidtipos apresentaram sobrevivéncia variando entre 15 e 40%
(CAQ09 e CA17) (Figura 1). Os biotipos provenientes do municipio de Tubardo-SC (CA 07),
Palhogca-SC (CAO05) e Igara-SC (CA 02) apresentaram sobrevivéncia > 50%, sendo
considerados com suspeita de resisténcia ao cyhalofop-p-butyl. Os demais bidtipos
apresentaram uma taxa de sobrevivéncia muito baixa (Figura 1), sendo assim considerados
suscetiveis ao herbicida, inibidor da ACCase, cyhalofop-p-butyl.

O mapeamento da ocorréncia de casos de resisténcia pode mostrar se 0s casos relatados
ocorrem de forma isolada ou disseminada e ainda auxiliam na determinacéo e identificacdo do
problema e o manejo que pode influenciar diretamente na expressdo da resisténcia ou até

mesmao acelerar processos de selecéo de bidtipos resistentes (HERNANDES et al., 2005).
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Figura 1- Resultado do ensaio preliminar demonstrando a dispersdo de bidtipos de
Echinochloa spp. em funcéo no nivel de controle.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

4.5.2 Curvas de Dose Resposta

A andlise de variancia foi significativa para a variavel controle com interacao
significativa dos fatores herbicidas e doses, para ambos o0s bi6tipos nas duas geracoes. Desta
forma, procedeu-se a analise de regressdo nao-linear para determinacgéo dos parametros de DLso,
DLgo e FR.

4.5.2.1 Cyhalofop-p-butyl

O controle proporcionado pelo herbicida cyhalofop-p-butyl variou de acordo com o
bidtipo avaliado (Figura 2). Para o biotipo CA07 na geracdo F1, obteve-se um controle de 14%
na dose recomendada ndo atingindo o controle maximo em nenhuma das doses aplicadas,
enquanto que os biotipos CAO0L1 (Figura 3B), CA02 (Figura 3D) e CAO05 (Figura 3C)
apresentaram um controle efetivo a partir de subdoses. Na geracéo F2 o controle do biotipo CA
07 foi de aproximadamente 34% com a dose recomendada (Figura 3E), enquanto que o bidtipo
suscetivel na geracdo F2 apresentou controle semelhante a geragdo anterior (Figura 3E).
Eberhardt et al (2016) reportaram resultados semelhantes em que o herbicida cyhalofop-p-butyl

atingiu o nivel minimo aceitavel de controle (C80) com uma dose 60% maior do que a dose
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recomendada na bula do herbicida. Amaro-Blanco et al. (2021) em estudo de uma populacéo
de Echinochloa spp. encontraram um alto nivel de resisténcia aos inibidores de ACCase, em
que foi necesséria uma dose de 817,22 g. i.a. ha de cyhalofop-p-butyl para o controle 50% da
populacéo resistente (DLso), enquanto que para o controle do bidtipo sensivel com uma dose de

0,20 g. i.a. ha'l ja foi possivel obter o controle de 50% da populag&o (DLso).

Figura 2 — Avaliacdo do ensaio de dose resposta realizada aos 28 dias ap6s a aplicacao do
herbicida cyhalofop-p-butyl, A: biétipo CA01 na segunda geragéo; B: biotipo CAO07 na
segunda geracgdo; C: bidtipo CA02 na primeira geracdo; D: biotipo CAO05 na primeira geracao.

Corroborando com o estudo realizado Ruiz-Santaella (2006) os herbicidas cyhalofop-
butyl, quinclorac e bispyribac-sodium ndo controlaram o bi6tipo resistente em mais de 40%,
enquanto que o controle do bi6tipo sensivel foi em média de 90%. Em outros estudos com
espécies de Echinochloa, observou-se a ocorréncia de diferentes niveis de suscetibilidade
quanto a aplicacdo de cyhalofop-p-butyl em diferentes doses (VIDOTTO et al., 2007
DAMALAS et al., 2008).
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Figura 3 — Curvas de dose resposta para o herbicida cyhalofop-p-butyl, A: biétipo CA07 na
geracdo F1, B: biotipo CAO0L na geracdo F1, C: biotipo CAO05 na geracdo F1, D: bidtipo CA02
na geragdo F1, E: bidtipos CA01 e CAQ07 na geracdo F2 e F: massa seca da parte aérea dos

biotipos CA01 e CA07 na geragdo F2.
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A partir dos dados das curvas de dose resposta calculou-se os pardmetros DLsg DLgo €

FR (Tabela 4). Para o biétipo CA07 na geracio F1 a DLso foi de 1476 g i.a. ha™ enquanto que
para o bidtipo CAO1 a DLso foi de 259,2 g i.a. ha?, para o bidtipo CA02 foi de 94,5 gi.a. hale
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para o bidtipo CA05 241,8 g i.a. ha? enfatizando-se a diferenca das doses letais entre esses
biotipos. Para a geracdo F2 a DLso para o biétipo resistente foi de 864 g i.a. ha! e a DLso do
bidtipo suscetivel foi de 109,44 g i.a. ha* enquanto que a DLgo foi de 171,36 g i.a. ha' para o
bidtipo CAO1 e de 1656 g i.a. ha™ para o biétipo CA07. Obteve-se um aumento do fator de
resisténcia de uma geracédo para outra, na F1 foi de 5,7 enquanto que na F2 foi de 7,89. Hamza
et al. (2012) em trabalho semelhante com bidtipo resistente de E. crus-galli a fenoxaprop-p-etil
encontraram um FR de 12,07.

Em contrapartida Eberhardt et al. (2016) obtiveram um fator de resisténcia para
cyhalofop-p-butyl de 61,9. De acordo com Lopez-Ovejero et al. (2005), altos valores de FR
podem estar relacionados a alta suscetibilidade do bi6tipo sensivel. A dose recomendada de
aplicacdo do herbicida cyhalofop-p-butyl é de 360 g i.a. ha®. Os valores encontrados para a
DLso na geracdo F1 foram de 414,7 g i.a. ha™ para o bi6tipo CA01, 151,2 g i.a. ha? para o
bidtipo CA02, 386,9 g i.a. hal para o bidtipo CAO05 e 2361,6 g i.a. ha para o biétipo CAQ7.
Essa discrepancia de valores evidenciam que a dose necessaria para controlar 80% da populacédo
do biotipo CAO07 é superior quando comparada aos demais bi6tipos, conforme apresentado por
Frans et al. (1986), o controle de 80% obtido ap6s a aplicacdo de um herbicida sobre
determinada planta daninha é o0 minimo necessario para que esta cultura ndo interfira sobre a
cultura de interesse. Na geracao seguinte o biétipo CA01 apresentou uma DLgo de 171,36 g i.a.
ha! e o biotipo CA07 1656 g i.a. ha™.

Tabela 4—. Parametros da equacdo logistica e fator de resisténcia (FR) para a variavel controle
aos 28 DAA dos bittipos CA01(S) e CA07 (R) para o herbicida cyhalofop-p-butyl.
Parametros geracdo F1

Bidtipos ; -
a b DLso (g ia. ha')  DLso(gia. ha™) R? FR
CA01 99,0589 0,0999 259,2 414,7 0,9997 -
CA02 99,9453 0,0716 94,5 151,2 0,9998 0,36
CAO05 99,9244  0,1696 241,8 386,9 0,9983 0,93
CAO07 89,5227 11,4366 1476 2361,6 0,9782 57
o Pardmetros geragdo F2
Biotipos i i
a b DLso (g ia. ha')  DLso(gia. ha™) R? FR
CA01 99,5976  0,0207 109,44 171,36 0,9876 -
CA07 89,5885 11,2236 864 1656 0,9373 7,89

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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Um dos métodos mais precisos para a identificagdo da resisténcia é através de testes
com a aplicacdo do herbicida sobre a planta inteira (HERNANDES et al., 2005), assim como
os realizados neste estudo. Isso pode ser explicado pelo fato de que trabalhos como este
permitem a caracterizacdo quantitativa da resisténcia, como a DLsp, DLgo € FR, contribuindo
diretamente para a determinagdo do desempenho dessas plantas (EBERHARDT; NOLDIN,
2002; CONCENCO et al., 2007).

4.5.2.2 Quizalofop-p-ethyl

As curvas de dose resposta para o herbicida quizalofop-p-ethyl (Figura 4A, 4B, 4C, 4D)
seguiram a mesma tendéncia dos resultados obtidos no herbicida cyhalofop-p-butyl, sendo que
na geracdo F1, para o biétipo CA07 o controle maximo foi obtido em apenas com 16 vezes a
dose recomendada, engquanto que o controle na dose recomendada do herbicida o controle foi
de 21%, para os bidtipos CA01, CA02 e CA05 o controle foi de 100% na dose recomendada.
Na geracdo F2, o controle do bi6tipo CAO07 na dose recomendada foi de 46,25% e 0 maximo
controle foi obtido com 16 vezes a dose recomendada, enquanto que o bi6tipo CAOL foi
totalmente controlado (100%) com a dose recomendada (120 g ia. ha) do herbicida (Figura
4E). Em trabalhos com dose resposta em Digitaria sanguinalis, Laforest et al. (2017) relataram
ser necessario a aplicacdo de pelo menos 143, 119, 64 e 14 vezes a dose recomendada de
fluazifop-p-butyl, sethoxydim, fenoxaprop-p-ethyl e quizalofop-p-ethyl, respectivamente para
o0 controle do biétipo.

No bi6tipo CA01 na geragdo F1 mesmo na menor dose com 30 g i.a. hal, ja se obteve
controle muito préximo a 100%. Na geracgdo F2 obteve-se o controle total do biétipo CA01 com

a dose recomendada.
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Figura 4 — Curvas de dose resposta para o herbicida quizalofop-p-ethyl, A: biétipo CA07 na
geracdo F1, B: biotipo CAO0L na geracédo F1, C: biotipo CAO05 na geracdo F1, D: bidtipo CA02

na geracao F1, E: bidtipos CAO0L e CA07 na geracdo F2 e F: massa seca da parte aérea dos
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Quanto aos pardmetros DLso, DLgo € FR (Tabela 5), pode-se ressaltar grandes

diferencas entre o bidtipo suscetivel e o resistente. Observa-se que a DLsg para o bidtipo CA07
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na geracdo F1 foi de 660 g ia. ha enquanto que para o bidtipo CAO1 foi de 21,6 g ia. ha™,
para o bi6tipo CA02 foi de 18, 06 g ia. ha™ e para o bi6tipo CA05 foi de 22,94 g ia. hal, esses
valores discrepantes geraram um fator de resisténcia alto (30,5). Os valores de DLsg
encontrados na geragdo F2 foram de 176 g i.a. ha' e 22,8 g i.a. ha™ para os bi6tipos R (CA07)
e S (CAO01) respectivamente, com um FR de 7,72. Em trabalho com duas populacdes de
Eleusine indica com resisténcia multipla a glifosato e a quizalofop-p-ethyl Chen et al. (2021)
encontraram um fator de resisténcia 18,0 e 14,2 respectivamente, valores inferiores aos
encontrados nesse estudo na geracdo F1. Christoffoleti (2001) ao realizar ensaio de dose
resposta com diferentes herbicidas inibidores da ACCase no controle de Urochloa
plantaginea determinou que a DLso do herbicida quizalofop-p-ethyl foi de 100 g ia. ha™,
sendo estd bem proxima da dose recomendada do herbicida.

Os valores encontrados na DLgo na geragdo F1 foram de 34,56 g ia. ha* para o biétipo
CAO01, 28,89 g ia. ha' para o bi6tipo CA02, 36,70 g ia. ha™ para o bidtipo CAO05 e 1056 g ia.
ha! para o bidtipo CA07. Na geracao seguinte a DLgo foi de 36,5 g ia. ha™ para o biotipo sensivel
(CA01) e de 281,6 g ia. ha para o bidtipo resistente (CAQ7), sendo a dose recomendada do
herbicida de 120 g ia. hal. Ressalta-se a necessidade de doses mais elevadas do que a
recomendada para um controle satisfatério (>80%). Essa diferenca entre os valores de DLgg
entre os bidtipos evidenciam que apenas o bidtipo CAQ7 apresentou a confirmacdo de

resisténcia em ambas as geragoes.

Tabela 5 — Parametros da equacdo logistica e fator de resisténcia (FR) para a variavel controle
aos 28 DAA dos bidtipos CA01 (S) e CA07 (R) para o herbicida quizalofop-p-ethyl
Pardmetros geracao F1

Bidtipos a b DLso (g ia. ha')  DLgo(g ia. hat) R? FRso
CA01 98,5000  0,0185 21,60 34,56 0,9921 -
CA02 96,2500  0,0160 18,06 28,89 0,9321 0,83
CA05 99,0000  0,0210 22,94 36,70 0,9983 1,06
CAO07 90,4809  1,2552 660 1056 0,9723 30,5

Parametros geracéo F2

Bidtipos a b DLso (g ia. ha')  DLgo(g ia. hat) R? FRso
CA01 98,5429  0,0299 22,8 36,5 0,9924 -
CAOQ7 93,5898  1,2965 176 281,6 0,8942 7,72

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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4.5.2.3 Profoxydim

O herbicida profoxydim seguiu 0 mesmo comportamento dos demais herbicidas, sendo
mantida a diferenca entre os dois biotipos pelas curvas de dose resposta (Figura 5A). No biotipo
CAO07, na geracdo F1 o controle n&o atingiu valores maximos (100%) nem com 16 vezes a dose
recomendada, enquanto que na geragdo F2 o controle na dose recomendada foi de 62,75% e 0
controle maximo foi obtido apenas com 16 vezes a dose recomendada (Figura 5B). A DLso na
geracdo F2 foi de 35,7 g i.a. ha' e 151,3 g i.a. ha® para os bidtipos CAOL e CAOQ7
respectivamente. Ferrero et al. (2012) em estudo de 29 bidtipos de Echinochloa spp detectaram
que 7% apresentaram resisténcia ao herbicida profoxydim, enquanto que o restante das
populacdes ainda apresentava suscetibilidade a este herbicida. J& Vidotto et al., (2007) e
Kaloumenos et al., (2013) relataram controle superior a 95% para bio6tipos de E. crus-galli com
a aplicacéo de profoxydim na dose de 200 g i.a. ha™ confirmando a auséncia de resisténcia.

O bidtipo CAO1 apresentou, na geracdo F1 um controle de préximo a 100% a partir da
menor dose utilizada, 42,5 ¢ i.a. hal. Na geracdo F2, o controle foi total com a dose

recomendada.
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Figura 5 — Curvas de dose resposta para o herbicida profoxydim, A: bi6tipo CAO07 na geragao
F1, B: biotipo CAO0L na geracdo F1, C: biotipo CAO05 na geracao F1, D: bidtipo CA02 na
geracdo F1, E: bidtipos CAO1 e CAO07 na geracdo F2 e F: massa seca da parte aérea dos

biotipos CA01 e CA07 na geracdo F2.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Os resultados de DLso, DLgo, FR indicam um elevado nivel de resisténcia (Tabela 6).
Com o amplo comprometimento do grupo dos inibidores da ACCase, dificultando de forma
significativa o controle de plantas daninhas na cultura do arroz irrigado pois com esse cenario

encontrado restringem ainda mais as opgOes de herbicidas capazes de controlar plantas do
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género Echinochloa. Para o herbicida profoxydim a DLso na geracéo F1 foi de 518,5 g i.a. ha
para o bidtipo CAO7 enquanto que para o bidtipo CAO01 foi de apenas 32,3 g i.a. hal, para o
bidtipo CA02 foi de 51,4 g i.a. ha e para o bi6tipo CAO05 foi de 36 g i.a. ha, gerando
novamente um alto fator de resisténcia (16,05). Para a geracdo F2 a DLsg foi de 151,3 g i.a. ha’
! para o biotipo resistente e de apenas 35,7 g i.a. ha' para o bi6tipo suscetivel, gerando um fator
de resisténcia de 4,24. Ortiz et al (2015) identificaram diversos biotipos de I. rugosum
resistentes ao profoxydim (59%), os fatores de resisténcia encontrados foram de 92,62 e 100,49,
e ainda o fator de resisténcia de alguns bidtipos ndo pode ser determinado pelo fato de a DLso
ter sido muito elevada (> 1280 g i.a. hal). A dose letal para controlar 80% da populagéo foi de
51,7 g i.a. ha™para o bi6tipo CAO1, 82,2 g i.a. ha™ para o bidtipo CA02, 57,6 g i.a. ha para o
biotipo CAO5 e 829,6 g i.a. ha para o bi6tipo CAQ7, sendo a dose recomenda para esse
herbicida é de 170 g i.a. ha', demonstrando novamente que apenas o biétipo CAQ7 apresentou

fatores determinantes para se comprovar a resisténcia.

Tabela 6 — Parametros da equacdo logistica e fator de resisténcia (FR) para a variavel controle
aos 28 DAA dos bidtipos CA01 (S) e CA07 (R) para o herbicida profoxydim.
Parametros geracdo F1

Bidtipos a b DLso(g ia. ha!)  DLso(g ia. ha?) R? FRso
CA01 98,1111  0,0141 32,3 51,7 0,9923 -
CA02 99,8190  0,0930 51,4 82,2 0,9983 1,54
CAO05 98,5991 0,0526 36 57,6 0,9925 1,11
CAOQ7 101,0696  2,5536 518,5 829,6 0,9752 16,05

Parametros geracdo F2

Bidtipos a b DLso (g ia. ha')  DLso(g ia. ha?) R? FRso
CAO01 96,4637  0,0696 35,7 54,4 0,9742 -
CAO07 90,7344 0,8387 151,3 242 0,8397 4,24

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

De acordo com Fischer et al. (2000), a selecdo de bidtipos de capim-arroz com multiplas
resisténcias na Califérnia (EUA) ocorreu devido a aplicacdo repetida de poucos herbicidas
associados a monocultura. Esta situacdo também foi registrada em areas de arroz irrigado em
Santa Catarina, Brasil. O uso de herbicidas integrados com outras medidas de controle é
essencial para controlar plantas daninhas resistentes a herbicidas (TALBERT; BURGOS,
2007).
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Os ensaios de dose resposta em ambas as geragdes (F1 e F2) confirmam a resisténcia
cruzada do bidtipo CAQ7 para ambos os herbicidas. Na geracdo F1 o bi6tipo CAQ7 apresentou
valores de DLso de 1476 g i.a. ha™, 660 g i.a. ha'e 518,5 g i.a. ha™ para os herbicidas cyhalofop-
p-butyl, quizalofop-p-ethyl e profoxydim respectivamente. Na geracdo seguinte a dose
necessaria para controlar 50% da populagdo continuou elevada para ambos os herbicidas, com
valores de 864 g i.a. ha™ para o herbicida cyhalofop-p-butyl, 176 g i.a. ha™ para o herbicida
quizalofop-p-ethyl e de 151,3 g. i.a. ha® para o profoxydim.

Os fatores de resisténcia descritos nesse trabalho sdo considerados altos para o bidtipo
resistente (CAO07) em ambas as geragdes e herbicidas estudados. Os fatores de resisténcia
encontrados para a geracdo F1 foram de 0,36 para o0 CA02, para o CAO05 foi de 0,93 e para 0
CAOQ7 de 5,7 enquanto que em F2 o bidtipo CA07 apresentou um FR de 7,89 para o herbicida
cyhalofop-p-butyl. Para o herbicida quizalofop-p-ethyl os valores encontrados em F1 foram de
0,83 para o bi6tipo CA02, para o CAO05 foi de 1,06 e para o CA07 foi de 30,5 e na segunda
geracdo (F2) o FR observado foi de 7,73 para o biotipo CAQ07. Para o herbicida profoxydim os
valores observados em F1 foram de 1,54 (CA02), 1,11 (CA05) e 16,05 (CAQ7) e para a F2 foi
de 4,24 (CAQ7). O fator de resisténcia acima de 2,0 pode ser considerado alto enquanto que 0s
valores de FR menores que 2,0 podem representar apenas uma variabilidade natural da
populagéo, ndo caracterizando resisténcia (LAMEGO; VIDAL, 2008).

Os valores de DLgo se mostraram superiores as doses recomendadas em bula para 0s
herbicidas estudados (cyhalofop-p-butyl dose indicada em bula de 360 g. i.a. ha, quizalofop-
p-ethyl com dose indicada em bula de 120 g. i.a. ha™ e profoxydim com dose indicada em bula
de 170 g. i.a. hal), na primeira geragdo os valores de DLsgo foram de 2361,6 g i.a. ha™ para o
herbicida cyhalofop-p-butyl, 1056 g i.a. ha™* para o herbicida quizalofop-p-ethyl e 242 g i.a. ha
! para o herbicida profoxydim, na segunda geragdo os valores foram 1656 g. i.a. ha, 281,6 g.
i.a. hal e 242 g. i.a. ha para os herbicidas cyhalofop-p-butyl, quizalofop-p-ethyl e profoxydim
respectivamente. Esses resultados evidenciam que a hereditariedade da capacidade de resistir a
aplicacdo dos herbicidas confirmando que ha resisténcia cruzada no biotipo CA07, com maior
comprometimento dos herbicidas do grupo quimico das ariloxifenoxipropionatos, proveniente

do municipio de Tubardo-SC.

4.5.3 Controle alternativo
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Os herbicidas aplicados como forma de controle alternativo, em sua grande maioria, nao
controlaram de forma eficiente ambos os bi6tipos (CA01 e CA07), a andlise da variancia foi
significativa para a variavel controle de bi6tipos de Echinochloa crus-galli, com interacéo entre
os fatores bidtipos e herbicidas. Aos 7 DAA para o biotipo CA01 os herbicidas pendimethalin
e clomazone apresentaram controle de 98,75% e 99,5% respectivamente, enquanto que as
plantas tratadas com os demais tratamentos herbicidas apresentaram um baixo controle, ndo
ultrapassando os 22,5% com o herbicida quinclorac. O mesmo padréo foi observado para o
bidtipo CAO7, porém o tratamento com quinclorac foi de 0% (Tabela 7).

Na avaliacdo realizada aos 14 DAA os herbicidas pendimethalin e clomazone ja
poporcionaram um controle efetivo (100%) para ambos os bidtipos. O tratamento com o
herbicida bispyribac-sodium gerou um controle de 37,5% e o quinclorac 69,5% para o bi6tipo
CAO0L. Para o biétipo CAQ7 o tratamento realizado com florpurauxifen-benzyl ocasionou um
controle de 73,25% enquanto que para 0s demais tratamentos a porcentagem de controle atingiu
a maxima de apenas 15% (Tabela 7). Schaedler et al., (2008) encontraram resultados que
demonstram que o herbicida bispiribac-sodium proporcionou nivel de controle superior a 90%
para o bidtipo sensivel e para os bi6tipos com suspeita de resisténcia, no entanto, para o bidtipo
resistente ao quinclorac o controle ficou entre 65% e 74%.

Aos 28 DAA o controle de 100% foi mantido com os tratamentos pendimethalin e
clomazone para ambos os bidtipos. Para o biotipo CAOL os tratamentos com bispiribac-sodium
e quinclorac geraram uma taxa de controle de 41,5% e 78% respectivamente, 0s demais
tratamentos ndo apresentaram uma boa taxa de controle, ficando abaixo dos 30%. O tratamento
com o herbicida florpurauxifen-benzyl proporcionou um controle de 87% para o bi6tipo CA07
enguanto que os demais tratamentos ndo ultrapassaram a taxa de 30% de controle (Tabela 7).
O herbicida quinclorac apresentou uma taxa nula de controle (0%) para o biétipo CAO07,
bidtipos com resisténcia ao quinclorac também foram encontrados através de escapes em
lavouras do Sul do Brasil no ano de 1999 (MEROTTO JR. et al., 2004) e em 2001 em Tubardo-
SC e Araranguad-SC (EBERHARDT; NOLDIN, 2001), desde entdo, os casos envolvendo
resisténcia de capim-arroz a este herbicida aumentaram. Assim como o encontrado nesse
trabalho, Travlos et al., (2020) o herbicida penoxsulam mostrou baixa eficacia em cinco dos
seis acessos de E. Colona, assim como o encontrado em um estudo anterior onde trés bibtipos
de E. crus-galli foram confirmados como resistentes a este herbicida.

Esse cenario demonstra que os herbicidas alternativos ndo sao eficientes para ambos os

bidtipos indicando que o avango de casos de resisténcia a demais herbicidas deve ser estudada
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mais afundo, pois provavelmente j& compromete outros mecanismos de acdo. Bonow et al.,
(2015) encontraram em estudo que, aos 28 DAA, os herbicidas cyhalofop-p-butyl, profoxydim,
clethodim, quinclorac e glyphosate foram eficientes no controle do bidtipo resistente. No
entanto, os herbicidas inibidores da ALS (imazethapyr+imazapic, imazapyr+imazapic,
bispyribac-sodium e o penoxsulam) foram ineficientes no controle de bi6tipos de Echinochloa

crus-galli resistente ao herbicida imazapir +imazapic.

Tabela 7 — Controle (%) de dois biotipos de capim-arroz (CA01 e CAQ07) aos 7, 14 e 28 DAA.

Controle (%)

Tratamento 7DAA 14DAA 28DAA
CA01 CA07 CA01 CAO07 CA01 CA07
Testemunha (POS) 0,00dA 0,00dA 0,00eA O0,00dA 0,00eA 0,00eA
Penoxsulam 125dA 0,00dA 550dB 125dA 6,25eB 4,50eB
Imazapyr + Imazapic 1,00dA 575cB 450dB 1550cC 5,00eB 26,75cC
Bispiribac-sodium 11,25¢cB  0,00dA 3750cC 0,00dA 41,50cC 0,00 eA
Propanil 8,75¢cB 125dA 20,00cC 9,25cB 27,00dC 12,75dB
Quinclorac 22,50bB  0,00dA 69,50bC 0,00dA 78,00 bC 0,00 eA
Florpyrauxifen-benzyl 125dA 1325bB 7,00dB 7325bC 75B 87 bC
Testemunha (PRE) 0,00dA 0,00dA 0,00eA O0,00dA 0,00eA 0,00eA
Pendimethalin 98,75aA 98,00aA 100aA  100aA 100aA 100aA
Clomazone 99,50aA 98,50aA 100 aA 100aA 100aA  100aA

Letras mindsculas iguais na mesma coluna e maiusculas na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Como pode ser observado na Figura 6 a massa seca da parte aérea do biétipo CAO1 foi
reduzida com a aplicagdo dos herbicidas penoxsulam, imazapyr + imazapic e florpyrauxifen-
benzyl. A massa seca de ambos os bidtipos (CAOL e CAO07) totalmente reduzida apos a
aplicacdo com os herbicidas clomazone e pendimethalin em pré-emergéncia. Para o bidtipo
CAO07 o herbicida florpyrauxifen-benzyl foi o que proporcionou um maior decréscimo da massa
seca da parte aérea. Corroborando com este estudo Travlos et al. (2020) a aplicacdo de
florpyrauxifen-benzil resultou em uma reducdo de 60 a 66% da massa seca da parte aérea de
cinco acessos de E. colona aos 7 DAA e 73 a 76% na avaliagdo aos 21 DAA.

Segundo Pinto et al. (2008) em alguns casos, mesmo em baixas populacdes, medidas de
controle que eliminem até 99% da infestagcdo ndo evitam perdas de produtividade na cultura do

arroz irrigado.
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Figura 6 — Massa seca da parte aérea (g) para os biétipos CA01 e CAQ7 aos 28 dias apds a
aplicacdo dos tratamentos.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
4.6 CONCLUSOES

No ensaio preliminar os bidtipos CA02 CA05 e CAQ7 apresentaram suspeita de
resisténcia e foram selecionados para os ensaios de dose resposta. No ensaio de dose resposta
apenas o biotipo CAQ7 teve a resisténcia cruzada confirmada nas duas geragdes.

As alternativas de controle em pds-emergéncia nao foram eficientes no controle dos
biotipos CAO0le CAO07, e apenas 0s herbicidas clomazone e pendimethalin, aplicados em pré-

emergéncia, proporcionaram um controle de 100% para ambos 0s biétipos.
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5. MECANISMOS QUE CONFEREM RESISTENCIA CRUZADA AOS HERBICIDAS
INIBIDORES DE ACCASE EM CAPIM-ARROZ (Echinochloa crus-galli)

5.1 RESUMO

O aumento de casos de resisténcia de plantas do género Echinochloa spp. tem gerado
preocupacao por parte dos produtores de arroz irrigado, principalmente com o avango dos casos
de resisténcia maltipla. Além disso, os mecanismos de resisténcia desses bidtipos pode ser ou
nédo relacionado ao local de acdo do herbicida. O objetivo desse trabalho foi identificar o
mecanismo que confere resisténcia cruzada a inibidores de ACCase em um bidtipo de capim-
arroz. A pesquisa foi desenvolvida no CAV/UDESC em casa de vegetacdo. Para o ensaio de
metabolizacdo de herbicidas pelo citocromo P450, utilizou-se o inseticida organofosforado
malathion. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC)
dispostos em esquema fatorial 2 x 8, onde o fator A compreendeu dois biétipos (CA01 e CAQ7)
e o fator B consistiu em oito tratamentos (testemunha, malathion, cyhalofop-p-butyl,
quizalofop-p-ethyl, profoxydim, malathion + cyhalofop-p-butyl, malathion + quizalofop-p-
ethyl e malathion + profoxydim). Os ensaios de sequenciamento e expressao do gene ACCase
foram conduzidos no Laboratdrio de Virologia VVegetal do Centro de Ciéncias Agroveterinarias-
CAV/UDESC, para tal foram coletadas cinco amostras de fragmentos foliares de cada um dos
dois biotipos (CAO01 e CAQ7). Fez-se a extracdo de DNA das amostras e apos a amplificacdo
foi realizada a eletroforese em gel de agarose 1%; todas as amostras apresentaram a qualidade
necessaria para a utilizacdo na reacdo em cadeia da polimerase (PCR). As amostras que
apresentaram amplificacdo com tamanho esperado foram enviadas para sequenciamento. As
sequéncias nucleotidicas apresentaram alta compatibilidade (99,75%) com sequéncias de E.
crus-galli, o sequenciamento parcial do gene ACCase com a utilizagéo de dois pares de primers
todas as cinco amostras provenientes do bidtipo CAQ7 apresentaram uma substituicdo de
triptofano (Trp) por uma cisteina (Cys) na posi¢do 2027. A capacidade de metabolizacdo por

enzimas do citocromo P450 ndo esta associado a resisténcia desse biotipo.

Palavras-chave: Citocromo P450, expressdo génica, sequenciamento, sitio de agéo, Trp-2027-

Cys.
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5.2 ABSTRACT

The increase in cases of resistance of plants of the genus Echinochloa spp. has generated
concern among producers of paddy rice, especially with the advance of cases of multiple
resistance. Besides, the mechanisms of resistance of these biotypes may or may not be related
to the site of action of the herbicide. The objective of this work was to identify the mechanism
that confers cross-resistance to ACCase inhibitors in a biotype of barnyardgrass. The research
was developed at CAV/UDESC in a greenhouse. For the assay of herbicide metabolization by
cytochrome P450, the organophosphorus insecticide malathion was used. The experimental
design used was entirely randomized (DIC) arranged in a 2 x 8 factorial scheme, where factor
A comprised two biotypes (CAO01 and CAO07) and factor B consisted of eight treatments
(control, malathion, cyhalofop-p-butyl, quizalofop-p-ethyl, profoxydim, malathion +
cyhalofop-p-butyl, malathion + quizalofop-p-ethyl and malathion + profoxydim). The
sequencing and expression assays of the ACCase gene were conducted in the Laboratorio de
Virologia Vegetal do Centro de Ciéncias Agroveterinarias-CAV/UDESC, for which five
samples of leaf fragments were collected from each of the two biotypes (CA01 and CAQ7).
DNA was extracted from the samples and after amplification, electrophoresis was performed
in 1% agarose gel; the amplified fragments were stained with GelRed, visualized and
photographed under ultraviolet light. The samples that presented amplification with expected
size were sent for sequencing using the oligonucleotides indicated above (ACTGENE Analises
moleculares LTDA). The nucleotide sequences showed high compatibility (99.75%) with
sequences of E. crus-galli, the partial sequencing of the ACCase gene with the use of two primer
pairs all five samples from the CAQ7 biotype showed a substitution of tryptophan (W) by a
cysteine (C) at position 2027. The ability of metabolization by cytochrome P450 enzymes is
not associated with the resistance of this biotype.

Keywords: Cytochrome P450, gene expression, sequencing, site of action, Trp-2027-Cys.
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5.3 INTRODUCAO

As plantas daninhas sdo consideradas quaisquer plantas que ocorrem em local
indesejado e que ocasionem algum prejuizo a atividade humana (BRIGHENTI; OLIVEIRA,
2011). Sao consideradas um dos principais fatores que geram estresse bidtico nas culturas
agricolas devido a competicao interespecifica com a cultura de interesse por recursos do meio
(AGOSTINETTO et al., 2007). As plantas daninhas pertencentes ao género Echinochloa spp.
podem ser consideradas uma das mais importantes infestantes da cultura do arroz irrigado
(AMINPANAH et al., 2012), tanto por sua capacidade competitiva quanto por sua alta
infestacdo em areas de producdo (ANDRES et al., 2007), os danos ocasionados pela presenca
de uma Unica planta de capim-arroz por m? podem reduzir a produtividade de graos entre 8,4 e
11,3% (AGOSTINETTO et al., 2007).

A resisténcia de plantas daninhas, segundo Powles e Yu (2010) € a capacidade natural
e herdavel de determinado bidtipo de sobreviverem e se reproduzirem apos a exposicdo a doses
que seriam letais a individuos suscetiveis dessa mesma espécie. Os mecanismos de resisténcia
a herbicidas em plantas daninhas séo classificados devido a sua relacdo ou ndo com o local de
acdo do herbicida. Nos casos em que a resisténcia € relacionada ao local de agéo ela pode ser
decorrente da diminuicdo de afinidade do herbicida com o local de acdo da enzima e isso
implica em mutag6es na sequéncia nucleotidica do DNA. Fang et al. (2020) descreveram que
uma mutagdo Asp-2078-Glu conferiu resisténcia a um biotipo de Echinochloa crus-galli a
herbicidas inibidores da ACCase. A superexpressdo do gene que codifica a enzima alvo é
considerado o outro mecanismo de resisténcia relacionado ao sitio de acdo (LAFOREST et al.,
2017). A resisténcia ndo relacionada ao local de acdo pode ocorrer atraves de mecanismos que
alteram as taxas de absorc¢éo, translocacdo, metabolizacdo e compartimentalizacdo do herbicida
(POWLES; YU, 2010). Ha relatos de plantas de capim-arroz resistentes por metabolizacéo aos
herbicidas fenoxaprop-p-ethyl (YUN et al., 2009) e a cyhalofop-butyl (RUIZ-SANTAELLA et
al., 2006).

Nas ultimas duas décadas, os herbicidas inibidores da enzima ACCase assumiram
grande importéancia, por possibilitarem o controle seletivo em pds-emergéncia de espécies da
familia Poaceae (KUK et al., 2000). Esses herbicidas sdo utilizados em larga escala em campos
de arroz para controlar plantas do género Echinochloa (FANG et al., 2020) e seu uso continuo

passou a provocar elevada presséo de selecdo, favorecendo a selecdo de biotipos resistentes. No
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caso de herbicidas inibidores da ACCase a resisténcia é ocasionada, principalmente por
alteracdes no local de acdo (SANKULA et al., 1997).

O mecanismo de acdo que envolve alteracBes relacionadas ao local de acdo do
herbicida é responsavel pela resisténcia a maioria dos herbicidas e particularmente aos
inibidores de ACCase (AMARO BLANCO et al. 2021). Sete posi¢bes de codon ACCase
foram indicadas como sendo as responsaveis pela resisténcia das plantas daninhas, sendo elas:
11781 (LI et al. 2013), Trp1999 (KAUNDUN et al. 2013), Trp2027 (XU et al. 2013),
[1e2041 (TANG et al. 2012), Asn2078 (KAUNDUN, 2010), Cys2088 (KAUNDUN et al.,
2012) e Gly2096 (CRUZ-HIPOLITO et al., 2011). Dentre essas substituicdes de aminoacidos
a que ocorre em maior frequéncia é em lle-1781.

Além disso, de acordo com Heap (2014) pode ocorrer a superexpressdo do gene, que
é 0 mecanismo envolvendo o sitio de acdoelucidado mais recentemente. Efetivamente ocorre
um aumento no numero de copias do gene da enzima alvo, limitando assim os impactos do
herbicida. Esse tipo de resistencia foi relacionado a alguns casos de resisténcia como a de
Amaranthus palmeri S. Wats resistente a glyphosate (GAINES et al., 2010) onde houve um
aumento de 5 a 160 vezes o numero de cépias do gene EPSPs. Os casos relatados de plantas
daninhas resistentes a ACCase por superexpressdo incluem Sorghum halepense nos EUA
(BRADLEY et al., 2001), Leptochloa chinensis na Tailandia (PORNPROM et al., 2006),
Eleusine indica na Malésia (SAN CHA et al., 2014) e Digitaria sanguinalis no Canada
(LAFOREST et al., 2017).

O mecanismo de resisténcia a herbicidas ndo relacionado ao sitio de acdo pode ocorrer
devido a diminuicdo da absor¢do do herbicida pela planta, alteracdo na translocacao,
sequestro ou compartimentalizagdo do herbicida, incremento de metabolizagdo do herbicida
e rapida necrose (MARKUS et al., 2021). Niveis de resisténcia resultantes desses processos
sdo relativamente baixos e pode levar a resisténcia cruzada a varios herbicidas devido a
ativacdo da citocromo P450s que podem até metabolizar diferentes classes de herbicidas,
como inibidores da ACCase e ALS (IWAKAMI et al., 2019), os padrdes de resisténcia ndo
relacionados ao sitio de acdo sdo muitas vezes imprevisiveis, sendo assim as estratégias de
manejo de plantas daninhas devem considerar que a rotacdo de mecanismo de acdo de
herbicidas n4o se adequa para mitigar essa forma de resisténcia (FERNANDEZ et al., 2016).

Alguns métodos para a elucidagdo do mecanismo de resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas podem ser empregados para definir a resisténcia ou ndo a determinado herbicida.

Um dos métodos frequentemente empregados na detecgdo de plantas daninhas resistentes
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consistem em extrair o material genético do tecido vegetal da planta daninha, e realizar
avaliacGes do RNA ou DNA desta ou, ainda, a avaliacdo da atividade de enzimas que fazem
parte da rota de acdo da enzima-alvo da acéo dos herbicidas (GERWICK et al., 1993; SINGH
et al., 1998).

A identificacdo do mecanismo de resisténcia de biotipos de plantas daninhas a
herbicidas € fundamental para que se desenvolvam estratégias de manejo que prezem por
evitar a disseminacdo e a evolucdo desses casos de resisténcia. Essas estratégias de manejo
sdo ajustadas de acordo com o0 mecanismo de resisténcia que o bidtipo em questdo apresenta,
e é de suma importancia diferenciar o mecanismo de resisténcia para que se tenha eficacia na
prevencdo e no controle de plantas daninhas resistentes.

Diante disso, este estudo teve como objetivo identificar o mecanismo de resisténcia
de um bidtipo de Echinochloa spp. resistente aos herbicidas inibidores da ACCase, através

de ensaios que identifiquem a metabolizacdo e o sequenciamento do gene ACCase.
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5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Ensaio com inibidor de citocromo P450

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da UDESC (CAV-UDESC) em Lages, SC. Cada unidade experimental
consistiu-se de um vaso plastico com capacidade volumétrica de 3 dm?® preenchido com
substrato comercial inerte, inicialmente semeou-se oito sementes e ap6s o periodo de
estabelecimento realizou-se o raleio, mantendo-se quatro plantas por unidade experimental.
Para a verificacdo da metabolizacdo de herbicidas pelo citocromo P450 utilizou-se o inseticida
organofosforado malathion, responséavel por bloquear essa via de detoxificacdo de herbicidas.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) disposto
em esquema fatorial 2 x 8, onde o fator A compreendeu dois biétipos (CA01 e CAQ7) e o fator
B consistiu em oito tratamentos (testemunha, malathion, cyhalofop-p-butyl, quizalofop-p-ethyl,
profoxydim, malathion + cyhalofop-p-butyl, malathion + quizalofop-p-ethyl e malathion +
profoxydim) (Tabela 8). Duas horas antes da aplicacdo dos herbicidas cyhalofop-p-butyl,
quizalofop-p-ethyl e profoxydim aplicou-se o inibidor de citocromo P450 malathion na dose de
2000 g i.a. hat (OSUNA et al., 2002).

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 aplicagdo foi realizada com pulverizador costal de precisao
pressurizado a CO2, com quatro pontas jato plano AD 110 02 na altura de 50 cm acima do alvo
com volume de aplicacéo de 200 L ha?, espagamento entre bicos 50 cm, velocidade de 3,6 km
h e pressdo de trabalho 220 kPa. Ap6s a aplicacdo do herbicida, os vasos foram levados para
a casa de vegetacdo, permanecendo sem irrigacdo por 24 horas a fim de ndo interferir na

absorcéo dos herbicidas.
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Tabela 8 — Dose de aplicagdo dos tratamentos herbicidas cyhalofop-p-butyl, quizalofop-p-
ethyl e profoxydim e do inseticida malathion.

Tratamento Produto comercial ® Dose (L ha) Dose (g i.a. ha-1)
Testemunha - - -
malathion Malathion 2,0 2000
cyhalofop-p-butyl Clincher 1,75 360
quizalofop-p-ethyl Targa 0,6 120
profoxydim Aura 1,5 170
malathion + cyhalofop-p-butyl I\/Ial:f\thlon * 2,0+1,75 2000 + 360
Clincher
malathion + quizalofop-p-ethyl ~ Malathion + Targa 2,0+0,6 2000 + 120
malathion + profoxydim Malathion + Aura 20L+15 2000 + 170

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Avaliou-se o controle aos 7, 14 e 28 DAA (escala percentual, em que a nota 0%
correspondeu a nenhum efeito do herbicida e a nota 100% significou morte total das plantas).
Avaliou-se também a massa seca da parte aérea aos 28 DAA cortando-se rente ao solo todas as
plantas do vaso e, posteriormente, secando-as em estufa a 65°C por 72 horas, quando foi
realizada a quantificagdo da MSPA em balanga de precisdo (0,001 g).

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

5.4.2 Ensaio para identificacdo de mutagdo na enzima ACCase

5.4.2.1 Extracédo de DNA

Os procedimentos para a extracdo de DNA foram conduzidos no Laboratério de
Virologia Vegetal do Centro de Ciéncias Agroveterinarias-CAV/UDESC. Foram coletadas
cinco amostras de fragmentos foliares de cada um dos dois biétipos (CA0le CA07). Seguiu-se
a metodologia proposta por Doyle e Doyle para a extracdo de DNA (DOYLE; DOYLE, 1987).
Apos a extracdo do DNA, foram feitas as quantificaces de qualidade através do equipamento
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™). Todas as amostras extraidas apresentaram a qualidade

necessaria para a utilizacdo na reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
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5.4.2.2 PCR e sequenciamento.

Com as amostras de DNA extraidas, as mesmas foram submetidas a PCR para
amplificacdo do gene ACCase. Os oligonucleotideos utilizados para a PCR (Tabela 9) foram

descritos por Amaro-Blanco et al. (2021) e Golmohammadzadeh et al. (2020).

Tabela 9 — Primers utilizados para amplificacdo e sequenciamento do gene ACCase em
biodtipos de Echinochloa crus-galli sensivel (S) e resistente (R) a inibidores de ACCase.

Primer Tamanho do amplicon Sequéncia 5°-3’
CRUSS F GATTGGCATAGCCGATGAAG
CRUSSR 474 pb TGGACAACACCATTGGTAGC
AC6 F 496 pb TCTCCCGATACGCTCCCGACG
AC6 R GGGTCAAGCCTACCCATACA

Fonte: Amaro-Blanco et al. (2021); Golmohammadzadeh et al. (2020).

Para a amplificacdo na PCR da regido alvo seguiu-se a metodologia apresentada por
Amaro-Blanco et al. (2021), utilizou-se oligonucleotideos 34,75 uL de H2O (&gua isenta de
nuclease), 10 pL de tampéo 5X, 1 uL de Deoxynucleotide Triphosphates (ANTPs), 1 uL de
oligonucleotideo homologo (F) (3,2 uM), 1 pL de oligonucleotideo reverso (R) (3,2 uM), 0,25
UL de Tag DNA Polymerases e 2 uL de DNA(~10ng ul) de cada biétipo, totalizando volume
final de 50 pL. O programa no termociclador consistiu em: 95°C por 5 minutos; 35 ciclos a
95°C por 30 segundos, 57°C por 30 segundos e a 72°C por 1 minuto; 72°C por 5 minutos e
finalizou-se com 4°C. Apds a amplificacdo foi realizada a eletroforese em gel de agarose 1%;
os fragmentos amplificados foram corados com GelRed, visualizados e fotografados sob luz
ultravioleta.

Amostras que apresentaram amplificacdo com tamanho esperado foram enviadas para
sequenciamento pelo método proposto por Sanger e Coulson (1975) utilizando os

oligonucleotideos indicados anteriormente (ACTGENE Anélises moleculares LTDA).

5.5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.5.2.1 Ensaio com inibidor de citocromo P450

Os resultados encontrados neste trabalho mostraram que o bidtipo resistente nédo

apresenta nenhum mecanismo envolvendo a metabolizacdo de herbicidas, ndo foi observada a
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paralizacédo do sistema de detoxificagdo de herbicidas envolvido com o complexo P450 (Figura
7). Aos 7 DAA o bidtipo CAO01 (S) apresentou um controle superior ao biétipo CA07 em todos
os tratamentos, e para ambos 0s biotipos todos os tratamentos diferenciaram-se apenas da
testemunha e do tratamento com o inseticida malathion. Na segunda avaliacdo realizada aos 14
DAA houve um aumento significativo no controle do biétipo CAO01 e de modo geral todos os
tratamentos, com excegdo da testemunha e do tratamento com malathion, proporcionaram um
controle >80%, diferentemente do bidtipo CAO7 em que a maior porcentagem de controle foi
de 14% com o tratamento malathion + profoxydim. Na Gltima avaliacdo, realizada aos 28 DAA
para o biotipo CA01 todos os tratamentos se diferenciaram da testemunha e da aplicacéo
somente com o malathion, promovendo um controle superior a 90%, para o bi6tipo CAQ07 as
porcentagens de controle mantiveram-se baixas em que apenas o tratamento com malathion +
profoxydim gerou um controle de 19,25% e todos os demais tratamentos mantiveram uma taxa
de controle inferior a esse valor (Tabela 10). Assim o crescimento e o desenvolvimento do
biétipo CAO07 ndo foram prejudicados com os tratamentos (Figura 7).

Figura 7 — Avaliacéo do biotipo CAOQ7 representado por A e bidtipo CAO1 representada por B
aos 28 dias apos a aplicacdo dos tratamentos herbicidas, na presenca ou auséncia do inseticida
malathion

/ Cyhalofop-p-hit i
5 : it :
Cyhalofop-pebutyl oo Testemunha Malathion ~ Cyhalofop-p-butyl  majathion

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Cyhalofop-p-buty

Casos associados ao metabolismo intensificado mediado pelo citocromo P450 foram
relatados (FERNANDEZ et al., 2016) e confirmado em diferentes espécies de plantas daninhas,
como Avena spp. (MENENDEZ; DE PRADO, 1996), E. phyllopogon (DE PRADO et al., 2005)
e L. rigidum (AHMAD-HAMDANI et al., 2012).
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Tabela 10 — Avaliacdo de controle (%) aos 7, 14 e 28 dias apds a aplicacdo de diferentes
tratamentos com e sem a utilizacdo de bloqueador de P450 (malathion) em dois biotipos de
capim-arroz (CA01 e CAQ7).

Controle (%)

Tratamento 7DAA 14DAA 28DAA
CA01 CAQ7 CA01 CAQ7 CA01 CA0Q7
Testemunha 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA
Malathion 0,00aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA
Cyhalofop-p-butyl 66,00 bA 0,00aB 78,00bcA  0,00aB 91,50 bA 0,00 aB
Quizalofop-p-ethyl 69,00 bA  3,25aB 85,00 cA 4,25 aB 92,50 bA 6,25 aB
Profoxydim 46,25 bA 2,00 aB 88,75 cA 8,50 bB 95,50 bA 10,75 aB

Malathion + Cyhalofop ~ 58,75bA  0,00aB 89,00 cA 0,00 aB 95,00 bA 0,00 aB
Malathion + Quizalofop 57,00 bA 4,50 aB 91,50 cA 9,50 bB 95,75 bA 12,75 aB
Malathion + Profoxydim 52,25 bA  4,25aB 94,75 cA 14,00bB 100,00 bA 19,25 bB

Letras minusculas iguais na mesma coluna e maiusculas na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Recentemente, Han et al. (2016) demonstraram que, em diferentes populacbes de
Lolium rigidum coletadas na Australia, ambos os mecanismos de resisténcia, aumento da
metabolizacdo e mutacdo na ACCase podem ocorrer.

Ahmad-Hamdani (2012) em estudo para avaliar a resisténcia de aveia daninha
constataram que a taxa de absorcdo foliar e translocacdo do herbicida inibidor da ACCase-
diclofop foi a mesma nas populacdes resistentes e suscetiveis. No entanto, o nivel de acido
diclofop fitotoxico sempre foi menor nas plantas resistentes, com um nivel mais alto
concomitante (até 1,7 vezes) de metabolitos polares diclofop ndo toxicos. Esses resultados
indicam que um mecanismo ndo baseado no local-alvo é o responsavel pela maior

metabolizacdo de diclofop e confere resisténcia na populacao de aveia daninha resistente.
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Figura 8 — Massa seca (g) de dois biotipos de capim-arroz: CA01 (S) e CA07 ® submetidos a
diferentes tratamentos herbicidas na presenca ou auséncia do inseticida malathion.
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Letras minusculas iguais indicam que ndo ha diferenca entre os tratamentos e letra maidsculas iguais indicam nao
haver diferenca entre os bio6tipos, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A massa seca da parte aérea manteve-se constante e ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos (Figura 8), porém houve diferenca entre os biétipos (CA0L e CAQ7). As
enzimas do citocromo P450 sdo hemeproteinas que geralmente catalisam reacfes de
monooxigenacao dependente de oxigénio e NADPH (YUAN et al., 2007), sdo conhecidas como
enzimas-chave na fase I do metabolismo apresentando um papel crucial na desintoxicacéo de
herbicidas em plantas (YUN et al., 2005). Essas enzimas s&o envolvido na répida evolucéo do
herbicida resisténcia em e algumas plantas daninhas, como o azevem (Lolium rigidum),
especialmente devido ao uso de subdoses de herbicidas (YU et al., 2013; BUSI et al., 2013). A
degradacédo intensificada de herbicidas causada por enzimas do citocromo P450 pode ser
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indiretamente identificados por meio de inibidores de enzima como o malathion (ELMORE et
al., 2015; MATZENBACHER et al., 2015).

5.5.2.2 Ensaio para identificacdo de mutacdo na enzima ACCase

As sequéncias nucleotidicas apresentaram alta compatibilidade (99,75%) com
sequencias de E. crus-galli (GenBank: KY071205.1). O sequenciamento parcial do gene
ACCase com a utilizagdo de dois pares de primers descritos por Amaro-Blanco et al (2021) e
Golmohammadzadeh (2020) indicaram, em todas as cinco amostras provenientes do bidtipo
CAOQ7, uma substituicdo de triptofano (W) por uma cisteina (C) na posicdo 2027 (Tabela 11),
sendo este o primeiro relato ja descrito dessa mutacdo em populacdes de Echinochloa spp., hdo
foi encontrada outra substituicdo nas demais regides conhecidas por conferirem resisténcia aos
herbicidas inibidores da ACCase (Tabela 11). Esses resultados corroboram com Chen et al.
(2017) de que a resisténcia cruzada a diferentes herbicidas inibidores de ACCase, e em sua

grande maioria sao decorrentes de mutagoes lle-1781-Leu, lle-2041-Asn e Trp-2027-Cys.

Tabela 11 — Alinhamento das sequéncias nucleotidicas para o gene ACCase. Em negrito
destaca-se os nucleotideos que codificam a Trp-2027 no bi6tipo CAO01 (S) e a mutagdo no
biétipo CA07 (R).

Sequéncia nucleotidica (5 - 3°)

Bidtipo

2023 2024 2025 2026 2027 2028 2029 2030
ATA TTG TCG AAT  TGG CTC GGT TTC

CAO01 (S)
lle Leu Ala Asn Trp Arg Gly Phe
ATA TTG TCG AAT TGC CTC GGT TTC

CA07 (R)
lle Leu Ala Asn Cys Arg Gly Phe

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Inimeros casos de resisténcia por alteracdo no local de acdo j& foram descritos na
literatura, dentre eles: lle-1781-Leu em L. rigidum (ZAGNITKO et al., 2001; DE'LYE et al.,
2002; BROWN et al., 2002; TAL, RUBIN 2004; ZHANG; POWLES 2006); lle-1781-Leu em
Setaria viridis (DE'LYE et al., 2002); lle-1781-Leu em A. myosuroides (DE'LYE et al., 2002;
BROWN et al., 2002); lle-1781-Leu em A. fatua (CHRISTOFFERS et al., 2002); lle-1781-Leu
em L. multiflorum (WHITE et al.; 2005); lle-1781-Leu em A. sterilis (LIU et al., 2007); lle-
2041-Asn em A. myosuroides (DE'LYE et al., 2003); 1le-2041-Asn em L. rigidum (DE'LYE et
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al., 2003; ZHANG; POWLES 2006); lle-2041-Asn em A. sterilis (L1U et al., 2007); lle-2041-
Val em L. rigidum (DE'LYE et al., 2003); Gly-2096-Ala em A. myosuroides (DE'LYE et al.,
2005); Asp-2078-Gly em A. myosuroides (DE'LYE et al., 2005); Asp-2078-Gly em A. sterilis
(LIU et al., 2007); Trp-1999-Cys em A. sterilis (L1U et al. 2007).

O primeiro relato de substituicdo de Trp-2027-Cys conferindo a resisténcia a inibidores
da ACCase foi em bidtipos de A. myosuroides no ano de 2005 (DELYE et al., 2005) Esta
substituicdo estd envolvida em conferir resisténcia a herbicidas inibidores da ACCase em
muitas espécies de plantas daninhas, como em Lollium spp. (YU et al., 2007), A. sterilis (LI1U
et al., 2007) e Phalaris minor (GHEREKHLOO et al., 2012). Xu et al. (2013) em estudo com
bidtipos de Alopecurus japonicus em determinacao da resisténcia a ACCase avaliaram amostras
de plantas individuais e, assim como os resultados encontrados nessa pesquisa, determinaram
gue as amostras apresentavam a substituicdo Trp-2027-Cys e mais nenhuma outra substituicao.
Yuetal., (2007) encontraram em uma populagéo de Lollium spp uma resisténcia de 7 a 13 vezes
ao herbicida inibidor da ACCase clethodim a partir das seguintes substitui¢fes: lle-1781-
Leu/Trp-2027-Cys e lle-1781-Leu/lle-2041-Asn, ainda segundo esses autores diferentes
mutagdes/combinacdes podem resultar em diferentes niveis e padrbes de resisténcia aos
inibidores da ACCase. Amaro-Blanco et al. (2021) relataram uma substirui¢cdo na posi¢éo 1781
de isoleucina por leucina em bi6tipos de Echionochloa spp. Em E. crus-galli., Huan et al. (2011)
também identificaram que a mutcéo lle-1781-Leu foi a responsavel por conferir resisténcia ao
herbicida quizalofop-p-ethyl. Uma mutacdo Asp-2078-Glu, relatada por Fang et al. (2020)
conferiu resisténcia a herbicidas inibidores da ACCase em Echinochloa crus-galli.

Liu et al., (2007) em estudo com Avena sterilis, as mutagdes Trp-2027-Cys e lle-2041-
Asn foram associadas a resisténcia aos herbicidas tralkoxidim e setoxidim, respectivamente.
Yu et al. (2017) relataram que a mutacdo Trp-2027-Cys em ACCase era 0 mecanismo de
resisténcia do local-alvo ao cyhalofop-butil em L. chinensis. Deng et al., (2019) determinaram
que a mutacédo lle-1781-Leu e Trp-2027-Cys conferiram ampla resisténcia cruzada a APPs,
CHDs e DENSs, ainda, segundo os autores a mutacao Trp-2027-Cys fornece resisténcia a APPs
e DENs, enquanto a resisténcia a CHDs é dependente da espécie da planta daninha e do
herbicida especifico. Por exemplo, a mutagdo Trp-2027-Cys em Pseudosclerochloa kengiana
forneceu resisténcia ao setoxidim, mas sensibilidade ao clethodim (YUAN et al., 2007),
enquanto que em L. rigidum e B. syzigachne forneceram resisténcia a clethodim (DU et al.,
2016; YU et al., 2007).
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5.6 CONCLUSAO

A capacidade de metabolizacdo por enzimas do complexo P450 ndo esté associado a
resisténcia desse bidtipo.

A resisténcia cruzada aos herbicidas inibidores da ACCase do biotipo CAQ7 deve-se a
uma substituicdo na posicdo 2027 de um triptofano por uma cisteina (Trp-2027Cys). Este foi
o0 primeiro relato da participagéo da mutagdo Trp-2027-Cys como mecanismo de resisténcia
a inibidores da ACCase em Echinochloa crus-galli. Destaca-se que esse mecanismo conferiu
maior nivel de resisténcia aos herbicidas cyhalofop-p-butyl e quizalofop-p-ethyl

(ariloxifenoxipropionatos) e baixo nivel de resisténcia ao profoxydim (ciclohexanodiona).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com o presente trabalho conclui-se que dos 21 biotipos estudados apenas o0 bidtipo
proveniente de Tubardo-SC é resistente, apresentando resisténcia cruzada aos herbicidas
inibidores da ACCase.

A resisténcia é causada pela substituicdo na enzima alvo de um triptofano por uma
cisteina, conferindo uma mutacdo na posi¢do 2027. Enquanto que a metabolizacdo por
enzimas do complexo P450 ndo conferiu resisténcia ao bitipo em questao.

Outros herbicidas, com diferentes mecanismos de acdo que foram verificados neste
trabalho para controle de biétpos de Echinochloa crus-galli, aplicados em pds-emergéncia
demonstraram ser pouco eficientes gerando um baixo controle, além disso os herbicidas
pendimethalin e clomazone aplicados em pré-emergéncia se mostraram eficientes e
proporcionaram controle de 100% nos dois bidtipos, ndo sendo descartada a resisténcia
multipla do bidtipo. Ressalta-se a importancia de um manejo quimico bem elaborado para
reduzir a incidéncia de novos biotipos resistentes e até mesmo diminuir o impacto de plantas
ja resistentes sobre 0 ambiente de cultivo.

Plantas daninhas resistentes aos herbicidas inibidores da ACCase tém elevada
importancia por conta do numero restrito de herbicidas com sitios de acdo alternativos para
seu manejo além disso esses herbicidas sdo a principal op¢do para o manejo de plantas
daninhas de folhas estreitas em inimeras culturas. Quando ha a ocorréncia de uma alteracédo
no local de acdo que compromete todo o grupo para as estratégias de manejo nao se inclui os
herbicidas comprometidos, restringindo as possibilidades.

O bidtipo foi coletado em uma das principais regides orizicolas de Santa Catarina e,
ainda que pontual, esse caso de resisténcia precisa ser controlado a fim de evitar a

disseminacdo para demais areas.



