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PREFACIO

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas atingiu
niveis que causaram danos econdmicos bastante
representativos na ultima década. A 32 edi¢céo deste livro foi
divulgada em 2008 com o intuito de fornecer informagdes
sobre a problematica da resisténcia e cumpriu seu papel no
sentido de abordar o tema e disponibilizar o assunto de forma
acessivel. Contudo novos desafios surgiram no campo de
prevencdo e manejo da resisténcia, principalmente aqueles
ligados a caréncia de opg¢des de herbicidas viaveis no atual
cenario da agricultura brasileira.

Nos ultimos oito anos foi observado o surgimento de
bidtipos de plantas daninhas resistentes ao herbicida glifosato
para espécies novas como capim-amargoso (Digitaria
insularis), buva (Conyza sumatrensis), capim-branco (Chloris
polydactyla), caruru palmeri (Amaranthus palmeri) e capim-pé-
de-galinha (Eleusine indica). Encontraram-se biotipos de
espécies de plantas daninhas resistentes aos herbicidas
inibidores da PROTOX e herbicidas inibidores do FSII, o que
nao era observado no Brasil até entdo. Foram mostrados
casos de resisténcia na regido do Cerrado com grande
dispersdo e as ocorréncias de espécies de plantas daninhas
com bi6tipos portadores de resisténcia a mais de um
mecanismo de acdo (Resisténcia mdultipla) aumentaram.
Paralelamente ndo aumentaram as opc¢bes de herbicidas,
ainda que mais eventos de transgenia para tolerancia a
herbicidas estejam disponiveis.

Devido a este cenario tornou-se pertinente a confeccao
da nova edicao do livro “Aspectos de Resisténcia de Plantas
Daninhas a Herbicidas”, fomentada pela Associagao Brasileira
de acao a Resisténcia de Plantas Daninhas aos Herbicidas
(HRAC-BR), denominada como 42 edicao atualizada e
revisada, onde esta compilada a maioria das informacdes que
se tem sobre a problemética da resisténcia, a situacao
brasileira de momento e a perspectiva de como deve seguir
este fendbmeno em nossos sistemas de produgdo. Para tanto
houve grande aumento no numero de autores convidados e
instituicdes  envolvidas, inclusive com  colaboracdes
internacionais.



A funcdo deste material é esclarecer sobre este tema
tao atual, mutéavel e controverso que é a resisténcia de plantas
daninhas focando nos conceitos e definicbes envolvidos na
compreensao do tema, bem como divulgar as classificagbes e
agrupamentos de herbicidas, discorrer sobre o0s principais
mecanismos de acao de herbicidas do mercado brasileiro,
mostrar os trabalhos de pesquisa conduzidos no Brasil e no
mundo e frisar a necessidade da prevencao do problema, bem
como a orientacdo para o0 manejo da resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas ja instalada nas areas.

Christoffoleti & Nicolai, 2016
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CAPITULO 1

RESISTENCIA DE PLANTAS DANINHAS A HERBICIDAS:
TERMOS E DEFINICOES IMPORTANTES

Pedro Jacob Christoffoleti
Marcelo Nicolai

Ramiro Fernando Lopez-Ovejero
Ednaldo Alexandre Borgato
Acécio Goncalves Netto

Marcel Sereguin Cabral de Melo

1.1. Suscetibilidade, tolerancia e resisténcia

A suscetibilidade de uma espécie de planta daninha a
um determinado herbicida é definida como o grau de injaria ou
morte da planta que é observado apds a aplicagdo de um
produto, sendo esta uma caracteristica inata de cada espécie.
Portanto, existem diversos graus de suscetibilidade das
plantas daninhas a herbicidas apresentando alteracbes com
efeitos marcantes no crescimento e desenvolvimento, como
resultado da incapacidade de suportar a acdo do herbicida
(Christoffoleti et al., 2000). A tolerancia € a habilidade inata de
uma espécie de planta daninha em sobreviver e se reproduzir
apdés a aplicacdao do herbicida na dose recomendada, que
seria letal para outras espécies, mesmo demonstrando
injurias. No entanto, ndo existe um processo de selecdo
imposto pelo herbicida para tornar a planta tolerante, ou seja,
as plantas tolerantes possuem naturalmente a capacidade de
sobreviver a aplicacdo do herbicida desde a primeira
aplicagdo, sendo isto o que as diferencia das espécies
descritas como resistentes. Uma idéia simples que auxilia na
diferenciacdo entre resisténcia e tolerancia é a propria
presenca do bibtipo suscetivel, ou seja, se ha um bibdtipo
suscetivel com pronunciada diferenca de Cso ou GRs, €
resisténcia, se nao ha, €& tolerdncia. Para exemplificar,
destaca-se como exemplo o 2,4-D que controla as espécies
de caruru (Amaranthus spp.), nho entanto, a planta daninha
capim-colchao (Digitaria ciliaris) é tolerante ao 2,4-D, sem que
houvesse um processo de selecao.
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A Sociedade Americana de Ciéncia das Plantas
Daninhas ou Weed Science Society of America (WSSA)
definiu resisténcia de plantas daninhas a herbicidas como a
habilidade hereditaria de uma planta sobreviver e se
reproduzir, apds exposicdo a uma dose de herbicida
normalmente letal para o bibtipo selvagem da planta (Heap,
2016). A resisténcia pode ocorrer de forma natural
(selecionada em populagbes de plantas daninhas de
ocorréncia natural no campo através do uso de herbicida) ou
induzida por técnicas como engenharia genética ou selecao
de variantes produzidas por culturas de tecidos ou
mutagénesis (Heap, 2016). Heap (2016) ressalta a
importancia da definicao cientifica x definicdo agronémica de
resisténcia de plantas daninhas a herbicidas. A definicao
cientifica de resisténcia assume que a resisténcia é
determinada por uma diferenca estatistica na resposta a
aplicagdo de um herbicida entre duas populacbes da mesma
espécie, sendo esta caracteristica herdavel.

Entretanto, esta definicdo nao leva em consideracdo a
dose recomendada do herbicida, pois, embora duas
populagdes podem estatisticamente diferir em suas respostas
a um herbicida, isso ndao necessariamente implica que o
herbicida ndo controla a “resistente” na dose recomendada de
campo. Em outras palavras o bidtipo pode ser considerado
resistente por esta definicdo, quando ocorrem aplicacées em
sub-doses (doses abaixo da recomendada), porém na dose
utilizada normalmente no campo, o controle de ambos os
bidtipos é satisfatério.

Uma melhor definicdo para este termo seria que
populagdes que apresentam respostas estatisticamente
diferentes apdés aplicacdo de um herbicida, quando
comparadas com a média das respostas de varias populacoes
suscetiveis. Melo (2015), determinou uma dose discriminatéria
do herbicida glifosato para realizar um levantamento de
populacdes resistentes de capim-amargoso (Digitaria
insularis), apés a analise e comparacao de varias populacoes
suscetiveis ao glifosato, oriundas de diferentes regides do
Brasil, estando esta dose dentro da recomendagéo de bula do
produto.
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Outra definicao foi criada para ajudar a caracterizacao
da resisténcia sendo esta a resisténcia agrondémica, a qual
determina que para classificar uma planta como resistente
seja necessario que a populacdo sobreviva a dose
recomendada do herbicida em condigdes normais de campo.
Heap (2016) ainda explica que existe um problema com o uso
apenas da definicdo agronémica, pois a mesma pode variar
de regiao para regido, cultura em que o produto é aplicado e
ainda questdes econdmicas que determinam a dose, 0 que
poderia classificar a mesma populagdo de uma espécie como
suscetivel em uma cultura e resistente na outra.

Outros fatores que podem influenciar esta definicdo
seriam as condigbes climaticas que podem determinar uma
falha de controle apesar da populagdo avaliada nao ser
resistente ao herbicida. Portanto, para determinar se uma
populacao é resistente é necessaria uma mistura de ambas as
definicdes. O conceito de resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas é definido por Heap e LeBaron como a capacidade
evoluida de uma populacdo previamente suscetivel a um
herbicida, de sobreviver e completar seu ciclo de vida apos a
aplicacao do mesmo em sua dose recomendada em condigéo
de campo (Heap, 2016).

Outra definicdo de resisténcia bem estruturada foi a
descrita por Vencill, et al. (2012), a qual diz ser a capacidade
hereditaria de plantas para crescer e se reproduzir apés o
tratamento com um herbicida que teria sido fatal para todos
menos um ou muito poucos individuos progenitores em uma
populacao antecedente. Os autores ainda complementam que
plantas daninhas resistentes a herbicidas podem ocorrer em
culturas resistentes a herbicidas e culturas convencionais,
como resposta a pressao de selecao a partir de um herbicida,
0 qual seleciona plantas com resisténcia genética natural ao
mecanismo de acdo do produto utilizado, favorecendo a
sobrevivéncia e consequente reprodugdo. Isso aumenta o
tamanho da populagdo nas geragdes seguintes, sendo este
aumento potencializado pelo uso continuo do mesmo
herbicida nas geracdes subsequentes.
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1.2. Incidéncia e historia da resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas

O primeiro caso reportado de resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas foi nos Estados Unidos da América do
Norte na década de 1950. A planta daninha Convolvulus
arvensis, uma planta folha larga, trepadeira e perene foi
selecionada como resistente ao herbicida 2,4-D no estado do
Kansas também nos Estados Unidos, em 1964, e Senecio
vulgaris resistente a triazinas foi encontrado em 1970 no
estado de Washington, Estados Unidos. No comego dos anos
da década de 1980, o numero de casos reportados aos
herbicidas do grupo das triazinas comegou a aumentar de
forma sistematica nos Estados Unidos e no mundo.
Atualmente as estatisticas de casos de resisténcia estdo
todas documentadas no “International Survey of Herbicide
Resistant Weeds”, no site www.weedscience.org.

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é hoje,
com certeza, o maior desafio enfrentado na Ciéncia das
Plantas Daninhas. Alguns mecanismos de acao tém maiores
problemas que outros. O maior nimero de casos de bibtipos
resistentes é encontrado no mecanismo de acdo dos
inibidores da ALS (Grupo B). O segundo grupo com maior
nuamero de bidtipos relatados no momento sdo os inibidores
do fotossistema Il (Grupo D). Claro que o nimero de casos é
reflexo principalmente do maior uso do herbicida na
agricultura, mas de uma certa forma alguns mecanismos de
acao tem a tendéncia de selecionarem mais facilmente
plantas daninhas resistentes que outros.

Os herbicidas inibidores da ALS (Grupo B) e da ACCase
(Grupo A) parecem ser 0s grupos de maiores riscos, assim
muito cuidado deve ser tomado nos planos de manejo com
estes herbicidas. No entanto, o glyphosate € sem duvida o
herbicida de maior preocupacao na atualidade, apesar de nao
ser o0 herbicida que mais facilmente seleciona resisténcia. O
importante € considerar que baixo risco combinado com uso
intensivo pode resultar alto risco potencial, sendo isso que
esta acontecendo com o glyphosate, ou seja, apesar do baixo
potencial de selecdo de populacdes resistente, seu uso
intensivo tem tornado o caso mais preocupante na atualidade.
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1.3. Por que os biétipos de plantas daninhas resistentes a
herbicidas existem?

A diversidade genética natural que existe nas
populacdes de plantas daninhas é responsavel pelo
aparecimento da resisténcia, sendo que o herbicida nao € o
agente de criacao da resisténcia, mas apenas de selecao.

A pressdo de selegao imposta pelo herbicida é que
permite que os individuos resistentes sobrevivam e produzam
sementes, e assim ocupem o0s nichos disponiveis no
ambiente, deixado pelas plantas suscetiveis que séao
controladas pelo herbicida.

Assim, a resisténcia € um jogo de numeros, em fungao
de uma frequéncia inicial aleatéria de individuos resistentes
em uma populacao, resultante da diversidade genética, que
em funcdo da pressdo de selecao imposta pelo herbicida
torna a populacdo de plantas daninhas resistente ao
herbicida, pelo fato de apenas os individuos resistentes
sobreviverem e se reproduzirem.

1.4. O Banco de sementes é base de tudo

O banco de sementes é a base ecolégica para a
pressdo de selecdo de plantas daninhas resistentes
perpetuarem em uma area. O banco de sementes pode
retardar o aparecimento de bibtipos de plantas daninhas
resistentes a um determinado herbicida. Quanto maior for o
periodo de dorméncia das sementes das plantas daninhas,
maior sera o tempo necessario para esgotar o banco de
sementes do bidtipo suscetivel no solo, mesmo que haja
pressao de selecdo muito forte. Portanto, a manutencio e o
manejo de um banco de sementes diversificado no solo
podem retardar o aparecimento de bidtipos de plantas
resistentes a um determinado herbicida, mantendo-se baixa a
frequéncia desse bibtipo, por um tempo maior (Christoffoleti et
al., 2000). Quanto menor o periodo de dorméncia das
sementes de uma espécie de planta daninha, mais
rapidamente podera ocorrer a mudanca de biétipos dentro da
populagao.

Quando um herbicida controla o biétipo suscetivel, e
este deixa poucos descendentes no banco de sementes para
a geragao seguinte, estas apresentam uma rapida
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senescéncia, substituindo rapidamente o banco de sementes
do bidtipo suscetivel pelo bidtipo resistente (Christoffoleti &
Lopéz-Ovejero, 2008). A medida que as sementes das plantas
daninhas resistentes vao aumentando sua proporcdo nho
banco de sementes, as populac¢des futuras irdo tendo maior
frequéncia de individuos resistentes e assim o herbicida deixa
de ser efetivo. Segundo MacRae et al. (2008), plantas fémeas
de Amaranthus palmeri crescendo e competindo em meio a
cultura do algodao chegam a produzir 460000 sementes por
planta. Outra espécie que demonstra uma alta capacidade de
producao de sementes e consequente aumento do numero de
propagulos no banco de sementes é a Conyza canadensis,
podendo produzir até 200000 sementes por planta (Bhowmik
&Bekech 1993).

Isso mostra que assim que ocorre 0 processo de
selecdo de Dbibdtipos resistentes e reproducao destes
individuos, o banco de sementes possuira uma grande
quantidade de propagulos que terdo o potencial de germinar e
dominar a area nos anos subsequentes.

1.5. Falha de controle de plantas daninhas nem sempre
significa resisténcia
A maioria das falhas de controle ndo sdo devidas ao
processo de selecdo de plantas daninhas resistentes a
herbicidas. Antes de atribuir que uma planta daninha, que
deveria ser controlada pelo herbicida, é resistente ao
herbicida é importante eliminar outras possiveis causas de
controle inadequado:
1) Tecnologia de aplicacédo do herbicida
a) Dose inadequada
b) Baixa cobertura do alvo ou incorporagao insuficiente
c) Momento de aplicacao inadequado (estadio da planta
daninha)
d) Necessidade do adjuvante
e) Excesso de poeira na folha ou agua de baixa
qualidade usada na calda
f) Efeito de cobertura “guarda-chuva” nas aplicagbes em
pds-emergéncia
g) Antagonismo entre dois ou mais herbicidas no tanque
de pulverizagao; e outras causas.
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2) Solo e/ou condigdes climaticas

h) Umidade excessiva ou solo seco

i) Condigbes de preparo do solo no momento da
aplicacao

j) Adsorcao dos herbicidas no solo e na matéria organica

k) Condigcbes de estresse, tais como quente e seco

l) Periodo sem chuva ap6s a aplicagdo para ativagdo do
herbicida, e outras causas

1.6. Mudanca da flora x Resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas

A mudanca de flora é uma alteracao ao longo do tempo
da abundancia relativa dentro de uma comunidade de plantas
daninhas e pode ser definida como um fendbmeno de mudanca
das espécies presentes no campo devido ao tratamento
continuo com um mesmo tipo de controle de plantas daninhas
(Chueca et al., 2005). Normalmente, esta mudanca esta
associada aos manejos realizados para a agricultura, podendo
ser controles mecanicos ou mais comumente herbicidas.
Normalmente, esta mudanga esta associada a um método de
controle que é utilizado frequentemente na area, sendo
geralmente um herbicida. Assim, espécies raras em uma
comunidade, cujo herbicida aplicado repetitivamente néo
apresenta boa eficicia, passam a ser dominantes com o
passar dos anos, mudando a flora daninha. Em muitas
situacbes a mudanga de flora acontece devido ao uso
repetitivo de doses baixas de um mesmo herbicida,
selecionando assim espécies de plantas daninhas de dificil
controle, que acabam se tornando em populacdées dominantes
na area. Estas populagdes nao sao resistentes aos herbicidas.
Um exemplo de mudanga de flora esta representado no
grafico da figura 1.

No exemplo hipotético da figura 1, a espécie A e a
espécie B sao suscetiveis a um determinado herbicida,
enquanto que espécie C é tolerante ao herbicida. As espécies
A e B tinha uma abundancia inicial de 47%, enquanto a
espécie perfazia apenas 2% da populacdo. Com o uso
repetitivo do herbicida em particular as espécies A e B
diminuiram em frequéncia ao longo do tempo, enquanto que a
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espécie C, que é tolerante a este herbicida, aumentou sua
populacao ao longo do tempo.

Figura 1 - Mudanca de flora
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A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas causa
uma mudanga na composicdo de bibtipos dentro da
populacdo. Originalmente, individuos resistentes existem em
baixas frequéncias dentro da populacdo, no entanto, com a
aplicagdo repetitiva do herbicida a propor¢do destes
individuos aumenta, tornando a populagao resistente ao
herbicida. Assim, a figura 1 pode ser entendida da mesma
forma, no entanto, para os biétipos correspondentes.

A resisténcia é, portanto, uma mudanga na composi¢ao
intraespecifica de bidtipos e a mudanca de flora
interespecifica. Essa mudanca na flora de plantas daninhas e
0 aumento de espécies resistentes gera um grande desafio
para 0 manejo, pois gera necessidade de adocdo de novas
estratégias, tais como a diversificacdo no uso de herbicidas,
rotacdo de culturas e adogao de praticas culturais de manejo.
Além disso, elementos destas estratégias incluem aumentar
esforcos por cientistas de universidades e da industria para
entender as percep¢oes dos produtores quanto ao manejo de
plantas daninhas e populacbes resistentes a herbicidas,
implementar uma comunicag¢do mais eficiente e programas de
educagao para os produtores, a publicacao de estratégias de
manejo elaboradas para mitigar e manejar populacdes de
plantas daninhas resistente a herbicidas e realizar pesquisas
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sobre as percepcdes dos produtores quanto ao manejo de
plantas daninhas resistentes a herbicidas recomendado
(Vencill, et al., 2012).

1.7. Manejo proativo e Manejo reativo

Duas filosofias para o manejo da resisténcia englobam a
maioria das atividades existentes. A primeira filosofia indicada
como "manejo reativo" pode ser melhor descrita pela
expressao "usar a ferramenta até quebrar e encontrar uma
nova ferramenta." Um exemplo de manejo reativo seria a
utilizagdo de um herbicida para controle de uma planta
daninha até que este ndo seja mais eficiente, e, em seguida,
utilizar outro herbicida (indiscriminadamente, com um
mecanismo de acdo diferente) para controlar a mesma
espécie (Mueller, et al. 2005). Manejo reativo € simples e
permite 0 uso do herbicida de menor custo e maior eficacia. O
problema relacionado a esta filosofia € que a mesma assume
que um novo herbicida com diferente mecanismo de acéo, ou
alguma estratégia de controle alternativo, estara disponivel
antes do desenvolvimento de biétipos resistentes ao herbicida
que estd sendo wusado. Uma consideragdo séria e
negligenciada é que o custo da futura alternativa de controle
para os bibtipos resistentes pode ser maior do que a
estratégia de controle atual. A elevacdo do custo de
herbicidas novos para o controle de espécies resistentes é
esperada, uma vez as empresas cobram O prego que O
mercado pode arcar para utilizar a nova tecnologia.
Produtores muitas vezes ndo conseguem prever o potencial
aumento dos custos para controlar as plantas daninhas apés
o desenvolvimento de uma determinada resisténcia.

A segunda filosofia, denominada "manejo proativo" pode
ser descrita pela expressdo "evitar quebrar a ferramenta,
mantendo deste modo a eficacia da ferramenta". Por exemplo,
0 manejo proativo em relacdo a resisténcia ao herbicida
utilizado inclui a rotacao de culturas, uso de herbicidas com
diferentes mecanismos de acgao, utilizacdo de controle
mecanico quando possivel e incluir estratégias de manejo
integrado de plantas daninhas. Este manejo diferenciado pode
aumentar o custo do manejo de plantas daninhas, porém pode
valer a pena se o herbicida que sera preservado € muito
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valioso para o sistema de cultivo ou se ndo existem outros
herbicidas que gerem o mesmo controle. Dessa forma a
eficacia do produto pode ser preservada por varios anos e
compensar os custos adicionais. Um exemplo de herbicida
qgue deveria ser adotado um manejo proativo é o glifosato.

Um exemplo de herbicida que deveria ser adotado um
manejo proativo é o glifosato. Cullpepper et al., (2009)
calculou o aumento do custo para controlar a espécie
Amaranthus palmeri nas lavouras de algodao e concluiu que
passou de US$ 81,00 para US$ 129,00 por hectare, apds o
desenvolvimento de resisténcia ao glifosato. Outro exemplo
de aumento do custo para controlar uma espécie resistente ao
glifosato foi para buva, no Estado do Tennessee em lavouras
de soja, onde este aumento foi de US$ 28,42 por hectare
(Mueller et al. 2005). O grande problema do manejo reativo é
que o mesmo esta fadado a exaurir as opcdes de controle
através do uso de herbicidas, em determinados sistemas de
producdo. Sosnoskie e Cullpepper (2009) explicam que
devido ao controle insatisfatério do Amaranthus palmeri
resistente ao glifosato, proporcionado pelos outros herbicidas,
os produtores de algoddao do Estado da Georgia estao
realizando o controle desta espécie atraves de capina manual
ao custo de US$ 57,00 por hectare, o que representa um
aumento do custo de controle em torno de 475% quando
comparado aos anos antes do desenvolvimento de resisténcia
ao glifosato.

1.8. Fatores genéticos para a resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas

Ha diversos fatores envolvidos no sucesso evolutivo das
plantas daninhas resistentes a herbicidas, podendo ser,
basicamente, biolégicos, genéticos ou agrondmicos.

Diversos sao os fatores genéticos envolvidos. Nas
Ultimas décadas, o avango dos estudos de genbmica e as
aplicacbes na ciéncia das plantas daninhas e ecologia
permitiu 0 melhor entendimento de como a variabilidade esta
relacionada com o potencial evolutivo e adaptativo das
espécies (Jasieniuk et al., 1996; Jordan e Jannink, 1997). Os
principais fatores genéticos envolvidos com a evolugdo da
resisténcia de plantas daninhas a herbicidas incluem mutacao,
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selegdo, caracteristicas da heranga, tipo de fecundacdo e
fluxo génico.

A variabilidade genética pode ser explicada pelas
mutagbes genéticas. Elas ocorrem ao acaso durante o
processo de divisdo celular responsavel pela formacao dos
gametas. Sao “erros” que acontecem naturalmente, e que
resultam em alteracées no DNA, e na expressao do carater
génico, atribuindo a prole a caracteristica da resisténcia
(Jasieniuk & Maxwell, 1994).

Um dos principais fatores envolvidos na evolugdo da
resisténcia é a frequéncia inicial. Entende-se por frequéncia
inicial o nimero de individuos resistentes presente em uma
populacdo que nao foi exposta a pressao de selecao do
herbicida. Para algumas espécies e determinados herbicidas,
este valor é conhecido. A frequéncia da resisténcia a
inibidores da ALS em Arabidopsis thaliana e Nicotiana
tabacum é estimado entre 1 x 10° e 2,7 x 10%,
respectivamente (Harms & Dimaio, 1991; Saari et al., 1994).
Quanto maior a frequéncia inicial do biétipo resistente, maior a
probabilidade de aumentar a proporcdo de individuos
resistentes na populacdo em menor periodo de tempo, uma
vez que aplicacoes repetidas do herbicida selecionador
podem na predominancia de populacdes resistentes (Vidal &
Fleck, 1997; Jasieniuk et al., 1994).

Outros fatores evolutivos estdo envolvidos com as
caracteristicas genéticas da heranga. Na maioria dos casos, a
resisténcia & determinada por genes dominantes localizados
em um unico locus (Jasieniuk e Maxwell, 1996), uma vez que
herancas poligénicas necessitariam de diversas
recombinagdes entre individuos ao longo de uma sequéncia
de geracdes para acumular a carga genética necessaria para
que os individuos expressem a resisténcia (Jasieniuk et al.,
1994).

A dominancia da heranca genética também tem
relagcbes com o seu potencial evolutivo. Alelos dominantes
podem ocorrer em maior frequéncia, uma vez que 0S
genotipos heterozigotos também expressam a caracteristica
fenotipica (Charlesworth, 1992; James, 1965).

O fluxo génico pode acelerar o processo de dispersao
da resisténcia de uma populagdo resistente para outra
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suscetivel vizinhas ou préximas. No caso de espécies
albgamas, a dominancia dos genes viabiliza a rapida
dispersao da caracteristica entre populacoées a cada geracao
(Charlesworth, 1992; James, 1965). Também, em espécies
albgamas existe maior probabilidade de ocorréncia de
multiplos mecanismos de resisténcia, pois a polinizagdo
cruzada permite maior recombinacdo génica. Alelos
recessivos tém maior chance de estabelecimento em espécies
autégamas (Charlesworth, 1992).

Ainda, podem haver inUmeros alelos responsaveis por
conferir resisténcia a um mesmo herbicida ou mecanismo de
acao, podendo ser em diferentes niveis. A resisténcia a ALS,
por exemplo, pode ser decorrente de alteragdes no sitio de
acao da enzima. Isso ocorre devido a uma série de mutacoes
na sequéncia de amino-acidos que a enzima, e que dificultam
o0 ajuste do herbicida, tais como: Ala122, Pro197, Ala205,
Asp376, Arg377, Trp574, Ser653 e Gly654 (Heap, 2016).

1.8. Fatores Bioecolégicos que Interagem no
Desenvolvimento da Resisténcia

Os fatores bioecolbégicos determinantes no
aparecimento de bibtipos de plantas daninhas resistentes aos
herbicidas estdo relacionados com as caracteristicas da
planta daninha. Sendo assim, ndo existe qualquer indicagao
de quais sdo as espécies, géneros ou familias botanicas de
plantas daninhas resistentes aos herbicidas. Os géneros com
maior nimero de bidtipos resistentes no mundo sdo: Lolium,
Echinochloa, Poa, Avena, Alopecurus, Amaranthus, Eleusine,
Conyza e Kochia (Heap, 2016). Sugere-se que esse seria um
indicador de géneros com potencial para se selecionar
bidtipos resistentes no Brasil.

As caracteristicas bioecologicas das plantas daninhas
que conduzem a um rapido desenvolvimento da resisténcia
sdo: ciclo de vida curto, elevada produgéo de sementes, baixa
dorméncia da semente, varias gerag¢des reprodutivas por ano,
extrema suscetibilidade a um determinado herbicida e grande
diversidade genética (Christoffoleti et al., 1994; Vidal & Fleck,
1997; Vargas, 2003).

Sendo assim, estdo diretamente relacionadas com
aspectos bioldgicos como o tempo do ciclo de vida da espécie
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de planta daninha, além do tamanho populacional.
Frequéncias possivelmente baixas, as chances de variacdes
em populacdes suscetiveis podem ser altas com alta taxa de
fecundidade e grande tamanho populacional.

Algumas das caracteristicas que n&o favorecem o
desenvolvimento da resisténcia sdo: plantas daninhas de ciclo
de vida longo; pressdo de selecdao incompleta pelos
herbicidas; baixa adaptabilidade ecoldgica dos bibtipos
resistentes; dorméncia prolongada das sementes no solo;
plantas daninhas perenes com tecidos de reproducdo
vegetativa. Os fatores envolvidos no lento desenvolvimento da
resisténcia aumentam o numero de bibtipos suscetiveis na
populagao.

O banco de sementes pode retardar o aparecimento de
bidtipos de plantas daninhas resistentes a um determinado
herbicida. Quanto maior for o periodo de dorméncia das
sementes das plantas daninhas, maior sera o tempo
necessario para esgotar o banco de sementes do bidtipo
suscetivel no solo, mesmo que haja pressao de selegdo muito
forte. Portanto, a manutencdo e o manejo de um banco de
sementes diversificado no solo podem retardar o
aparecimento de bibtipos de plantas resistentes a um
determinado herbicida, mantendo-se baixa a frequéncia desse
bitipo, por um tempo maior (Christoffoleti et al., 2000).

O numero ou densidade das plantas daninhas é muito
importante porque, como se considera que plantas resistentes
ocorrem naturalmente em populacées de plantas daninhas,
quanto maior a densidade dessas plantas, maior a chance de
que alguns individuos resistentes estejam presentes
(Kissmann, 2003).

1.9. Fatores Agronémicos que Interagem no
Desenvolvimento da Resisténcia

Os fatores agrondmicos que favorecem o réapido
desenvolvimento da resisténcia estdo relacionados com as
caracteristicas do herbicida e as praticas culturais. No caso
dos herbicidas, alguns grupos quimicos apresentam maiores
riscos de desenvolvimento de resisténcia quando comparados
com outros, principalmente aqueles que apresentam um Unico
mecanismo de agdo ou desintoxicacao (especificidade).
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A utilizagao de herbicidas com residuais prolongados ou
herbicidas sem acgéao residual, mas aplicados repetidamente; o
uso de herbicidas com alto grau de eficiéncia no controle do
bidtipo suscetivel e; as aplicagbes de doses elevadas
proporcionam uma pressdao de selecdo muito grande,
favorecendo o desenvolvimento do bibtipo resistente
(Christoffoleti et al., 1994; Vidal & Fleck, 1997; Vargas, 2003).

Ainda, em regides onde as condi¢des ambientais ndo
sao favoraveis a decomposicdo do herbicida, a maior
persisténcia do produto no solo favorecerd o processo de
selecdo de populagbes de plantas daninhas resistentes,
sendo maior a pressdo de selecdo exercida sobre a
populacdo de plantas daninhas, principalmente se houver
multiplos fluxos de emergéncia de sementes no mesmo ano
agricola (Gazziero et al, 1998).

As sementes de plantas daninhas apresentam padréao
de germinagao que pode ser classificado em continuo ou em
fluxos (Egley & Willians, 1991). Se utilizarmos um herbicida
com residual prolongado, a germinacdo/emergéncia desses
fluxos sera controlada pelo produto mesmo depois do
fechamento da cultura, ocorrendo assim, uma pressao de
selecdo muito grande para o bibtipo resistente, ja4 que seria
impedida a producdo de sementes de plantas daninhas do
bidtipo suscetivel. O ideal seria que o herbicida tivesse efeito
apenas no periodo critico de competicdo entre a cultura e as
plantas daninhas e que os fluxos subsequentes fossem
controlados apenas pelo sombreamento da cultura
(Christoffoleti et al., 2000).

Como exemplo, aplicacbes de herbicidas com efeito
residual prolongado, como as triazinas, proporcionam uma
alta pressao de selecao, pois as germinagdes sucessivas das
diversas geragdes de plantas daninhas ficam expostas ao
herbicida e, consequentemente, a populacdo de plantas
daninhas sobreviventes adquire uma proporgdo cada vez mais
alta de individuos resistentes.

O uso de herbicidas de acao foliar sem atividade
residual, como o paraquat, também impde uma alta pressao
de selecdo se as aplicagbes forem feitas repetidamente
sempre que as plantas daninhas emergirem (Christoffoleti et
al., 1994).
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Quando o  herbicida ¢é aplicado nas doses
recomendadas, ocorre o controle apenas da populacédo
suscetivel, sendo que o bidtipo resistente consegue
sobreviver, escapando da acdo do herbicida e produzindo
sementes. Se o herbicida € altamente eficiente no controle da
planta suscetivel, ou seja, controla 100% das plantas
suscetiveis, apenas o bibtipo resistente € que consegue
produzir sementes e desta forma o banco de sementes do
bidtipo resistente tende a aumentar e o bidtipo suscetivel
tende a diminuir, principalmente se o banco de sementes
desta populagéo for de curta duracdo (Christoffoleti & Lopez-
Ovejeto, 2008) (Figura 2).
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Figura 2. Predicdo do surgimento de plantas daninhas resistentes
em fungéo do grau de eficiéncia do herbicida (Fonte: Powles et al.,
1997).

Torna-se evidente que doses elevadas de herbicidas
proporcionam uma pressao de selecdo muito grande sobre o
bi6tipo resistente da planta daninha existente na area. Assim,
areas que recebem doses elevadas de herbicidas tém maior
tendéncia a desenvolver bibdtipos de plantas daninhas
resistentes aos herbicidas (Christoffoleti & Lopez-Ovejero,
2008).
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Figura 3. Predicdo do surgimento da resisténcia de plantas

daninhas aos herbicidas dos grupos “A” e “B” quando aplicados

continuamente isolados, em rotagdo de A e B ou em misturas (Fonte

Powles et al., 1997).

Entre as praticas culturais que podem levar ao
aparecimento de populagdes resistentes temos o manejo de
plantas daninhas exclusivo com herbicidas; o uso repetitivo do
mesmo herbicida ou de herbicidas com 0 mesmo mecanismo
de acao durante diversos anos agricolas (Figura 6), falta de
rotacdo de culturas (monocultura) e herbicidas; pouca
utilizagéo de controle mecénico de plantas daninhas ou a ndo
eliminacdo dos escapes de controle do herbicida e nao
utilizagao de mistura ou sequéncia de herbicidas para controle
de plantas daninhas em uma cultura (Christoffoleti et al., 1994;
Vidal & Fleck, 1997; Gazziero et al., 1998; Vargas, 2003).

Se 0 mesmo herbicida é usado no manejo de plantas
daninhas durante diversos anos agricolas, a selegdo do
bi6tipo resistente tem maior probabilidade de ocorréncia. E
comum nos sistemas de monocultivo de areas extensivas que
certos herbicidas sejam preferencialmente aplicados no
controle de plantas daninhas na cultura. Desta forma, o
agricultor muitas vezes usa apenas um Unico herbicida nas
diversas safras agricolas. A aplicagdo sequencial de dois
herbicidas diferentes, porém com o0 mesmo mecanismo de
acao, tem um efeito semelhante a aplicagcéao repetitiva de um
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dos herbicidas isoladamente, pois ambos exercem pressao de
selecdo semelhante na populacao (Christoffoleti et al., 2000)
(Figura 3).

Entre as caracteristicas relacionadas ao sistema de
cultivo, o plantio direto e o cultivo minimo sdo amplamente
utilizados por razées de conservacao do solo e da &gua,
porém favorecem o aparecimento de alguns tipos de plantas
daninhas anuais e perenes. Isso ocorre porque o0
desenvolvimento de populagcbes de plantas daninhas é
facilitado a partir de sementes produzidas na cultura anterior,
que sao mantidas na superficie do solo. Este processo
acelera o desenvolvimento de plantas daninhas resistentes
porque a por¢gdo do banco de sementes recrutada para
germinacao é menor (Madsen & Jensen, 1998). Também,
essa maior emergéncia de plantas daninhas justifica a
utilizacao de herbicidas com efeito residual e de aplicagcdo em
pds-emergéncia, o que aumenta a pressao de sele¢do, sendo
que no sistema convencional € menor devido a menor
utilizacao de herbicidas (Boerboom, 1999).

Utomo & Susanto, citado por Mortimer & Hill (1999),
demonstraram que diferentes sistemas de manejo conduzem
a diferentes infestagcdes de plantas daninhas. Comparando
sistemas de plantio direto, cultivo minimo e convencional, os
autores observaram uma grande diferenga entre as espécies
dominantes no final do estudo, onde a composicdao da
populacao inicial era a mesma. No plantio direto, logo nos
primeiros anos de cultivo, houve um grande aumento de
folhas largas, mostrando claramente a adaptagdo destas
plantas daninhas ao sistema. Tal adaptacdo também ¢é
observada em funcao do herbicida usado na area.

Os trés fatores principais que influenciam a resisténcia
sdo: a pressdo de selecao imposta pelo herbicida, a
frequéncia inicial do gene resistente e a densidade da planta
daninha. Sendo assim, a seguir é apresentada uma escala
dos fatores de maior risco num sistema de cultivo e classifica
0 risco de resisténcia em baixo, médio e alto (Tabela 1). A
lista pode ser utilizada por espécie de planta daninha onde um
sistema de cultivo em sua forma mais simples € a condugéo
de uma cultura numa &rea definida.
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Tabela 1. Avaliagdo de risco de desenvolvimento de
resisténcia por espécies alvo.

Oﬁnga%e:i:e Baixo Moderado Alto
wfat;gz g: >2 modos de 2 modos de 1 modo
herbicidas acao acao de acao
Formas de Cultural
controle de a0 Cultural e Somente
plantas mecanico quimico quimico
daninhas quimico
Uso de igual , ,
modo de agéo Uma vez Mais de uma  Muitas
por ciclo vez vezes
Sistema de ~ Rotagao Sem
Cultivo Rotago plena limitada rotacao
Resisténcia
Relativa ao Desconhecida Limitada Comum
Modo de Acao
I n'\::e‘z;gée o Baixo Moderado Alto
Controle nos 3
Anos Bom Decrescente Baixo
Passados

1.10. Modo de acao x mecanismo de acao x sitio de acao
de um herbicida

O modo de acao de um herbicida descreve a sequéncia
eventos que um herbicida é submetido até causar a morte da
planta. Assim, inclui os processos de absorcao, translocacao,
metabolismo e interagdo no sitio de acdo. O mecanismo de
acao por sua vez descreve a reacao metabdlica principal
afetada pelo herbicida na planta. Ja o sitio de acao é o exato
local de inibicdo pelo herbicida, tais como a atividade de uma
enzima ou um processo metabdlico.
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Os herbicidas sao principalmente classificados de duas
maneiras. Uma ¢é pelas familias que tem em comum
estruturas quimicas semelhantes e a outra, mais importante,
pela atividade na planta. Mais de uma centena de herbicidas
estdo no mercado disponiveis para o controle de plantas
daninhas, sendo que muitos tém a mesma forma de atuacéo
nas plantas, ou seja, o0 mesmo mecanismo de acao, assim é
muito util a classificagdo dos herbicidas pelo mecanismo de
acao.
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CAPITULO 2

CRITERIOS PARA RELATO DE NOVOS CASOS DE
RESISTENCIA DE PLANTAS DANINHAS A HERBICIDAS

Pedro Jacob Christoffoleti
Ednaldo Alexandre Borgato
Acécio Gongalves Netto
Saul Jorge Pinto de Carvalho
Marcelo Nicolai

2.1. Introducao

Atualmente, uma das principais discussdes acerca do
manejo de plantas daninhas nas culturas agricolas brasileiras
ou mundiais € a selecao de bidtipos resistentes a herbicidas.
A extensdo das areas agricolas detectadas com a presenca
de bidtipos de plantas daninhas resistentes pode ser
considerada de pequena escala quando comparada com a
area agricola total, mas tem aumentado consideravelmente
nos ultimos anos (Lépez-Ovejero et al., 2006).

Para relatos e registro de resisténcia de um bidtipo de
planta daninha deve-se seguir 0s seguintes critérios:

2.2. Definicao de resisténcia de plantas daninhas

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é definida
como “a capacidade inerente e herdavel de determinados
biétipos, dentro de uma populacao, de sobreviver e se
reproduzir apds a exposicao a doses de herbicidas que
seriam letais a individuos normais (suscetiveis) da
mesma espécie” (Christoffoleti & Lopez-Ovejero, 2008). Ao
grupo de individuos possuidores de carga genética
semelhante e pouco diferenciados da maioria dos individuos
da espécie da-se o nome de biotipo (Kissmann, 1997).

O aparecimento de biodtipos de plantas daninhas
resistentes aos herbicidas esta condicionado a uma mudanca
genética na populagdo, imposta pela pressao de selecao,
causada pela aplicagdo repetitiva do herbicida na dose
recomendada, ou seja, trata-se de um fenémeno natural que
ocorre espontaneamente nas populagdes, nao sendo,
portanto, o herbicida o agente causador, mas sim
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selecionador dos individuos resistentes que se encontram em
baixa frequéncia inicial (Christoffoleti & Lopez-Ovejero, 2008;
Lopez-Ovejero et al., 2006).

2.2.1. Definicao de resisténcia académica

A definigdo académica de resisténcia leva em conta que
exista diferenga estatistica entre as respostas aos herbicidas
na comparagao entre os bibtipos resistente e suscetivel. Essa
definicdo, no entanto, ndo se baseia em alguns pontos
importantes a serem considerados. Um dos principais é ter
como referéncia a dose recomendada do herbicida, uma vez
que o Dbidtipo resistente pode apresentar diferencas
estatisticas em relagao ao suscetivel, porém ser controlado
pela dose de campo recomendada pelo fabricante. Se uma
determinada populagéo de plantas daninhas for controlada de
maneira eficaz pela dose de bula recomendada pelo
fabricante ndo pode ser considerada resistente. Ainda,
populacbes de diferentes locais podem ter valores de GRs
diferentes para um mesmo herbicida, estatisticamente
diferentes entre si, uma vez que podem ocorrer variagdes
naturais em diferentes populagdes de uma mesma espécie.
Assim, 0 mais apropriado para o relato de um novo caso
que o bibtipo resistente apresente diferencas em relacao
média de varias outras populac¢des suscetiveis (Heap, 2016).

é
a

2.2.2. Definicao de resisténcia agronémica

A resisténcia agrondémica classifica uma planta como
resistente quando a mesma sobrevive a dose recomendada
do herbicida sob condigbes normais de campo. Porém, assim
como a definichko académica, nao atende outras
consideragdes fitotécnicas e edafocliméaticas importantes. Isso
porque a dose recomendada de um determinado herbicida
pode variar de acordo com a espécie a ser controlada ou
estadio de desenvolvimento, tipos de solo (no caso de
herbicidas pré-emergentes), entre diferentes regides, e até
mesmo entre diferentes culturas agrondémicas. Essas
variagbes deixam abertura para que, por exemplo, um
determinado biodtipo possa ser considerado resistente em
determinada cultura, e suscetivel em outra, ainda que a
resposta ao herbicida de fato seja uma s6. Ressalta-se,
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também, que a dose recomendada esta relacionada a espécie
de planta daninha de mais dificil controle presente na
infestacdo. Dessa forma, um determinado bidtipo pode
apresentar fator de resisténcia (R/S) de nivel 4, por exemplo,
e ainda assim ser controlado pela dose recomendada em
outra situacao (Heap, 2016).

2.3. Confirmacao por meio de resultados obtidos por
protocolos com base cientifica

Para confirmar um novo caso de resisténcia deve-se
simular, o mais préximo possivel, as condigbes normais de
aplicagdo no campo em um ambiente controlado (camara de
crescimento, casa-de-vegetacdo, etc.). Para tanto, o mais
recomendado é o procedimento de curvas de dose resposta
(Ryan, 1970; Christoffoleti, 2002; Nielsen et al., 2004), para se
determinar a dose que promove 50% de controle (Cso ou DLso)
ou de reducdo de massa (GRsy) de bibtipos resistentes e
suscetiveis (Christoffoleti, 2002; Burgos et al., 2013).

Uma faixa ampla de doses de herbicida deve ser
utilizada, para incluir doses letais e sub-letais, tanto para os
bidtipos resistentes como para os suscetiveis (Heap, 1994). A
resisténcia neste tipo de experimento é confirmada se houver
diferenca estatistica na resposta ao herbicida entre o bibtipo
supostamente resistente e o bidtipo suscetivel. Modelos de
regressao nao lineares podem ser usados para comparar 0s
resultados (Streibig, 1988; Brain & Cousens 1989; Seefeldt et
al., 1995).

Neste ponto, ressalta-se a importancia da aplicagao do
herbicida sobre as plantas a serem comparadas apresentando
0 mesmo estadio fenoldgico, visto que o desenvolvimento da
planta pode interferir nestes parametros, conduzindo o
pesquisador a resultados e conclusbes por vezes
equivocadas.

Para que esta metodologia de analise tenha resultados
satisfatérios, bem como adequado ajuste dos modelos, ha
alguns detalhes que devem ser mencionados. O primeiro, e
talvez um dos mais importantes, é a amplitude de doses. Em
geral, o niumero minimo de doses utilizado para o ajuste de
curvas de dose-resposta é quatro, contudo recomenda-se o
uso de pelo menos seis doses e os melhores ajustes sdo
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obtidos com intervalos de oito ou mais doses (Moss, 1999;
Seefeldt et al., 1995).

E fundamental que as doses sejam proporcionalmente
superiores e inferiores a dose recomendada. Neste tipo de
experimento, € muito importante a obtencdo de controles
maximos, os mais proximos possiveis de 100%; porém, é
igualmente importante a obtencdo dos controles baixos,
principalmente aqueles proximos a Cso ou GRso. Em geral, néo
se consegue ajuste dos dados as equagbes quando nao séo
obtidos controles inferiores a 50%, justificando a importancia
das doses inferiores a recomendada, principalmente nos
casos em que a planta daninha é muito sensivel ao herbicida
em estudo.

Por se tratar de modelos logaritmicos, recomenda-se
que exista proporcdo geométrica entre as doses, pois isto
proporciona a equidistancia destas quando projetadas no eixo
x. Esta medida ndo é uma regra, porém sua aplicagcao
geralmente resulta em resultados satisfatérios. Para plantas
daninhas com susceptibilidade mediana aos herbicidas, tem-
se utilizado doses multiplas de 2, por exemplo: 0D, 1/8D,
1/4D, 1/2D, D, 2D, 4D e 8D; em que D é a dose recomendada
do herbicida. Para plantas daninhas mais sensiveis,
principalmente para as condicbes de sub-dose, pode-se
utilizar multiplos de 4 ou 10.

A andlise estatistica deste tipo de experimento deve ser
feita inicialmente por meio da aplicagdo do teste F na analise
da variancia. ldentificando-se a diferenca de resposta dos
bidtipos aos tratamentos herbicidas, realiza-se a andlise de
regressdo nao-linear. Os modelos mais utilizados para este
tipo de andlise sdo aqueles propostos por Streibig (1988) e
Seefeldt et al. (1995), representados pelas Equagdes

1 e 2, respectivamente.
a
R
{H(xj }
b

y=m(1)

y = Pmin+
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De posse dos valores de Cs, ou GRs, obtém-se o “Fator
de Resisténcia - F” ou “Nivel de Resisténcia - N”, que
corresponde a razao entre o Cso ou GRso do bidtipo resistente
e 0 Cso ou GRso do bidtipo suscetivel. O fator de resisténcia (F
= R/S) expressa o numero de vezes em que a dose
necessaria para controlar 50% do biotipo resistente é superior
a dose que controla 50% do bioétipo suscetivel (Hall et al.,
1998).

O fator de resisténcia (FR) é calculado pelo quociente
entre o GRsodo bidtipo resistente e o GRsodo bidtipo
suscetivel, e expressa 0 numero de vezes em que a dose
necessaria para controlar 50% da populagdo resistente é
superior a dose que controla 50% da populagao suscetivel
(Hall et al.,, 1998; Christoffoleti, 2002). A resisténcia é
confirmada quando FR > 1,0 (Saari et al., 1994).

Algumas controvérsias sobre a definicdo de resisténcia
primariamente resultam de diferentes pontos de vista sobre o
que se constitui a variagdo natural nas populacdes de plantas
daninhas e o que € classificado como baixo nivel de
resisténcia. A questdo mais importante deste documento é
esclarecer o que se considera como limite para o baixo nivel
de resisténcia e o que é necessario para testarem-se tais
casos.

2.4. Caracterizacao da herdabilidade da resisténcia da
planta daninha ao herbicida

Os ensaios conduzidos para confirmacao de resisténcia
em condigdes de ambiente controlado (casa-de-vegetacao) ou
até mesmo de laboratério normalmente séo feitos a partir de
plantas que produtores relatam ter dificuldades de controle.
Na maioria das vezes, a coleta dessas sementes ou
estruturas de propagacgao vegetativa € feita massivamente no
campo a partir de plantas que sobreviveram apds aplicacéo
do herbicida. Em indmeros casos, no entanto, quando o
ensaio € conduzido em condigbes controladas as plantas
previamente coletadas podem ser controladas pelo herbicida.
Isso pode ocorrer devido a alguns fatores ndo observados na
etapa a campo, tais como: |. herbicida utilizado (modo e
mecanismo de acao); Il. planta daninha (espécie, tipo de
planta daninha, estadio de desenvolvimento no momento da
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aplicagédo, fluxos de germinacao, nivel de infestagao elevada);
[l. fatores relacionados a tecnologia de aplicacao do herbicida
(bicos, presséo, velocidade, manobras, etc.); IV. condi¢cdes
meteorologicas (regime de chuvas e temperatura); V.
condicdes edaficas (umidade, preparo, sorcao, praticas
agricolas); VI. dados da cultura e; VII. tipo de plantio
condigbes ambientais inapropriadas durante a aplicagdo do
herbicida (excesso de vento, temperatura elevada, etc), ou
uso inapropriado do herbicida (menor dose do herbicida, falta
de adjuvante necessario, baixa pressdao de pulverizagéo,
tanque de pulverizador com produtos que possuem
antagonismo, etc) (CBRPH, 2000). Esses fatores podem
resultar no escape de controle ou falhas de aplicagao e,
consequentemente, ndo atendendo a definicdo agronémica.
Segundo a WSSA, cerca de 90% de plantas que
sobreviveram apds exposi¢cdo ao herbicida no campo podem
ocorrer por essas razdes. A resisténcia deve ser considerada
somente apos a eliminagéo das demais possibilidades (Moss,
1999).

Para confirmagdo da resisténcia, no entanto, é
necessario que essa caracteristica seja herdavel, ou seja,
transmitida de geragdo para geragcdo. Assim, tanto os
individuos parentais quanto a prole devem atender aos
critérios descritos previamente. Alguns cuidados devem,
entdo, ser tomados durante a coleta das plantas com suspeita
de resisténcia a campo e com a condugao de curvas-de-dose
resposta, utilizada para confirmacdo da resisténcia e
avaliagao dos niveis de resisténcia (Burgos et al., 2013).

A coleta das sementes deve ser feita a partir de sub-
amostras de diferentes plantas possivelmente resistentes, e
constituir uma amostra para que a represente a suspeita de
resisténcia observada no campo (Moss, 1999). Burgos et al.
(2013) recomendam que com essas sementes sejam
conduzidos experimentos de curva de dose-resposta,
sugerindo repeticbes no espaco e no tempo.

A heranga da resisténcia pode ser confirmada por meio
de screening do herbicida na prole. Para isso, recomenda-se
gue nesse experimento sejam utilizadas doses discriminantes.
Somente a dose recomendada pelo fabricante pode nao ser
suficiente para confirmar a resisténcia com confiabilidade e,
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por essa razdo, sugere-se o uso de mais de uma dose. Assim,
€ possivel também avaliar a suscetibilidade de uma populagéo
com maior confiabilidade, além de ser possivel avaliar a
suscetibilidade entre diferentes populagdes. Caso poucas
populacdes estejam sendo investigadas, recomenda-se se a
conducédo de curvas de dose-resposta. Ainda, deve-se incluir
uma populagdo suscetivel em cada experimento que tenha
como objetivo a confirmacdo da resisténcia (Burgos et al.,
2013).

2.5. Demonstracao do impacto pratico no campo da
resisténcia da planta daninha ao herbicida.

Os casos de resisténcia devem ter importancia pratica
para serem considerados pelo HRAC. Ressalta-se que
variagbes naturais na resposta de herbicidas entre as
populacdes de plantas daninhas, mas em casos em que
doses recomendadas do herbicida mantém eficacia
adequada, ndo sdo aceitas pela associagdo para registrar
como caso de resisténcia. Este critério se torna ainda mais
critico quando trata de casos em que a variagéo de controle
entre diferentes populagdes é pequena. Sob o ponto de vista
académico pode ser considerado um caso de nivel baixo de
resisténcia de plantas daninhas a herbicidas, porém em nivel
agronémico nao pode ser caracterizado com resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas, mas sim apenas como
variabilidade genética natural das plantas daninhas em seu
grau de suscetibilidade (Heap, 2016).

Critério 5. Identificacao botanica da espécie da planta
daninha em andlise, e nao como resultado de uma
selecao deliberada/artificial.

A caracterizagcdo de um bibtipo de planta daninha
resistente a herbicida deve ser feita depois de adequada
identificacdo sistematica da planta daninha em nivel de
espécie e subespécie. Nao é admitido qualquer relato onde
duvidas existam sobre a espécie em questao, pois diferencas
de suscetibilidade existem entre espécies de mesmo género
e, portanto, ndo devem ser caracterizadas como resisténcia,
mas sim tolerancia interespecifica. Isso acontece, por
exemplo, no caso do capim-colchao (Digitaria spp.) em que
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herbicidas inibidores do fotossistema Il sdo eficazes no
controle da maioria das espécies, mas D. nuda apresenta
toleréncia diferencial ao herbicida diuron (Dias et al., 2009;
Tropaldi et al. 2014). Para ser classificada como planta
daninha resistente a herbicida, é necesséaria que seja feita a
identificacdao da espécie devidamente, quando necessario.
Casos de selegdo deliberada para resisténcia a herbicida,
incluindo culturas resistentes a herbicidas de ocorréncia
voluntéria, ndo devem ser incluidas como casos de registro
(Heap, 2016).
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CAPITULO 3

RESISTENCIA MULTIPLA E CRUZADA: CASOS NO
BRASIL E MECANISMOS DE RESISTENCIA DE PLANTAS
DANINHAS A HERBICIDAS

Ednaldo Alexandre Borgato
Acécio Gongalves Netto

3.1. Resisténcia multipla e cruzada: Definicoes e alguns
casos ocorrentes no Brasil

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas se refere
aos mecanismos de resisténcia que um individuo possui, ou
mesmo quanto aos herbicidas aos quais o individuo é
resistente. Assim, surgem os conceitos de resisténcia multipla
e cruzada.

A resisténcia multipla ocorre quando um individuo
possui um ou mais mecanismos que conferem resisténcia a
herbicidas com mecanismo de acao diferentes (Christoffoleti &
Lépez-Ovejero, 2008). No Brasil, os casos de resisténcia
multipla cresceram significativamente nos ultimos anos
(Tabela 1) mas, apesar da maior dificuldade de manejo, até o
momento ha relatos de bibtipos resistentes a dois sitios de
acaosomente. A exemplo, foram documentados biotipos de
Conyza sumatrensis resistente a inibidores da ALS e ao
glifosato (Santos et al., 2014) e, mais recentemente,
Amaranthus palmeri resistente ao glifosato e a inibidores da
ALS (Carvalho et al.,, 2015; Gongalves Netto et al., 2016),
sendo que o bidtipo recém introduzido ao Pais ja possuia
essas caracteristicas.

A resisténcia cruzada ocorre quando bi6tipos de plantas
daninhas sao resistentes a dois ou mais herbicidas
pertencentes a um mesmo mecanismo de acao, de grupos
quimicos diferentes. A exemplo de resisténcia cruzada
relatado no Brasil, tem se o recente caso do Amaranthus
palmeri resistente ao chlorimuron-ethyl (sulfoniluréia),
imazethapyr (imidazolinona) e cloransulan-methyl
(triazolopirimidina),  pertencentes, respectivamente, aos
grupos quimicos das sulfoniluréias, imidazolinonas e
triazolopirimidinas, inibidores da ALS (Gongalves Netto et al.
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2016). Ainda, foram reportados bidtipos de Amaranthus
retroflexus com resisténcia aos herbicidas trifloxysulfuron-
sodium e pyrithiobac-sodium ocorrendo nos estados do Mato
Grosso do Sul e Goias (Francischini et al. 2014), e de
Fimbristylis miliacea resistente aos herbicidas bispyribac-
sodium, ethoxysulfuron, pyrazosulfuron-ethyl e penoxsulam
em areas de arroz no Sul do Brasil (Schaedler et al., 2013).
No Brasil, poucos sdo os casos de resisténcia relatados em
que nao foi reportada a resisténcia cruzada (Tabela 2).

No Brasil, até o momento, os casos de resisténcia
multipla documentados ndo possuem resisténcia a mais de
dois mecanismos de acao herbicida. Porém, no mundo ha
algumas espécies bastante relatadas com resisténcia a
multipla a diversos mecanismos de agao. Amaranthus palmeri
planta nativa dos EUA (Sauer, 1957) foi classificada pela
Weed Science Society of America (WSSA) como a espécie
mais problematica no pais. Em 2006 foi confirmada a
presenca de bi6tipo resistente a glifosato no estado da
Georgia (Culpepper et al., 2006). Desde entdo, diversos
outros casos de resisténcia dessa espécie foram reportados,
tais como: ALS + PSII + HPPD e ALS + EPSPS + PSII. Outra
espécie problematica nos Estados Unidos é A. tuberculatus,
endo que Heap (2016) registra resisténcia multipla a diversos
mecanismos de acao: ALS + PSII + PPO; ALS + PSII +
HPPD; ALS + PSIl + PPO + EPSPS e ALS + PSIl + HPPD +
EPSPS.

Outro pais que enfrenta dificuldades de manejo de
bidtipos com multiplas resisténcias € a Australia. La, biotipos
de Lolium perene (spp. multiflorum) foram reportados
possuindo resisténcia multipla a ALS + ACCase + EPSPS e
ALS + ACCase + Divisao celular (Heap, 2016). Outra espécie
ainda mais problematicano pais € L. rigidum, que ja teve
reportada resisténcia mdultipla a mais de 7 sitios de acéo
diferentes, a saber, ALS + ACCase + Tubulina, ALS +
ACCase + EPSPS + Tubulina, ALS + ACCase + PSII + PSI +
EPSPS, ALS + ACCase + EPSPS, ACCase + PSI + EPSPS e
ACCase + ALS + DOPX + Tubulina + Divisao Celular + Mitose
+ Lipideo (Heap, 2016).

A resisténcia cruzada reduz as opg¢des quimicas de
manejo, uma vez que os herbicidas de um mesmo mecanismo
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de acdo, mas pertencentes a diferentes grupos quimicos,
tornam-se ineficazes no controle do bidtipo identificado. A
resisténcia multipla, por sua vez, é responsavel por maior
reduca@o nas opgdes de controle quimico, resultando em maior
problematica de manejo, uma vez que torna inviavel a
utilizagdo de herbicidas pertencentes aos mecanismos de
acdo aos quais o bidtipo é resistente.

Para entender melhor as bases da resisténcia,
considerando cada mecanismo de agdo, se ordenadas pela
dificuldade de controle com herbicidas, apresentariam a
dispostas na seguinte ordem: Resisténcia isolada <
Resisténcia cruzada < Resisténcia multipla (Christoffoleti &
Lépez-Ovejero, 2008).

3.2. Casos de resisténcia multipla e cruzada registrados
no Brasil e situacao mundial

O aparecimento de plantas daninhas resistentes a
herbicidas no Brasil & recente, e o niUmero de casos tem
aumentado significativamente nos ultimos anos. O primeiro
relato brasileiro foi feito em 1993 reportando a resisténcia de
biétipo de Bidens pilosa a herbicidas inibidores da ALS. Os
ultimos casos registrados relatam a ocorréncia da resisténcia
em diversas outras espécies e, muitas vezes, a resisténcia
multipla e/ou cruzada de espécies ja& reportadas
anteriormente. Ainda, algumas espécies tém sido reportadas
ja com mutipla resisténcia.

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas foi
relatada pela primeira vez no final da década de 60, associada
com a aplicagéo intensiva de herbicidas pertencentes ao
grupo quimico das triazinas, sendo que a partir dai o numero
de casos registrados na International Survey of Herbicide
Resistant Weeds (www.weedscience.org) tem aumentado
rapidamente nos ultimos anos (Heap, 2016).

Na Tabela 1 podem ser visualizados os casos de
resisténcia no mundo relatado até julho de 20116, dividido por
mecanismo de agdo. No Brasil, os bidtipos resistentes
registrados sao apresentados na Tabela 2 (resisténcia
cruzada) e 3 (resisténcia multipla). A cultura de soja é a que
apresenta maior numero de biétipos de plantas daninhas que
desenvolveram resisténcia. Isto pode ser explicado porque
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essa cultura é a principal consumidora de herbicidas,
acumulando mais de 50% das vendas destes produtos.

Tabela 1. Espécies de plantas daninhas resistentes a
herbicidas relatadas no site do HRAC até julho de 2016.
Fonte: Heap, 2016.

Mecanismo de Ac¢ao ﬁrRch(:) Ta?t
Inibidores da ALS B 159
Inibidores do Fotossistema Il C1 73
Inibidores da ACCase A 47
Inibidores da EPSPs G 35
Auxinas sintéticas 0] 32
Inibidores do Fotossistema | D 31
Inibidores do Fotossistema Il (uréias e amidas) c2 28
Inibidores da tubulina K1 12
Inibidores da Protox E 10
Inibidores da sintese de lipideos N 10
Inibidores da sintese de aminodacidos de cadeia K3 5
longa
Inibidores do Fotossistema Il (nitrila) C3 4
Inibidores da sintese de carotenos F1 4
Inibidores da sintese de_ carotenos (alvo F3 4
desconhecido)
Inibidores da sintese de celulose L 3
Inibidores da tubulina Z 3
Inibidores da HPPD F2 2
Inibidores da DOXP F4 2
Inibidores da glutamina sintetase H 2
Inibidores da mitose K2 1
Desconhecido Z 1
Inibidores da divisdo celular Z 1
Inibidores da sintese de acido nucleico Z 1

A extensdo de areas agricolas atualmente detectadas
com presenca de biodtipos resistentes de plantas daninhas
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pode ser considerada de pequena escala quando comparada
com a area agricola total, mas estd aumentando em uma taxa
elevada. Portanto, € importante que o assunto seja discutido,
e que assim medidas de prevencao e manejo sejam adotadas
para que os herbicidas sejam preservados para o controle
eficaz e econémico na agricultura.

3.3. Mecanismos de resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas

A resisténcia é decorrente de variabilidades existentes
entre as populagdées de plantas daninhas, que acontecem
naturalmente (Jasieniuk & Maxwell, 1994). Apdés o0 uso
repetitivo de um herbicida de um mesmo mecanismo de ag¢ao
os bibtipos resistentes sdo, entdo, selecionados e dao
sequéncia no ciclo de vida, crescendo e se reproduzindo. Vale
ressaltar que o herbicida ndo € responsével por gerar tais
variabilidades, mas quando é utilizado atua como agente
causador de pressdo de selegdo. Assim, as plantas
suscetiveis sdo mortas e as plantas resistentes sobrevivem e
se reproduzem sem competicdo das plantas suscetiveis no
sistema agricola (Christoffoleti & Lopez-Ovejero, 2008).

Os mecanismos de resisténcia conhecidos até hoje
estdo compreendidos em duas categorias, descritas pela
WSSA como target-site resistance (TSR) e non-target-site
resistance (NTSR), traduzidas para o portugués como
resisténcia especifica e nao-especifica ou metabdlica,
respectivamente. Essa corresponde a alteragbes nos
processos fisioldgicos, metabdlicos, ou até mesmo genético
que os bibtipos resistentes possuem, e primeira corresponde
a alteragdes existentes no local de acéo do herbicida.

Atualmente, existem pelo menos cinco mecanismos
gerais que podem explicar a resisténcia a herbicidas e
influenciar o modo de acao destes compostos:

a) Alteragao no sitio (local) de agdo do herbicida;

b) Amplificagdo génica.

c) Metabolizagdo ou desintoxicacado do herbicida;

d) Absorgdo foliar e/ou translocacao diferencial do

herbicida;

e) Sequestro ou compartimentalizacdo do herbicida.
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3.3.1. Alteracao no sitio de acao do herbicida

O herbicida possui um local especifico de atuacéo
dentro da planta, podendo ser uma enzima ou proteina, onde
sua acao resulta na dificuldade de ocorréncia de um processo
ou fungéo particular dentro da mesma, ou seja, ocorre perda
de afinidade do herbicida pelo local de acdo. Esse local
especifico as vezes ¢é alterado (alteragbes na
conformagdo/forma) de maneira que a molécula herbicida
torna-se incapaz de ligar-se apropriadamente ao local onde
atua como agente inibidor, sendo assim impossibilitado de
interromper/inibir os processos metabdlicos em que atua e,
consequentemente, de exercer sua acao fitotdxica.

Alguns exemplos de grupos de herbicidas que
apresentam esse mecanismo de resisténcia sdo: Grupo A
(inibidores de ACCase), Grupo B (inibidores de ALS), Grupo C
(inibidores de Fotossistema 1l) e Grupo K (inibidores da
formacdo de tubulina). Esse tipo de mecanismo apresenta
menor interacdo com o ambiente (Vidal & Merotto Jr., 2001).
No Brasil, foi observado esse mecanismo de resisténcia em
Bidens pilosa (Christoffoleti & Lopez-Ovejero, 2008) e
Euphorbia heterophylla (Vargas et al., 1999) resistentes aos
herbicidas inibidores da ALS, e Brachiaria plantaginea
(Cortez, 2000) aos inibidores de ACCase.

Essa alteracdo no local de agdo da enzima sobre a qual
o herbicida atua é decorrente de trocas na sequéncia de
aminoacidos que a constituem. No Brasil, Lamego et al.
(2009) encontraram a mutagdo Trp574Leu (triptofano por
leucina, na posicao 574) em bioétipos de Bidens subaltenans
resistentes aos herbicidas inibidores da ALS, e Osuna et al.
(2012) encontraram a substituicio na Asp2078Gly
(asparagina por glycina, na posicdo 2078) em bibtipos de
Eleusine indica resistentes a inibidores da ACCase.
Recentemente, Takano et al. (2016) identificaram bibtipos de
Eleusine indica resistente ao glyphosate em bi6tipo do Brasil,
sendo uma mutagcdo na Pro106 que reduz a afinidade do
herbicida com a enzima alvo, mecanismo de resisténcia
também relatado em biétipo procedente do estado do
Tenneessee-EUA (Huffman et al., 2016).

Este é, possivelmente, o mecanismo de resisténcia que
ocorre com maior frequéncia em populagbes de plantas
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daninhas. Corriqueiramente, esse mecanismo confere aos
bidtipos nos quais é encontrado altos niveis de resisténcia,
como € o caso, por exemplo, de diversas espécies resistentes
aos inibidores da ALS e ACCase.

3.3.2. Amplificacao génica

Este mecanismo de resisténcia é o mais recém
descoberto. E descrito pela presenca de diversas cépias da
sequéncia de DNA que codifica a expressao génica de sintese
da enzima relacionada a agado do herbicida. As plantas que
possuem esse mecanismo de resisténcia conseguem, entao,
sintetizar inUmeras copias da enzima sobre a qual o herbicida
atua. Dessa forma, o herbicida ndo causa a morte da planta,
uma vez que a dose utilizada é insuficiente para inibir todas
essas copias.

A amplificagdo génica foi relatada pela primeira vez por
Gaines et al. (2010), sendo encontrado em bibtipos de
Amaranthus palmeri resistente ao glyphosate. O bidtipo de A.
palmeri resistente descrito possui mais copias da EPSPS que
o bidtipo suscetivel, de forma que a concentracdo herbicida
utilizada n&o foi capaz de inibir todas as enzimas presentes na
planta, ndo tendo eficacia de controle. Esse mecanismo de
resisténcia foi também observado em bidtipos de A.
tuberculatus (Chatam et al., 2015), Lolium perene (spp.
multiflorum) (Salas et al., 2012) e Kochia scoparia (Jugulam et
al., 2014) resistentes ao glyphosate.

Poucas espécies foram relatadas possuindo esse
mecanismo de resisténcia, e até o momento, em todos eles o
herbicida ao qual os bibtipos sao resistentes é o glyphosate.
Ha suspeitas de que a amplificacao génica esteja presente em
mais espécies, e relacionadas a herbicidas de outros
mecanismos de ac¢do, uma vez que em inUmeros casos ja
relatados os mecanismos de resisténcia identificados ndo sao
responsaveis pelo nivel de resisténcia observados.

3.3.3. Metabolismo e desintoxicacao do herbicida

A resisténcia de bibtipos de plantas daninhas pelo
metabolismo do herbicida a compostos nao fitotéxicos é um
mecanismo de resisténcia em que a planta degrada o
herbicida antes que este cause danos irreversiveis a ela.
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Basicamente, duas enzimas estdo envolvidas no processo,
sendo elas, a monoxigenases do citocromo P450 e a
Glutationa (reacdes de oxidacao e conjugacao).

Alguns exemplos de grupos de herbicidas que
apresentam esse mecanismo de resisténcia sdo: Grupo A
(inibidores de ACCase), Grupo B (inibidores de ALS), Grupo D
(inibidores de Fotossistema 1), Grupo C (inibidores de
Fotossistema 1), Grupo K (inibidores da divisao celular),
Grupo O (auxinas sintéticas) e Grupo G (inibidores de EPSPs)
(Vidal & Merotto Jr., 2001).

A velocidade de metabolizagdo pode variar com a
espécie, estadio de desenvolvimento da planta e com a
temperatura a que estd exposta, ou seja, depende do
ambiente. Assim, uma mesma quantidade de herbicida
aplicada a uma espécie pode tornar-se fitotoxica sob
determinadas condi¢ées e nao produzir nenhum dano em
outras. Geralmente, a capacidade metabdlica € regulada por
diversos genes, o que diminui a chance de desenvolvimento
desse tipo de mecanismo de resisténcia (Kissmann, 2003).

Bidtipos de Lolium rigidum identificados na Australia
possuem esse mecanismo de resisténcia aos herbicidas
inibidores da ALS e ACCase (Yu et al.,, 2009; Busi et al.,
2010).

3.3.4. Absorcao e/ou translocacao diferencial (reducao da
concentracao do herbicida no local de acao)

As plantas que possuem esse mecanismo de
resisténcia possuem menor translocacdo do herbicida nos
tecidos vegetais e/ou maior retencao foliar, fazendo com que
a quantidade do herbicida que atinge o alvo nao seja capaz de
causar efeitos fitotdxicos significativos a planta. Constituem
um grupo de mecanismos de resisténcia bastante relatados
na literatura.

Recentemente, Brunharo et al. (2015) identificaram
bi6tipos de Chloris elata absorcao reduzida e maior retencéao
foliar de glyphosate, atribuindo-lhes um fator de resisténcia de
5,4. A planta daninha Buva (Conyza bonariensis) também
possui a translocagdo diferencial como mecanismo de
resisténcia ao glyphosate, uma vez que foi observado maior
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acumulo de glyphosate nas folhas dos bio6tipos resistentes das
plantas tratadas (Ferreira et al., 2008; Cardinali et al., 2008).

A translocacao reduzida de glyphosate foi observada,
dentre outros, em biétipos de Lolium rigidum na Australia (Yu
et al., 2009) e em bioétipos de L. perenne na Nova Zelandia
(Ghanizadeh et al., 2016). Na Australia, Goggin et al. (2016)
observaram recentemente translocacéo reduzida de 2,4-D em
bi6tipos de Raphanus raphanistrum.

3.3.5. Sequestro ou compartimentalizacao do herbicida

Algumas plantas tém capacidade de sequestrar os
herbicidas sem que o mesmo alcance o local de agdo na
planta, em uma concentra¢cdo suficiente para que ocorra o
controle. Estas baixas concentracbes podem ocorrer por
causa da reducdo na retencdo do herbicida pela superficie
foliar, reducédo da absorgcdo e/ou translocagcao na planta, ou
pela ocorréncia de fenbmenos de sequestragdo em organelas
celulares (ex: vacuolos). E um mecanismo pouco importante.
Alguns exemplos de grupos de herbicidas que apresentam
esse mecanismo de resisténcia sdo: Grupo A (inibidores de
ACCase) e Grupo D (inibidores de Fotossistema I).

Para Powles & Preston (2006), a resisténcia tem sido
causada em plantas resistentes ao glyphosate como resultado
da redugdo na translocacdo do glyphosate para as regides
meristematicas das plantas resistentes.

A Buva (Conyza spp.) resistente ao glyphosate € um dos
casos mais conhecido de espécie que possui 0 sequestro do
herbicida pelo vacuolo como mecanismo de resisténcia ao
herbicida (Ge et al, 2009), ainda que mudancas de
temperatura do ambiente resultem em alteragbes na
sensibilidade do biétipo ao herbicida (Ge et al., 2010). Lasat et
al. (1997) encontraram evidéncias que sustentam a hipo6tese
de que Hordeum glaucum resistente ao paraquat é capaz de
armazenar o herbicida nos vacuolos das raizes. Yu et al.
(2010) observaram o sequestro de paraquat pelo vacuolo
também em bidtipo de Lolium rigidum.

3.4. Consideracoes finais

Osrelatos de resisténcia multipla no Brasil cresceram
significativamente nos ultimos anos. O maior nUmero de casos
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foi registrado em areas de produgao graos, cereais e fibras,
como reflexo da auséncia de diversificagdo das praticas de
manejo. Para a resisténcia cruzada, embora os herbicidas
sejam de grupos quimicos diferentes, estdo envolvidos com
0S mesmos processos metabdlicos ou até mesmo similares,
mas muitas vezes decorrentes do mesmo mecanismo de
resisténcia.

Embora os mecanismos de resisténcia sejam em pouco
namero conhecido, centenas de casos sdo relatados pelo
mundo em inumeras espécies distintas (Heap, 2016). Ha
conhecimento de diversos mecanismos de resisténcia
presentes em uma mesma espécie conferindo resisténcia a
herbicidas de mecanismos de acao distintos. Além disso,
diversos mecanismos de resisténcia ja foram relatados em
uma unica espécie, todos conferindo resisténcia a um so
mecanismo de agado, como ocorre em Digitaria insularis
resistente ao glyphosate, que possui absorgéo e translocacao
reduzidas, e alteragcbes no sitio de acao (Carvalho et al.,
2012). Também, o mecanismo de resisténcia de diversas
espécies reportadas ainda é desconhecido.

Dessa forma, é possivel observar alta variabilidade entre
populacdes, além de elevada capacidade evolutiva das
plantas daninhas. Mesmo que a pesquisa tenha avancgado
significativamente, muito h& que se aprender sobre aspectos
biologicos, genéticos e evolutivos de cada espécie a fim de
melhor entender como a resisténcia € selecionada e se
dispersa entre diferentes populac¢des, visando sua prevengao.
Ou até mesmo entender o0s processos fisiologicos,
bioguimicos e genéticos envolvidos com a resisténcia, a fim
de tentar reverté-los.

A melhor forma para a prevengdo da evolugdo da
resisténcia, no entanto, € a associagdo de manejo quimico e
praticas culturais. E necessario que o manejo quimico seja
feito de uma forma mais complexa, com a diversificacao dos
mecanismos de acao utilizados, além das associacdes ou até
mesmo 0 uso de aplicagdes sequenciais.
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CAPITULO 4

BIOLOGIA E GENETICA DAS PLANTAS DANINHAS
RESISTENTES A HERBICIDAS NO BRASIL
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4. 1. Introducao

As diferencas na suscetibilidade de espécies de plantas
daninhas a herbicidas tém sido atribuidas ao estadio de
desenvolvimento da planta, a diferenca na morfologia (area e
forma do limbo, angulos ou orientagdo das folhas em relagao
ao jato de pulverizagdo), a anatomia foliar (presenga de
estbmatos e tricomas, espessura e composicado da camada
cuticular) e as diferencas na absorcdo, translocacao,
compartimentalizacdo, alteragdo no local de agéao,
superexpressdo da enzima alvo e no metabolismo da
molécula herbicida (Westwood et al., 1997; Vargas et al.,
1999; Powles& Yu, 2010).

O aparecimento de bibtipos resistentes é influenciado
pela variabilidade genética entre plantas, tornando essa
caracteristica importante, pois determina a capacidade de
resposta a sele¢do natural e as pressdes impostas em fungéo
de técnicas de manejo utilizadas (Li et al., 2007). Dessa
forma, além da utilizagao repetida do mesmo herbicida ou de
herbicidas com 0 mesmo mecanismo de acao, outros fatores
podem estar associados com a evolugcdo da resisténcia de
plantas daninhas aos herbicidas como a adaptagao, heranca,
nivel de ploidia, fluxo génico e frequéncia génica (Maxwell&
Mortimer, 1994). Assim, algumas espécies apresentam maior
ou menor potencial de apresentarem problemas com relagao
a resisténcia.
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4.2. Aspectos da biologia e genética do azevém

4.2.1. Biologia

O azevém (Lolium multiforum Lam.) é uma
monocotileddnea pertencente a familia Poaceae, de
fecundagéo cruzada, com ciclo anual variando de 136 a 194
dias para espécies diploides (Vargas et al., 2007). E uma
espécie rustica, de folhas finas adaptada as baixas
temperaturas da regido Sul do Brasil, desenvolvendo-se no
inverno e na primavera, apresenta ciclo fotossintético Cs, € é
fotoblastica positiva (Kissmann, 2007). O azevém é adaptado
a diversas condi¢bes ambientais, altamente produtiva, com
capacidade de rebrote e produgdo de afilhos, suportando
pastoreio intensivo e, por isso, considerada excelente espécie
forrageira (Carambula, 2007). No entanto, em funcéo da facil
disperséo e ressemeadura natural, tornou-se uma das
principais plantas daninhas em lavouras de inverno e em
pomares da regiao Sul do Brasil (Vargas et al., 2007). Em
culturas de verdo, como soja e milho, o0 azevém ¢é problema,
principalmente nos periodos iniciais de desenvolvimento.
Estudos demonstram que uma planta de azevém por metro
quadrado diminuiu a produtividade do trigo em 7,5kg ha™, ou
cada a cada kg ha” de matéria seca de azevém pode diminuir
em 340g ha' a produgdo da cultura (Kissmann, 2007). O
azevém na mesma proporcdao de plantas que o trigo
apresenta menor habilidade competitiva (Rigoli et al., 2008).
Resultado semelhante foi verificado onde a cultura do trigo
apresentou estatura 36% superior quando cultivado em
competicdo com azevém (Lamego et al., 2015).

A campo tem-se observado biodtipos resistentes ao
glyphosate, inibidores da ALS e ACCase (Heap, 2016).

4.2.2. Genética

O azevem possui gendtipo diploide, com 2n=14
cromossomos (Pereira et al.,, 2012), entretanto, buscando
maior eficiéncia na producdo de forragem e cobertura morta
para o sistema de semeadura direta, foi desenvolvido o
azevém tetraploide, com 4n=28 cromossomos (Oliveira,
2013). O azevém diploide é o mais utilizado pelos produtores
(Farinatti et al., 2006).
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No género Lolium ha grande variabilidade entre
populagdes selvagens e cultivadas, havendo ampla base
genética caracterizada pela presenca de espécies selvagens
e semi-selvagens, criando cenario privilegiado ao
melhoramento vegetal (Breese &Hayward, 1972). O azevém
apresenta polinizacdo cruzada, com disseminacao rapida na
populacao, via pélen (Vargas et al., 2007). O fluxo génico (via
pblen) € um processo que depende de varios fatores, como
sistema de cruzamento das espécies, sincronismo floral,
elevada compatibilidade, abundéancia de vetores e métodos de
difusdo de polen, distancia de movimentagdo do pédlen e
condicdes ambientais apropriadas para polinizagdo cruzada
(Carpenter et al., 2002).

O cruzamento entre individuos diploides (2n) e
tetraploides (4n) surgem espontaneamente e resultam em
individuos triploides (3n) vidveis, mas caracteristicamente
estéreis devido a presenca de cromossomos nao pareados na
meiose (Griffiths et al., 2013). O conhecimento do nivel de
ploidia e do modo de reproducdo das espécies sao
informagdes importantes para determinar as estratégias de
cruzamentos e condugdo de programas de melhoramento.
Ainda, o nivel de ploidia dos gendtipos afeta a resposta das
plantas daninhas aos herbicidas, havendo relatos que o
azevém diploide apresenta suscetibilidade diferencial ao
herbicida glyphosate, porém o tetraploide se mostra mais
tolerante, fato que pode explicar o controle insatisfatério da
planta daninha nas areas de cultivo (Dors et al., 2010).

4.3. Aspectos da biologia e genética de buva

4.3.1. Biologia

O género Conyza é representado por aproximadamente
50 espécies, contendo plantas herbaceas anuais e bianuais
habitando, principalmente, regides tropicais e subtropicais
(Lorenzi, 2000). As espécies C. bonariensis, C. canadensis e
C. sumatrensis, conhecidas como buva ou voadeira, sdo as
principais plantas daninhas do género e estdo entre as mais
problemdticas para manejo em sistemas agricolas (Silva et al.,
2014). C. canadensis é uma espécie anual ou bienal, nativa
da América do Norte, enquanto C. bonarensis e C.
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sumatrensis sao espécies anuais da América do Sul (Lazaroto
et al., 2008; Sansom et al., 2013).

As plantas de buva sdo da familia Asteraceae,
herbaceas, o hipocétilo e o epicotilo sdo imperceptiveis, de
modo que as plantulas podem ficar em estadio de roseta no
inverno até que a haste central se estenda, alcangando
estatura de 0,5-2,0m, com panicula piramidal ramificada (Vidal
et al., 2007; Sansom et al., 2013). Possui flores pequenas de
coloracdo branca ou amarela pélida indistintas, com floragéo
normalmente anual no verdo, porém pode ser descrita como
planta anual de inverno, germinando no final do outono até a
primavera (Sansom et al., 2013).

A propagacao das sementes € facilmente dispersa pelo
vento e agua (Lazaroto et al., 2008) a distancias de pelo
menos 500m a partir da populagéo fonte (Constantin et al.,
2013). As sementes sdo compostas por aquénio e papus, de
tamanho diminuto (1-3 mm) (Dauer et al., 2006) e, iniciam seu
processo germinativo quando dispostas em pequenas
profundidades no solo (Canossa et al., 2007). A buva é planta
daninha fotoblastica positiva (Yamashita et al., 2010) e o
fotoperiodo de 12-13 horas de Iluz, combinado com
temperatura de 20°C tornam o processo germinativo
adequado para as sementes (Nandula et al., 2006).

A produgéo de sementes pode chegar até 200 mil por
planta de buva, dependendo da espécie, sendo que C.
canadensis produz em media 60 a 70 sementes por capitulo,
enquanto que C. bonariensis produz até 400 sementes por
capitulo (Thebaud &Abbott, 1995; Sansom et al., 2013).

A semente de buva ndo apresenta dorméncia, podendo
germinar prontamente ap6s a disperséo em condi¢des de
temperatura e umidade favoraveis, mantendo-se viaveis no
solo por periodo relativamente longo (Constantin et al., 2013).
Espécies com sementes menores apresentam mecanismos
para evitar a germinacdo em profundidades inadequadas no
solo (Guimaraes et al., 2000) e iniciam o processo germinativo
quando dispostas em pequenas profundidades no solo
(Canossa et al., 2007).

A emergéncia da planta pode ocorrer ao longo de todo
ano, porém na primavera sua incidéncia € maior (Buhler &
Owen, 1997; Weaver, 2001), apresentando alta
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adaptabilidade aos sistemas conservacionistas de solo como
o sistema de semeadura direta, cultivo minimo e areas de
frutiferas (Bhowmik & Bekech, 1993).

A introducdo de culturas tolerantes ao glyphosate e a
semeadura direta oportunizou 0 aumento da incidéncia desta
espécie infestante nos campos de producdo (Mitsuo &
Carneiro, 2013). A elevada pressado de selecdo ocasionada
pelo uso repetitivo do glyphosate resultou no aparecimento de
bidtipos resistentes de C. bonariensis e C. canadensis a este
herbicida e de C. sumatrensis com resisténcia multipla ao
glyphosate e aos herbicidas inibidores da enzima acetolactato
sintase (ALS) (Heap, 2016). A buva pode reduzir a
produtividade de soja em até 36% (Trezzi et al., 2014). Na
regido Sul do Brasil, essas perdas podem ocorrer também em
outras grandes culturas como trigo e milho (Vargas et al.,
2007).

4.3.2. Genética

O género Conyza é hermafrodita, autopolinizavel, com
pequeno grau de polinizagdo cruzada, mas preferencialmente
autégama (Sansom et al., 2013). C, canadensis apresenta
estrutura genética diploide, com numero cromossémico
2n=18, enquanto que C. bonariensis e C. sumatrensis sao
poliploides (Thebaud & Abbott, 1995). A habilidade de
autopolinizagdo da buva aliada a elevada producao de
sementes, facilmente dispersas, sao fatores que podem
contribuir para boa adaptabilidade ecoldgica, sobrevivéncia de
bidtipos resistentes e altas infestagbes nos sistemas
conservacionistas de solo (Moreira et al., 2007).

Outro aspecto importante que pode contribuir para boa
adaptabilidade ecolégica e para a sobrevivéncia de plantas de
buva é o nivel baixo de diferenciagdo genética encontrada
entre as populacdes. A andlise do polimorfismo de isoenzimas
esterases, malato desidrogenases, e fosfatases acidas
evidenciou variabilidade genética alta dentro de populacdes
de C. bonariensis e C. canadensis e, diferenciacdo genética
baixa entre as populagdes de buva (Mangolin et al., 2012).
Estes resultados levaram a proposicdo de que nao ha
isolamento reprodutivo entre estas espécies, sendo que, a
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falta de diferenciacdo genética pode indicar troca de alelos
entre ambas as populacdes (Mangolin et al., 2012).

Quanto aos aspectos reprodutivos destas espécies, a
expectativa seria de maior diferenciacdo entre elas, pois
ambas sao autocompativeis e, aparentemente, nao
polinizadas por insetos (Thebaud et al., 1996). Desta forma, a
hibridizagao (troca de alelos) entre as populagdes de Conyza
contribui para aumentar a variabilidade genética dentro de
cada populacdo (Mangolin et al., 2012). Populagbes com
variabilidade genética alta podem conter quantidade alta de
variagoes adaptativas.

4.4 Aspectos da biologia e genética de caruru-palmeri

4.4.1. Biologia

O caruru-palmeri (Amaranthus palmeri) € uma planta
daninha exoética encontrada no Brasil no ano de 2015
(Andrade Jr et al.,, 2015). Pertence ao género Amaranthus,
que esta incluido na familia Amaranthaceae, que possui 75
espécies espalhadas pelo mundo (Ward et al. 2013). O
caruru-palmeri se destaca por pertencer a um subgrupo do
género Amaranthus composto por dez espécies didicas, que
sdo nativas somente na América do Norte (Steckel et al,
2007); todas as outras espécies sdo monoicas. Dentre as
espécies didicas somente caruru-palmeri e A. tuberculatus
sao consideradas daninhas, as outras espécies ocorrem mais
em ambientes naturais e nao causam problemas a agricultura
(Jha et al.,, 2008). A espécie A. tuberculatus ainda nao foi
registrada no Brasil.

O caruru-palmeri € uma monocotiledénea nativa da
regido centro-sul dos Estados Unidos da América e norte do
México adaptada as condi¢des de clima arido (Sauer, 1957).
Apresenta metabolismo C4, com capacidade de manter altas
taxas fotossintéticas sob temperaturas mais altas, ao redor de
40°C, quando ndo ha outros fatores limitantes
(Mohseni-Moghadam et al., 2016). No entanto, o seu
crescimento € praticamente suprimido, em valores abaixo de
sua temperatura base de desenvolvimento (16,6°C)
(Steinmaus et al., 2000). Em condi¢cdes favoraveis de
desenvolvimento o caruru-palmeri acumula 65% mais massa
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de matéria seca que as outras espécies de caruru ocorrentes
nos Estados Unidos, podendo crescer até 4,6 cm por dia
(Sellers et al. 2003). Esta caracteristica reforca a necessidade
de acompanhamento constante da lavoura para que o
herbicida seja aplicado no estadio ideal.

O numero de sementes por planta varia, normalmente,
entre 80.000 a 250.000 (Chahal et al. 2005), embora
producdes maiores que 600.000 sejam relatadas (Ward et al.,
2013; Mohseni-Moghadam et al., 2016). As sementes séo
pequenas (1 a 2 mm), ndo possuem estruturas de adaptacao
especifica a anemocoria, sendo, portanto, disseminadas a
curtas distancias por queda natural e ventos mais fortes. Além
do vento, as sementes podem ser disseminadas por passaros
e mamiferos, esterco animal, canais de irrigacao e transito de
maquinas e implementos agricolas etc.

As taxas de germinacdao das sementes produzidas
variam entre 8 a 71%, sendo influenciada pela qualidade da
luz, temperatura e umidade do solo (Steckel et al., 2004). No
seu ambiente nativo o caruru-palmeri apresenta germinagao
oportunista, sendo documentada como possivel de ocorrer no
mesmo dia em que condi¢des favoraveis de desenvolvimento
sao oferecidas, em contraponto a outras espécies do género
que podem demorar varios dias para iniciar 0 processo
germinativo (Steckel et al., 2004).

4.4.2. Genética

O caruru-palmeri possui genétipo dipldide, entretanto o
numero de cromossomos base pode variar entre n= 16 e
n=17, desta forma, é possivel encontrar citotipos variaveis de
2n=32 e 2n=34 cromossomos (Gaines et al 2012; Rayburn et
al., 2005). Baseado nos relatos de hibridagéo intra-especifica
do género Amaranthus o numero igual de cromossomo nao é
pré-requisito para ocorra hibridagdo (Gaines et al. 2012).
Entretanto, as progénies aparentam ser mais viaveis e férteis
quando os parentais possuem 0 mesmo numero de
cromossomos (Ward et al. 2013). A estrutura floral, morfologia
do gréo de pdlen, a sincronizagado do periodo de floracdo e
tipo de estrutura floral podem influenciar na freqiéncia de
hibridacédo entre as espécies deste género.
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Hibridagdo entre espécies do género Amaranthus tem
sido amplamente reportada (Truco et al., 2005; Truco et al.,
2007). Wetzel et al (1999), reportaram a transferéncia de
genes de resisténcia a herbicidas inibidores da ALS via
hibridacdo e retrocruzamentos entre A. palmeri e A.
tuberculatus. Entretanto, Franssen et al (2001), Steinau et al
(2003) e Truco et al (2007) reportaram niveis baixos de
hibridacdo entre essas duas espécies com a produgdo de
descendentes invidaveis ou estéreis. Gaines et al (2012),
também, observaram niveis baixos (<0,2%) de hibridacao
intra-especifica entre A. palmeri e A. tuberculatus, com niveis
ainda menores (<0,01%) para formagéao de hibridos entre A.
palmeri e A. hybridus. O maior nivel de hibridacao (>0,4%)
ocorreu entre A. palmeri e A. spinosus. Este cruzamento
produziu progénies F1 viaveis e férteis. Neste mesmo estudo
os autores ndo obtiveram sucesso na hibridacao de A. palmeri
com A. powelli e A. retroflexus. Apesar do baixo indice de
hibridacao a possibilidade de fluxo génico entre as espécies é
algo que merece atencao especial, sobretudo a transferéncia
de genes ligados a resisténcia ao glyphosate do A. palmeri
para as outras espécies de Amaranthus presentes no Brasil.

4.5. Aspectos da biologia e genética do capim-amargoso

4.5.1. Biologia
A Digitaria insularis pertence a familia Poaceae, ordem
Gramineae, classe Monocotiledone. O género

botanicoDigitaria possui, aproximadamente, 360espécies
distribuidas em regides tropicais e subtropicais nos diferentes
continentes. No Brasil, sdo encontradas 26 espécies nativas e
12 espécies exdticas. Entre elas a Digitaria insularis
distribuida na maioria dos ambientes agricolas (Gemelli et al.,
2012). E uma espécie herbacea, perene, ereta, ramificada,
entouceirada, rizomatosa, de colmos estriados, com 50 a 150
cm de altura, paniculas muito vistosas e elevado numero de
sementes. O sistema radicular é composto de curtos rizomas
ramificados e fibrosos (Gazziero et al., 2015). Segundo
Machado et al. (2006) essa espécie tem crescimento lento nos
primeiros 45 dias apds a emergéncia, época de formacao dos
primeiros rizomas, e intenso apos esse periodo até 150 dias
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até. O colmo é cilindrico, com estrias longitudinais e longos
entrends, folhas com bainhas glabras ou levemente pilosas,
sesseis e margens ciliadas (Kissmann, 2007; Gazziero et al.,
2015).

E uma planta de ciclo fotossintético C,, que se reproduz
por sementes e rizomas, a partir dos quais se formam as
touceiras. Floresce praticamente o ano todo em ampla faixa
de fotoperiodo, ou seja, a indugédo floral se mostra pouco
sensivel a esse fator. As sementes sao revestidas por muitos
pelos, se dispersam pelo vento, por maquinas ou pelo homem
(Kissmann, 2007; Lorenzi, 2000).

A emissdo de paniculas se inicia entre 63 a 70 dias
(Machado et al.,2006), esses periodos podem variar
dependendo das condigdes em que a planta se desenvolve.
Suas sementes possuem alto potencial de germinacéo, sendo
favorecidas pelas condicbes de temperaturas amplas e
alternadas (Mondo et al., 2010).

Observacdoes de campo tém mostrado que em mesma
touceira, ocorreram varios fluxos de florescimento, sendo que
cada fluxo pode produzir em média de 6,5 a 50 mil sementes
por planta. Os fluxos de germinacdo e emergéncia estdo
correlacionados com os periodos de maior precipitacdo os
quais ocorrem cerca de uma semana apds as sementes
encontrarem condi¢ées adequadas para germinar. Martins
(2009) verificou que as sementes de ambos os bibtipos se
mostraram fotoblasticas neutras.

Digitaria insularis, popularmente conhecida como capim-
amargoso, € planta daninha nativa das américas, encontrada
em diferentes sistemas de producdo, especialmente em
lavouras perenes, beira de estradas e terrenos baldios. Pouco
comum em areas com movimentacao do solo, aumentou sua
disseminacao com a ampliagdo do sistema de semeadura
direta e, principalmente, com a selegéo de bidtipos resistentes
ao glyphosate.

Trata-se de uma espécie de grande capacidade
competitiva tanto para culturas anuais como para as perenes,
sendo que Gazziero et al. (2012) relataram perdas de
produtividade da soja de 23% e 44%, pela presenca de 1 a 3
e 4 a 8 plantas m?, de capim-amargoso. Carvalho et al. (2011)
observou que uma planta de capim-amargoso por cova do

67



cafeeiro reduz significativamente a taxa fotossintética, a
absorcao de nutrientes e, por consequéncia, 0 crescimento
inicial da cultura.

4.5.2. Genética

Digitaria insularis possui genétipo diploide com 2n=36
cromossomos (Gould&Soderstrom, 1967). Martins (2013)
encontrou taxa polimérfica geral de 56,6% entre bibtipos
resistentes e suscetiveis, caracterizando alta dissimilaridade
genética que pode ser explicado pela fecundagao cruzada.

Foram identificados no Brasil bi6tipos de Digitaria
insularis resistentes ao glyphosate (Carvalho et al, 2011).
Como causas da resisténcia foram identificadas mutacdes nas
posicoes 182 e 310 resultando na substituicdo de uma prolina
por uma treonina e uma tirosina por uma cisteina,
respectivamente, além de alteracbes na absorcéo,
translocacdo e metabolismo do glyphosate pelos bidtipos
resistentes (Carvalho et al., 2012).

4.6. Aspectos da biologia e genética do capim-branco

4.6.1. Biologia

O capim-branco Chloris elata (sinonimia: Chloris
polydactyla) também pertence a familia Poaceae, ordem
Gramineae, classe Monocotiledone. E uma espécie nativa do
continente americano, porém, semelhante ao capim-
amargoso, era encontrada de forma mais esparsa em areas
sem manejo, mas sua importancia nas areas de soja vem
crescendo. E uma espécie herbacea, perene, ereta e
ramificada, paniculas vistosas e elevado numero de
sementes. Pode se reproduzir tanto por sementes quanto a
partir de rizomas (Kissmann, 1997). Segundo Carvalho et al.
(2005), Chloris polydactyla apresenta alta producao final de
massa seca e sementes, podendo, assim, ser uma forte
competidora por recursos do meio.

Desse modo, Barroso et al. (2014) observaram que
ocorre competicdo entre a cultura da soja e Chloris
polydactyla mesmo em baixas densidades de plantas
daninhas (20 plantas m?), sendo que o crescimento das
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plantas foi reduzido acima de 70%, demonstrando a grande
importancia desta espécie.

E uma planta de ciclo fotossintético C4, que se reproduz
por sementes. Floresce praticamente o ano todo em ampla
faixa de fotoperiodo, ou seja, a inducao floral se mostra pouco
sensivel a esse fator. As sementes sao revestidas por muitos
pelos, se dispersam pelo vento, por maquinas ou pelo homem
(Kissmann, 2007; Lorenzi, 2000).

Além disso, ha bidtipos de Chloris elata (sinonimia:
Chloris polydactyla) resistentes ao herbicida glifosato no Brasil
em areas de soja, com o primeiro relato em 2014 (Heap,
2016), o que pode explicar o rapido aumento em frequéncia e
densidade da espécie (Barroso et al., 2014)

4.6.2. Genética

Pouco se sabe sobre os aspectos genéticos de C. elata
devido a pouca importancia econdmica da espécie anterior a
selegdo de bibtipos resistentes ao glyphosate. Brunharo et al.
(2015) identificaram bidtipos resistentes ao herbicida
glyphosate em locais do Mato Grosso do Sul e Parana.

Estudos laboratoriais indicaram como mecanismo de
resisténcia a translocagéo diferencial e maior reteng¢éo foliar
pelos bibtipos resistentes, ndo sendo observadas mutacoes
na sequéncia de genes que codificam a EPSPs (Brunharo et
al., 2015).
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CAPITULO 5

RESISTENCIA DE PLANTAS DANINHAS AOS
HERBICIDAS INIBIDORES DA ACCase (Grupo A)

Ramiro Fernando Lopez-Ovejero
Gustavo Gross Belchior
Gizella Potrich Leal Maymone

5.1. A ACCase e sua funcao fisioldgica

Acidos graxos sdo &cidos carboxilicos de longas cadeias
alifaticas que desempenham importantes funcgdes fisioldgicas
(armazenamento de energia, composi¢cdo estrutural de
membranas celulares, regulagdo hormonal etfc.) nos
organismos vivos. A acetil-CoA carboxilase (ACCase) € uma
enzima ubiqua que, na dependéncia de biotina, catalisa duas
reacoes irreversiveis que determinam o comprometimento da
via de sintese de &cidos graxos. Ela € composta por trés
dominios funcionais: proteina carregadora de carboxil-biotina
(BCCP ou BCC), biotina carboxilase (BC) e carboxil
transferase (CT; subunidades a e ). Os dominios BC e CT
sd0 0s responsaveis pelas atividades cataliticas, que
dependem de ATP, Mg?* e HCOj5, resultando na carboxilagao
de acetil-CoA para formagéao de malonil-CoA. A seguir estao
representadas as duas reagbes citadas, catalisadas,
respectivamente, pelas subunidades BC e CT (Nikolau et al.,
2003, Sasaki &Nagano, 2004, Shorrosh et al., 1994):

(1: BC) BCCP + HCO5 + Mg? - ATP — BCCP — CO,- + Mg?"- ADP + Pi
(2:CT) BCCP- CO4- + acetil- CoA - BCCP + malonil- Co2

A malonil-CoA é necessaéria para a sintese de novo de
acidos graxos que ocorre nos plastideos, enquanto que a
malonil-CoA citosodlica é utilizada na elongacado dos acidos
graxos de cadeia muito longa (VLCFAs) e metabdlitos
secundarios de plantas, como flavonoides e suberinas
(Harwood, 1988).

As plantas possuem isoformas plastidicas e
citoplasmaticas de ACCases, sendo a primeira responsavel

77



por mais de 80% da atividade total dessas enzimas nas folhas
(Ashton et al., 1994, De Prado et al., 2004, Egli et al., 1993).
Plantas da familia Poaceae (gramineas), possuem uma
ACCase plastidica homomérica (ou eucariética), na qual os
dominios BCCP, BC e CT ficam localizados em uma proteina
de cadeia polipeptidica unica (Incledon & Hall, 1997). As
ACCases plastidica e citoplasmatica de gramineas tornam-se
ativas quando homodimerizadas (Egli et al., 1993, Zhang et
al., 2003). Ja as demais plantas possuem, de maneira geral, a
forma homomérica no citoplasma e uma forma heteromérica
(ou procaridtica) localizada nos plastideos, sendo seus
dominios codificados por diferentes genes que sao expressos
de forma coordenada (Sasaki & Nagano, 2004).

5.2. Herbicidas inibidores da ACCase

5.2.1 Classificacao

Os herbicidas inibidores da ACCase foram introduzidos
na agricultura a partir de 1978 (Powles & Yu, 2010), utilizados
no controle de plantas daninhas gramineas, em condi¢des de
pds-emergéncia, de culturas da classe das dicotiledoneas. A
especificidade desse mecanismo de agdo de herbicidas as
plantas gramineas se deve ao fato de que eles inibem,
seletivamente, as ACCases plastidicas homoméricas,
presentes apenas nessa familia botanica de plantas, com
algumas excegbes. As formas heteromérica plastidica e
homomérica citosdlica da enzima nao sao inibidas por esses
herbicidas, o que torna as dicotiledéneas naturalmente
tolerantes a eles (Kukorelli et al., 2013). As exce¢des sao
alguns membros da familia Geraniaceae e algumas espécies
de brasicas e Arabdopsis (Kaundun, 2014), que possuem a
forma homomérica da enzima em seus cloroplastos, sendo
suscetiveis a estes herbicidas.

Essa classe de herbicidas esta dividida em trés grupos
quimicos  principais:  ariloxifenoxipropionatos  (APPs),
ciclohexanodionas (CHDs) e fenilpirazolinas (PPZ). APPs e
CHDs foram introduzidos na agricultura ha mais de 30 anos,
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sendo que, o grupo quimico PPZ apresenta um Unico
herbicida, pinoxadem, langado em 2006 (Hofer, 2006; Oliveira,
2011). Apesar das moléculas dos trés grupos quimicos
consistirem de um esqueleto de carbono com substituintes
polares, suas estruturas apresentam caracteristicas distintas
(Délye, 2005a).

5.2.2. Mecanismo de acao dos herbicidas inibidores da
ACCase

Esses herbicidas bloqueiam a biossintese de acidos
graxos, impossibilitando a formagéo de lipideos e metabdlitos
secundarios nas plantas suscetiveis. Como resultado, a
integridade da membrana celular € afetada, acarretando no
extravasamento de metabdlitos intracelulares, e morte celular
(Délye, 2005a; Kaundun, 2014). Esse processo se inicia
quando os herbicidas s&o absorvidos pelas folhas e
translocados para os pontos de crescimento (tecidos
meristematicos) através do floema, onde exercem sua funcao
inibindo a atividade meristematica e restringindo o
crescimento de novas folhas (Kukorelliet al., 2013). Sintomas
necréticos aparecem nos pontos de crescimento depois de
alguns dias, com descoloracdo inicial e posterior
desintegracao das folhas (Oliveira, 2011). A maior umidade
relativa do ar estd positivamente correlacionada a eficacia
destes herbicidas, por favorecer a absorgéo e translocagao do
produto pela planta (Cieslik et al., 2013).

Estudos de cinética enzimatica mostraram que APPs e
CHDs s&o inibidores ndo competitivos quanto a ATP, Mg?* e
HCOg3, mas apresentam inibicdo quase competitiva no que diz
respeito ao substrato acetil-CoA. Isso sugere que, apesar
deles se ligarem ao mesmo sitio catalitico no dominio CT,
provavelmente atuam inibindo o passo de transcarboxilagéo
(envolvendo o dominio CT) da reacao, e ndo a carboxilacao
da biotina (envolvendo o dominio BC) (Burton et al., 1991;
Hirai et al., 2002; Rendina et al., 1990; Roe et al., 1997).

Dados moleculares e bioquimicos claramente
estabeleceram que, o dominio CT na ACCase homomérica
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possui o sitio alvo de ligagcdo de APPs e CHDs (Délye,
2005a), mesmo que estas se liguem em regides distintas da
interface  do homodimero. Andlises cinéticas também
apontaram que os APPs e as CHDs apresentam dupla
inibicdo, ou seja, a ligacdo de uma dessas classes de
herbicidas impede a ligagdo de moléculas da outra (Rendinaet
al., 1990). Estudos com pinoxaden evidenciam que essa
molécula se liga a um local muito similar ao tepraloxydim,
apesar de suas estruturas quimicas serem diferentes (Yu et
al., 2010; Kaundun, 2014).

5.2.3. Mecanismos de resisténcia das plantas daninhas
aos inibidores da ACCase

Plantas daninhas resistentes a herbicidas do Grupo A
tém elevada relevancia econémica devido a extensao da area
infestada, ao numero restrito de herbicidas com mecanismos
de agao alternativos para seu manejo e porque esses
herbicidas sao a principal alternativa para o manejo de plantas
daninhas de folhas estreitas resistentes ao herbicida glifosato.
Segundo Devine (1997), os bibtipos resistentes aos herbicidas
inibidores da ACCase podem surgir apds seis a dez anos de
pressao de selecdo, principalmente nos sistemas onde a
aplicagado desse grupo de herbicidas é utilizada como a Unica
ferramenta de manejo das gramineas, sendo que esse fato
est4 relacionado com a elevada frequéncia inicial (6'° plantas)
qgue apresenta o bibtipo resistente na natureza (Vidal & Fleck,
1997). Os primeiros herbicidas deste grupo foram langados no
mercado no ano 1978, e o0s primeiros casos de resisténcia
foram reportados quatro anos mais tarde, em 1982, para
Lolium rigidum em um campo de trigo na Australia (Heap &
Knight, 1982). Atualmente, um total de 47 espécies resistentes
ja foram reportadas no mundo (Heap, 2016). Ainda, na
Australia, populagdes de L. rigidum ja apresentavam
resisténcia ao herbicida pinoxaden, langcado em 2006, em
pesquisas feitas em 2003 e 2005 (Boutsalis et al., 2012). Até o
momento no Brasil, foram reportadas cinco espécies com
populacdes resistentes aos herbicidas inibidores da ACCase:
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Urochloa plantaginea (capim-marmelada), Digitaria ciliaris
(capim-colchao), Eleusine indica (capim-pé-de-galinha),
Avena fatua (Aveia-brava), Lolium multiflorum (azevém -
também resistente ao glifosato) e Digitaria insularis (capim-
amargoso) (Heap, 2016).

Diversos pesquisadores publicaram resultados de
estudos, buscando elucidar o mecanismo de resisténcia de
plantas daninhas a esses herbicidas e, assim como no caso
de outros mecanismos de acao, o mecanismo de resisténcia
de plantas daninhas aos inibidores da ACCase pode ser
diretamente relacionado ao alvo (ACCase) ou metabdlica.
Assim, a seguir sao descritas algumas destas pesquisas.

5.3.1. Resisténcia relacionada a ACCase

A resisténcia diretamente relacionada a ACCase pode
ser causada (i) por mutacées ou (ii) pelo aumento dos niveis
de expressao da mesma.

5.3.1.1. Mutacodes que afetam a afinidade do herbicida pela
enzima

Uma das propriedades que determina a eficacia de um
herbicida é a afinidade que o mesmo tem pela enzima por ele
inibida. Essa afinidade, por sua vez, € conferida pelas
interagdes fisico-quimicas que ocorrem entre as moléculas
envolvidas. Assim sendo, no caso de um inibidor da ACCase,
€ a interacdo entre a molécula do ingrediente ativo (APPs,
CHDs ou DEN) e aminoacidos em posicoes especificas da
cadeia polipeptidica do dominio CT da ACCase que determina
a afinidade entre ambos e, consequentemente, a eficacia do
inibidor. Portanto, se plantas daninhas sofrem mutacées no
gene que codifica a ACCase de forma a alterar um
aminoacido em uma dessas posicdes especificas (mutagéo
pontual), a afinidade original entre o inibidor e a enzima pode
ser comprometida, resultando em uma menor eficacia do
mesmo.

As mutacdes no gene que codifica a ACCase plastidica,
e suas consequentes alteragbes na sequéncia primdria da
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enzima foram detalhadamente elucidadas (Délye, 2005b). Até
o momento, 14 dessas alteracbes ja foram descritas, tendo
sido observadas principalmente nas posicoes dos
aminoacidos 1781, 2027, 2041, 2078 e 2096 da cadeia
polipeptidica, mas também nas posicoes 1999 e 2088’
(Kaundun, 2014), e ocorrendo nhas seguintes variacoes:
1781L/V/A/T, W1999C/L/S, W2027C, 12041N/V, D2078G,
C2088R e G2096A/S? (Beckie & Tardif, 2012; Heckart et al.,
2008; Kaundun, 2010; Kaundun et al., 2012; Kaundun et al.,
2013).

Os estudos moleculares conduzidos mais recentemente
evidenciaram que, a nao ser pelas mutacées D2078G e
C2088R, que conferem um amplo espectro de resisténcia a
todos os herbicidas testados (Cruz-Hipolito et al., 2011; Délye
et al., 2008; Gherekhloo et al., 2012; Kaundun, 2010; Kaundun
et al., 2012; Osuna et al., 2012; Scarabel et al., 2011; Yu et
al., 2007), os niveis de resisténcia sdo dependentes nao so
das substituicbes de aminoacidos, mas também do nimero de
alelos resistentes, da espécie da planta daninha, do estadio
de crescimento da planta e das doses de uso recomendadas
dos herbicidas no campo (Kaundun, 2014). Dessa forma, uma
mesma mutacdo pode resultar em fendtipos contrastantes
quanto a sensibilidade a um herbicida em espécies diferentes.
E o caso da mutacao 12041N, que confere resisténcia a
cicloxydim em Phalaris paradoxa, mas ndao em Alopecurus
myosuroides (Délye et al., 2008, Hochberg et al., 2009). O

'0s niimerosNNNN apresentados representama posicio de
um aminodcido na cadeia proteica (polipeptidica) a contar do
primeiro aminodcido da extremidade N-terminal da mesma.

A notacio XNNNNZ ¢ tal que: (i) X é o aminodcido
candnico (original, ou ndo substituido) localizado na posi¢ao
NNNN, (ii) NNNN ¢é a posicdo do aminodcido e (iii) Z € o
aminodcido que substituiu o aminodcido candnico. As barras “/”
indicam que mais de um substituto do aminodcido original X na
posicio NNNN ja foi descrito. Aminodcidos: A: alanina, C:
cisteina, D: 4cido aspartico, G: glicina, I: isoleucina, L: leucina, N:
asparagina, R: arginina, S: serina, T: treonina, V: valina, W:
triptofano.
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grau de homozigozidade foi determinante para o controle de
Lolium rigidum com clethodim em um campo da Austrdlia,
onde as doses de uso puderam combater plantas
heterozigotas 11781L, mas foram ineficazes para o controle de
plantas homozigotas (Yuet al., 2007).

Finalmente, vale ainda reforgar que a frequéncia das
mutacdes no gene da ACCase em uma populagao é variavel
de acordo com a espécie, o local e a pressdo de selecao
exercida pelo herbicida utilizado na regido em questdo
(Délyeet al., 2010).

5.3.1.2. Aumento dos niveis de expressao da enzima

A presséo seletiva conferida por um herbicida inibidor da
ACCase pode levar a um aumento da atividade especifica da
enzima, ou seja, da propor¢do de atividade da enzima por
massa de proteina total devido a uma maior taxa de
expressdao. Uma vez em maior quantidade, ela é capaz de
catalisar as reagdes de sintese de acidos graxos na presenca
da mesma quantidade de um inibidor que antes inibia a
catalise, dado que este ndo mais bloqueia a acao fisiolégica
total da enzima em niveis incompativeis com o metabolismo
celular. At¢ o momento, dois casos dessa natureza foram
reportados, um em Sorghum halepense nos EUA (Bradley et
al., 2001), e outro em Leptochloa chinensis na Tailandia
(Pornprom et al.,, 2006), sendo que, em ambos, a atividade
especifica da enzima estava trés vezes aumentada.

5.3.2. Resisténcia metabdlica

A resisténcia metabolica vem sendo cada vez mais
reconhecida como 0 mecanismo de resisténcia predominante
aos herbicidas inibidores da ACCase (Kaundun, 2014). Este
tipo de resisténcia engloba uma gama de processos, como
detoxificagdo, redugcdo na penetracdo e deficiéncia na
translocagédo dos herbicidas (Kaundun, 2014; Kukorelli et al.,
2013, Powles &Yu, 2010). O nivel de resisténcia resultante
desses processos € relativamente menor, quando comparado
a resisténcia relacionada a ACCase, e pode, algumas vezes,
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ser controlado quando as plantas sdo tratadas na fase inicial
de crescimento. Porém, a resisténcia metabdlica esta
frequentemente presente em populagdes que ja contém algum
tipo de resisténcia relacionada a ACCase conhecida.

A detoxificacdo ocorre quando a taxa de metabolizacao
do herbicida aumenta, transformando o ingrediente ativo em
uma molécula nao téxica através de oxidacao, hidrélise ou
reducdo (fase 1) e posterior conjugacdo do metabdlito ao
tripeptideo glutationa, a um agucar ou a um aminoécido (fase
2) (Délye, 2005a). Como consequéncia, a concentragdo do
componente toxico diminui e ndo é mais suficiente para
causar dano as células. As enzimas envolvidas no
metabolismo de herbicidas tém os seus niveis de expressao
aumentados nos casos de resisténcia, em particular as
enzimas citocromo P450 oxidase (envolvida na fase 1), e
glutationa-S-transferase (envolvida na fase 2) (Brazier et al.,
2002; Kaundun, 2014). A resisténcia decorrente do aumento
de metabolismo ja pbde ser comprovada em algumas
espécies de plantas daninhas (Ahmad-Hamdaniet al., 2012;
De Prado et al., 2005; Bakkali, 2007; Menendez & De Prado,
1996).

Um grande ndmero de genes esta claramente envolvido
no mecanismo de resisténcia baseado no metabolismo, sendo
que, em muitas espécies de plantas daninhas, as atividades
da citocromo P450 oxidase e da glutationa-S-transferase
estdo associadas a resisténcia a diferentes classes de
herbicidas (Délye, 2005a; Powles & Yu, 2010). Vale ainda
destacar que padrdes de resisténcia cruzada associados a
resisténcia metabdlica sdo quase imprevisiveis, o que torna
dificil o manejo baseado apenas na substituicdo de herbicidas
com diferentes mecanismos de acdo. Um dos maiores
exemplos sdo as populagdes resistentes de L. rigidum
baseadas no metabolismo pelo citocromo P450, que
apresentam resisténcia a herbicidas com mecanismos de
acao distintos, incluindo inibidores do fotossistema I,
inibidores da ALS, da ACCase e inibidores de tubulina
(Powles & Yu, 2010; Preston & Powles, 2002).
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A Figura 1 traz um resumo esquematico e genérico onde
podem ser observados 0s principais aspectos abordados até
aqui neste capitulo.

5.4. Caracterizacao da resisténcia de plantas daninhas
aos herbicidas inibidores da ACCase no Brasil

Varios trabalhos tém sido conduzidos por pesquisadores
Brasileiros, com o objetivo de esclarecer e caracterizar a
resisténcia das espécies reportadas a este grupo de
herbicidas no pais. Como pode ser observado na Tabela 1, o
fator de resisténcia exibido pelos bibtipos resistentes das
diferentes espécies é variavel dentre os herbicidas, apesar do
mecanismo de acdo destes ser o mesmo, evidenciando
diferentes niveis de resisténcia cruzada a esses herbicidas.
Alguns autores, como Gazziero et al., 2004, afirmam que os
resultados encontrados para um biétipo ndo necessariamente
se expressam em outros, de outras populagdes. Assim, para
Urochloa plantagineae e Digitaria ciliaris (Tabela 1) foi
observada resisténcia aos herbicidas como fluazifop-p-butil,
haloxyfop-methyl (APP) e sethoxydim (CHD), principalmente.
Porém, houve controle satisfatério pelo clethodim e
teproloxydim, comprovando, assim, que as populagdes
estudadas apresentam resisténcia cruzada, principalmente
aos APPs, o que nao se aplica a todos os herbicidas CHDs.
No entanto, isso nao foi observado para as populacdes de
Eleusine indica e Lolium multiflorum, nas quais foi observado
um fator de resisténcia para o herbicida clethodim de 10,7 e
15,3, respectivamente.

Estudos de heranga conduzidos por Betts et al. (1992)
evidenciam que a resisténcia a inibidores da ACCase é
controlada por um gene nuclear dominante ou semi-
dominante e, dessa forma, os biétipos resistentes apresentam
condicbes de deixar como descendentes individuos
resistentes, independentemente do tipo de fecundagdo da
espécie. Ainda, em alguns casos, sabe-se que 0 mecanismo
de resisténcia para essas espécies esta relacionado ao alvo
(ACCase; Tabela 2). Todavia, estudos mostram que a
adaptabilidade ecolégica ndo é afetada nos biétipos de
plantas daninhas resistentes aos herbicidas inibidores da
ACCase no Brasil (Tabela 2), o que indica que os mesmos
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nao apresentariam desvantagem de crescimento e na sua
habilidade competitiva intra- e interespecifica na auséncia da
pressao de selecao (Devine, 1997).

5.5. Manejo de populagcées de plantas daninhas
resistentes aos herbicidas inibidores da ACCase

O controle de bibtipos de plantas daninhas resistentes
a herbicidas inibidores da ACCase nas culturas de soja, milho,
algodao e trigo considerando apenas a tatica quimica € um
desafio. Isso se da devido ao baixo niumero de herbicidas com
mecanismo de agdo alternativo disponiveis para essas
culturas (Tabela 3). Assim € primordial que, para o controle
dessas populagdes, seja adotado o manejo integrado de
plantas daninhas (MIPD) através do uso de um conjunto de
técnicas quimicas e ndo quimicas integradas e apropriadas no
sistema de produgéo utilizado. O MIPD em uma propriedade
deve ser levado em consideragdo em longo prazo devido ao
banco de sementes. Um exemplo disso, é um trabalho
conduzido por Galvan et al. (2015), que buscaram testar
manejos de solo e de cultura como forma de reduzir a
presenca de azevém, mostrando que as sucessdes de aveia
preta/milho e trigo/soja, em dois anos, reduziram
significativamente o banco de sementes na &rea. Ainda,
Alexandrino (2015), com o objetivo de avaliar o impacto de
diferentes sistemas de produgédo (incluindo a rotagdo de
culturas, culturas de cobertura e aplicacdo de herbicidas com
diferentes mecanismos de agdo) no comportamento de
plantas daninhas, observou que os manejos com rotagcao de
culturas e herbicidas, a utilizacdo da cobertura de aveia na
entressafra, e evitando deixar a area em pousio, propiciaram a
reducéo da populacdo de plantas daninhas, notadamente para
0 azevém resistente ao glifosato. Assim, o mais recomendavel
na presencga de bibtipos resistentes a herbicidas do Grupo A é
a rotacdo de culturas, o que permite utilizar herbicidas de
diferentes mecanismos de agao, conforme sugerido na Tabela
3, dependendo da espécie presente na lavoura, com o
objetivo de reduzir a infestagao dos bidtipos resistentes.
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Figura 1. Representacdo esquematica dos principais aspectos
envolvendo a resisténcia de gramineas aos herbicidas inibidores de
ACCase. A resisténcia de gramineas a inibidores de ACCase pode
se dar de diferentes formas. Aqui, os seguintes contextos sao
apontados: interacdo entre inibidores de ACCase e uma planta
selvagem (I); resisténcia relacionada a ACCase causada por
mutacdes (II) ou superexpressdo da enzima selvagem (lll);
resisténcia metabdlica causada por detoxificagcdo (IV), penetracao
comprometida (V) ou translocagdo comprometida  (VI).

87



88

(9102 ‘desp)

|Ayrew-d-dojAxoleH
|Ayle-d-doidexousa

(5102 ‘oulpuexa|y)

(9°02) 1ABsedoid-dojeuipo|n

enje) eusAy

(€102 “Ie jo sebiep)

(€°G1) wipoyie|D

(2e‘1) 1Aing-d-doyizen|4

wnJoynnw
wnyo7

(2102 “Ie }o BUNSQ)
(9002 “1e 19 [BPIA)

(2°01) wipoyig|D
(G'le
/0°1€) wipAxoy1es

(£‘9) 1Aing-d-dojizen|q
(8‘91) 1Ayrew-d-dojAxoreH

Bolpul 8uIsna|3

(900g ‘osalenQ zado)

(0°1€) wipAxoyles

(9°%) IAurew-dojAxoreH
(6‘y) doyezinbedo.d
(0°9¥) 1ng-d-doyizen|4

sleljio eleybiq

(2°1/%°S) IAyiew-dojAxoreH

(0002 “Ie 1o 01v12ZBY) ‘L 00Z (#'61 /9°8) 1Ing-d-dojizen|4 poulbejued
‘Zep0) ‘Ipayy ‘nejoyoisuyD) | (#°2 /0°91) wipAxoyles (2's 20Jy20.N
/0‘91) 1Ay1e-d-doidexousa
o1u0 S@HO sddv ajuajsisal
(S/d) e1ougisisal ap 1oje4 a109ds3

"9SBDOY BP S8I0pIqiul SEpIoigiay
soe |iIselg ou sopeuodal seyuiuep sejueld op BIOUISISES 8P SOSBD SOp oedezioloese) ‘| elaqel




68

(910g ‘desH) — Jejuis opIoayu09sa sug|nsul eLeubiq

(9102 ‘deaH) - Jousp opI0ayu09saq enjej eusAy

(9102 ‘desH) - Jejwis 0pIdaYu03sa(g wnioypnw wnjjoq

(910g ‘desH) - Jejuis 2102 "Ie 18 BUNSQ — 8seQ )V B Opeuoioe|ey Balpus auisng|3
(900z ‘osvlonp zadoT) - JewIS opIoayu09sa suelio euelbig

(9102 ‘dean) - sejuis 0002 ‘zeuo) - 8senH Y e opeuoloe|ay eauibejue|d ©0jyo0.IN

e0160]093 apepijiqelrdepy BIOUQ)SISAJ 9p owsiuedapy a10ads3
Iseig

ou sopelodal 8seDDY BP S8I0pIgIUl SBPIOIGISY SOB BIOUQISISa Bp SBOIIS|Ieloeied siedioulld “g ejeqel




Tabela 3. Principais herbicidas alternativos registrados para o
manejo das espécies reportadas como resistentes aos
inibidores da ACCase nas culturas de soja, milho, algodao e
trigo.

Soja

- Urochloa plantaginea: glifosato (G); glufosinato (H); imazetapir (B);
imazapir + imazapique (B); paraquate (D); alacloro (K3); S-metolacloro
(K3); trifluralina (K1); sulfentrazona (E); clomazona (F3).

- Digitaria ciliaris: glifosato (G); trifluralina (K1).

- Eleusine indica: glifosato (G); imazapir + imazapique (B); paraquate
(D); alacloro (K3); S-metolacloro (K3); trifluralina (K1); sulfentrazona (E);
clomazona (F3).

- Lolium multiflorum: glifosato (G); glufosinato (H); paraquate (D);
trifluralina (K1).

- Digitria insularis: glufosinato (H); paraquate (D)

Milho

- Urochloa plantaginea: glifosato (G); glufosinato (H); paraquate (D);
nicossulfuron (B); tembotriona (F2); atrazina (C1); simazina (C1);
alacloro (K3); trifluralina (K1); S-metolacloro (K3); isoxaflutol (F2).

- Digitaria ciliaris: glifosato (G); atrazina (C1); tembotriona (F2);
trifluralina (K1).

- Eleusine indica: ¢lifosato (G); glufosinato (H); paraquate (D);
nicossulfuron (B); atrazina (C1); simazina (C1); alacloro (K3); trifluralina
(K1); S-metolacloro (K3); isoxaflutol (F2).

- Lolium multiflorum: glifosato (G); paraquate (D); trifluralina (K1).

- Digitria insularis: mesotrione (F); tembotrione (F)

Algodao

- Urochloa plantaginea: glifosato (G); glufosinato (H); paraquate (D);
MSMA (Z); diurom (C2); S-metolacloro (K3); alacloro (K3); ftrifluralina
(K1); clomazona (F3).

- Digitaria ciliaris: glifosato (G); trifluralina (K1).

- Eleusine indica: glifosato (G); glufosinato (H); MSMA (2); paraquate
(D); prometrina (C1); alacloro (K3); trifluralina (K1); diurom (C2);
clomazona (F3); S-metolacloro (K3).

- Digitria insularis: glufosinato (H); prometrina (C)

Trigo

- Urochloa plantaginea: glifosato (G); paraquate (D).

- Digitaria ciliaris: glifosato (G).

- Eleusine indica: glifosato (G); glufosinato (H); paraquate (D);

- Lolium multiflorum: glifosato (G); paraquate (D); iodossulfuron (B);
piroxsulam (B).

- Digitria insularis: glufosinato (H); paraquate (D)

Giagro, marco 2016 - no sistema nao constam herbicidas
registrados para o controle de Avena fatua (aveia-brava)
nessas culturas.

90




E importante mencionar que, em alguns casos, para o
manejo quimico de biotipos resistentes a inibidores da
ACCase poderiam ser utilizados herbicidas com o mesmo
mecanismo de agdo. Um exemplo disso € que os bibtipos
resistentes de Brachiaria plantaginea e Digitaria ciliaris foram
reportados como resistentes a APPs e sethoxydim, mas nao
para clethodim (Tabela 1). No entanto, é importante ressaltar
que (i) os resultados encontrados para uma populagéo
estudada podem ndo se expressar em outra e, assim, a
recomendacdo pode ser diferente conforme o histérico da
area (caso a caso); (ii) nunca se deve utilizar essa estratégia
isoladamente, uma vez que podem ser empregados
herbicidas pré-emergentes com mecanismo de acao diferente
para diminuir a infestagdo seguidos da aplicacdo de um
inibidor da ACCase em poés-emergéncia; (iii) deve-se
considerar que, com o tempo, e quando utilizado como tatica
de manejo isolada, a pressao de selegdo desses herbicidas
continuara, o que podera resultar em problemas para todos os
herbicidas pertencentes a esse grupo quimico.

Outra questdo importante é o fato desse grupo de
herbicidas ser fundamental para o manejo de popula¢des de
plantas daninhas resistentes ao glifosato, como Lolium
multiflorum, Digitaria insularis e Chloris elata. No ano de 2010,
o primeiro caso de resisténcia aos herbicidas glifosato e
clethodim ja havia sido reportado em Lolium multiflorum na
regido sul do Brasil (Heap, 2016). Essa questao é bastante
alarmante, principalmente para o caso de Digitaria insularis,
planta daninha adaptada a uma extensa &rea cultivada, e com
a presenca de populacdes resistentes ao glifosato nas
diferentes regides produtoras do Brasil. Atualmente, o manejo
destas populacdées tem sido realizado principalmente com
aplicagbes de herbicidas inibidores da ACCase na fase adulta
da planta, inclusive em doses muitas vezes maiores do que as
recomendadas, em aplica¢gdes sequenciais e como Unica
ferramenta de controle (Adegas et al., 2014). Assim, existe a
preocupacao de que a pressao de selecao exercida acabe por
levar a selegdo de populagcdes com resisténcia aos inibidores
da EPSPS e da ACCase para D. insularis em um futuro muito
préoximo. Esse caso, bem como os demais apontados aqui,
demonstram a importancia de se introduzir uma maior

91



diversidade nas alternativas de manejo das popula¢des que
sao resistentes ao glifosato, consequentemente aumentando
a vida util dos inibidores da ACCase.
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CAPITULO 6

RESISTENCIA DE PLANTAS DANINHAS AOS
HERBICIDAS INIBIDORES DA ACETOLACTATO SINTASE
(ALS) (Grupo B)

Leandro Vargas
Fernando Adegas
Acécio Gongalves Netto
Ednaldo Alexandre Borgato
Marcelo Nicolai
Pedro Jacob Christoffoleti
6.1 Introducao

Os herbicidas inibidores da ALS formam um dos mais
importantes grupos de herbicidas comercializados na
atualidade (Oliveira Jr., 2011), os mesmos ganharam
popularidade na comunidade agricola e tiveram seu uso
aumentado gradativamente devido a elevada eficacia
agronémica no controle de diversas espeécies, as baixas doses
recomendadas, a baixa toxicidade aos mamiferos e a
seletividade a varias culturas (Monquero et al., 2000).
Contudo, o uso inadequado desta tecnologia levou ao
aparecimento de 159 plantas daninhas resistentes, o que
corresponde a mais de 30% de todos os casos de resisténcia
no mundo, sendo dezoito casos com ocorréncia no Brasil
(Heap, 2016).

O uso continuo de uma mesma molécula por diversos
anos promove uma redugdo na populacdo suscetivel de uma
determinada espécie a um herbicida, ao mesmo passo que
ocorre 0 aumento da frequéncia bibtipos resistentes. A
frequéncia da presencga dos genes que conferem a resisténcia
de uma espécie a um determinado herbicida, esta diretamente
correlacionada com o periodo de tempo necessario para que
se possa notar a presenca de bidtipos resistentes no local
(Bahar et al., 2013), sendo que a frequéncia inicial de bibtipos
resistentes aos inibidores da ALS em uma populacdo é
considerada alta, devido a passibilidade desta enzima sofrer
mutacdes pontuais em sua sequéncia genética (Nicolai et al.,
2008).
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No Brasil, as moléculas herbicidas classificadas no
grupo B (inibidores da ALS) sé&o 21 ingredientes ativos de uso
agricola e nao-agricola, compondo mais de 30 produtos e
misturas comerciais (Rodrigues & Almeida, 2011).

6.2. Mecanismo de acao dos herbicidas inibidores da ALS

Christoffoleti (2008) explica que os herbicidas inibidores
da enzima acetolactato sintase (ALS) ou acetohidroxiacido
sintase (AHAS) pertencem a diversos grupos quimicos, dentre
eles as sulfoniluréias (azimsulfuron, chlorimuron-ethyl,
thoxysulfuron, metsulfuron-methyl, halosulfuron, flazasulfuron,
pirazosulfuron-etil, nicosulfuron,oxasulfuron, cyclosulfamuron,
trifloxysulfuron-sodium, iodosulfuron-methyl, oramsulfuron),
imidazolinonas (imazamox, imazethapyr, imazapic, imazaquin,
imazapyr), triazolopirimidinas  (flumetsulan,  diclosulan,
cloransulam-methyl) e pirimidiloxitiobenzoatos (pyrithiobac-
sodium, bispyribac-sodium).

Estes herbicidas apresentam como mecanismo de agao
a inibicao da sintese dos aminodcidos alifaticos de cadeia
lateral: valina, leucina e isoleucina (Trezzi & Vidal, 2001). A
via biossintética desses trés aminodcidos apresenta em
comum o uso de uma enzima chamada ALS, que participa na
fase inicial do processo metabdlico, catalizando uma reacao
de condensacao (Christoffoleti et al., 2001).

Essa reacdo de condensacgao consiste na fusdo de duas
moléculas de piruvato, gerando o acetolactato ou na
condensagao de uma molécula de piruvato com uma molécula
de 2-cetobutirato, formando 2-aceto-2-hidroxibutirato, como o
primeiro passo da biossintese do aminoécido isoleucina.

Cada um destes produtos € convertido posteriormente
por outras trés reagOes, catalisadas pelas enzimas
acetohidroxiacido isémero reductase (KARI), dihidroxiacido
dehidratase e aminotransferase, resultando em valina e
isoleucina. Na biossintese da leucina, o precursor da valina 2-
ceto-isovalerato € ainda convertido em uma série de 4
reacdes que utilizam as enzimas 2-isopropilmalato sintase,
isopropilmalato isomerase, desidrogenase e aminotransferase
(Duggleby & Pang, 2000).

Os herbicidas inibidores da ALS impedem que estas
reacbes de condensagdo acontecam, provocando, como
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consequéncia, o bloqueio na produgdo dos aminoacidos
alifaticos de cadeia lateral (Figura 1).

glicose treonina

ﬁ Herbicida ﬂ
(2) piruvato W piruvato + cetobutirato
ﬂ <~ | Acetolactato Sintase| —> U

(ALS)
acetolactato aceto-hidroxibutarato
Valina Leucina Isoleucina

Figura 1. Rota metabdlica responsavel pela sintese dos
aminodcidos valina, leucina e isoleucina; local de acdo da enzima
ALS, bem como, ponto de interferéncia dos herbicidas que atuam
sobre o sistema.

Quando o herbicida se encontra presente dentro da
célula de uma planta susceptivel, ocorre uma inibicdo nao
competitiva pelo herbicida com o substrato, de tal maneira que
nao ocorre a formagdo do acetolactato, indispensavel para
que as demais reagdes prossigam e resultem na formagéo
dos aminoécidos. A paralisacdo na sintese dos aminoacidos
leva a uma interrupgdo na divisdo celular e consequente
paralisacdo do crescimento da planta (Kissmann, 2003a).

Os herbicidas inibidores da enzima ALS podem ser
utilizados em pré e pds-emergéncia com vias de absorcao
radicular e foliar, ja que ha ingredientes ativos com
translocagdo tanto pelo xilema como pelo floema,
acumulando-se nos meristemas de crescimento.

Os sintomas da acdo destes herbicidas sao
caracterizados pela clorose de folhas novas e a necrose de
tecidos, 0 que ocorre entre sete e quatorze dias ap6s a
aplicagdo, apesar da interrupgédo no crescimento das plantas e
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a morte das regides meristematicas ocorrerem logo apos a
aplicagéo (Rodrigues & Almeida, 2011).

Para Christoffoleti & Ldpez-Ovejero (2005), todos os
herbicidas estao sujeitos a acao do ambiente antes de atingir
o solo ou as plantas daninhas. Para os herbicidas aplicados
em pré-emergencia e residuais, a interacdo com as
caracteristicas fisico-quimicas do solo, apés atingi-lo, é
determinante para o sucesso do tratamento herbicida. Ja os
herbicidas pds-emergentes tém intima ligagdo com o estadio
de desenvolvimento das plantas daninhas, principalmente se
estes herbicidas atuam sobre processos metabdlicos, o que
os torna mais toxicos a plantas mais jovens, detentoras de
tecidos meristematicos, os quais sdo o centro da atividade
bioldgica das plantas (Oliveira Jr., 2001).

Nicolai (2005) testou o controle de dois herbicidas
inibidores da ALS, o nicosulfuron e a mistura comercial de
foramsulfuron + iodosulfuron, em seis plantas daninhas e trés
diferentes estadios de desenvolvimento, e concluiu que para
as aplicacbes em pos-emergéncia, deve ser respeitado o
estadio mais inicial das plantas daninhas, pois € quando elas
sdo mais facilmente controladas. Dessa forma, preconiza-se
qgue os herbicidas inibidores da ALS, quando usados em pds-
emergéncia, sejam aplicados em gramineas antes do
perfilhamento e em folhas largas com até seis folhas.

Ainda, deve-se observar intervalos minimos de sete dias
entre o uso de herbicidas inibidores da ALS e inseticidas
organofosforados, bem como entre as adubacbes de
cobertura nitrogenada, pois ha a possibilidade de interagoes
fitotéxicas entre estes insumos (Nicolai et al., 2006a; Lépez-
Ovejero et al., 2003).

6.3. Mecanismos de resisténcia a herbicidas inibidores da
ALS

O primeiro caso registrado de resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas inibidores da ALS foi relatado por
Mallory-Smith et al. (1990) e Priminiani et al. (1990), que
identificaram biétipos resistentes de Lactuca serriola e em
areas cultivadas com trigo, nos Estados Unidos da América,
em apenas cinco anos apos a liberagdo comercial do
herbicida Chlorsulfuron. No Brasil, em 1992, foi identificado o
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primeiro caso de resisténcia, na cultura da soja, para a planta
daninha leiteiro (Euphorbia heterophylla). Recentemente,
Gongalves Netto et al. (2016) confirmaram a existéncia de
bidtipos resistentes de caruru palmeri (Amaranthus palmeri)
em areas cultivadas com algodao, no norte do estado do Mato
Grosso.

As formas pelas quais se pode explicar o
desenvolvimento dos mecanismos de resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas sdo pelo menos trés; a reducado da
concentracao do herbicida no sitio de acédo, a metabolizacido
ou desintoxicacdo do herbicida a substancias menos
fitotoxicas e a perda de afinidade do herbicida pelo local de
acao na enzima (Lopez-Ovejero et al., 2004). No caso dos
bidtipos de plantas daninhas resistentes a herbicidas
inibidores da ALS, o mecanismo de resisténcia corresponde a
alteracdo do gene responsavel pela codificagdo da ALS,
conforme relatado por Shaner (1991). A seqléncia de
aminodacidos da enzima ALS é alterada, de tal forma que
estes herbicidas ndo conseguem mais provocar a inibicdo nao
competitiva, assim a planta resistente produz os aminoacidos
alifaticos de cadeia lateral mesmo com a presenga do
herbicida no local de agéo, caracterizando-se como a perda
da afinidade do herbicida pelo local da agdo na enzima.
Christoffoleti et al. (1997) e Vargas et al. (1999) observaram
esse mecanismo respectivamente para picao-preto (Bidens
pilosa) e leiteiro (Euphorbia heterophylla) resistentes a
herbicidas inibidores da ALS, no Brasil.

Em todos os casos de resisténcia estudados até o
momento, a resisténcia aos inibidores da ALS tem sido
atribuida a mudangas na sequéncia dos aminoacidos em uma
das cinco regides conservadas da enzima; ou seja, nos
aminoacidos 122, 197, 205, 574 e 653 (Sathasivan et al.,
1990). A ALS é uma enzima composta de 670 amino&cidos e
esta sequéncia é codificada por um gene nuclear. As cinco
regibes conservadas podem sofrer mutagcdes pontuais na
sequéncia das bases aminadas, sendo que 0s cinco l6cus
passiveis de mutacdo que resultam em resisténcia sao
simples e semi-dominantes, o que determina a alta frequéncia
inicial dos bidtipos resistentes.
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A herdabilidade do alelo que confere resisténcia aos
herbicidas inibidores da ALS é uma caracteristica semi-
dominante, permitindo a sobrevivéncia de individuos
homozigotos e heterozigotos (Mallory-Smith et al., 1990),
podendo também ser disseminada por meio dos graos de
pbélen e sementes, aumentando assim o fluxo génico que
confere resisténcia para areas adjacentes.

Christoffoleti (1993) constatou por meio de pesquisas
conduzidas em casa-de-vegetacdo e campo, que nao ha
diferengas na adaptabilidade ecoldgica de bidtipos resistentes
e suscetiveis aos herbicidas inibidores da ALS, portanto a
mutacao responsavel pela resisténcia destes bidtipos de
plantas daninhas nao resultou em custo genético para o
bidtipo resistente.

Dentre todos os grupos quimicos de herbicidas, o grupo
B (Inibidores da ALS) € o que mais apresenta casos de
resisténcia documentados, o que é devido as seguintes
razdes (Tranel & Wright, 2002):

» O uso repetitivo na agricultura devido a ampla série de
recomendagdes possiveis destes herbicidas, nas mais
diversas culturas;

» A maioria dos herbicidas inibidores da ALS apresenta
eficacia elevada sobre as plantas daninhas, atingindo niveis
de controle préximos de 100%, o que leva a produgédo de
sementes apenas dos bibtipos resistentes;

* Muitos herbicidas inibidores da ALS apresentam
residual prolongado no solo e consequentemente aumentam a
pressao de selegao para bidtipos resistentes;

* A alta frequéncia inicial de bidtipos resistentes devida a
caracteristicas genéticas, conforme discutido anteriormente;

+ A adaptabilidade ecoldgica dos bidtipos suscetiveis e
resistentes aos herbicidas inibidores da ALS ¢é igual,
garantindo a producdo de sementes dos escapes das
pulverizagdes;

* A maioria dos casos de resisténcia aos herbicidas
inibidores da ALS estudada apresenta resisténcia cruzada aos
diversos grupos quimicos de herbicidas que tem este mesmo
mecanismo de acao.

Ainda, trabalhos conduzidos por Lopez-Ovejero et al.
(2006) verificaram que bidtipos de B. pilosa resistentes a
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herbicidas inibidores da ALS sdo menos tolerantes que
bi6tipos resistentes de B. subalternans, havendo ocorréncia
de resisténcia cruzada aos herbicidas inibidores da ALS do
grupo das sulfoniluréias e imidazolinonas para ambas as
espécies de picao-preto. Isso indica que certas espécies
resistentes de plantas daninhas levam vantagem sobre outras,
acelerando ainda mais o surgimento de problemas no manejo,
ocasionados pela presenca de resisténcia em areas
comerciais.

Casos de resisténcia multipla ALS-Protox, ALS-FSII,
ALS-Mimetizadores de Auxina, ALS-EPSPs, no Brasil (Heap,
2016) chamam atencao para a recomendacao de um mesmo
mecanismo de agado para o controle de bibtipos resistentes
como acontece principalmente na cultura da soja. Lopez-
Ovejero et al. (2004) indica a resisténcia multipla como a mais
complexa situacdo para o manejo de resisténcia, pois em
algumas culturas, excetuando-se os dois mecanismos de
acao, nao ha outras alternativas quimicas para o controle de
determinadas espécies de plantas daninhas.

6.4. Herbicidas alternativos aos herbicidas inibidores da
ALS

Os inumeros casos de surgimento de bibtipos
resistentes de plantas daninhas a herbicidas inibidores da
ALS em areas cultivadas no Brasil levaram ao estudo de
alternativas para o controle dos escapes destas plantas. A
utilizagcdo de outros herbicidas, com diferentes mecanismos
de agdo, posicionados da mesma forma que os herbicidas
inibidores da ALS ou em momentos diferentes do
desenvolvimento das culturas, tornaram-se a alternativa mais
viavel para 0 manejo da resisténcia.

Contudo, conforme ja discutido anteriormente, 0 mau
uso desta préatica e a caréncia de outros herbicidas seletivos
levou ao surgimento de bi6tipos com resisténcia cruzada. As
pesquisas elaboradas para obtencdo de posicionamento de
herbicidas ja existentes no mercado a fim de se
caracterizarem como alternativos para manejo de plantas
daninhas resistentes correspondem a grande parte dos
esforgcos no campo de estudos da resisténcia.
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O manejo do complexo Bidens pilosa - B. subalternans
resistente aos herbicidas inibidores da ALS foi analisado por
Penckowski et al. (2004a). Com o objetivo de avaliar
alternativas de controle de B. pilosa e B. subalternans
resistentes aos herbicidas inibidores da ALS na cultura da
soja, instalaram um experimento no municipio de Palmeira
(PR) na safra de 2002/2003. As melhores alternativas de
controle de B. pilosa e B. subalternans foram as aplicacbes
sequenciais de fomesafen (125+125), lactofen (72+72) e
acifluorfen (102+102) e que em pelo menos uma das
aplicacdes sequenciais fez-se associacado de bentazon (480 g
i.a. ha™). A primeira aplicagéo foi realizada com as plantas de
picdo-preto no estadio maximo de 2 a 4 folhas e a segunda
aplicacao ocorreu com intervalo de 12 dias.

Ainda, Penckowski et al. (2004b) com o objetivo de
avaliar alternativas de controle de B. pilosa e B. sulbaternans
resistentes aos herbicidas inibidores da ALS com herbicidas
pré-emergentes e de sua necessidade de complementagao
com tratamentos em poOs-emergéncia na cultura da soja,
instalaram um experimento no municipio de Palmeira (PR) na
safra de 2002/2003. No experimento foi observado que
nenhum dos pré-emergentes avaliados: clomazone (900 g i.a.
ha), sulfentrazone (400), metribuzin (480) e flumyoxazin (60)
controlou de forma satisfatéria Bidens pilosa/Bidens
subalternans resistentes aos inibidores da ALS, sendo que
todos precisaram de complementacées com herbicidas pos-
emergentes como fomesafen (250); bentazon (720); lactofen
(240); fomesafen + bentazon (125 + 480) ou lactofen +
bentazon (72 + 480).

Em outra situagao, avaliando-se em casa-de-vegetacao
a eficacia de diferentes herbicidas sobre as plantas daninhas
Bidens pilosa e Bidens subalternans resistentes aos
herbicidas inibidores da ALS, Nicolai et al. (2006b) concluiram
que os tratamentos herbicidas compostos por lactofen,
clomazone, sulfentrazone, glyphosate, flumiclorac, bentazon,
(acifluorfen + bentazon), metribuzin, fomesafen, diclosulam +
clomazone e cloramsulam + lactofen, nas doses
recomendadas em bula, sdo eficazes para 0 manejo das
espécies citadas. Observa-se neste trabalho o uso ndo s6 de
herbicidas recomendados para a cultura da soja, mas também

106



de moléculas recomendadas para o trabalho em dessecagdes
de pré-semeadura, culturas usadas em rotagdo com a soja e
para a cultura da soja geneticamente modificada para
tolerancia ao glyphosate. Ainda, € mostrada a resisténcia
cruzada dos bi6tipos de Bidens pilosa e Bidens subalternans
aos herbicidas nicosulfuron, imazethapyr e chlorimuron-ethyl.

Para Braz et al. (2011) o controle em pds-emergéncia de
Bidens pilosa resistente foi nulo com o tratamento pyrithiobac-
sodium em doses até 84 g i.a. ha', ao passo que o uso de
glyphosate e amdnio glufosinato, em doses de 640 e 300 g i.a.
ha' respectivamente, foram totalmente eficazes quando
aplicados isoladamente e também quando cada dessecante
foi associado ao pyrithiobac-sodium, indicando a associagéao
de moléculas, quando nao antagé6nica e seletiva a cultura,
como uma ferramenta para o manejo de plantas daninhas
resistentes.

No caso do amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla)
resistente aos herbcidas inibidores da ALS, Fornarolli et al.
(2002) observou a campo que o herbicida lactofen foi eficiente
em uma Unica aplicagao, quando a populagao foi inferior a 50
plantas m® porém quando a populagéo foi superior a 100
plantas m? somente as aplicagdes sequenciais com 72 ou 120
g ha’ foram eficazes. Para Buzatti & Jacquep (2002), os
tratamentos com lactofen (0,75; 0,375/ 0,375 L ha") e
fomesafen (1,0; 0,5/0,5 L ha™') apresentaram controle superior
a 90% e as aplicagdes sequenciais destes produtos foram
superiores a aplicagdo Unica, sem rebrota de plantas de E.
heterophylla. Na aplicagdo sequencial, a primeira aplicagdo
pode ser realizada com a planta daninha de 2 a 4 folhas,
seguida de mais uma aplicacdo 8 a 10 dias depois da primeira
(Buzatti & Jacquep, 2002; Penckowski, 2002). Os mesmos
resultados da aplicacdo sequencial foram observados por
Roman (2001).

Gelmini et al. (2001), estudando alternativas de
prevencdo e manejo de Euphorbia heterophylla resistente aos
herbicidas inibidores da ALS, em condigdes controladas,
observou que os herbicidas fomesafen (250 g ha™), lactofen
(120 g ha™), flumiclorac-pentil (40 g ha'), glufosinato de
aménio (150 g ha™) e glyphosate (180 g ha”) controlaram
eficientemente ambos os bibtipos. Outros produtos que
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apresentaram alto indice de controle foram sulfentrazone (1,2
L ha™), acifluorfen e bentazon + acifluorfen (Gazziero et al.,
1998; Cerqueira et al., 2002).

Vidal & Merotto Jr. (1999), com os objetivos de avaliar a
ocorréncia de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS em
varios bibtipos de Euphorbia heterophylla e avaliar a
ocorréncia de resisténcia multipla a herbicidas com atividade
em outros locais de acao, instalaram varios experimentos nos
quais foram observados que um bibtipo de Passo Fundo
apresentou resisténcia cruzada aos herbicidas do grupo B
(inibidores da ALS) e foi suscetivel aos do grupo G (inibidores
de EPSPs - glyphosate), grupo O (mimetizadores de auxina -
2,4-D, dicamba), grupo D (inibidores dos fotossistemas I),
grupo C (inibidores do fotossistema Il - paraquat e atrazine) e
grupo E (inibidores da Protox - fomesafen e lactofen).

Outra alternativa interessante para o manejo dessa
planta daninha, é o cultivo da cultura da soja geneticamente
modificada, tolerante ao herbicida glyphosate. Marochi &
Zagonel (2002), avaliando o efeito do glyphosate aplicado em
pds-emergéncia na cultura da soja Roundup Ready sobre E.
heterophylla resistente aos herbicidas inibidores da ALS,
observaram que o glyphosate (480, 960 e 1440 g.e.a. ha™)
promoveu controle total.

Trezzi et al. (2004), testaram herbicidas alternativos
para o controle de biétipos de E. heterophylla com resisténcia
multipla a herbicidas inibidores da ALS e da PROTOX, no
Estado do Parana. Observaram que os herbicidas paraquat,
trazina+simazina, glyphosate, 2,4-D, sulfentrazone e
flumioxazin sdo altamente eficazes para o controle dos
bidtipos resistente e suscetivel de E. heterophylla.

A rotagao da cultura da soja com o milho é mais uma
alternativa, tanto para retardar o surgimento de bio6tipos
resistentes quanto como alternativa para o manejo de bibtipos
ja existentes. Para o controle de E. heterophylla resistente aos
herbicidas inibidores da ALS, a aplicacdo de atrazina (+ 6leo)
€ o0 mais eficaz e recomendado para esta situagédo
(Penckowski, 2002). Contiero et al. (2004) e Oliveira Jr. et al.
(2004), indicaram que a mistura comercial de foramsulfuron +
iodosulfuron, com a adi¢do de atrazina + 6leo mineral é uma
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alternativa para o controle de E. heterophylla e B. pilosa
resistente aos herbicidas inibidores da ALS.

Costantin et al. (2004) testaram a aplicagcdo em pré-
emergéncia de isoxaflutole para o controle de B. pilosa
resistente aos herbicidas inibidores da ALS, com
complementacdo com péds-emergentes, concluindo que
somente isoxaflutole ja e eficiente para o controle da
resisténcia citada. Scarpari et al. (2006) testou os poés-
emergentes da cultura do milho para o controle de Bidens
pilosa resistente aos herbicidas inibidores da enzima ALS e,
além de concordar com Penckowski (2002), indica o uso de
mesotrione como alternativa para o B. pilosa. E importante
salientar que em todos os trabalhos citados, os herbicidas
inibidores da ALS testados foram ineficazes para o controle E.
heterophylla e B. pilosa resistentes, em fungéo da resisténcia
cruzada destas plantas daninhas.

O bidtipo resistente de Sagitaria montevidensis ao grupo
B (herbicidas inibidores de ALS), planta daninha aquatica na
cultura do arroz irrigado, surgiu no litoral de Santa Catarina.
Como alternativa de controle foi indicado o bentazon, com
amplo sucessso (Kissmann, 2003b; Cerqueira et al., 2002).
Em areas onde a resisténcia foi detectada, Noldin & Eberhardt
(2002) recomendam evitar a semeadura do arroz no cedo,
que favorece a planta daninha e torna mais dificil o seu
controle; efetuar o preparo final do solo imediatamente antes
da semeadura do arroz; a densidade de semeadura do arroz
deve ser aquela recomendada ou maior, para aumentar a
capacidade de competicdo do arroz com a planta daninha;
limpar os equipamentos de preparo do solo e da colheita ao
sair de uma é&rea infestada com sagitaria resistente; nao
utilizar herbicidas em pré-semeadura do arroz; nao utilizar os
herbicidas para os quais a resisténcia foi confirmada; nenhum
dos herbicidas atualmente indicados para aplicagdo em
benzedura em arroz irrigado € eficiente no controle de
sagitéria resistente; o herbicida propanil apresenta controle
entre 70 e 90% da planta daninha resistente; evitar que as
plantas resistentes produzam sementes e; eliminar as plantas
de sagitaria apds a colheita por meio de rogcada, gradagem ou
com herbicidas ndo-seletivos.
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A planta daninha Raphanus sativus (nabica) pertence a
familia Brassicaceae. No ano de 2001 foram observados
biétipos desta planta daninha com resisténcia aos herbicidas
do grupo B (inibidores da ALS) na cultura do trigo. A nabica
apresenta resisténcia  principalmente aos herbicidas
chlorimuron-ethyl, cloransulam-methyl, imazethapyr,
metsulfuron-methyl e nicosulfuron (Heap, 2016), o que
determina que esta daninha possui resisténcia cruzada aos
diferentes grupos quimicos dos inibidores da ALS. Theisen
(2004) identificou um bidtipo de Raphanus sativus em
lavouras de trigo resistente a herbicidas do grupo B,
comprovando a existéncia da resisténcia cruzada aos
herbicidas deste grupo e determinando também que o
glyphosate, o 2,4-D e o bentazon s&o alternativas para
manejo dessa planta daninha na cultura do trigo.

Gazziero (2006) identificou bidtipos de losna-branca
(Parthenium  hysterophorus) resistentes aos herbicidas
inibidores da enzima ALS. A resisténcia aos herbicidas
pertencentes aos grupos quimicos das imidazolinonas
(imazethapyr), triazolopirimidinas (cloransulam-methyl) e
sulfonilureias (chlorimuron-ethyl e iodosulfuron-methyl-sodium
mais foramsulfuron) comprova o fato dessa resisténcia ser
cruzada aos herbicidas desses grupos quimicos. Em relagéo
ao herbicida 2,4-D, que apresenta mecanismo de agao
diferente da inibicdo da enzima ALS, ocorreu alto indice de
controle de ambos os bibtipos de losna-branca avaliados,
confirmando que a alteracdo do mecanismo de aco do
herbicida é uma importante alternativa para manejar areas
com problemas de resisténcia.

O Lolium muiltiflorum, conhecido como azevém, é uma
poacea anual, herbacea de clima temperado. O azevém é
utilizado na alimentagao animal como forrageira e também
pode ser usado como cobertura vegetal. E considerado uma
das mais problematicas plantas daninhas em cereais de
inverno em todo o mundo. No Brasil, consiste em problema
principalmente nas lavouras de trigo, nas quais € cultivada em
expressiva area de dois milhdes de hectares (Conab, 2013).

Atualmente, as duas principais moléculas disponiveis no
mercado para o controle seletivo de azevém em trigo
continuam pertencendo a esses mecanismos, que Sao o
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iodosulfurom-metilico e o clodinafope-propargil, inibidores de
ALS e ACCase, respectivamente. No entanto, para ambas ja
existe relato de casos de resisténcia (Heap, 2016),
representando ameaga para o futuro desses sistemas de
produgé@o. Os inibidores de ALS s&o os mais preferidos pelos
produtores, porque sao utilizados em baixa taxa de
ingrediente ativo por é&rea, possuem amplo espectro de
controle de plantas daninhas, seletividade para muitas
culturas, atividade residual no solo e baixa toxicidade para
mamiferos. Schneider et al. (2015) citam os herbicidas
paraquat e amdnio glufosinato como alternativas para o
controle da resisténcia de azevem.

A importancia da Buva (Conyza ssp.) como infestante
em areas agricolas cresceu significativamente nos ultimos
anos, atribuindo a essa planta daninha o posto de uma das
mais importantes em dreas cultivadas no Brasil e no mundo.
Este crescimento em importancia decorre tanto do fato de que
ela € uma espécie cujo controle é naturalmente dificil, quanto
a selecao de bidtipos resistentes a herbicidas e, em especial,
ao glifosato (Constantin et al., 2013).

No Brasil, j& foram identificadas e catalogadas algumas
espécies do género Conyza, também conhecidas como buva
ou voadeira. No entanto, as espécies que mais tém sido
relacionadas a ocorréncia de casos de resisténcia aos
herbicidas sdo C. bonariensise, C. canadenses além de uma
terceira espécie que também preocupa produtores e
pesquisadores é Conyza sumatrensis, identificada no estado
do Parana por pesquisadores da Universidade Estadual de
Maringa (Santos et. al., 2012).

Os trabalhos nos quais foram identificadas as
populagdes de C. sumatrensis no Brasil (HUEM, 2013) e os
seus casos de resisténcia foram realizados nos anos de 2011
e 2012 pela Universidade Estadual de Maringa (Santos et al.,
2012). Os pesquisadores comprovaram que bibtipos de C.
sumatrensis coletados no estado do Parand possuem
resisténcia singular e mdultipla aos herbicidas glyphosate e
chlorimuron, e ainda resisténcia mdultipla ao glyphosate e
clorimuron-ethyl.

Santos et al. (2015) em trabalho para identificagcédo de
alternativas de controle para biétipos de Conyza sumatrensis
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com multipla resisténcia a ALS e EPSPs concluiram que os
tratamentos com os herbicidas 2,4-D, amdnio glufosinato além
de paraquat+diurom, atrazina e tembotrione isolados ou em
associagao obtiveram controle satisfatério nos bidtipos
testados.

O mais recente caso de resisténcia aos herbicidas
inibidores da ALS relatado no Brasil, por Gongalves Netto et
al. (2016), aponta bidtipos de caruru palmeri (Amaranthus
palmeri) como portadores de resisténcia cruzada aos
diferentes grupos quimicos dos herbicidas com mecanismos
de agao pertencentes ao grupo B, além de resisténcia multipla
aos herbicidas inibidores da ALS e EPSPs. Neste trabalho, os
bidtipos de caruru palmeri mostram-se resistentes aos
herbicidas imazethapyr, cloransulam-methyl, chlorimuron-
ethyl.
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CAPITULO 7

MECANISMO DE ACAO E RESISTENCIA DOS
HERBICIDAS INIBIDORES DO FOTOSSISTEMA Il (FSII)
(Grupo C)

Alexandre Gemelli

Hudson Kagueyama Takano
Rafael Romero Mendes
Eliezer Antonio Gheno
Ricardo Travasso Raimondi
Denis Fernando Biffe

Jamil Constantin

Rubem Silvério de Oliveira Jr.

7.1. Introducao

Os herbicidas, cujo mecanismo de agao € a inibicdo do
fotossistema Il (FSII) constituem, até os dias atuais, um grupo
de herbicidas de grande uso na agricultura, principalmente por
apresentarem seletividade a uma ampla gama de culturas, e
efeito residual no solo para controle de plantas daninhas. No
Brasil, esses herbicidas sédo registrados para diversas culturas
agricolas, incluindo cereais, oleaginosas e culturas perenes
(Oliveira Jr. et al., 2011).

O mecanismo de acdo desses herbicidas envolve
basicamente a competicdo com a plastoquinona (PQ), pelo
sitio de ligagdo do complexo de proteina D1 dentro do
fotossistema Il. Isso inibe o transporte de elétrons, impedindo
a formagéao de NADPH e ATP, e consequentemente o ciclo de
reducdo de carbono. Por fim, ocorre a produgédo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), em decorréncia do excesso de
energia no FSII (Powles & Yu, 2010).

Desde o inicio da sua utilizacdo (década de 50), 105
casos de plantas daninhas resistentes aos inibidores do FSlI
foram reportados até hoje, sendo 73, 28 e 4 casos de
resisténcia para os grupos C1, C2 e C3, respectivamente. No
Brasil, existem quatro relatos de resisténcia a esses
herbicidas, sendo todos de resisténcia multipla junto com os
inibidores da ALS (Heap, 2016).
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Senecio vulgaris foi a primeira planta daninha descrita
como resistente aos herbicidas inibidores do FSlI, identificada
em viveiros de producdo de mudas de pinus nos Estados
Unidos da América do Norte, com resisténcia a atrazine e
simazine, ambos pertencentes ao grupo C1 (Ryan, 1970). No
Brasil, o primeiro caso de resisténcia a este mecanismo de
acdo foi identificado em uma populagdo de Bidens
subalternans resistente a atrazine, em lavouras de soja e
milho no estado do Parana (Gazziero et al., 2008). Além do
picdo-preto, as espécies resistentes aos herbicidas inibidores
do FSIlI no Brasil sdo: Sagittaria montevidensis, Amaranthus
retroflexus e A. viridis (Heap, 2016).

Os mecanismos que conferem a resisténcia nos biotipos
relatados, no Brasil, ainda nao foram elucidados. No entanto,
mundialmente, em um grande nimero de casos, 0 mecanismo
de resisténcia esta relacionado com mutagées no gene psbA,
com consequente alteragdes da sequéncia de aminoécidos da
proteina D1, e do sitio de ligagdo dos herbicidas inibidores
FSIl (Masabni & Zandstra, 1999; Mechant et al., 2008; Perez-
Jones et al., 2009; Elahifard et al., 2013; Li et al., 2014; Thiel
& Varrelmann, 2014; Dumont et al., 2016). A resisténcia
causada por este mecanismo é comumente chamada na
lingua inglesa de ‘target site resistance’.

A resisténcia via target site mutation € herdada
maternalmente, pois o gene psbA, o qual codifica a proteina
D1 do FSII, esta localizado no cloroplasto. Isto significa que os
genes de resisténcia se disseminam somente maternalmente
pela semente, e ndo via poélen (Aper et al., 2010). A mutagao
mais comum é a substituicio do aminoacido serina, na
posicdo 264, por uma glicina (Ser-264-Gly), conferindo
resisténcia cruzada as triazinas.

Por ser o mecanismo mais comum em diversos bi6tipos
e espécies, em diferentes paises, acredita-se que a
resisténcia a este grupo de herbicidas tenha sido selecionada
de forma independente, ao redor do mundo (Hirschberg
&Mclintosh, 1983; Goloubinoff et al., 1984). Praticamente
todas as espécies e bidtipos resistentes as triazinas, relatados
no mundo, cujo mecanismo foi elucidado, apresentam como
causa da resisténcia a substituicdo Ser-264-Gly do gene psbA
(Powles & Yu, 2010).
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No caso especifico das triazinas, a substituicdo Ser-264-
Gly € uma das poucas mutacées que inibe a ligacdo da
triazina a proteina D1, mas nao impede que a plastoquinona
se ligue a proteina D1 na auséncia do herbicida. Com esta
mutagdo, uma ponte de hidrogénio € removida, a qual é
fundamental para a ligacdo do herbicida (Lancaster &Michel,
1999; Oettmeier, 1999; Wilski et al., 2006). Esta mutacao, no
entanto, mesmo proporcionando elevado fator de resisténcia,
reduz a capacidade da planta em realizar fotossintese,
gerando custo metabdlico para as plantas que carregam essa
caracteristica (Gronwald et al., 1989).

Para outros herbicidas inibidores do FSIl, além das
triazinas, a mutacdo Ser-264-Gly nao confere resisténcia,
sendo reportadas diversas outras mutagdes para os diferentes
grupos: Ser-264-Tre em Portulaca oleracea L. resistente a
triazinas e ureias (Masabni & Zandstra, 1999); Val-219-Iso em
Poa annua L. resistente a triazinonas e ureias (Mengistu et al.,
2000); Asp-266-Tre em Senecio vulgaris L. resistente a nitrilas
(Park &Mallory-Smith, 2006); Fen-255-Iso emCapsella bursa-
pastoris (L.) Medik. resistente a triazinonas (Perez-Jones et
al., 2009); Leu-218-Val em Chenopodium album L. resistente
a triazinonas (Thiel & Varrelmann, 2014). O Quadro 1 resume
os casos de mutacdes relatados mais recentemente.

Em condi¢cdes controladas, além das substituicbes ja
encontradas em varias espécies vegetais (Quadro 1), foram
relatadas em uma espécie de algas verdes (Chlamydomonas
reinhardtii) outras substituicbes de aminoacidos para as
mesmas posicoes, tal como Serggqlys. Os individuos com esta
substituicdo exibiram extrema resisténcia a triazinas e
triazinonas, mas baixa ou nenhuma para os herbicidas do
grupo quimico das uréias (Wilski et al., 2006).

Os mecanismos de resisténcia que nao sao
relacionados ao sitio de acdo do herbicida, ou seja,
mecanismos de resisténcia non-target site, envolvem a
metabolizacdo do herbicida por meio da conjugagdo com
glutationa (GSH), onde os conjugados se tornam inativos,
mais hidrofilicos, menos méveis na planta e mais suscetiveis
a processos secundarios de conjugagcao como destoxificagao
e/ou compartimentalizagdo (Martinoia et al., 1993; Powles &
Yu, 2010).
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Gronwald et al. (1989) encontraram duas vezes mais
glutationa conjugada com atrazine (GS-atrazine) nas folhas de
bidtipos de Albutilon theophrasiti, 0os quais apresentaram dez
vezes mais resisténcia a atrazine em relagdo a biodtipos
suscetiveis. A catalisacdo desse tipo de conjugacdo esta
relacionada com a maior expressdo da enzima glutationa-S-
transferase (GST). Para A. theophrastis resistentes, existe 4,4
vezes mais atividade da GST nas folhas em relagédo a
individuos suscetiveis (Anderson & Gronwald, 1991).

Plantas de Sonchus oleraceus coletadas de areas de
producdo de milho no norte da Espanha foram descritas como
resistentes e também apresentaram maior atividade da GST.
Dentre varios bidtipos, aqueles que nao apresentavam
mutacdo como mecanismo de resisténcia, foram observados
com 4,5 vezes mais atividade da GST (Fraga &Tasende,
2003). Esse mesmo mecanismo de conjugagcdo também foi
observado em plantas de Lupinus angustifolius resistentes ao
metribuzin (Pan et al., 2012) e em Amaranthus tuberculatsu
(Ma et al., 2013).

A detoxificagdo do herbicida pode ocorrer, pela
formacdo de metabdlitos que alteraram a conformidade da
molécula herbicida, tornando-o ndo téxico, como por exemplo,
com transformagdes de N-desmetilagdo da molécula de
chlorotoluron em Lolium rigidum resistente (Burnet et al.,
1993).

Outra familia de enzimas importante na metabolizacdo
de moléculas é a do citrocromo P450 mono-oxigenases, as
quais sdo capazes de transformar uma gama de produtos
quimicos em moléculas mais polares ou soluveis, reduzindo
ou suprimindo a toxicidade (Letouzé & Gasquez, 2003). A
maior atividade dessa enzima foi constatada em plantas de
Lupinus angustifolius com resisténcia ao metribuzin (Pan et
al., 2012) Alopecurus myosuroides resistente as ureias
(Letouzé e Gasquez, 2003) e A. tuberculatus com resisténcia
ao metribuzin (Ma et al., 2013).

A limitacao da translocagdo de herbicidas também é um
dos mecanismos de resisténcia non target site dos inibidores
do FSIl. Em estudos com A. theophrasiti,(Gray et al., 1996)
afirmam que a reducdo na translocagcdo também contribui
para a menor sensibilidade destas plantas a atrazine. Em
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certos casos, a translocacéo da atrazine pode ficar restrita ao
caule e as raizes, alcangando a folha apenas em baixas
concentragdes (Gronwald et al., 1989). Em bio6tipos de T.
arvensis resistentes a diuron, a concentracdo do herbicida foi
maior no caule e peciolos em relagdo as folhas, no bi6tipo
resistente, evidenciando a menor capacidade de translocacao
deste herbicida no bidtipo resistente (De Prado et al., 1990).

7.2. Adaptabilidade ecolégica das plantas daninhas
resistentes aos inibidores do FSlI

Estudos da adaptabilidade ecolégica dos bidtipos
resistentes em relacdo aos susceptiveis, ou fitness cost da
resisténcia aos herbicidas inibidores do FSIlI, sdo amplamente
relatados na literatura cientifica. Contudo, a maioria deles sao
baseados em bi6tipos resistentes através de mecanismos
target site, apesar de haverem muitos casos de resisténcia via
mecanismos non target site (Vila-Aiub et al., 2009). Isto se
deve, principalmente, ao fato de que os padrdes de heranga
da resisténcia via target site usualmente sdo mais simples.
Normalmente é um Unico gene que determina a resisténcia,
apresentando dominancia completa ou parcial. Enquanto que
0S mecanismos non target site sao mais complexos,
possivelmente derivados de mecanismos coordenados por
varios genes (Huffman et al., 2015). Além disso, individuos
com resisténcia multipla tendem apresentar baixo ou nenhum
fitness cost (Vogwill et al., 2012).

A substituicdo dos aminoéacidos Ser-264-Glydo gene
psbA de plantas de canola € a responsavel pela resisténcia
desta espécie a triazinas. Esta modificagdo faz com que o
FSII das plantas resistentes seja totalmente inibido sob
condicoes de excesso de luz enquanto que o FSII do bidtipo
selvagem € apenas parcialmente inibido, sob as mesmas
condigdes ambientais (Van Rensen & Vredenberg, 2011). Isto
demonstra que a resisténcia através desta mutagao gera um
custo metabdlico, traduzido pela menor adaptabilidade as
varia¢des de luz do ambiente.

O custo da resisténcia ou fitness cost para a resisténcia
as triazinas proporcionada pela substituicdo Ser-264-Glyé
descrita por diversos trabalhos, extensamente revisados por
Vila-Aiub et al. (2009). Estes autores concluem que o fitness
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cost para este caso é mais uma exceg¢ao do que uma regra,
dado as inumeras consideragdes a serem feitas em relagéo as
condi¢cdes ambientais e respostas a estresses abibticos, para
se quantificar o fitness cost de um determinado caso de
resisténcia. Uma das premissas para a quantificacdo do
fitness cost é a necessidade de que tanto o bibtipo resistente,
quanto o suscetivel sejam provenientes da mesma populagéao,
0 que pode ser dificil de se conseguir devido ao longo tempo
entre a selecdo do primeiro individuo resistente e a
constatagéo cientifica da resisténcia.

E compreensivel que as reacdes luminosas da
fotossintese, as quais foram naturalmente selecionadas e
otimizadas durante a evolugéo, sejam muito eficientes e que a
mutacao que gera a resisténcia as triazinas reduza a atividade
fotossintética das plantas (Vila-Aiub et al., 2009). Entretanto,
nao se pode deixar de lado a possibilidade de que o custo da
resisténcia possa ser totalmente ou parcialmente suprimido
por uma sele¢cdo concomitante de mecanismos que melhorem
o crescimento e o desenvolvimento do bidtipo resistente,
estando ou ndo estritamente relacionados ao gene da enzima
alvo.

Neste sentido, (Darmency et al. (2015)identificaram
bi6tipos de Alopecurus myosuroides resistentes a herbicidas
inibidores da ACCase, cuja mutagdo asp-2078-gly reduz a
afinidade da enzima pelo substrato em 50%. Porém, esta
mutagcdo causa um fitness cost baixo. Estes autores
encontraram duas possiveis causas. Eles evidenciaram que
os individuos suscetiveis da populagdo que deu origem ao
biétipo mutante (2078-gly) apresentavam fitness melhor do
que os individuos de outras populagbes, sejam eles
suscetiveis ou resistentes através de outras mutagoes.

A segunda explicagdo € que o0 numero de geracdes
ocorridas desde o aparecimento do primeiro individuo
resistente até a constatacdo cientifica da resisténcia tenha
sido suficiente para a selecao outras caracteristicas favoraveis
ao desenvolvimento, as quais compensariam, pelo menos
parcialmente, o fitness cost.
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7.3. Perspectivas de usos de culturas transgénicas
resistentes aos inibidores do FSIlI no Brasil e implicacoes
na resisténcia

Até o momento ndo h& perspectiva de langamentos de
culturas com eventos de transgenia ligados aos herbicidas
inibidores do FSIl. O provavel fitness cost gerado pela
resisténcia poderia, em tese, representar cultivares menos
produtivas ou menos competitivas. Isso por si sé poderia
desencorajar o desenvolvimento de cultivares resistentes aos
inibidores do FSII. No contexto pratico, no manejo outonal de
Conyza spp resistentes ao glyphosate e inibidores da ALS,
apés a colheita do milho safrinha, os inibidores do FSII
poderiam ser utilizados com mais liberdade, caso houvessem
cultivares de soja resistentes a este mecanismo de agéo.
Porém, o controle de soja resistente a FSII (soja voluntéria) no
milho safrinha seria seriamente comprometido, visto que
atrazine é o principal herbicida utilizado para o controle da
soja RR na cultura do milho safrinha. Além disso, ja foram
relatados casos de Conyza bonarienis e Conyza canadensis
resistentes a atrazine (Quadro 2).

7.4. Riscos potenciais no Brasil de selecao da resisténcia
aos inibidores do FSIl em milho e cana

Nas areas agricolas onde ha o cultivo sucessivo de soja
e milho safrinha, os herbicidas inibidores do FSIl s&o
utilizados comumente apenas uma vez ao ano, com a
tradicional aplicacao de atrazine no milho safrinha. Assim, o
baixo numero de aplicagbes anuais de herbicidas deste
mecanismo de acgéao, aliado ao fato de a resisténcia a atrazine
ser de herangca materna e o provavel fitness cost, podem ser o
motivo pelo qual ndo foram relatados muitos casos de
resisténcia a estes herbicidas no Brasi, ou o motivo pelo qual
tais bidtipos nao apresentaram capacidade competitiva
suficiente para que passassem a predominar nas areas onde
foram identificados.

Novos relatos de Bidens subalternans resistente a
atrazine n&o foram descritos a partir de 2006, provavelmente,
porque outros herbicidas como o tembotrione e o glyphosate
(milho RR) passaram a fazer parte do manejo de plantas
daninhas na cultura do milho. No entanto, estdao em fase de
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elaboracdo resultados que indicam que bidtipos de Bidens
pilosa com resisténcia multipla a inibidores da FS Il e a
inibidores da ALS também ja sdo encontrados em areas de
producéo de graos no Brasil

Ja na cultura da cana, as provaveis explicacoes para 0s
poucos casos de resisténcia encontrados podem ser o maior
numero de opgbes de mecanismos de agao para o controle
das plantas daninhas, frequente uso de mistura de herbicidas
com mecanismos de acgéo diferentes e diversas modalidades
de aplicagao. O preparo do solo na renovagao do canavial e a
colheita de cana crua também pode contribuir na redugao da
infestagéo de plantas daninhas de semente pequena, tal como
as espécies do género Amaranthus. Por fim, o forte poder
competitivo da cana-de-agUcar pode ter suprimido a
disseminacao de bibtipos resistentes que apresentassem
fitness cost.

Contudo, é importante considerar que em outros paises
ja foram selecionados biétipos de plantas daninhas resistentes
aos herbicidas inibidores do FSIl, e, em muitos casos, tais
espécies sdo também de ocorréncia comum em dareas de
cultivo de milho e cana-de-agucar no Brasil (Quadro 2). Dentre
estas se destacam a buva (Conyza bonariensis e C.
canadensis), o leiteiro (Euphorbia heterophylla), o capim-pé-
de-galinha (Eleusine indica) e o capim-colchao (Digitaria
sanguinalis).
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CAPITULO 8

RESISTENCIA DE PLANTAS DANINHAS A HERBICIDAS
ATUANTES NO FOTOSSISTEMA | (FS I) (Grupo D)

José Claudionir Carvalho

Arthur Arrobas Martins Barroso
Pedro Luis da Costa Aguiar Alves
Rafael de Prado Amian

8.1. Herbicidas atuantes no FSI: Mecanismo de acao

Os herbicidas diquat e paraquat sdo os membros mais
importantes desse grupo e sao quimicamente designados de
compostos bipiridiliums. A atividade herbicida do diquat foi
descoberta na Inglaterra em 1955 e do paraquat alguns anos
mais tarde. Ambos, atualmente, sdo usados em mais de 84
paises como herbicidas, dessecantes de culturas e também
em areas nao agricolas (Syngenta, 2016a).

O diquat e o paraquat séo cations fortes, com rapida
adsorcao e absorcéao pela folhagem. Chuvas apds 30 minutos
da aplicagdo nao afetam suas atividades. As plantas morrem
em torno de dois a trés dias e sua acao é mais rapida na luz
do que no escuro. Praticamente ndo ha translocacdo do
herbicida na planta. Suas moléculas sdo fortemente
adsorvidas por coldides inorganicos do solo, especialmente
argilas (Syngenta, 2016a).

O paraquat é um herbicida ndo seletivo, usado
extensivamente na preparacao de solo para producgéo de soja,
milho e outras culturas anuais em programas de cultivo
reduzido; nas entrelinhas de culturas perenes; em jato dirigido
nas culturas do milho, algoddo e cana-de-agucar e, também,
na dessecacdo da soja, feijao e batata. Controla plantas
daninhas de folhas estreitas e largas. O diquat é mais utilizado
na dessecagdo de culturas anuais, para uniformizacdo de
maturacao e antecipagao da colheita, além do controle eficaz
de plantas daninhas de folhas largas e, em menor extensao,
de folhas estreitas em pré- semeadura (Syngenta, 2016a).

A fotossintese € uma reacdo de transformacao
energética que ocorre em plantas. Nela, a energia solar é
transformada em energia quimica que sera utilizada para
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sintese de carboidratos, essenciais a manutengdo do
organismo. O fotossistema | (FSI), um complexo proteico
envolvido no processo de fotossintese, atua na transferéncia
de elétrons que ira reduzir o NADP* a NADPH (Taiz & Zeiger,
2013). Hawkes, em 2014, relatou que paraquat € um herbicida
de contato, de acao rapida, que na presenca da luz atua no
cloroplasto, capturando elétrons do FSI. O paraquat aceita um
elétron para produzir um radical reduzido, que reage
rapidamente com O, para gerar radical superéxido (O;7). Essa
producado rapida de ions superéxido supera 0s mecanismos
de protegao enddgenos.

O radical superoxido é transformado em oxigénio e
peréxido de hidrogénio pela acdo da superdxido dismutase
(SOD) cloroplastica (Figura 1). O peroxido reage com ions
superéxido pela intermediagdo de ferro livre, originando
radicais hidroxila. Esses radicais sdo altamente reativos e
combinam-se com macromoléculas, tais como lipideos de
membranas, DNA, proteinas e carboidratos. A reagdo dos
radicais hidroxilas com lipideos insaturados produz uma
reacdo em cadeia que, uma vez iniciada, propaga-se através
da peroxidacao lipidica. O dano da membrana plasmatica, na
sequéncia, libera clorofila livre, que € um poderoso
fotossensibilizador e gerador de oxigénio singleto reativo ('0,)
na presenca de luz. Estas espécies de oxigénio reativo
rapidamente causam a ruptura das membranas celulares que
causam extravasamento de agua a partir das células das
plantas e resultam em rapida dessecacdo foliar. Os sintomas
iniciais visiveis caracteristicos da agdo do herbicida sao
murchamento e cloroses internervais, que comegam em
poucas horas sob condicoes de elevada temperatura e
iluminagdo. Esses sintomas evoluem para tecidos
dessecados, cloréticos e necrosados, culminando com a
morte da planta.
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Figura 1. Mecanismo de acdo do paraquat (Adaptado de Hess &
Weller, 2000).

8.2. Herbicidas atuantes no FSI: Mecanismo de resisténcia

A primeira planta daninha relatada como resistente ao
paraquat e diquat foi cabelo-de-cao (Poa annua). Neste caso,
o biétipo resistente foi selecionado ao paraquat por ser esse o
Unico método de controle de plantas daninhas em um jardim
proximo a Reading, Inglaterra. Plantas de Poa annua
suscetiveis foram mortas com 0,1 a 0,2 kg ha™ de paraquat;
entretanto, a planta resistente requereu mais do que 0,8 kg
ha' para apresentar o mesmo efeito (Hess & Weller, 2000).
Essa resisténcia também foi relatada em populagdes de
Conyza bonariensis crescendo em plantagdes de citros e
vinicolas no Egito. Neste caso, o paraquat foi aplicado oito
vezes por ano por mais de nove anos seguidos (Hess &
Weller, 2000). Atualmente, no mundo, 31 espécies de plantas
daninhas séo relatadas como resistentes ao paraquat em 17
paises (Heap, 2016).
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A maioria dos estudos de resisténcia de plantas
daninhas a paraquat ndo é recente. Muitos destes bi6tipos
tém sido estudados para determinar o seu mecanismo de
resisténcia. As plantas resistentes mais estudadas sao,
provavelmente, buva (Conyza bonariensis) e falsa-cevada
(Hordeum glaucum). Cinco possiveis mecanismos de
resisténcia tém sido propostos: 1. Penetracdo cuticular
restrita, 2. Inativagdo de paraquat através de processos
metabdlicos, 3. Sitio de acdo alterado, 4. Destoxificagéo
enzimatica de espécies reativas de oxigénio gerados pelo
paraquat (ex. superéxido e perdoxido de hidrogénio), e 5.
Sequestro de paraquat na parede celular, citoplasma ou
vacuolo (dificuldade de translocacao para o sitio de acao no
cloroplasto) (Fuerst & Vaughn, 1990).

O nivel de resisténcia para Conyza tem alcancado até
650 vezes (Turcsanyi et al., 1998). Bi6tipo de maria-pretinha
(Solanum nigrum) tem sido relatado como moderadamente
resistente (Chase et al. 1998a, b), no qual o mecanismo
parece ser devido ao fluxo de elétron reduzido no FSI e,
consequentemente, na reducdo da quantidade de superoxido
produzido (Chase et al.,, 1998c). Como seria esperado, a
acumulacdo de matéria seca no biétipo resistente foi menor
do que no biétipo suscetivel.

Alguns estudos indicam que a translocacao do local de
aplicacao para as demais células é a responsavel pela
resisténcia ao paraquat em plantas. A diferenca de
translocagdo entre bibtipos sugere a existéncia de um
mecanismo de sequestro do herbicida. Norman et al. (1993)
concluiram que a sensibilidade ao herbicida foi alterada em
até 100 vezes entre bibtipos, variando com o estadio da planta
no momento da aplicacdo. Diferengas de translocacao foram
confirmadas em varias espécies nas quais o nivel de
translocacédo em folhas novas chegou a ser 60% inferior nos
bidtipos resistentes (Preston et al.,, 1992; Yu et al., 2007).
Existem evidéncias de que o paraquat fica retido nos vacuolos
das células, impedido de atingir seu sitio de acao (Jori et al.,
2007; Lasat et al., 1997; Hawkes, 2014). Esta retencdo do
herbicida em vaclUolos da-se pela alteragdo de
transportadores de proteinas e agentes xenobi6ticos que
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liberam mais lentamente o herbicida em plantas resistentes
(Jo et al., 2004).

Uma interessante caracteristica do mecanismo de
resisténcia em H. glaucum foi sua marcada dependéncia a
temperatura. Quando a temperatura decresceu, plantas
suscetiveis (S) tornaram-se mais sensiveis ao paraquat,
enquanto plantas resistentes (R) tornaram-se mais
resistentes. Desse modo, a diferenga na resposta de paraquat
entre plantas S e R variou de um fator de 3 a 30°C para maior
que 40 a 15°C (Lasat et al., 1996).

Outros mecanismos que elevam a tolerancia ao
paraquat foram encontrados em plantas, mas dificimente
explicam a totalidade da sua resisténcia. Estes estao
associados a tolerancia de plantas aos distintos estresses
pela maior expressdo de enzimas responsaveis pela
desativacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS), como,
por exemplo, a SOD (Sziget & Lehoczki, 2003). Estudando
estas alteragbes em modelos de plantas transgénicas, as
diferencas de suscetibilidade ao herbicida em bidtipos
resistentes e suscetiveis encontradas foram sempre baixas
(fator de resisténcia 4) e dificilmente explicaria a resisténcia
encontrada a campo, que vai de 30 a 650 vezes quando
compara-se o bidtipo resistente com o suscetivel (Hawkes,
2014; Turcsanyi et al., 1998; Ye & Gressel, 1994).

Resisténcia mudltipla de paraquat com glyphosate,
amonio glufosinato ou inibidores da acetil-CoA carboxilase
(ACCase) em populagdes de capim pé-de-galinha (Eleusine
indica) tem sido registrada (Jalaludim et al., 2015).

O primeiro relato de resisténcia de plantas daninhas a
diquat foi com Arctotheca calendula na Australia em 1986.
Existem varios registros de biétipos com resisténcia cruzada a
paraquat e diquat (Heap, 2016).

8.3. O manejo de resisténcia de plantas daninhas com
paraquat

O azevem anual (Lolium multiflorium) € notoério por
apresentar bi6tipos resistentes a herbicidas. Por produzir um
namero muito grande de sementes geneticamente diversas a
cada temporada, o processo de selecionar a resisténcia em
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plantas individuais é relativamente rdpido e com grande
pressao de selecdo. A dependéncia de um Unico mecanismo
de acdo de herbicida para controle do azevém anual ja
causou problemas na Austrdlia no passado. Por exemplo, o
herbicida graminicida diclofop-methyl selecionou populacdes
de azevém anual resistente em cereais e canola menos de
quatro anos apos a sua introdugao, no final da década de
1970. A resisténcia as sulfoniluréias, tais como chlorimuron e
metsulfuron-methyl, desenvolveu-se com rapidez ainda maior
(Figura 2). A resisténcia do azevém anual ao glifosato foi
registrada apdés 20 anos de seu uso, mas populacdes
resistentes ao paraquat demoraram quase 50 anos para
serem registradas (Yu et al., 2004). Por que n&o existem mais
casos de resisténcia ao paraquat? Nao se sabe, mas acredita-
se que os genes de resisténcia sdo muito raros e/ou as
plantas individuais que o0s possuem nado tem boa
adaptabilidade ao ambiente (Yu et al., 2004).

Numero de espécies resistentes a varios sitios de acao
. Accase inhibitors (1) e ALS inhibitors | 2 . EFSPS Synthase inhibiters (3]
—— Synthetic Auxins (4] w= P3| Electron Diverter (4) Microtubule Inhibitars

=— HPPD inhibitors (27} = P3|l inhibitors {5, &, 7))
160

140
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Nimero de espécies
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Anos Dr. |lan Heap, WeedScience, 2016

Figura 2. Evolucdo da resisténcia de plantas daninhas aos
diferentes mecanismos de acdo de herbicidas de 1955 a 2015
(Heap, 2016).
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O fato do paraquat ndo ser geralmente usado como
Unico meio de controle de plantas daninhas certamente € um
fator a considerar. Geralmente, outros herbicidas sé&o
misturados com paraquat e herbicidas seletivo a cultura sao
utilizados posteriormente. Este € o ponto crucial para evitar a
resisténcia de plantas daninhas a herbicidas: integrar o uso de
herbicidas com diferentes mecanismos de acdo e préticas
culturais. Com a falta de herbicidas com novos mecanismos
de acao, é fundamental utilizar adequadamente os existentes
para preserva-los. O mecanismo singular de agéo do paraquat
€ de inestimavel importancia para evitar a resisténcia de
plantas daninhas.

A introdugao do paraquat no Brasil ocorreu na década
de 1970 e o produto sempre teve grande importancia no
controle de plantas daninhas no Pais, devido ao amplo
espectro de acao, a praticidade de uso e a economicidade,
sendo aplicado em milhdes de hectares (Osipe & Adegas,
2015).

Até o momento, ndo existe nenhum relato de espécie de
planta daninha resistente ao paraquat ou diquat no Brasil
(Heap, 2016). Também nado se observa diminuicdo de
suscetibilidade de alguma espécie ao paraquat e, portanto,
nao existe alvo que requeira aumento de dose para efetivo
controle. A provavel causa dessa realidade deve ser atribuida
a reduzida pressao de selecao de bidtipos resistentes. Nao é
comum fazer varias aplicagdes sequenciais de paraquat
isolado em uma mesma area por varios anos seguidos. A
mistura pronta de paraquat e diuron é muito usada em pre-
plantio, assim como aplicacdo de paraquat ap6és glifosato em
pré-plantio e glifosato ap6s paraquat, ja dentro de culturas
geneticamente modificadas.

O maior uso de paraquat isolado no Brasil € em
dessecacao de soja em pré-colheita, antes da semeadura do
milho ou do trigo. Dessa maneira, na sequéncia, aplicam-se
herbicidas com outros mecanismos de acdo, como 0s
inibidores de FSIl ou da enzima hidroxifenil piruvato
dioxigenase (HPPD), seletivos a cultura do milho, ou
inibidores da ACCase, na pré-semeadura da cultura do trigo.
Uma das principais recomendacgdes de manejo de populacdes
resistentes em areas agricolas é a integracdo ao sistema de
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manejo de herbicidas com mecanismo de acao diferenciado
daquele em que a populagéo foi pressionada para resisténcia
(Powles & Holtum, 1994).

Assim, o paraquat é, sem duvida, uma ferramenta
essencial para o controle de plantas daninhas resistentes a
outros grupos quimicos. Devido as suas caracteristicas, de
amplo espectro de controle, acdo rapida e compativel para
uso em misturas, se encaixa perfeitamente no manejo de
plantas daninhas, dando sustentabilidade ao sistema agricola
e contribuindo para o prolongamento da eficiéncia de outros
herbicidas.

Constantin & Oliveira Junior (2005) enfatizaram que
aplicacbes sequenciais em que foram pulverizados
anteriormente herbicidas sistémicos, como glyphosate e 2,4-
D, e ap6és 15 a 20 dias (na véspera ou na data da
semeadura), herbicidas de contato, como paraquat ou,
paraquat + diuron, proporcionaram maior eficiéncia no
controle das plantas daninhas e permitiram a semeadura no
limpo.

Para manejo de leiteiro (Euphorbia heterophylla), Vidal
& Merotto (1999) observaram que o bibtipo resistente aos
inibidores de Aceto Lactato Sintase (ALS) foi suscetivel ao
paraquat (400g i.a./ha). Sendo assim, esse herbicida pode ser
utilizado para o manejo dessa planta daninha resistente.

O uso de herbicidas alternativos de acao total, durante o
manejo invernal em sistemas de plantio direto, pode constituir
uma forma recomendavel de manejo em areas onde as
populacées de capim-marmelada (Brachiaria plantaginea)
apresentam resisténcia aos herbicidas inibidores da ACCase
(Christoffoleti et al., 2001). Neste caso, o paraquat se adéqua
a essa pratica, auxiliando a evitar o aparecimento de
resisténcia em capim-marmelada.

Atualmente, com o uso intensivo de glyphosate e a
adogao maciga do plantio direto, uma alternativa € a aplicagao
de glyphosate seguida por paraquat. Aplica-se glyphosate aos
10 a 15 dias antes da semeadura da cultura para permitir que
o produto se ftransloque até as raizes. Ja proximo a
semeadura, paraquat € aplicado para o controle de um novo
fluxo de germinacdo ou controle de plantas remanescentes
ainda verdes (Werth, 2010).
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Pesquisas sobre eficiéncia no manejo de espécies
resistentes ao glifosato tém apresentado o paraquat como um
dos herbicidas com os melhores padrées de resultado de
controle, seja para o azevém-anual (L. multiflorum) (Roman et
al., 2004: Vargas et al., 2005), seja para plantas do género
Conyza (Vargas et al. 2007; Adegas et al. 2009) ou para
capim-amargoso (Digitaria insularis) (Adegas et al, 2010a;
Adegas et al., 2010b). Esses resultados comprovam a
importancia da utilizacdo do paraquat como um complemento
ao glyphosate, ou alternativa ao mesmo, na operagdao de
manejo em pré-semeadura, 0 que torna este herbicida
importante para a manutengéo do sistema de plantio direto no
Brasil (Osipe & Adegas, 2015).

Com a evolugdo das areas plantadas de culturas
resistentes ao glyphosate no Brasil, a presenca de plantas
voluntérias destas culturas no plantio em sucessao, torna-se
cada vez maior, principalmente quando a cultura seguinte
também & resistente a glyphosate, ou até mesmo em
dessecacao pré-colheita de culturas resistentes ao
glyphosate. Nesses casos, o paraquat constitui-se como
alternativa eficiente para controle dessa resteva (Christoffoleti,
2015).

O diquat é um dos herbicidas mais utilizados na
dessecacdo de culturas, como as de soja, batata e feijao.
Também pode ser utilizado em pré-plantio de culturas anuais
ou nas entrelinhas de culturas perenes. Difere do paraquat por
ter alta atividade contra espécies de folhas largas, mas é mais
limitado no controle de folhas estreitas.

8.4. Interacdes do paraquat com outros herbicidas e
implicacoes no manejo de resisténcia.

Ronchi et al (2002) citaram que, na maioria das vezes,
as misturas de herbicidas sdo utilizadas com o objetivo de
aumentar o espectro de controle das plantas daninhas. Além
dessa vantagem, o uso de misturas de herbicidas permite
reduzir as doses, 0 que implica menor risco de intoxicagao da
cultura, menor efeito residual no solo e reducdo nos custos de
controle. Também, nas misturas, um herbicida pode melhorar
a acao do outro, ou seja, pode ocorrer efeito sinergistico ou
complementar da mistura, resultando em maior eficiéncia de
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controle, mesmo sob variacbes das condicbes climaticas
(Oliveira & Begazo, 1989a, b; Souza et al., 1985; Jordan &
Warren, 1995).

Além disso, o uso de misturas de herbicidas com
diferentes mecanismos de agdo minimiza o risco de
surgimento de plantas daninhas tolerantes e/ou resistentes
(Vargas et al., 1999; Kruse et al., 2000). Essas vantagens
decorrem da interacdo entre os herbicidas (Jordan & Warren,
1995). Segundo esses autores, interacao € a relagdo de um
herbicida na eficacia de um outro. Assim, quando dois ou mais
herbicidas sdo aplicados juntos, os efeitos esperados sobre as
plantas daninhas podem ser aditivos, sinergisticos e
antag6nicos, sendo os dois primeiros os mais explorados no
controle de plantas daninhas.

O efeito sinergistico, ou seja, quando o efeito
combinado de dois herbicidas é maior que o esperado pela
soma dos efeitos desses herbicidas quando aplicados
isoladamente, pode ser resultado do aumento da absorgéo
foliar e da translocacdo desses herbicidas, da inibicado do
metabolismo destes na planta e de interagbes dos
mecanismos de acdo dos herbicidas envolvidos (Jordan &
Warren, 1995).

Ronchi et al. (2002) concluiram que os tratamentos mais
eficientes no controle de duas espécies de trapoeraba
(Commelina benghalensis) e (Commelina diffusa), foram as
aplicagbes sequenciais, com intervalo de 21 dias de paraquat
+ diuron seguida de carfentrazone-ethyl + glyphosate e de
paraquat + diuron seguida de paraquat + diuron. Norsworthy
et al. (2011) reportaram que a mistura com herbicidas
inibidores do FS IlI, como diuron, atrazine ou metribuzin com
paraquat proporcionou controle mais eficiente de milho
voluntario, reduzindo a rebrota.

Inibidores de fotossintese (FSIl) bloqueiam o fluxo de
elétron antes do local onde paraquat torna-se um radical livre
pela aceitacdo de um elétron no FSI. Como seria esperado,
plantas daninhas tratadas com doses baixas de inibidores de
FSII mais paraquat atrasardo o aparecimento de sintomas
fitotoxicos associados com paraquat. Assim, os inibidores de
FSII em baixas doses desaceleram a fotossintese de forma
andloga a baixa intensidade luminosa durante a noite ou em
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dias nublados. Isso permite que o paraquat transloque em
maior quantidade antes de ser limitado por sua propria acao
dessecante (Hess & Weller,2000).

Um exemplo de como paraquat com diuron tornou-se
uma opcao importante no controle de plantas daninhas vem
do Brasil. Na semeadura direta da soja, o excesso de
dependéncia do glyphosate levou a mudanga da flora e ao
surgimento de plantas daninhas tolerantes e resistentes ao
glyphosate em muitos campos. Agricultores pulverizam a
mistura de paraquat com diuron antes da semeadura, para
controlar plantas daninhas resistentes apds uma pulverizagao
com glyphosate. Essa pratica preserva a eficiéncia do
glyphosate, evitando o aparecimento de plantas daninhas
resistentes (Syngenta, 2016b) (Figura 3).

Uma mistura de produtos é considerada antagbnica
quando a resposta resultante dessa é menor do que a
resposta esperada pela somatéria dos efeitos da aplicagcao
isolada dos produtos (Green, 1989). Essa interagdo nao é
exclusiva herbicida/herbicida e pode ocorrer entre o herbicida
e outras moléculas, como inseticidas, adjuvantes, fertilizantes
foliares, etc.

100 -
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Paraquat Paraquat + Diuron

Figura 3. Efeito benéfico do diuron na mistura com paraquat
(Syngenta 2016b)
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Uma mistura de produtos € considerada antagbnica
quando a resposta resultante dessa é menor do que a
resposta esperada pela somatoéria dos efeitos da aplicagdo
isolada dos produtos (Green, 1989). Essa interacdo nao é
exclusiva herbicida/herbicida e pode ocorrer entre o herbicida
e outras moléculas, como inseticidas, adjuvantes, fertilizantes
foliares, etc.

Esse antagonismo pode ocorrer fora ou dentro do
organismo vegetal; antes, durante ou depois da aplicagao. O
antagonismo pode ser bioquimico, quando se reduz a
quantidade do produto que atinge o sitio de acdo; competitivo,
quando um produto impede a agdo do outro por ocupar o
mesmo sitio de acao; fisiolégico, herbicidas com efeitos
biol6gicos contrarios ou quimico, quando um herbicida reage
com o outro e reduz a atividade de um deles ou ambos
(Green, 1989).

Herbicidas de contato comecam a agir em minutos,
paralisam a translocacdo e matam a planta em dois a trés
dias. Os herbicidas sistémicos necessitam translocar pela
planta e completam sua agdo em sete a dez dias. A mistura
de paraquat com herbicidas sistémicos como glyphosate, 2,4-
D e dicamba, apresenta antagonismo porque a acgado de
paraquat é muito rapida e prejudica o desempenho do
glyphosate. Inicialmente, os sintomas de controle observados
sao intensos; porém, esse controle reduz rapidamente devido
ao rebrote das plantas, principalmente em monocotiledéneas
e cyperaceas, como capim-colonidao (Panicum maximum) e
tiririca (Cyperus rotundus), respectivamente (Caballero, 2013)
(Figura 4).

A mistura dos herbicidas que atuam no FSI com MCPA
interage formando compostos menos fitotoxicos ao alvo
(O’'Donovan et al. 1983).

Paraquat em mistura com herbicidas seletivos
residuais como metribuzin, chlorimuron e imazaquin tambéem
apresenta antagonismo. Paraquat em mistura com fomesafen
superou o antagonismo com a adequagao do adjuvante e uso
de alto volume de calda (Hydrick & Shaw, 1994).
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Figura 4. Glyphosate e misturas no controle de Panicum maximum
(Caballero, 2013).

Com relagdo a qualidade da agua da calda, a atividade
do paraquat pode ainda ser afetada pela presenca de cétions,
como Ca* Mg®* e K*, comumente presentes em aguas duras
(Norman & Fuerst, 1997). Vale ressaltar que existe uma
ordem recomendada na mistura de produtos, que vai de
granulos dispersiveis em agua (WG), pdé soluvel em agua
(SP), p6 molhavel (WP), suspensao concentrada (SC),
emulsao 6éleo em agua (EW), emulsao de agua em 6leo (EO),
concentrado para emulsédo (EC), solugdo concentrada (SL) e,
por fim, adjuvantes, 6leos, etc. (Syngenta, 2016b).

Pela complexidade do assunto, o estudo das interagdes
requer conhecimento amplo, incluindo fisiologia vegetal,
bioquimica, botanica, ecologia e quimica dos produtos para
possibilitar, assim, o entendimento do efeito resultante e
explorar as vantagens do uso das misturas.
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CAPITULO 9

RESISTENCIA DE PLANTAS DANINHAS AOS
HERBICIDAS INIBIDORES DA PROTOX (Grupo E)

Saul Jorge Pinto de Carvalho
Acécio Gongalves Netto

9.1. Introducao

Os herbicidas inibidores da protoporfirinogénio oxidase
(PROTOX) tém sido intensamente estudados nos ultimos 40
anos; contudo, até a metade dos anos 80, o modo de agéo
deste grupo de compostos permanecia desconhecido. Ao
contrario de outros herbicidas, os inibidores da PROTOX
(também conhecidos em outros paises como inibidores da
PPO) possuem algumas vantagens para uso agricola, tais
como: baixa toxicidade a mamiferos, eficacia em baixas
concentracdes, amplo espectro de controle, agéo rapida sobre
as plantas daninhas e possibilidade de efeito residual no solo
para controle de plantas daninhas em condicdo de pré-
emergéncia. Ainda, quando comparados a outros
mecanismos de acado, selecionam resisténcia de plantas
daninhas em taxa significativamente menor (Hao et al., 2011;
Salas et al., 2016).

De acordo com Heap (2016), no mundo, foram
registradas apenas nove espécies de plantas daninhas com
bi6tipos resistentes aos inibidores da PROTOX: Amaranthus
tuberculatus (syn. rudis; 2001 - EUA); Euphorbia heterophylla
(2004 - Brasil); Amaranthus hybridus (2005 - Bolivia);
Ambrosia artemisiifolia (2005 - EUA); Acalypha australis (2011
- China); Amaranthus palmeri (2011 - EUA); Descurainia
sophia (2011 - China); Senecio vernalis (2014 - lIsrael); e
Avena fatua (2015 - Canada).

Sabidamente, os herbicidas inibidores da PROTOX
sao importantes componentes no manejo de plantas daninhas
em diversas culturas agricolas, tais como: soja, feijao, cana-
de-agucar, algodao, café e arroz. Devido ao intenso
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aparecimento de plantas daninhas resistentes a outros
mecanismos de ag¢do, comumente, os herbicidas inibidores de
PROTOX sé&o produtos indicados como alternativos, para
auxiliar na prevencao e manejo destes casos (Vidal et al.,
1999).

Atualmente, no Brasil, existem nove moléculas
herbicidas classificadas no GRUPO E registradas para o
controle de plantas daninhas em culturas agricolas,
principalmente para plantas daninhas da classe das
dicotileddneas; embora alguns herbicidas deste mecanismo
de acao atuem em ciperaceas e monocotiledoneas. Os
principais ingredientes ativos, disponibilizados de forma
isolada, ou em misturas formuladas no Brasil, s&o:
carfentrazone-ethyl, flumiclorac-pentyl, flumioxazin,
fomesafen, lactofen, oxadiazon, oxyfluorfen, saflufenacil e
sulfentrazone (Rodrigues & Almeida, 2011).

9.7.1. Mecanismo de acao dos herbicidas inibidores da
PROTOX

Retzinger e Mallory-Smith (1997) classificaram o0s
herbicidas inibidores da PROTOX em quatro grupos quimicos:
difeniléteres (acifluorfen, fomesafen, lactofen e oxyfluorfen),
ftalimidas (flumiclorac e flumioxazin), oxadiazoles (oxadiazon)
e triazolinonas (carfentrazone e sulfentrazone); que apesar de
estruturas quimicas diferenciadas, todos tém o mecanismo de
acao em comum. A PROTOX é a ultima enzima comum das
rotas de sintese do grupo heme e da clorofila (Hao et al.,
2011). Em plantas, duas isoformas da PROTOX s&o
codificadas por dois diferentes genes nucleares, PPX1 e
PPX2. Estas isoformas diferem quanto a localizagao celular:
PPO1 é encontrada nos plastideos, enquanto PPO2 é
encontrada nas mitocondrias (Salas et al., 2016).

A rota metabodlica da PROTOX também é chamada rota
de sintese de porfirinas ou de tetrapirroles (Merotto Junior
&Vidal, 2001). Trata-se da enzima que converte o
protoporfirinogénio-1X em protoporfirina-IX (Figura 1), por meio
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de aromatizacdo oxidativa, com exigéncia de oxigénio
molecular (Matringe et al., 1989; Devine et al., 1993).

Figura 1. Reagdo de oxidagcdo de protoporfirinogénio-IX em
protoporfirina-IX em presenca de oxigénio molecular e da PROTOX.
Nesta reacdo, o oxigénio molecular é reduzido a peroxido de
hidrogénio, com assimilacao de seis elétrons (retirado de HAO et al.,
2011).

Na presenga do herbicida, tem-se a inibicdo competitiva
da PROTOX, o que resulta em acumulo de
protoporfirinogénio-1X no cloroplasto (Camadro et al., 1991). O
aumento da concentragdo de protoporfirinogénio-IX no
cloroplasto promove sua difusdo para o citoplasma, onde é
rapidamente convertido para protoporfirina-IX por peroxidases
insensiveis ao herbicida (Jacobs & Jacobs, 1993). No
entanto, devido a sua elevada natureza lipofilica, a
protoporfirina-IX ndo pode entrar novamente no cloroplasto
(Lehnen et al., 1990). Desta forma, a rea¢éo da protoporfirina-
IX com as enzimas Mg- e Fe-quelatases, localizadas nos
cloroplastos, ndo ocorre, o que resulta na interrupcdo das
rotas de sintese de clorofilas e compostos heme (Matringe et
al., 1989).

A protoporfirina-IX € um pigmento fotodindmico e seu
acumulo no citoplasma, quando em presenca de luz e
oxigénio molecular, origina oxigénio ‘singlet’ (O’). Esse radical
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livre, altamente reativo, provoca a peroxidagado dos lipideos
das membranas, levando a célula a morte (Becerril &Duke,
1989; Hao et al., 2011). Além disso, o rapido acumulo de
protoporfirina-IX observada em plantas tratadas com esse
grupo de herbicidas sugere algum tipo de desregulacao da via
de biossintese, que funciona como uma bomba de produgéao
de radicais livres, acelerando o processo de aparecimento dos
sintomas tipicos. O esquema simplificado do mecanismo de
acao dos inibidores da PROTOX esta apresentado na Figura
2.

Por se tratar de um tetrapirrole fotodinamico, o acumulo
de protoporfirina-1X no citoplasma caracteriza a dependéncia
dos herbicidas inibidores da PROTOX quanto a
disponibilidade de luz para que possam manifestar a agao
herbicidica (Li et al., 2004). As partes das plantas atingidas
morrem em dois ou trés dias, sendo que os primeiros
sintomas aparecem como manchas verde-escuras nas folhas,
que progridem para necrose. Quando aplicados em pré-
emergéncia, 0s sintomas aparecem por ocasidao da
emergéncia das plantulas (Rizzardi et al., 2008).

Em geral, a maioria dos herbicidas inibidores da
PROTOX tem recomendagdo para aplicagdo em pos-
emergéncia, contudo alguns também sdo aplicados em pré-
emergéncia, visando, principalmente, o controle de
dicotiledbneas. Os herbicidas inibidores da PROTOX podem
penetrar nas plantas pelas raizes, caules ou folhas jovens.
Dentro das folhas, possuem translocacdo baixa ou mesmo
ausente, 0 que exige a aplicagdo com boa cobertura foliar
(Rizzardi et al., 2008).

Os expressivos danos causados a estrutura foliar, em
curto espaco de tempo, também contribuem para a baixa
translocacdo dos herbicidas as demais partes da planta.
Assim sendo, quando os inibidores da PROTOX séo
absorvidos pelas raizes ou caule, o transporte é
predominantemente apoplastico (via xilema). Ainda, a partir
do mecanismo de acdo destes herbicidas, explica-se a
necessidade de aplicacdo sobre plantas em adequado nivel
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de hidratagdo. Teoricamente, plantas bem nutridas e
adequadamente hidratadas possuem maiores niveis de
metabolismo celular, o que contribui para a melhor acéo
herbicidica.

Para potencializar o controle de plantas daninhas
promovido pelas aplicacdes em pds-emergéncia, além da boa
cobertura foliar, recomenda-se, em alguns casos, 0 uso de
adjuvantes, bem como deve-se evitar aplicacbes em areas
com possibilidade de chuva em intervalo inferior a duas horas.

Citoplasma
/ CIoropIasto\

Glutamato Protoporfirinogénio-IX
k |

) l @K Oxidagéao
Ac. Aminolevulinico ®

Protoporfirina-1X
Protoporﬂnnogemo -IX ¢ ®I< 0O, + Luz

X
Protox>l l Hertiicida ® (©O)

Protox l
Peroxidagéo de Lipideos

)

D\
\\Citocromos Clorofila/ Necrose j

Figura 2. Esquema simplificado do mecanismo de agdo dos
herbicidas inibidores da protoporfirinogénio oxidase (PROTOX).
Detalhes: a. Reagédo de conversdo do protoporfirinogénio-IX em
protoporfirina-1X; b. Presenca do herbicida e inibicdo competitiva da
PROTOX; c. Difuséo do protoporfirinogénio-1X acumulado para fora
do citoplasma; d. Oxidagdo do protoporfirinogénio-IX a
protoporfirina-IX; e. Protoporfirina-IX ndo pode retornar ao
citoplasma; f. Formacdo de oxigénio ‘singlet’, peroxidacdo dos
lipideos e necrose da célula (retirado de Carvalho &Lépez-Ovejero,
2008).

Protoporfirina-1X
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O estédio de desenvolvimento das plantas daninhas também
€ uma caracteristica importante a ser considerada, visto que
os melhores resultados sdo obtidos com aplicacdes sobre
plantas com 2 — 6 folhas. Em alguns casos, sdo relatados
casos de antagonismo quando da aplicagdo conjunta de
herbicidas inibidores da PROTOX e ACCase (graminicidas).
Em geral, os inibidores da PROTOX possuem alta adsor¢éao
pela matéria organica do solo e, no caso de aplicagdes em
pré-emergéncia, deve-se atentar para a adequagao da dose a
ser utilizada ao teor de matéria organica evidenciado pela
analise de solo (Carvalho & Lopez-Ovejero, 2008).

9.7.2. Mecanismos de resisténcia

A primeira planta daninha a manifestar resisténcia aos
herbicidas inibidores da PROTOX foi uma espécie de caruru
(Amaranthus tuberculatus), nos Estados do Kansas e lllinois
(EUA), nos anos de 2001 e 2002, respectivamente (Heap,
2016). Em seguida, tem-se o relato de resisténcia de
amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla), identificado em
areas produtoras de soja dos Estados brasileiros do Parana e
Santa Catarina, em 2003 (Trezzi et al., 2005). O relato mais
atual envolve a espécie Avena fatua, no Canada, que
manifestou resisténcia multipla a cinco mecanismos de agao,
incluindo os inibidores da PROTOX (Heap, 2016).

Coincidentemente, boa parte dos bidtipos de plantas
daninhas resistentes aos herbicidas inibidores da PROTOX
foram encontrados em areas de producédo de soja e também
manifestaram resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS,
caracterizando casos de resisténcia multipla PROTOX-ALS
(Heap, 2016). Provavelmente, esta observagdo ¢é
consequéncia da adogao de herbicidas inibidores da PROTOX
como mecanismo de acao alternativo aos inibidores da ALS, e
vice-versa, contribuindo para a selecao de resisténcia a
ambos os mecanismos (Trezzi et al., 2014; Salas et al., 2016).

Shoup et al. (2003), conduziram trabalho em que foi
avaliada a resisténcia de A. tuberculatus aos herbicidas
inibidores da PROTOX e ALS. Inicialmente, observaram
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injurias foliares leves e reducao do crescimento do meristema
apical causadas pelos inibidores da PROTOX, contudo as
plantas resistentes tiveram recuperacao a partir dos 14 dias
apos aplicacao (DAA). O biétipo de planta daninha resistente
aos inibidores da PROTOX foi aproximadamente 34, 82, 8 e 4
vezes mais resistente aos herbicidas acifluorfen, lactofen,
fomesafen e sulfentrazone, respectivamente, quando
comparado com o biétipo suscetivel. O biotipo resistente de A.
tuberculatus também manifestou maiores niveis de resisténcia
que o bibtipo suscetivel aos herbicidas thifensulfuron e
imazethapyr (inibidores da ALS). Na Tabela 1 estdo
apresentados os niveis de resisténcia (GRsores / GRsosus)
disponiveis na literatura para os bibtipos de A. tuberculatus
resistentes aos inibidores da PROTOX.

Tabela 1. Comparagdo dos bibdtipos de Amaranthus
tuberculatus resistente e suscetivel aos inibidores da
PROTOX quanto aos valores de GRsy, € niveis de resisténcia
(R/S).

Valores de GR;5g
Herbicidas Resistente Suscetivel R/S Autores

58,8 6,2 9,5 Li et al.,
2004
Acifluorfen 174,5 6.2 28,0 Falk of al
alk et al.,
308,0 49,0 6,3 2006
37,3 3,5 11,0 Li et al.,
153,0 3,5 44,0 2004
Lactofen Falk ot al
alk et al.,
285,0 108,0 2,6 2006
Falk et al.,
Fomesafen 406,0 165,0 25 2006

Trezzi et al. (2005) comprovaram a ocorréncia de
biétipos de E. heterophylla resistentes aos herbicidas
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inibidores da PROTOX (fomesafen) e ALS (imazethapyr), por
meio de curvas de dose-resposta, em casa-de-vegetacdo. O
fator de resisténcia para os bi6tipos de E. heterophylla foi de
62 e 39 (Trezzi et al., 2014). Ainda, controles insatisfatérios
foram obtidos com aplicacdo dos herbicidas acifluorfen,
lactofen, flumiclorac, nicosulfuron, cloransulan e metsulfuran
sobre o bibtipo resistente. Por consequéncia, levantaram a
hipétese da existéncia de diferengas foliares entre as plantas
resistentes e suscetiveis, que podem dificultar a absor¢do de
fomesafen (Trezzi et al., 2009).

Com relacao ao estadio de desenvolvimento, Falk et al.
(2006) compararam a reposta de bidtipos resistentes de A.
tuberculatus quanto a aplicacdo de herbicidas inibidores da
PROTOX em condicdo de pré e pds-emergéncia.
Observaram que as aplicagbes em pré-emergéncia foram
mais eficientes no controle do bidtipo resistente, o que
também foi observado por Shoup e Al-Khatib (2004). Ainda,
Falk et al. (2006) concluiram que a resisténcia de biodtipos de
plantas daninhas aos inibidores da PROTOX torna-se mais
expressiva a partir do estadio de 4-6 folhas.

Experimentos em casa-de-vegetacdo foram conduzidos
para avaliar a resisténcia de A. artemisiifolia aos herbicidas
inibidores da PROTOX e ALS. Contatou-se que os biotipos
resistentes desta planta daninha ndo foram adequadamente
controlados pelos herbicidas acifluorfen, carfentrazone,
chlorimuron, cloransulam, flumiclorac, flumioxazin, fomesafen,
halosulfuron, imazamox, imazapyr, imazaquin, imazethapyr,
iodosulfuron, lactofen, metsulfuron, oxyfluorfen, primisulfuron,
pyraflufen, pyrithiobac, sulfentrazone e trifloxysulfuron (Heap,
2016).

Em geral, a tolerancia natural de espécies vegetais aos
herbicidas inibidores da PROTOX esta relacionada com o
rapido metabolismo do herbicida nas plantas (comumente via
citocromos P-450 ou conjugacao com glutathiona), porém
também pode haver menor absorgao foliar ou radicular, menor
translocacgéo, super-producédo ou insensibilidade enzimética e
sequestracao do herbicida.
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Neste sentido, para avaliar a participagdo da atividade
metabdlica (P-450) na menor resposta dos bibtipos resistentes
de A. tuberculatus aos inibidores da PROTOX, Shoup et al.
(2003) realizaram aplicagdo conjunta dos herbicidas com um
inseticida organofosforado (malathion ou diazinon). Contudo,
ndo foram observadas diferengas de danos causados pelos
herbicidas entre as plantas que foram tratadas com os
inseticidas e aquelas nao-tratadas. Estes resultados sugerem
que o metabolismo diferencial ndo esta relacionado com a
resisténcia aos inibidores da PROTOX.

Da mesma forma, Shoup e Al-Khatib (2005) néo
observaram diferencas quanto a absorcao, translocacdo ou
metabolismo dos herbicidas inibidores da PROTOX entre os
bidtipos resistente e suscetivel de A. tuberculatus.
Trabalhando com outros bibtipos de A. tuberculatus
resistentes aos inibidores da PROTOX, Li et al. (2004)
observaram que o acumulo de protoporfirina-1X no citoplasma
celular das plantas resistentes tratadas com os herbicidas foi
menor quando comparado as plantas suscetiveis.

Patzoldt et al. (2006), trabalhando com A. tuberculatus,
demonstraram que a resisténcia aos inibidores da PROTOX
foi resultado de um Unico mecanismo, a eliminacdo de apenas
um aminodcido (Gly210) no gene PPX2L (perda de trés
nucleotideos), que codifica as duas isoformas da enzima
PROTOX. Lee et al. (2008) e Wuerffel et al. (2015), também
trabalhando com A. {tuberculatus, obtiveram a mesma
conclusdo. Segundo Patzoldt et al. (2006), o gene PPX2L &
responsavel por codificar ambas as isoformas da PROTOX
(plastidica e mitocondrial), de forma que uma Unica alteragéo
no gene confere resisténcia nos dois pontos de atuagdo do
herbicida.

Com relacao a A. artemisiifolia, Rousonelos et al. (2012)
observaram segregacdo da resisténcia em razao de trés
plantas resistentes para uma suscetivel, indicando tratar-se de
resisténcia conferida por um Uunico gene nuclear, com
dominancia incompleta. Neste caso, concluiram que a
substituicdo do aminoé&cido arginina por leucina no codon
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R98L, no gene PPX2, foi responsavel pela insensibilidade
enzimatica da PROTOX, resultando na manifestacao de
resisténcia. Salas et al. (2016), trabalhando com Amaranthus
palmeri, também identificaram a eliminacdo do amino&acido
glicina, na posi¢do 210 do gene PPX2, conferindo resisténcia
ao bidtipo.

9.7.3. Herbicidas alternativos

Na cultura da soja, a ocorréncia de bi6tipos de plantas
daninhas com resisténcia multipla aos herbicidas inibidores da
PROTOX e ALS reduz significativamente o numero de
herbicidas alternativos que podem ser utilizados neste
manejo.  Tradicionalmente, a inibicho da PROTOX é o
principal mecanismo de acdo alternativo para areas com
ocorréncia de bidtipos de plantas daninhas resistentes
somente aos inibidores da ALS. Contudo, com a
manifestacdo de resisténcia multipla, esta opcado ndo é mais
indicada. Também € importante considerar que os herbicidas
inibidores da PROTOX séao alternativas importantes para o
controle de plantas daninhas dicotiledéneas resistentes ao
glyphosate. Assim, a ocorréncia de resisténcia multipla ao
glyphosate e inibidores da PROTOX se caracteriza como um
grande problema ao produtor de soja.

Considerando somente a aplicagdo seletiva na cultura
da soja, para A. tuberculatus, os melhores controles foram
obtidos com os herbicidas alachlor, metribuzin e s-metolachlor
(Shoup & AL-Khatib, 2004). Para A. artemisiifolia, o controle
pode ser feito com bentazon (Heap, 2016). Para o caso
identificado no Brasil (E. heterophylla), nao foram encontrados
relatos cientificos de produtos com mecanismo de acao
alternativo, controle satisfatério e registro para a cultura;
porém, sabidamente, com o advento da soja transgénica
resistente ao glyphosate, esta molécula tornou-se excelente
opcao de manejo.

Por consequéncia, uma das alternativas mais indicadas
para contornar a problematica estabelecida é o cultivo de soja
tolerante ao herbicida glyphosate. Este produto possui
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mecanismo de acdo diferente dos demais, e tem alcancado
bom controle sobre plantas daninhas resistentes aos
inibidores da ALS e PROTOX. Neste sentido, Falk et al.
(2005) observaram que o glyphosate eliminou 98% das
plantas de A. tuberculatus resistentes aos inibidores da
PROTOX, aos 21 DAA. Resultados semelhantes foram
obtidos por Shoup et al. (2003) e Shoup e Al-Khatib (2004)
para A. tuberculatus e Trezzi et al. (2004) para E.
heterophyilla.

Outras alternativas viaveis para o manejo de plantas
daninhas resistentes aos inibidores da ALS e PROTOX na
cultura da soja sdo: a. manejo em condicao de dessecacgao
pré-semeadura; b. manejo em rotacdo ou sucessdao com
outras culturas, principalmente o milho. Para éareas de
dessecagdo ou controle nio-seletivo, os herbicidas 2,4-D,
amoénio-glufosinate, paraquat e diquat podem ser utilizados
com controle satisfatorio das plantas daninhas (Shoup et al.,
2003; Trezzi et al., 2004; Heap, 2016). Em areas de rotagéo
soja-milho, os herbicidas atrazine e simazine podem ser
utilizados para a obtencéo de controle satisfatério do bi6tipo
resistente aos inibidores da PROTOX (Trezzi et al., 2004;
Heap, 2016).

Embora ainda existam algumas alternativas para o
manejo de plantas daninhas resistentes a herbicidas,
principalmente que contemplam os casos mais problematicos,
tais como a resisténcia mdltipla, ndo se devem descartar
medidas tradicionais de manejo e prevengdo. Para tanto,
destaca-se: uso de cultivo, rotagdo de culturas e herbicidas,
limpeza do maquinério, aquisicao de sementes de qualidade,
etc.
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CAPITULO 10

RESISTENCIA DE PLANTAS DANINHAS A HERBICIDAS
INIBIDORES DA SINTESE DE CAROTENO (Grupo F)

Acécio Goncalves Netto
Marcelo Nicolai
Pedro Jacob Christoffoleti

10.1. Introducao

Herbicidas inibidores da sintese de caroteno (Grupo F)
pertencem a uma das mais novas classes de herbicidas
disponiveis comercialmente. O grupo F é constituido de
quatro subgrupos, a saber: Inibidores da PDS (F;), Inibidores
da HPPD (F,), Alvo Desconhecido (Fs3) e inibidores da DOX
sintetase (F4), e s@o utilizados basicamente nas culturas do
milho, cana-de-agucar e algodao.

Os herbicidas do grupo F registrados no Brasil estao
distribuidos em trés grupos quimicos, sendo eles: tricetonas
(mesotrione e tembotrione - F,) isoxazoles (isoxaflutole - Fy)
além das isoxazolidinonas (clomazone - Fy).

O clomazone, o primeiro herbicida importante deste
grupo, foi descoberto em 1984 e usado pela primeira vez no
estado americano de lowa, em 1986.

A descoberta deste grupo de herbicidas, que incluem
compostos como a mesotrione, tembotrione e isoxaflutole, &
atribuido principalmente a observacdao de propriedades
alelopéaticas da planta escova-de-garrafa (Calistemon spp.)
que causava albinismo em algumas espécies de plantas
daninhas (Lee et al., 1997). Um outro aspecto interessante
relacionado a herbicidas deste grupo diz respeito ao
isoxaflutole, cuja atuagdo no controle das plantas daninhas
depende da sua conversao a diquetonitrila. Este fato faz com
que o isoxaflutole seja considerado um pré-herbicida.

Séo translocados apenas pelo floema, com excessao do
herbicida amitrole (ndo registrado no Brasil) que é
prontamente translocado tanto pelo xilema quanto pelo
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floema. Sua acado herbicida varia de acordo com o grupo
quimico, podendo ser:

| — Subgrupo F; (ex.: norflurazon): ocorre da inibicao da
enzima fitoeno desaturase;

I — Subgrupo F, (ex.: mesotrione, tembotrione,
temprazone e isoxaflutole): acontece a inibicdo da enzima 4-
hidroxifenil-piruvato-dioxigenase (HPPD);

[l — Subgrupo F3 (ex.: amitrole): relacionado com
mevalonato e o geranil-geranil pirofosfato, porém ainda néo é
bem esclarecidos (Lee et al., 1997).

IV — Subgrupo F, (ex.: clomazone): atuam inibindo a
enzima deoxixilulose fosfato sintase (DXP sintase),
responsavel pela sintese de isoterpenoides, precursores
béasicos dos carotenoides.

No solo, o principal fator que determina a sor¢cao desses
herbicidas é o teor de matéria organica. A textura do solo e
tem influéncias secundarias na sorcdo, e o pH praticamente
nao tem influéncias. A decomposi¢cdo do herbicida acontece
principalmente pela atividade de microrganismos do solo,
enquanto que a hidrélise e fotdlise tem menor grau de
importancia na degradacéo.

Outro fator importante a ser ressaltado € que alguns dos
herbicidas deste grupo, como norflurazon, fluridone e
principalmente o clomazone, que possui consideravel pressao
de vapor (Senseman, 2007) o que lhe atribui alta volatilidade
comparado aos demais (Rodrigues & Almeida, 2011), quando
aplicados em pré-emergéncia, podem causar fitoxicidade em
culturas vizinhas por deriva, em especial quando se trata de
horti-frutis. Seu potencial para deriva € maior quando estes
herbicidas ndo sao incorporados ao solo.

10.2. Mecanismo e modos de acao

Os herbicidas do grupo F provocam a inibicdo da
sintese de carotendides, com posterior geracao de estresse
oxidativo, que destréi as membranas celulares, levando as
plantas a morte (Kruse, 2001). O caroteno é um pigmento das
plantas responsavel, dentre outras funcdes, pela protecdao da
clorofila a foto-oxidagao.

No subgrupo F; encontram-se as piridazinonas
(norflurazon), as piridinecarboxamidas (diflufenican,
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picolinafen) e o fluridone, os quais sao exemplos de
herbicidas que bloqueiam a sintese de carotenoides pela
inibicdo da fitoeno desaturase. Sua inibicdo causa o acumulo
de fitoeno, fenbmeno ja observado para produtos como o
fluridone (Kowalczyk-Schréder & Sandmann, 1992) e
norflurazon (Sandmann & Béger, 1989).

Tricetonas, isoxazoles e pirazoles (F,) sdo herbicidas
que tem como caracteristica inibir a enzima 4-hidroxifenil-
piruvato-dioxigenase (HPPD), que € a responsavel pela
conversao do 4-hidroxifenil-piruvato a homogentisato. Esta é
uma reacdo-chave na sintese de plastoquinona e sua inibicao
da inicio aos sintomas de branqueamento nas folhas que
emergem apds a aplicacdo. Esses processos resultam de
uma inibicdo indireta da sintese de carotendides devido ao
envolvimento da plastoquinona como co-fator da fitoeno
desaturase (Senseman, 2007).

Amitrole (F3) inibe o acumulo de clorofila e de
carotenoides na presenga de luz, embora o sitio especifico de
atuagdo nado tenha sido determinado. Aclonifen (Fj)
(difeniléter) parece atuar de forma semelhante aos inibidores
da sintese de carotendides, mas 0 mecanismo exato de acao
também n&o est4 elucidado.

Evidéncias recentes sugerem que o clomazone (F,) é
metabolizado para a forma 5-ceto-clomazone pelas
hemoproteinas do sistema citocromo P-450 monoxigenase,
tornando-se ativa como herbicida (Yun et al., 2005). A forma
5-ceto inibe a 1-deoxi-xilulose 5-fosfatase sintase (DOXP), um
composto importante para a sintese de isoprendides dos
plastideos (Ferhatoglu & Barret, 2006).

O sintoma mais caracteristico encontrado quando se
utiliza herbicidas inibidores da sintese de caroteno é o
surgimento de folhagem branca apés o tratamento, conhecido
popularmente por “crescimento albino”. A planta continua
crescendo por algum tempo, mas sem a producao de tecidos
verdes, posteriormente este crescimento cessa e entdo
comegam a aparecer os sintomas de necrose. Esses
herbicidas nado afetam os carotenoides pré-existentes.
Portanto os tecidos formados antes do tratamento nao
mostram os sintomas tipicos de albinismo.
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Embora o crescimento das partes novas seja branco,
estes herbicidas n&do inibem diretamente a biossintese de
clorofila. A perda de clorofila € o resultado de sua destruicao
pela luz (fotooxidacdo), ou possivelmente pela falta de
carotendides indiretamente causando a interrupcao indireta da
biossintese normal de clorofila e do desenvolvimento do
cloroplasto (Bramley & Pallet, 1993). Um papel importante dos
carotendides é o de proteger a clorofila da fotooxidagao.
Depois da clorofila ser sintetizada e se tornar eletronicamente
excitada pela absorcdo de fétons de luz, a mesma é
transformada da forma singlet para a forma triplet, mais
reativa. Normalmente a energia desta forma reativa de
clorofila é dissipada por meio dos carotendides. Quando os
carotenoides ndo estao presentes, estas clorofilas no estado
triplet iniciam reagdes de degradacdo, das quais estd a
destruicdo da clorofila. Portanto, sem a presenca dos
carotenoides, as clorofilas ndo sado capazes de se manterem
funcionais e estaveis (Oliveira Jr, 2001).

10.3. Utilizacao dos herbicidas do grupo F: seletividade e
controle, sinergismo potencial e manejo de resisténcia

Os herbicidas inibidores da sintese de carotenos
possuem grande importdncia para o0 manejo de plantas
daninhas. A seletividade para culturas como milho, arroz e
algodao associado ao amplo espectro de controle atribuem
importancia ao grupo de herbicidas.

Uma grande parte do uso comercial de inibidores HPPD
ocorre em sistemas de produgcdo de milho. Nos Estados
Unidos, em 2010, aproximadamente 42% do total da area
cultivada com milho em lllinois foi tratado com um herbicida
inibidor de HPPD via solo ou de aplicagdo foliar (USDA,
2011). No Brasil, a cultura-da-cana de agucar consome em
grande volume esses herbicidas, com excecdo do
tembotrione.

As recomendacdes sao basicamente:

I- Mesotrione: milho (pds-emergéncia);

[l- Tembotrione: milho (pés-emergéncia);

- Isoxaflutole: milho (pré-emergéncia) e algodao

(p6s-emergéncia, jato dirigido);
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V- Clomazone: algodao (pré-emergéncia) e arroz
(pré-emergéncia).

A seletividade desses herbicidas na cultura do milho tem
sido atribuida a absorcao reduzida, ao rapido metabolismo, e
a insensibilidade enzimatica, embora a importancia relativa de
cada um possa variar de acordo com o herbicida utilizado. Um
trabalho realizado com C,, por Mitchell et al. (2001) mostrou
que a absorcao foliar de mesotrione foi entre 55% e 90% em
trés espécies de ervas daninhas sensiveis, enquanto que na
cultura do milho a absorgao foi de apenas 45%, 24 horas apés
o tratamento. Por outro lado, a absorcdo de topramezone e
tembotrione pelo milho de 24 horas apds o tratamento néo
diferiu da absorgao das plantas daninhas suscetiveis, sendo
cerca de 80% e 86%, respectivamente (Grossmann &
Ehrhardt, 2007; Schulte & Kécher, 2009).

Além disso, inibidores de HPPD s&o, comumente,
associados a herbicidas inibidores do FSII para aumentar a
eficacia de controle das plantas daninhas, além do espectro
de acdo, em sistemas de produgdo de milho. Empregando a
equagao de Colby (Colby, 1967), alguns autores
demonstraram que combinagbes de inibidores de HPPD e
FSIl tém efeitos sinérgicos no controle quando aplicados em
pds-emergéncia (Abendroth et al., 2006; Hugie et al., 2008),
ou em pré-emergéncia (Bollman et al., 2006).

Este sinergismo também foi detectado em algumas
espécies de plantas daninhas. Apesar de resistente a
inibidores do FSIl, Sutton et al.,, (2002) constataram
sinergismo entre mesotrione (56 g.i.a. ha') e atrazina (126
g.i.a. ha™) no controle de Amaranthus retroflexus. Kruse et al.
(2001) em trabalho realizado com associagao de clomazone e
metribuzin constaram também efeito sinérgico no controle de
Bidens pilosa.

Com o avango no numero de casos de resisténcia aos
inibidores da ALS e ao glyphosate observado nos ultimos
anos, 0s inibidores de carotenos desenvolvem papel
fundamental no manejo de plantas daninhas em areas de
producdo de graos, cereais e fibras.

Levando em consideragdo que o manejo de plantas
daninhas nas areas com culturas RoundUp Ready, Liberty
Link s&do baseados na utilizagcdo de praticamente um
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mecanismo de agao, a utilizagdo de herbicidas inibidores da
sintese de caroteno, durante a safra de inverno, torna-se uma
importante ferramenta pois pode quebrar a sequéncia do ciclo
de reprodugao de plantas daninhas resistentes/escapes.

10.4. Plantas daninhas resistentes aos herbicidas
inibidores da HPPD

No mundo foram encontradas duas espécies resistentes
a este grupo de herbicidas, todas resistentes aos herbicidas
mesotrione, tembotrione, do grupo das tricetonas, e
topramezone, do grupo das pirazolones, sendo que apenas 0s
dois primeiros tém registro no Brasil. Os casos se concentram
nos Estados Unidos, mais especificamente nos estados de
Nebraska e Kansas, envolvendo Amaranthus palmeri, além
dos estados de llinois, lowa, Missouri e Nebraska, envolvendo
Amaranthus tuberculatus, sendo os mesmos, tanto o caso
com A. palmeri quanto o com A. tuberculatus, relatados entre
0s anos de 2009 e 2011. Ainda n&o foi relatado nenhum caso
envolvendo o herbicida isoxaflutole, do grupo quimico das
isoxazoles (Heap, 2016; Schultz et al., 2015; Jhala et al.,
2014; McMullan & Green, 2011; Hausman et al., 2011).
Acredita-se que a evolugdo da resisténcia das espécies de
Amaranthus deve-se a probabilidade inerente da espécie em
desenvolver resisténcias multiplas a herbicidas (Bradley,
2013; Hausman et al., 2011; Legleiter & Bradley 2008).

10.5. Utilizacao como alternativa de controle a plantas
daninhas resistentes

Os herbicidas inibidores da sintese de caroteno tém
ganhado grande destaque no cenario brasileiro, e o seu uso
vem sendo cada vez mais frequente, inclusive como
alternativa de controle de espécies de plantas daninhas
resistentes a herbicidas de outros mecanismos de acéo.

Sutton et al.,, (2002) observaram que o herbicida
mesotrione obteve 6timos resultado no controle de plantas
daninhas resistentes aos herbicidas inibidores da ALS e FSII,
sem deixar de ser seletivo a cultura do milho. O trabalho
mostra que o herbicida mesotrione, na dose de 150 g ha™,
obteve controle de plantas resistentes a FSII como, por
exemplo, Chenopodium album, Amaranthus spp., Solanum
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nigrum, bem como espécies de plantas daninhas com
resisténcia acetolactase sintase (ALS), por exemplo Xanthium
strumarium, Amaranthus spp e Sonchus spp. Estes resultados
comprovam que os bibtipos resistentes e suscetiveis das
espécies citadas foram controlados pelo mesotrione. Scarpari
et al. (2006) observaram que o mesotrione € uma alternativa
de pds-emergéncia para o manejo de Bidens pilosa resistente
aos herbicidas inibidores da ALS, na cultura do milho

Para Vidal et al. (1999) o herbicida isoxaflutole,
indicados para aplicagdo no solo, pode ser utilizado nas
culturas em sucessao, para minimizar a populagao de plantas
resistentes a outros herbicidas, permitindo diversidade de
estratégias para a prevengao de resisténcia. Costantin et al.
(2004), por sua vez, indicaram a aplicagao em pré-emergéncia
de isoxaflutole como uma alternativa eficiente para controle de
Bidens pilosa resistente a ALS. Ainda, o uso de mesotrione
em milho & geralmente acompanhado de atrazina. Nao
raramente, por motivos de custo e agronémicos, o isoxaflutole
tem seu uso em cana-de-agucar complementado por
ametrina. Estas praticas de manejo, que associam o uso de
herbicidas, contribuem para redugcdo da possibilidade de
surgimento de bidtipos resistentes.

No Brasil ainda ndo existem relatos de plantas daninhas
resistentes aos herbicidas inibidores da HPPD, o que o torna
uma ferramenta importante para o futuro seria a introducéo de
cultivares resistentes a herbicidas inibidores da HPPD. A
capacidade que estes herbicidas possuem de controlar uma
vasta gama de plantas daninhas, seja graminea ou folha
larga, levou as empresas a desenvolverem uma cultivar de
soja resistente a estes herbicidas (Matringe et al. 2005;
Young, 2009). A vantagem da soja resistente a HPPD é que
as plantas daninhas resistentes a outros grupos de herbicidas
podem ser controladas pelo herbicida isoxaflutole (Keller,
2013), proporcionando assim aos produtores um novo
mecanismo de agdo para combater ervas daninhas
resistentes ao glifosato, controle amplo espectro de controle
além atividade residual do solo. Outras empresas estao
envolvidas no desenvolvimento de cultivares resistentes aos
herbicidas isoxaflutole, mesotrione e glufosinato. Green et al.
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(2011) sugere que herbicidas inibidores de caroteno possam
ser a combinados com glifosato.

10.6. Consideracoes finais

No Brasil ainda nao existem relatos de plantas
daninhas resistentes aos herbicidas inibidores da HPPD,
porém duas espécies (Amaranthus palmeri e Amaranthus
tuberculatos) ja apresentam resisténcia aos herbicidas
mesotrione e tembotrione nos Estados Unidos. Como estes
dois herbicidas estdo sendo cada vez mais utilizados para o
controle de plantas daninhas no Brasil, a pressao de selegéo
ird aumentar e consequentemente o risco de selecionar um
biotipo resistente sera maior.

Estes herbicidas sdo uma alternativa importante para o
controle de plantas daninhas, e se a pressao de selegao for
mantida através do uso continuo, a resisténcia aos herbicidas
logo tornara a ferramenta ineficaz.

Adotando técnicas de manejo, como rotacao de
herbicidas e planejamento de aplicacdo, pode-se prevenir a
selecdo de biotipos resistentes e assim manter os herbicidas
inibidores da HPPD como uma importante ferramenta no
controle das plantas daninhas no Brasil.
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CAPITULO 11

RESISTENCIA DE PLANTAS DANINHAS A HERBICIDAS
INIBIDORES DA EPSPs (Grupo G)

Pedro Jacob Christoffoleti

Marcelo Nicolai

Marcel Sereguin Cabral de Melo

Danilo Carvalho Pereira da Silva

Caio Augusto de Castro Grossi Brunharo

11.1. Introducao

O glyphosate € o herbicida mais utilizado no mundo, e
vem sendo aplicado ha mais de 40 anos nos mais variados
sistemas de produgcdo. A adocdo de culturas resistentes a
este herbicida e a queda da sua patente no ano de 2000
podem ser citados como fatores decisivos para sua ampla
aceitabilidade e adog¢do (Duke & Powles, 2008; Gianessi,
2004).

As plantas daninhas, como quaisquer outros seres
vivos, estdo continuamente evoluindo, portanto, sujeitas a
selecdo natural. A resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas nada mais € do que a sele¢do natural atuando em
uma populagcdo selvagem devido a acdo de um agente
selecionador. O resultado dessa selecao, neste caso a
presenca de bidtipos resistentes, vem sendo um dos maiores
desafios nos sistemas agricolas recentemente, sobretudo pelo
fato de um namero exponencial de novos casos de resisténcia
terem sido reportados nas ultimas décadas nos mais diversos
sistemas de produgado, associados principalmente a alta
dependéncia de herbicidas (Jasieniuk et al., 2008). Até o
momento, 977 biotipos de plantas daninhas em 65 paises
foram identificadas como sendo resistentes a herbicidas em
pomares, lavouras, pastagens e areas ndo agricolas (Heap,
2016).

O conhecimento do mecanismo de resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas €& necessario para a
determinacdo de praticas de manejo que previnam a
ocorréncia de novos bibtipos resistentes em outras areas e,
principalmente, para o estabelecimento de programas de
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manejo preventivo a selecdo de bidtipos resistentes, além da
determinacao das praticas de controle das plantas resistentes
ja selecionadas (Merotto Jr. et al., 2010). Somente a partir da
integracdo do conhecimento das caracteristicas genéticas,
bioecolégicas e agrondmicas, sera possivel fazer o
planejamento adequado dos sistemas de produ¢cdo como um
todo para que a sustentabilidade do sistema agricola seja
atingida.

11.2. Mecanismo de acao e resisténcia ao glifosato

O glifosato tem como mecanismo de agao a inibicao da
5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato  sintase  (EPSPS) (EC
2.5.1.19), que é a responsavel pela reagdo de conversao do
chiguimato-3-fosfato e fosfoenolpiruvato em EPSP e fosfato
inorgénico, na rota do acido chiquimico (Geiger &Fuchs,
2002). Segundo Boudet et al. (1985), esta rota metabdlica
pode ser responsavel por cerca de 20% de todo o fluxo de
carbono e 35% de todos os compostos fendlicos produzidos
na planta. A inibicdo da EPSPS resulta no acimulo de &cido
chiquimico nas plantas e na redugdo da biossintese de
aminoacidos aromaticos, como triptofano, tirosina e
fenilalanina, fundamentais na alocacdo do carbono nas
plantas, além de interferir na producdo de flavonas,
isoflavonas, antocianinas, taninos condensados, ligninas e
outros compostos fundamentais para o desenvolvimento
vegetal (Amrhein et al., 1980; Taiz & Zeiger, 2009).

A enzima EPSPs, segundo Velini et al. (2012), possui
elevado nivel de conservagao entre espécies vegetais, ou
seja, ela esta presente em grande parte dos vegetais de uma
forma pouco mutada nas regides em que o herbicida atua,
caracteristica esta que confere ao glyphosate amplo espectro
de acao sobre os vegetais e pouca seletividade.

Dentre as caracteristicas do herbicida glyphosate que
intensifica seu uso na agricultura esta a capacidade de
translocar das diversas partes do tecido vegetal para os
meristemas, raizes e O6rgdos de propagacdo vegetativa,
inibindo a acdo da EPSPS (Amrhein et al., 1980). Os genes
que expressam a EPSPs sdo mais ativos nos meristemas,
seguidos por colmos, folhas maturas e cotilédones (Weaver
&Hermann, 1997). Trabalho realizado por Feng et al. (2003)
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evidenciou que existe intima relacdo entre a expressdo da
EPSPs no tecido vegetal e a suscetibilidade ao glyphosate.

Os mecanismos que conferem a resisténcia de plantas
daninhas ao glyphosate podem ser divididos em duas classes:
(a) relacionados ao sitio de acao (chamada também de
especifica) e (b) nao relacionados ao sitio de acao (chamada
também de nado-especifica). No primeiro caso, o herbicida
atinge o sitio de agédo, mas nao consegue inibir a enzima do
bidtipo resistente, como acontece com os biotipos resistentes
ao glyphosate que possuem mutagcdo na posicdo 106 da
EPSPs, onde pode haver uma substituicdo do aminoacido
prolina por uma serina, threonina, alanina ou leucina,
mudando a forma com que o glyphosate se “acopla” a EPSPs
(Perez-dones et al., 2007; Funke et al., 2009). Ha& também
casos em que o herbicida é capaz de realizar sua funcéo, ou
seja, inibir a acdo da EPSPS, mas os bibtipos resistentes
possuem a habilidade de produzir mais EPSPS do que o
glyphosate é capaz de inibir, conhecida como superexpressao
génica ou possuir um maior numero de genes que codificam a
EPSPS distribuidos no genoma da planta (Gaines et al.,
2010). Quanto a resisténcia nao relacionada ao sitio de agao,
existem diversos mecanismos que conferem ao bibtipo
resistente a habilidade de sobreviver ap6s uma aplicacao de
glyphosate: baixa absorcao, baixa  translocagéo,
compartimentalizagdo do herbicida no vacuolo e metabolismo
do herbicida (Délye, 2011; YUAN et al., 2006).

Segundo revisdo realizada por Shaner (2009), existem
duas principais formas em que o glyphosate pode entrar na
célula vegetal: uma seria baseada em um sistema ativo,
podendo ter a ajuda de um carreador, e outra € realizada
passivamente. Plantas de Catharanthus roseus, Zea mays,
Glycine max e Vicia faba, foram submetidas a aplicagbes de
glyphosate e mostraram que, a baixas concentragbes, a
entrada do glyphosate na célula podia ocorrer contra o
gradiente de concentragdo que varia entre 3 a 50uM. Acima
de 50uM, o glyphosate teve entrada linear na célula
comparada com a concentragcdo externa, mesmo com a
adicao de moléculas competidoras na entrada deste na célula,
como fosfato de sddio (Denis & Delrot, 1993)
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Alacon-Reverte et al. (2013), por exemplo, estudaram
bidtipos de capim-arroz (Echinochloa colona) oriundos do
norte da Califérnia quanto a sua suscetibilidade ao
glyphosate. Primeiramente, foi feito um experimento de dose-
resposta e encontraram fator de resisténcia de 6,6, ou seja, a
razdo entre a dose de glyphosate necessaria para reduzir o
crescimento em 50% do bidtipo resistente pelo suscetivel foi
6,6 ou, em outras palavras, foram necessarias 6,6 vezes mais
herbicida aplicado no bidtipo resistente para igualar um dano
de 50% causado ao bidtipo suscetivel. Em seguida, foi feito o
experimento de acumulo de chiquimato através da
metodologia de Shaner et al. (2005), e esse fator de
resisténcia se reduziu para 5,0, quando estes foram
quantificados quatro dias apés a aplicagao de glyphosate. A
metodologia de avaliagdo do acumulo de chiquimato por meio
de discos foliares é muito utilizada como um experimento
complementar quando se intenciona descobrir 0 mecanismo
de resisténcia ao glyphosate, uma vez que o ndo acumulo de
acido chiquimico pode se correlacionar com a insensibilidade
da EPSPs, indicando a possivel mutacdo no gene que a
codifica, ou mesmo amplificacdo génica no cddigo genético.
Em seguida, com a finalidade de encontrar o mecanismo de
resisténcia, foi realizado um experimento para avaliar a
absorcao e translocacao do herbicida aplicado em uma folha
para o restante da planta, e foi concluido que ndo havia
diferencas nem na absor¢cdo nem na translocacao entre os
bidtipos resistente e suscetivel. Por fim, através de técnicas
moleculares, foi realizado o sequenciamento parcial do gene
que codifica a EPSPs, e foi encontrada uma mutagdo na
posicao 106, com substituicdo do aminoacido prolina por uma
serina, mas esta substituicio pode também ser por outro
aminoacido, como threonina, alanina ou leucina (Perez-Jones
et al., 2007; Preston et al., 2009). Essa mesma mutacao é
também documentada por Perez-Jones et al. (2007) na planta
daninha Lolium multiflorum, em bi6tipos do Chile e EUA.
Apesar desse mecanismo de resisténcia conferir baixo fator
de resisténcia comparado com aquele que as culturas
geneticamente modificadas possuem, as plantas daninhas
com esse tipo de mutacdo sdo capazes de sobreviver apds a
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exposicao a dose recomendada de campo (Padgett et al.,
1996).

Segundo Shaner (2009), a absorcao reduzida e
consequente translocagdo diferencial pode ser devido a
quatro fatores: (a) alteracdo do transportador de fosfato
responsavel por levar o glyphosate até o interior da célula por
transporte ativo, podendo essa alteracao ser total, ou seja, o
transportador nao mais reconhece o glyphosate; (b) evolucao
de um novo transportador que carrega o glyphosate para o
vacuolo, prevenindo o glyphosate de atingir tanto o floema
quanto o cloroplasto; (c) evolugdo de um novo transportador,
que bombeia o glyphosate por transporte ativo para fora da
célula diretamente para o apoplasto e; (d) evolugdo de um
transportador na membrana do cloroplasto que bombeia o
glyphosate para fora do cloroplasto, prevenindo que o
herbicida atinja o sitio de acdo. A absor¢éo e/ou translocagéao
diferencial pode conferir resisténcia a plantas daninhas com
fatores de resisténcia que variam entre 3 e 10.

Xia et al. (2010) encontratam um novo indicio que
fornece maiores elucidagbes de como a translocacdo
diferenciada entre bibtipos suscetiveis e resistentes ocorre.
Utilizando-se de glyphosate marcado em seu atomo *'P e
NMR (Nuclear Magnetic Resonance), os autores avaliaram o
comportamento do herbicida dentro de biétipos resistentes e
suscetiveis de buva (Conyza canadenses) ao longo do tempo
in vivo. Na avaliagdo de 24 horas ap6s o tratamento dos
biétipos com glyphosate, constatou-se a presenca de 85% do
herbicida dentro dos vacuolos do biétipo resistente, enquanto
que apenas 15% foi constatado nos vacuolos do biétipo
suscetivel. Esses dados explicam a diminuta translocagao
observada por Feng et al (2004) em biotipos dessa mesma
espécie. O transporte do citoplasma para o vacuolo, uma vez
que a barreira do tonoplasto deve ser quebrada, é explicada
pela existéncia de uma proteina carregadora em maior
concentracao/especifica do bibtipo resistente (Yuan et al.,
2006).

No caso de mecanismos de resistencia especifica, o
herbicida atinge o sitio de agdo, mas nao consegue inibir a
enzima do biétipo resistente, como acontece com os bibtipos
resistentes ao glyphosate que possuem mutacdo na posi¢ao
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106 da EPSPs, onde pode haver uma substituicdo do
aminoacido prolina por uma serina, threonina, alanina ou
leucina, mudando a forma com que o glyphosate se “acopla” a
EPSPS (Perez-Jones et al., 2007; Preston et al., 2009; Funke
et al., 2009). H4 também casos em que o herbicida é capaz
de realizar sua funcéo, ou seja, inibir a acdo da EPSPs, mas
os bidtipos resistentes possuem a habilidade de produzir mais
EPSPs do que o glyphosate € capaz de inibir, conhecida
como superexpressao génica (Gaines et al., 2010).

11.3. Aspectos das principais plantas daninhas
resistentes ao glifosato no Brasil

No Brasil, at¢é o momento, foram confirmadas 41
espécies de plantas daninhas resistentes a herbicidas (Heap,
2016), que incluem os inibidores da ALS (Gazziero et al.,
1998), inibidores da ACCase (Vidal et al., 2006; Lépez-
Ovejero et al., 2005), auxinas sintéticas (Andres et al., 2007),
inibidores da EPSPs (Brunharo et al.,, 2015), inibidores da
PPO (Trezzi et al.,, 2006) e inibidores do fotossistema Il
(Francischini et al., 2012).

Desde a ampla adogdo de culturas geneticamente
modificadas com resisténcia ao glyphosate, bem como a
ampla adocdo de um sistema agricola dependente desse
ingrediente ativo, bidtipos resistentes ao glyphosate vém
sendo selecionados em culturas como milho, soja e pomares
diversos. No Brasil, foram identificados biotipos de buva
[Conyza bonariensis (L.) Cronquist] (Vargas et al., 2007),
voadeira [Conyza canadensis (L.) Cronquist] (Lamego &Vidal,
2008; Moreira et al., 2007), avoadinha [Conyza sumatrensis
(Retz.) E. Walker] (Santos, 2012), azevém (Lolium multiflorum
Lam.) (Roman et al., 2004; Vargas et al., 2004), capim-
amargoso [Digitaria insularis (L.) Fedde] (Carvalho et al.,
2011), capim-branco (Chloris elata Desv.) (Brunharo et al.,
2015), capim-pé-de-galinha (Eleusine indica) (Takano et al.,
2016).

Recentemente, Melo (2016) realizou mapeamento de
capim-amargoso e avaliagdo da frequencia com que
populacdes dessa planta daninha resistentes ao glifosato
estavam presentes nas principais regides produtoras do
Brasil. No total, 686 amostras foram analizadas, e populacdes
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resistentes foram encontradas em 39 municipios em Parana,
3 no estado de S&o Paulo, 2 em Minas Gerais, 1 em Goias e 9
em Mato Grosso. O autor, ainda, estudou quais os
mecanismos de resisténcia que possivelmente estdo
envolvidos na resisténcia de capim-amargoso ao glifosato
provindos das regides de Matdo-SP, Campo Florido-MG e
Diamantino-MT, e encontrou que a absorg¢do e translocacao
diferencial, bem como mutacdo na posicao 106 da EPSPS,
néo estao associadas ao mecanismo de resisténcia. Por outro
lado, Carvalho et al. (2012), estudando uma populacdo
resistente de capim-amargoso proveniente do estado de Sao
Paulo, encontraram que a menor absorcao de herbicida, maior
retencdo de herbicida na folha tratada, metabolismo e
mutacdo na EPSPS sdo os mecanismos de resisténcia de
capim-amargoso ao glifosato.

As praticas de manejo adotadas pelos produtores estdo
diretamente relacionadas com a selecdo de Dbiotipos
resistentes de plantas daninhas, assim como 0s seus
mecanismos de resisténcia. O uso de doses de herbicida
maiores do que as recomendadas geralmente elimina a
maioria dos individuos presentes na populacdo, mas
seleciona alguns poucos e raros individuos que carregam
genes que permitirdo sua sobrevivéncia na presenga do
herbicida, como mutacées na EPSPS. Por outro lado, o uso
de baixas doses pode selecionar aos poucos genes que
conferem baixa resisténcia a herbicidas, mas que com o
tempo, especialmente em espécies de polinizagdo cruzada,
esses genes se acumulam na populagéo, como é o caso dos
mecanismos de resisténcia ndo especificos. Considerando-se
que as praticas agronémicas adotadas pelos produtores,
principalmente relacionadas as praticas de manejo adotadas,
estdo diretamente relacionadas com a selecdo de bidtipos
resistentes e também o mecanismo de resisténcia destes
mesmos bidtipos, pode-se inferir que estas populagbes de
capim-amargoso acima estudadas provavelmente foram
selecionadas em sistemas de producao distintos.

Brunharo et al. (2015) estudaram 89 populagbes de
capim-branco provenientes dos estados de Sao Paulo, Mato
Grosso do Sul, Parana e Minas Gerais, e concluiram que duas
populacdes eram resistentes ao glifosato, uma proveniente de
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Parana e outra de Sao Paulo, e estudaram a populagédo de
Sao Paulo em maiores detalhes para verificarem quais sao os
mecanismos de resisténcia ao glifosato. Os autores concluem
que a absorcao reduzida e a reduzida translocagao para as
partes vegetativas da planta estdo relacionadas ao
mecanismo de resisténcia desse bibtipo, e mutacdo na
posicdo 106 da EPSPS, aumento no numero de cépias da
EPSPS no genoma e superexpressao génica da EPSPS nao
foram observadas. Esses resultados sdo semelhantes ao de
Carvalho et a. (2012), que observaram que o biétipo resistente
de capim-amargoso absorveu 12% menos glifosato que o
bidtipo  suscetivel. Estudando bidtipos resistentes e
suscetiveis de Lolium rigidum, Adu-Yeboah et al. (2014)
descobriram que os biotipos resistentes, apdés 48 horas
passadas dos tratamentos, retinham duas vezes mais '“C-
glyphosate nas folhas tratadas do que os bidtipos suscetiveis,
e concluiram que este era 0 mecanismo de resisténcia desse
bidtipo.

11.4. Uso de culturas transgénicas para a resisténcia ao
glifosato e implicacoes na resisténcia

A década passada vivenciou uma revolugdo mundial na
maneira como se produzia alimentos, gracas ao advento e
ampla adocao de culturas geneticamente modificadas (Powles
& Yu, 2010), com destaque para soja, milho e algodao
resistente ao herbicida glyphosate. Este fenbmeno resultou,
entretanto, na dependéncia do manejo quimico de pestes na
agricultura, em especial o uso do glyphosate como principal
forma de manejo das plantas daninhas.

Existem dois tipos de EPSPs documentadas na
literatura, baseadas conforme sua sensibilidade ao
glyphosate: a classe | € encontrada em todas as plantas e em
algumas bactérias, e sua atividade é inibida sob baixas
concentragdes de glyphosate (Franz et al., 1997). A EPSPs
classe Il, encontrada também em espécies de bactérias,
inclusive Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniai e
Agrobacterium sp. Strain CP4, sdo dotadas da habilidade de
continuar sua atividade catalitica mesmo na presenga de altas
concentragcdes do herbicida em questdo (Dillet al., 2008;
Funke et al.,, 2005; Priestman et al., 2005). Essa maior
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habilidade se da devido a uma substituicdo na posicao do
gene que codifica a EPSPS, onde uma alanina é substitui uma
glicina. Essa substituicdo interfere fisicamente no
acoplamento do glifosato junto com a EPSPS, de forma que o
radical metil da alanina se colide com o oxigénio do grupo
fosférico do glifosato, evitando assim sua agédo (Funke et al.,
2005).

A primeira cultura agricola liberada para a
comercializagao contento o gene de resisténcia ao glifosato foi
a soja, em 1998, seguida pelo milho e o algodao, ambos em
2008 (CTNBio, 2016). Essas culturas carregam o gene cp4
epsps, naturalmente presente em Agrobacterium tumefaciens,
e codificam uma versao da proteina EPSPS que possui menor
afinidade para o glifosato. A rapida adogao dessas culturas,
porém outro lado, a alta dependéncia de um Unico mecanismo
de acdo para o manejo de plantas daninhas levou a selegéo
do primeiro biétipo resistente ao glifosato no Brasil, 0 azevém,
em 2003 (Heap, 2016).

Nesse cenario, € imprescindivel que novas medidas de
controle sejam desenvolvidas. Na realidade, a palavra “nova”
nao é totalmente correta nesse contexto, podendo ser
substituida por “esquecidas no passado”, como a utilizagdo de
herbicidas pré-emergentes na pré-semeadura/semeadura das
culturas anuais, associacao de herbicidas para a dessecagao
e utilizagdo de herbicidas seletivos alternativos e/ou
associados ao glyphosate, mesmo quando da adocdo de
culturas geneticamente modificadas para a resisténcia ao
glyphosate. De modo geral, para evitar o surgimento de
espécies resistentes em uma area agricola é necesséaria a
reducdo da pressdo de selecdo na populacdo por meio de
praticas agricolas como rotagdo de culturas, rotacdo de
herbicidas, associagcdo de ingredientes ativos de diferentes
mecanismos de acgdo, e tudo isso de nada adianta se nao
forem praticas coletivas e em conjunto com os agricultores da
regido, uma vez que certas espécies de plantas daninhas
possuem sementes que sao dispersas por muitos quildbmetros
(Inoue & Oliveira Jr., 2011).

Apesar de as associagdes de herbicidas juntamente
com o glifosato ser uma das medidas de manejo mais
adotadas por produtores, essas medidas n&do resultam em
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total eliminacdo das possibilidades de selecdo de bidtipos
resistentes. A associacado de glifosato exclusivamente com
herbicidas como paraquat, por exemplo, resultou na selegéo
de bidtipos de azevém com resisténcia mdltipla (Yu et al.,
2007). Nesse contexto, o manejo integrado com técnicas
culturais, mecanicas e manejo quimico deve ser adotado.
Neve et al. (2011), através de modelos matematicos, mostrou
que a rotacdo de culturas resistentes ao glyphosate com
culturas resistentes a glufosinate ou cultivares convencionais
reduz o numero de aplicagbes de glyphosate durante o ano.
Nesse estudo, as chances de surgimento de bidtipos
resistentes de Palmer amaranth (Amaranthus palmeri) se
reduziram em 50%, quando comparado com a utilizagdo
apenas de culturas resistentes ao glyphosate.

Johnson et al. (2012) estudaram diversas taticas
visando reduzir a pressao de selecao sobre plantas daninhas
em area semeada com soja transgénica para a resisténcia ao
glyphosate, e concluiram que a aplicacdo de herbicidas em
pré-emergéncia das plantas daninhas e da cultura seguidos
por uma aplicacdo de glyphosate resultaram nos melhores
tratamentos para o controle de plantas daninhas de folha larga
(Chenopodium album, Amaranthus rudis e Ambrosia trifida) e
nao constataram reducao na produtividade da cultura.

11.5. Consideracoes finais

A existéncia de bibtipos resistentes ao glifosato €, hoje,
uma realidade nos sistemas de produgcao brasileiros, e o
entendimento de como maneja-los e entendé-los é de extrema
importancia para que perdas na produtividade sejam evitadas.
O ¢lifosato é parte integrada dos sistemas de produgédo
brasileiros, e sua utilizacdo, sem duvida, traz diversos
beneficios aos produtores. Porém, esta ferramenta deve ser
utilizada com consciéncia, sempre utilizando-o como parte do
manejo de plantas daninhas, e ndo como ferramenta Unica.
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CAPITULO 12

RESISTENCIA DE PLANTAS DANINHAS A
HERBICIDAS INIBIDORES DA GLUTAMINA SINTETASE
(GS) (Grupo H)

Thiago de Oliveira
Caio Augusto de Castro Grossi Brunharo

12.1. Introducao

O glufosinato de amonio (2-Amino-4-
(hydroxymethylphosphinyl) butyric acid ammonium salf) € uma
molécula amplamente adotada para o controle de plantas
daninhas na agricultura devido ao seu amplo espectro de
acao, em especial por ter a peculiaridade de se comportar
como um substrato andlogo ao glutamato, inibindo
irreversivelmente a glutamamina sintetase. Recentemente,
sua utilizagdo vem aumentando devido a selecao de biotipos
resistentes a herbicidas de amplo espectro de controle como o
glifosato, onde o glufosinato funciona como um herbicida
alternativo para o controle desses bibtipos. Além disso, o
desenvolvimento de culturas resistentes ao glufosinate, como
aquelas da tecnologia Libert Link®, também vém estimulando
a ampla adogéo deste herbicida (Brunharo et al., 2014).

O nitrogénio é o constituinte primario de nucletideos e
aminoacido e, apds carbono, hidrogénio e oxigéncio, o
elemento mais abundante em plantas. A glutamina sintetase
(GS; E. C. 6.3.1.2) € uma enzima chave em sua assimilacao.
Esta enzima catalisa a transferéncia de amobnia para o
glutamato, formando a glutamina, onde esta tem o0 seu
nitrogénio transferido para o a-ketoglotarato e em seguida ha
formacao de glutamato (Meek & Villafranca, 1980).

Pela primeira vez em 1988 o0 gene pat, encontrado na
espécie Streptomyces viridochromogenes, foi introduzido em
plantas de tabaco, conferindo a esta a resisténcia ao amoénio
glufosinato (Wohlleben et al., 1988). Este gene condifica a
enzima N-acetyltransferase, que especificamente degrada o
aménio glufosinato antes mesmo deste atingir seu sitio de
acao, em uma reacgao de acetilacao, formando compostos que
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em seguida sao metabolizados pelas plantas a compostos
nao-toxicos.

O glufosinato é considerado um herbicida que resulta
em baixa pressado de sele¢do sobre as plantas daninhas, em
especial por ndo possuir atividade residual no solo (Moss &
Rubin, 1993). Entretanto, o aumento de sua adocéo, aliado a
expansdo da area agricola em que este € utilizado,
naturalmente resulta em pressdao de selegdo sobre bibtipos
gue contém caracteristicas que conferem adaptacées ao novo
ambiente (ambiente em que o herbicida funciona como agente
seletor). Até o momento, duas espécies de plantas daninhas
foram relatadas no mundo como resistentes ao glufosinato:
capim-pé-de-galinha (Eleusine indica (L.) Gaertn.) na Malésia
(Jalaludin et al., 2010; Seng et al., 2010) e azevém (Lolium
perenne L. ssp. multiflorum) nos Estados Unidos da América
(Avila-Garcia et al., 2011).

Nesse novo contexto, formado pelo aumento da adogao
de culturas transgéncas para a resisténcia ao glufosinato para
0 manejo integrado de plantas daninhas e a documentacao da
existéncia de bidtipos resistentes ao glufosinato em outros
paises, o uso racional do glufosinato mais do que nunca é
necessario visando o manejo integrado de plantas daninhas
para diminuir a pressao de selecdo sobre bidtipos resistentes
ja presentes naturalmente na populagao.

12.2. Mecanismo de acao e resisténcia aos herbicidas
inibidores da Glutamina Sintetase (GS)

O nitrogénio tem fungdes fundamentais na constituicao
de plantas, especialmente por formar aminoacidos, enzimas,
proteinas, acidos nucléicos e outros compostos intermediarios
que integram rotas metabdlicas essenciais para o
desenvolvimento e sobrevivéncia das plantas (Figura 1). A
glutamina sintetase é uma enzima fundamental em sua
assimilagdo, sendo uma enzima chave para a planta utilizar
amoénio, produzir aminoacidos e também participar na
desintoxicacdo da aménia como metabdlito resultante da
reducdo do nitrato. A GS existe em duas formas: a citossoélica
e a cloroplastica (Guiz et al., 1979). A isoenzima cloroplastica
€ codificada pelo gene GS2, enquanto que a citossoélica é
codificada por 3 a 5 genes dependendo da espécie. A forma
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citossdlica trabalha primariamente na assimilagcdo de amonio
produzido na maioria dos processos fisiolégicos nas células,
com excessao de dois: assimilacdo da amoénia reduzida a
partir do nitrito nos cloroplastos e re-assimilacdo da aménia
liberada durante a fotorrespiragdo, da qual esta ultima é
primariamente executada pela isoforma cloroplastica (Lam et
al., 1995; Taira et al., 2004). Estudos demonstram que ambas
as isoenzimas sao reguladas no tecido vegetal de acordo com
o estagio de desenvolvimento da planta e cada isoenzima
possui uma diferente funcdo especifica no contexto
metabdlico (Tobin et al., 1985; Habash et al., 2001). Em trigo,
por exemplo, Bernard et al. (2008) comentam que esta
espécie possui dez sequéncias de cDNA que codificam a GS,
que posteriormente sdo agrupadas em quatro sub-familias:
GS1, GS2, GSre GSe. O blogqueio dessas enzimas resulta no
acumulo de aménia dentro da célula (Kishore & Shah, 1988).

NH, + ATP

, y-Aminobutirate
Acidos Nucleicos

Aspa rgina Glutamina sintase
Glutamina Glutamato

Glutamato sintase

Metabolismo
do —— 2-Oxoglutarato Glutamato

Carbono \_/

Glutamato desidrogenase

Arginina

Prolina

Figura 1. Rota metabdlica simplificada do glutamato (Adaptado de
Forde & Lea, 2007).

Apesar de o acumulo de amédnia nas celulas ser a
consequéncia primaria da inibicao irreversivel da GS, Krieg et
al. (1990) descobriu que esta substancia nao causa
diretamente a inibicdo do crescimento de plantas de Alfafa
(Medicago sativa) em meio de cultura, mesmo quando
submetidas a altos niveis de amonia no meio. Por outro lado,

7

Lea (1991) reporta que a morte da planta é, na verdade,
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causada pela consequéncia da falta de nitrogénio das células,
como inibigo da sintese de aminoacidos e,
consequentemente, de proteinas, aumento de niveis téxicos
de glyoxylato e insuficiente regeneracdo de compostos
intermediarios em rotas metabdlicas que sdo dependentes do
nitrogénio.

Uma vez que os casos de resisténcia ao glufosinato de
amodnio sao reduzidos quando comparados aos casos de
resisténcia ao glifosato (Beckie, 2011), os mecanismos que
conferem resisténcia aos bidtipos selecionados nédo sao
amplamente conhecidos. Porém h& de se notar que Avila-
Garcia et al. (2012) documentam aspectos conclusivos quanto
aos mecanismos que conferem resisténcia a um bibtipo de
azevém provindo do Oregon, EUA. Quando comparado ao
biotipo suscetivel, o bibtipo resistence necessita 2.8 vezes
mais glufosinato de aménio para ter seu crescimento reduzido
em 50% (fator de resisténcia de 2.8). Neste caso, a GRs, do
biétipo resistente foi de 0.45 kg i.a. ha™', e a dose de campo é
de 0.5 kg i.a. ha”, onde pode-se inferir que o bidtipo resistente
teria a capacidade de sobreviver e se reproduzir apos ser
exposto a dose recomendada de campo. Por outro lado, os
experimentos em questdo foram realizados em estufa;
portanto, a comparagao direta entre os resultados obtidos em
ambiente controlado e em um ambiente propicio a diversar
variagdes (como € o ambiente de campo) deve ser efetuada
com cautela.

Avila-Garcia et al. (2012), apds sequenciar 0 gene que
codifica a enzima GS (GS2, cloroplastica), encontraram que o
bi6tipo resistente de azevém ao glufosinato de amonio possui
uma mutagao pontual que causa a substituicdo do aminoacido
acido aspartico a asparagina na posi¢ao 171 da GS. Alteragao
no sitio de acdo € um dos mecanismos de resisténcia mais
comumentemente encontrados nos bi6tipos resistentes a
herbicidas, uma vez que uma mudancga no sitio de agéo pode
inviabilizar a interacdo apropriada entre este e o agente
inibidor herbicida (Fuerst et al., 1986; Perez-Jones et al.,
2007; Alacon-Reverte, 2013).

Jalaludin et al. (2010) e Seng et al. (2010) concluiram
que bidtipos resistentes de capim-pé-de-galinha em Malasia
possuem fator de resisténcia que varia entre dois a oito vezes.
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Seng et al. (2010) também relatam que este bidtipo possui
resisténcia multipla a glufosinato de aménio e paraquat.

Recentemente, bidtipo de capim-pé-de-galinha foi
identificado na Malasia com resisténcia multipla ao paraquat e
aménio glufosinato (Seng et al., 2010). De acordo com os
autores, a utilizacao repetitiva desses dois herbicidas vem
acontecendo, tanto em combinagdo quanto isoladamente,
pelo menos seis vezes ao ano desde 2006. Os mecanismos
que conferem resisténcia a esse bibtipo ainda nao foram
esclarecidos, apesar de este bidtipo necessitar ser submetido
a 3.4 vezes mais herbicida para ter seu crescimento inibido
em 50% quando comparado ao bidtipo suscetivel
(GRso/GRsos) em condicoes de casa-de-vegetacdo, sendo a
dose recomendada naquele pais de 450 g. i.a. ha™.

A aplicacao correta de herbicidas € essencial para evitar
que o aparecimento de bidtipos resistentes aconteca. A
selecdo de bidtipos resistentes devido a exposicdo de
populacdes de plantas daninhas a baixas doses de herbicidas
€ amplamente aceita e documentada na literatura (Busi &
Powles, 2009; Neve & Powles, 2005; Norswothy, 2012), onde
estd relacionada a selegcdo de bidtipos com mecanismos de
resisténcia poligénica.

Existem evidéncias de que a eficacia do glufosinato de
aménio é dependente das condi¢cdes ambientais no momento
de sua aplicacdo. Anderson et al. (1993), estudando as
espécies Setaria viridis e Hordeum vulgare, relatam que a
humidade relativa influencia a eficacia do glufosinato de
aménio mais do que a temperatura do ambiente. Mersey et al.
(1990), estudando as mesmas espécies que Anderson et al.
(19983), concluiram que a susceptibilidade diferencial dessas
ao glufosinato de aménio eram devidas diferengas na
absorcao e translocagéo do herbicida.

Interessantemente, Sellers et al. (2003), estudando a
espécie Abutilon theophrasti, uma espécie que tem a
habilidade de movimentar seus limbos foliares de acordo com
o periodo do dia (a fim de incrementar a interceptagdo de
radiacao), descobriram que o momento da aplicagdo é
influencia estatisticamente a eficacia do glufosinato de
amodnio. Quando aplicado préximo ao pér-do-sol, sua
interceptagéo diminuiu em 50% comparado ao controle. Além
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da reduzida interceptagdo quando aplicado proximo ao fim do
dia, de acordo com os autores, é possivel que a eficacia
reduzida do glufosinato de aménio seja devida a inativacao da
GS na auséncia de radiagao solar.

O metabolismo do glufosinato de aménio em plantas
daninhas, apesar de existente, ndo é relatado na literatura
como um mecanismo de resisténcia. Schuphan & Schmidt
(2000) estudatam 20 diferentes espécies de plantas daninhas
e encontraram metabdlitos do glufosinato de aménio em todas
as ocasides, dos quais 3-(hydroxymethylphosphinyl)propionic
acid (MPP) e 2-hydroxy-4-(hydroxymethylphosphinyl)butanoic
acid (MHB) foram os metabdlicos identificados. Por outro lado,
Neto et al. (2000) nao encontraram metabdlitos do glufosinato
de amdbnio quando analizando as espécies Xanthium
strumarium, Commelina difusa e Ipomoea purpurea.

12.3. Amonio Glufosinato e o Manejo de Plantas Daninhas
Resistentes

O objetivo do manejo de plantas daninhas nas culturas é
minimizar as perdas devido a interferéncia, beneficiar as
condicbes de colheita, reduzir o incremento do banco de
sementes de plantas daninhas, evitar a selecao de biétipos de
plantas daninhas resistentes a herbicidas, e tudo isso com a
menor contaminagdo ambiental possivel e maior lucratividade.
Pesquisas apontam que o manejo no sistema de producao
pode inferir se havera o aparecimento de bi6tipos resistentes
devido a alteracdo no sitio de acao do herbicida ou na
quantidade que atinge o sitio de agéo. O uso de dosagens de
herbicidas superiores aquelas recomendadas em rétulo pode
selecionar bidtipos com resisténcia por alteragéo no sitio de
acao do herbicida e doses abaixo da recomendada tendem a
selecionar biodtipos com a habilidade de diminuir a quantidade
de herbicida que atinge o sitio de acao (Gardner et al., 1998).

A integracdo entre herbicidas pré-emergentes e poés-
emergentes pode resultar em controle mais efetivo das
plantas daninhas do que apenas uma aplicacdo em pds ou
apenas uma aplicagao em pré-emergéncia. Jones et al. (2001)
chegaram a conclusdo de que a aplicacdo da atrazina em
milho resistente a aménio glufosinato na semeadura e aménio
glufosinato complementando o controle das plantas escapes
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em pds-emergéncia resultou em controle mais efetivo (maior
que 94% de controle visual das plantas daninhas do que
apenas a aplicagdo de amoénio glufosinato em pés-
emergéncia.

No Brasil, trabalhos envolvendo a utilizagdo do aménio
glufosinato em aplicagcdes sequenciais a outros herbicidas tem
mostrado eficiéncia no manejo de plantas daninhas em
culturas perenes como café e citrus e também em culturas
anuais como o milho, algodao e soja. Em citrus, em funcao do
grande problema enfrentado com as infestacdes de espécies
de buva [Conyza bonariensis (L.) Cronquist; Conyza
canadensis (L.) Cronquist] resistente ao glifosato, procedeu-se
o0 uso do aménio glufosinato como complemento do manejo
normal dos pomares. Moreira et al. (2009) estudaram esta
possibilidade e concluiram que o amobnio glufosinato
complementava o controle da buva resistente ao glifosato e
ainda sugeriram que um pré-emergente devesse ser incluido
no manejo para redugado da pressdo do banco de sementes.
Ainda em citrus, Melo (2011) observou que o amédnio
glufosinato complementa o manejo da planta daninha capim-
amargoso (Digitaria insularis) resistente ao glifosato, quando a
mesma sobrevive a aplicacbes de herbicidas inibidores da
ACCase.

O uso de mais de um mecanismo de agdo no controle
de uma planta daninha problema é recomendado tanto para
evitar o aparecimento de bibtipos resistentes como para
remediar a selecdo ja ocorrida, de modo que essa
diversificacdo de modos de acao resulta na reducédo do banco
de sementes do solo (Norsworthy et al., 2012). Dessa forma,
com a evolugdo dos eventos de transgenia para herbicidas,
deve-se considerar o estudo de programas de manejo que
possam associar diferentes mecanismos de agdo de
herbicidas, em aplicacdes de pré e pés-emergéncia.

12.4. Uso de culturas geneticamente modificadas
tolerantes aos herbicidas inibidores da Glutamina sintese

A primeira planta geneticamente modificada com
resistencia ao glufosinato de aménio foi produzida por De
Block et al. (1987) a partir da incorporacdo do gene bar,
encontrado em Streptomyces hygroscopicus, no genoma do
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tabaco, onde este foi capaz de resistir. Este gene codifica a
enzima PAT, capaz de metabolizar o glufosinato de amoénio a
co-produtos nao-letais as plantas tratadas (Figura 2). Porém,
a resisténcia ao glufosinato de amoénio se da anteriormente a
De Block et al. (1987), com Donn et al. (1984), in vitro,
conferindo resisténcia a células de alfafa por meio da super-
expressao da producao da enzima GS.

De forma similar ao gene bar, o gene pat, isolado de
Streptomyces viridochromogenes Tu494 (Strauch et al.,
1988), codifica a enzima phophinothricin-N-acetyltransferase,
que também catalisa uma reagédo de acetilacdo do NH, do
amoénio glufosinato, inativando-o, resultando na mesma forma
inativa da Figura 2. Ambos o0s genes sao altamente
homoélogos (Vasil, 1996) e sao estruturalmente iguais,
funcionalmente equivalentes e tem desempenho comparavel
em plantas transgénicas e, por fim, a enzima que € codificada
por estes genes, a PAT, é também similar em ambos os casos
(Wehrmann et al., 1996).

No Brasil, a Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranga (CTNBio) aprova a comercializagdo de
algumas culturas transgénicas para a resisténcia ao
glufosinato: soja (desde 2010), milho (desde 2007) e o
algodéo (desde 2008). Mais recentemente, novos eventos
com resisténcia a multiplos herbicidas vém sendo
regulamentados, como a comercializagdo da soja com
resisténcia a herbicida auxinico e ao glufosinato de aménio no
mesmo organismo e algodao e milho resistentes a glifosato e
glufosinato de aménio.

A absorcdo do aménio glufosinato € realizada
exclusivamente por tecidos verdes e raizes, enquanto que as
partes lignificadas n&o funcionam como entrada do herbicida.
Entretanto, de forma geral, o amédnio glufosinato era
amplamente utilizado em culturas perenes, operagdes de
dessecacao e em jato-dirigido. Contudo, apdés a introdugao de
culturas tolerantes a este herbicida, sua utilizagdo se tornou
amplamente adotada.

A utilizagdo de culturas tolerantes a multiplos
mecanismos de acao propicia ao produtor novas
oportunidades para manejo quimico dentro da safra,
especialmente quando da presenca de bidtipos resistentes,
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como o capim amargoso (Digitaria insularis) e a buva (Conyza
spp.). Porém, as vantagens dessas tecnologias nao se limitam
a estratégias reativas: segundo Neve et al. (2011), a rotacao
de herbicidas em umas dada safra chega a reduzir o risco de
selecao de bibtipos resistente em 50%.

CH,

I

CHZ CH2

I I

H—C—NH, H—C—NH-CO—CH;,

I I
COOH COOH

L-Phosphinothricin L-Acetyl-Phosphinothricin

Figura 2. Interacédo entre PAT e glufosinato em culturas tolerantes.

Braz et al. (2012) analisaram a seletividade de algodao
resistente ao glufosinato de amoénio e relatam que, mesmo
apoés trés aplicacbes do herbicida, o algoddo nao teve
producao de caroco afetada ou producéo de fibra; os autores
também notaram a auséncia de sintomas visuais nas plantas
ao final das avaliagdes, fatos que evidenciam a seguranca
para a utilizacao desta tecnologia.

Explorando opg¢des de manejos quimicos na cultura do
algodao, Ben et al. (2012) testaram a utilizagdo de herbicidas
pré-emergentes, como o s-metolachor e o trifloxysulfuron-
sodium, associados ao glufosinato de aménio. Os autores
concluem que a utilizacdo dos pré-emergentes estudados
pode reduzir a necessidade de utilizagdo do glufosinato de
amodnio consideravelmente, sem alteracbées no numero de
capulhos ou na produtividade do algoddao em caroco.

O manejo de integrado de plantas daninhas, onde
ferramentas quimicas, mecanicas e culturais sdo empregadas,
€ sempre recomendado, principalmente para que a
probabilidade de selecdo de bibtipos resistentes de plantas
daninhas a herbicidas diminua. Apesar de um dos maiores
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problemas lidados por produtores € o manejo de bio6tipos
resistentes a herbicidas, a retirada dos herbicides do sistema
de producao é economicamente inviavel. Nos EUA, estima-se
que a retirada de herbicidas de sistemas de produgao agricola
reduziria a produtividade em 20% (Gianessi & Reigner, 2007).

Com a liberagdo comercial de culturas geneticamente
modificadas para a resisténcia ao glufosinato de amdnio,
produtores agora possuem uma alternativa para o manejo
integrado de plantas daninhas, uma vez que a rotacdo de
culturas bem como rotacdo de mecanismos de acdo sao
indicados para preservar tecnologias bem como o manejo de
da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas.
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CAPITULO 13

RESISTENCIA DE PLANTAS DANINHAS A HERBICIDAS
INIBIDORES DA FORMACAO DOS MICROTUBULOS E A
HERBICIDAS INIBIDORES DA DIVISAO CELULAR
(Grupos K, e Kj)

Marcelo Figueiredo
Todd Gaines
Scott Nissen

13.1. Introducao

Herbicidas inibidores da formagdo de microtubulos sao
compostos por cinco familias diferentes, sendo a Dinitroanilina
a classe mais conhecida neste grupo que se caracteriza por
ter dois grupos funcionais nitro (NO;) no anel fenil. O
herbicida mais famoso deste grupo é a Trifluralina que é
bastante utilizado para o controle de plantas daninhas em
culturas de soja desde 1964. Outra familia que pertence ao
grupo dos inibidores de formacao de microtubulos é a Piridina,
composta por um anel benzeno heterociclico com um
nitrogénio (CsHsN). Tiazopir e Ditiopir sdo 0s Unicos
compostos desta familia. A Benzoamida € uma classe
também composta apenas por dois herbicidas: a Pronamida e
o Tebutame. Essa familia contém um benzeno ligado com um
grupo de carbono em dupla ligagdo com um oxigénio e um
nitrogénio. A pendltima familia desse grupo ¢é o
Fosforoamidato, com os herbicidas Butamifos e Amiprofos-
metil que tém um anel ciclico ligado a um diéster de fosfato. A
ultima familia, denominada acido benzoico, contém somente
um composto, o Clortal-dimetil (DCPA), sendo que a estrutura
deste herbicida contém dois grupos carboxilicos (-COOH)
acoplados a um anel de benzeno.

Os herbicidas inibidores da divisdo celular sdo divididos
em quatro familias principais, o que define esta classe sdo os
atomos de nitrogénio presentes em estruturas quimicas. Os
mais famosos séo as Cloroacetamidas (ex.: Alaclor, Acetoclor

207



e Metolaclor) que possuem dois carbonos: um ligado a um
nitrogénio e a um oxigénio em covaléncia e o outro com um
cloreto. As Acetamidas pertencem a outra familia que contém
apenas trés herbicidas (Napropamida, Naproanilida e
Difenamida) que s&o compostos por um &cido aceético
(CH3COO0OH) com uma amida (NH,). Ha ainda outra familia
pequena, o grupo das Oxiacetamidas, que possui apenas 0s
herbicidas Flufenaceto e Mefenaceto. Estes contém atomos
de carbono ligados a oxigénio e ao nitrogénio. O ultimo grupo
dos inibidores da divisdo celular contém complexos ciclicos
com atomos de nitrogénio em sua estrutura (pelo menos
quatro), sendo denominado Tetrazolinonas. Esse ultimo grupo
contém apenas os herbicidas Fentrazamida e Ipfencarbazone.
Ha outros compostos também classificados como inibidores
da divisdo celular, no entanto, eles ndo possuem familias
especificas, sendo: Anilofos, Cafenstrole, Pyroxasulfone e
Piperofos.

13.2. Mecanismo de acao e resisténcia aos herbicidas
inibidores da divisao celular

Herbicidas inibidores da divisdo celular agem sobre a
sintese de &cidos graxos de cadeia muito longa (AGCML).
Estes compostos com mais de vinte atomos de carbonos séo
formados pelo alongamento de acidos graxos de cadeia longa
(C18 e C16) (Eckermann et al. 2003). Em plantas vasculares,
os componentes AGCML sao precursores da membrana
plasmatica e dos principais componentes da cera, cutina
(folhas) e suberina (raizes) (Post-Beittenmiller, 1996). Estas
estruturas s@o responsaveis pela impermeabilizagdo, pela
protecdo contra danos mecanicos e contra a perda de agua
pela célula vegetal. Os AGCML também séo importantes na
diferenciagéo e polarizagcado no processo de divisdo celular.

Os AGCML sao produzidos no reticulo endoplasmatico
por uma classe de enzimas denominada alongases. Essas
enzimas sao capazes de condensar acidos graxos de cadeia
longa, permitindo a adi¢cdo de carbono para o alongamento da
cadeia (Bdger, 2003). No geral, quatro diferentes enzimas séo
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utilizadas no processo sendo que uma mesma molécula de
herbicida pode atuar em todas elas.

Os herbicidas inibidores da divisdo celular atuam
realizando reacdes covalentes ligando um de seus atomos de
carbono a um sitio especifico de cisteina presente na enzima
elongase (Figura 1). Esta reagéo é variavel dependendo da
estrutura reativa inerente de cada familia desta classe de
herbicidas. No caso das Acetamidas, Cloroacetamidas ou
Oxyacetamidas, o atomo de carbono reativo é criado pela
clivagem de um CI ou hidroxieterociclo presente nas suas
estruturas (Figura 2 A e B). As Tetrazolinonas, por sua vez, se
ligam a enzima eliminando o radical tetrazolinona ou triazol,
dependendo do herbicida (Figura 2 C e D) (Bdger, 2000).

Inibidores da formagao Inibidores da divisdo celular
dos microtibulos

a cl

--._ Acidos benzéicos Cloroacetamidas

0 > f"{o :,‘(Clortal-dlmem.DCPA) ./ (Alacior)

ad a

Dinitroanilinas \
<\ 2\ . X Oxiacetamidas
(Trifluralina) w ’\r \C
\ ', (Mefenaceto)

,J\ /OTetrazolmonas
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5\/ \’* Piridinas \\(\r"‘ N ) (Fentrazamida)
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Figura 1. Caracteristicas de cada uma das familias que compdem
os herbicidas inibidores da formacdo dos microtibulos e os
herbicidas inibidores da divisdo celular. As &areas circuladas
correspondem as estruturas quimicas inerentes de cada familia.
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A auséncia na produg¢ao de AGCML induz o crescimento
anormal e a ma formagao dos cotilédones e foliolos, levando
ao vazamento do tecido celular e posterior morte da planta.

Para a diversidade de enzimas que os herbicidas desta
classe podem atuar, supde-se que o desenvolvimento da
resisténcia seja raro. Mutagdes no sitio de agdo nesse caso
s80 pouco provaveis de serem desenvolvidas, uma vez que
podem ser letais para a planta. Outro ponto é que os
herbicidas podem atuar em varias elongases envolvidas na
formacdo do AGCML, necessitando de varias alteragoes
enzimaticas para se desenvolver a resisténcia, o que é muito
incomum (Béger, 2000; Eckermann et al, 2003).

o] (EI O S-Enz
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\—OCH \— OCH,

Chloroacetamides (Alachlor)
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@E >‘o/\rf" + B — ©[ D-0H + Enz-8 M
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Carbamoylphenyltetrazolinones (Fentrazamid)
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_(, ‘N)'k - * \.S;Enz - S-<’ “NH + Enz- S)k ey
Y L—’/ ] N ~
(o) 0o

Carbamoylsulfonyltriazoles (Cafenstrole)

Figura 2. Reacdo entre a porgdo ativa dos herbicidas inibidores de
AGCML com as enzimas elongases (Enz). As setas apontam a
parte nuclofilica das enzimas presente em seus residuos de
cisteina, esse grupo é capaz de reagir com a regido eletrofilica do
herbicida. Essa reacdo faz com que parte do herbicida seja
transferido para a cadeia da enzima, passando dessa forma para o
estado inativo (Bdger et al, 2000).
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Ha mais de cinquenta anos esta classe de herbicidas
vem sendo utilizada em larga escala na agricultura em todo o
mundo e apenas dez casos de resisténcia foram relatados até
o ano de 2010. O caso mais recente foi reportado em 2015
(Heap, 2016). Em todos os casos, o mecanismo de resisténcia
foi dado pela metabolizagao dos herbicidas em Lolium rigidum
(Australia), Echinochloa crus-galli (China), Avena fatua
(Canadd) e Alopecurus myosuroides (Alemanha). Ainda,
relatou-se o aumento da atividade e da produg&o do citocromo
P450 em todos os casos, bem como a conjugagdo da
glutationa, glucose e amino&cidos pela a enzima glutationa-S-
transferase (Busi, 2014).

Outro mecanismo de resisténcia interessante foi
encontrado em Avena fatua no Canada. Essa populagao é
capaz de produzir altas quantidades de giberelina endogena,
levando ao rapido desenvolvimento do meristema apical. Com
isso, a planta evita a penetracdo de niveis elevados de
herbicida no meristema durante as fases mais sensiveis do
seu desenvolvimento, sendo capaz de se recuperar e
sobreviver (Busi, 2014).

13.3. Mecanismo de acado e resisténcia aos herbicidas
inibidores de formacao de microtubulos

O citoesqueleto €& uma estrutura dindmica que
desempenha fungdes importantes, tais como a divisédo celular,
a formacdo de paredes de células e o transporte de
organelas. O citoesqueleto é formado por trés principais
estruturas fibrosas: filamentos de actina, microtubulos e
filamentos intermedidrios. Entre essas estruturas, os
microtubulos sédo os principais alvos dos herbicidas das
classes das dinitroanilinas, dos acidos benzoicos, das
piridinas e das benzamidas, pois sdo capazes de se ligarem
nas tubulinas, que sédo as proteinas componentes dos
microtubulos (Fernandes et al, 2013). A tubulina é composta
de duas proteinas globulares ligadas entre si, denominadas a-
tubulina e B-tubulina (Figura 3). Os microtubulos estao
envolvidos em importantes processos celulares como
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migragdo de cromossomos, diferenciagdo e formagcdo da
estrutura celular, orientacdo e organizagdo das microfibrilas
de celulose e a formagao da parede celular.

Dimero de tubulina

Figura 3. Dimeros de tubulina formando o microtibulo (Fernandes
et al, 2013).

Os herbicidas dessa classe atuam induzindo a
despolimerizagdo dos microtubulos, levando a sua
desconfiguracdo fisica e perda de funcdo. Isto acontece
porque o herbicida se liga diretamente aos heterodimeros de
tubulina (Figura 4). O complexo formado pelo herbicida e a
tubulina suprime o alongamento do microtibulo até que a
perda total de sua estrutura (Fernandes et al, 2013). Os
herbicidas inibidores da formacdo de microtibulos também
podem alterar o equilibrio de Ca®* livre no interior de células
vegetais, visto que a estrutura herbicida é capaz de receber
um par de elétrons, devido ao grupo NO, que tende a ligar-se
a um grupo polar da membrana celular, promovendo assim o
colapso do potencial eletrbnico entre o simplasto e o
apoplasto (Whitaker & Larman 2001). A desestabilizacdo do
potencial interfere na permeabilidade da membrana
plasmatica e mitocondrial, gerando um alto efluxo de Ca* das
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mitocdndrias e de apoplasto para o citoplasma. Os altos niveis
de Ca** impedem a formacdo de microtiibulos, uma vez que
esses somente se formam quando os niveis do ion estdo em
baixas concentragcées na célula.

Moléeula de Trifluralina

Figura 4. Complexo de ligagao entre herbicida e tubulina impedindo
a polimerizagao do microtubulo (Fernandes et al, 2013).

A acao do herbicida impede a formacado das fibras do
fuso na divisdo celular, prevenindo cromossomos de se
moverem para o plano equatorial na fase de metéafase,
causando  aberragbes como  aneuploidia, anafases
multipolares, pontes de cromatina entre anafase e a teléfase,
perda de material genético e ma formagao de parede celular
na teléfase (Figura 5) (Fernandes, et al. 2007). Em relacao
aos tecidos e aos 6rgaos da planta, os herbicidas causam
inchagco meristematico, prejudicando dessa forma o
alongamento da raiz e o crescimento da parte aérea, inibindo
a germinacao de sementes, a formagédo de radiculas e de
células de hipocétilo. O processo culmina em morte das
plantas ainda no estado precoce de desenvolvimento.

Alguns estudos mostram que diversas plantas podem
desenvolver resisténcia a dinitroanilinas por mutagées nos
pares de bases de aminodacidos que codificam a formacéo da
proteina a-tubulina. Os estudos indicam que o aminoacido
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treonina localizado na posicdo 239 da cadeia pode ser
alterado para uma isoleucina, fazendo o grupo NO, dos
herbicidas ficar incapaz de se ligar a tubulina (Anthony &
Hussey, 1999). Outras mutagdes de aminoacidos nas
posicdes 202, 136 e 125 que formam a-tubulina em
Alopecurus aequalis conferem resisténcia a herbicidas
dinitroanilinas.

- @ w0
i %,
b A 2"

" 3
3*@9 "’;‘ 3

- D e E F

Figura 5. Células de Allium cepa tratadas com ftrifluralin. A)
Cromossomos fora do plano equatorial na fase de metafase; B)
Célula apresentando poliploidia; C) Célula multipolar; D) Perda de
material genético; E) Célula apresentando ponte de cromatina
durante a divisdo, F) Teléfase com atraso cromossémico
(Fernandes, et al 2007).

Estudos feitos com calos de milho transformados para
super expressao de o-tubulinas também apresentaram
resisténcia ao herbicida. Contudo, ndo ha relatos na literatura
de espécies de plantas daninhas que demonstrem este tipo de
mutagdes (Anthony & Hussey 1998).

No geral, tém-se demonstrado que pequenas alteracoes
na estrutura primaria da tubulina podem apresentar drasticas
mudancas na estabilidade dos microtubulos, de modo que o
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herbicida ndo consegue ter atuacdo eficiente. Assim, as
mutacoes pontuais na a-tubulina sdo provavelmente o
principal mecanismo de resisténcia para esse mecanismo de
acao.

13.4. Potenciais dificuldades do uso dos herbicidas pré-
emergentes no manejo da resisténcia em sistemas de
producao conservacionistas

Via de regra, para o uso de herbicidas pré-emergentes é
necessario considerar as propriedades do herbicida
combinadas com as condicbes e as caracteristicas do
ambiente que esta sendo aplicado. Volatilidade, solubilidade
em meio aquoso, sorcao em argila e matéria organica e o
histérico de aplicacao sdo as caracteristicas que dominam o
periodo residual e o efeito dos herbicidas pré-emergentes. Por
outro lado, fatores ambientais como humidade, temperatura,
classe de solo, matéria organica, pH e textura também séo
fatores essenciais a serem considerados.

Em sistemas de produgdo conservacionistas, a
presenca de restos culturais € um fator adicional e de grande
complexidade, principalmente em sistemas com grande
volume de palha. Para esses sistemas de produgéo,
geralmente é necessario ajustar a dose do herbicida residual
utilizado, porque a éarea de pulverizacdo €é usualmente
desuniforme, visto que a palha atua como barreira fisica que
varia ao longo da lavoura, de modo a apresentar areas com
alto volume e outras totalmente descobertas. Para as areas
de alto volume de palha, recomenda-se o incremento de 10 a
25% das doses comerciais utilizadas em campo,
considerando-se os fatores acima citados.

Para areas de plantio direto em que as populagdes de
plantas daninhas ja estdo estabelecidas, os herbicidas preé-
emergentes podem ser utilizados na linha de plantio caso a
palhada for removida pela plantadora. Dessa forma, o
herbicida tera maior eficiéncia no controle de plantas que o
glifosato ndo conseguir controlar na aplicagcdo em pdés. Para
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isso, deve-se sempre tomar cuidado com a seletividade e o
posicionamento do herbicida ao ser aplicado.

13.5. Controle de gramineas resistentes ao glifosato:
potencial das Dinitroanilinas e das Cloroacetamidas

Para o controle de areas infestadas resistentes a
glifosato, existem diversos herbicidas do grupo das
dinitronilinas e cloroacetanilidas que podem ser utilizados
como alternativas de manejo, sobretudo em sistemas de
produgéo de soja e de milho no controle de gramineas como o
capim amargoso (Digitaria insularis). Até o momento n&o
foram reportados casos de resisténcia a essas classes de
herbicidas no Brasil, por isso, provavelmente para os
proximos anos esses produtos serdo de grande valor para
evitar o desenvolvimento de novos biétipos e para o combate
das areas ja infestadas.

Na classe das Cloroacetamidas, o herbicida Acetoclor
possui meia vida de seis a quatorze dias, podendo ser maior
em temperaturas menores e em condicdo de seca. No caso
de solos de textura arenosa, doses menores devem ser
utilizadas. O herbicida Alaclor também apresenta bons
resultados no controle contra gramineas, devendo ser
aplicado ap6s a semeadura sobre solo Umido, caso contrario
a sua eficiéncia é reduzida se ndo houver chuva no prazo de
trés dias. O residual deste herbicida é de seis a dez semanas.
O herbicida Metalaclor, também da familia das
Cloroacetamidas, possui meia vida mais longa de quinze a
cinquenta dias. Em sistemas de plantio direto, ele pode ser
aplicado ap6s a dissecagdo. Pode-se ainda utilizar as
Cloroacetamidas em associacdo com atrazina ou cianazina
para o controle de folhas largas como a buva.

Os herbicidas da classe das dinitroanilinas sao
indicados para a cultura da soja em pré-emergéncia para o
controle de gramineas. Os mais utilizados s&o a Trifluralina, a
Orizalina e a Pendimentalina. Todos estes sdo herbicidas
fortemente absorvidos por colbides presentes no solo, por
isso, eles ndo sao recomendados para uso em solos ricos em
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matéria organica. Devido essa caracteristica citada, esses
herbicidas possuem alta persisténcia no solo, sendo sua
degradacdo elevada com o aumento da humidade e da
temperatura do solo. Os herbicidas, dependendo da
formulagdo, podem ser volatilizados e fotodegradados
rapidamente, sendo necessaria a incorporagao mecanica.
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CAPITULO 14

RESISTENCIA DE PLANTAS DANINHAS A HERBICIDAS
ANALOGOS DAS AUXINAS (Grupo O)

Marcelo Figueiredo
Todd Gaines
Scott Nissen

14.1. Introducao

Os herbicidas mimetizadores das auxinas sao
caracterizados pelo seu baixo peso molecular, uma vez que
as moléculas que compde essa classe sdo em sua maioria
acidos organicos que contém um anel aromatico e um grupo
carboxilo, tal como a auxina natural, acido indole-3-acético
(IAA). Os herbicidas mimetizadores das auxinas sao divididos
em quatro classes diferentes: os acidos fenoxi-carboxilicos
(2,4-diclorofenoxiacético — 2,4-D), os acidos benzbicos
(dicamba), os acidos pidinicos (picloram, clopiralide) e os
acidos quinoleino-carboxilicos (quinclorac). As variagoes
estruturais em cada molécula de herbicida influenciam a
ligacao de proteinas receptoras (Tan et al., 2007) e a taxa de
degradagdo no interior da célula, conferindo assim as
propriedades fitotdxicas dessa classe de herbicidas.

14.2. Mecanismo de acao

A atuacdo das auxinas na membrana plasmatica tem
sido controversa, principalmente com relacdo ao receptor
Auxin Binding Protein (ABP1). Portanto, apenas os
componentes incontestaveis pela ciéncia presentes nesta rota
serdo tratados na discricdo dos mecanismos. Sabe-se que a
atuacao das auxinas na membrana induz a ativagdo da
proteina cinase TMK na membrana plasmatica que codifica o
acionamento de uma proteina G, denominada RAC/ROP
GTPase. Segundo Berken e Wittinghofer (2008), as proteinas
G possuem papel chave na transdugédo de sinal nas células
eucariéticas. RAC/ROPs sao proteinas G especificas de
plantas. Sua funcdo é modular a coordenagédo espacial das
células vegetais na organizacao do citoesqueleto, articulando
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a disposigcao dos filamentos de actina e microtubulos, que séo
estruturas que funcionam como “pilares de sustentagao”.

A super ativagdo desse mecanismo pela presenca dos
herbicidas mimetizadores das auxinas altera os padrdes do
citoesqueleto levando a menor atividade dos lisossomos e da
mitocondria, que sao reguladores do ambiente oxidativo do
citosol (Rodriguez-Serrano et al., 2014). E suposto que esta
atuacao dos herbicidas sobre as estruturas do citoesqueleto
de actina na célula leva ao sintoma de epinastia da planta.

Em nivel de regulacéo génica, as auxinas atuam na via
do complexo proteico Skp1-Cullin-TIR/AFB (SCF"™A™8) que
regula o processo de expressdo génica relacionado com a
acao das auxinas. No nucleo da célula vegetal, existem genes
que sdo ativados somente na presenga de auxinas por fatores
de transcricdo denominados ARFs (Auxin response factors).
Esses, por sua vez, permanecem inativos, pois em condigdes
normais estdo ligados as proteinas repressoras chamadas
AUX/IAAs. O complexo proteico SCF'"F® & capaz degradar
esses repressores e promover a ativagdo dos ARFs. Para que
tal reacdo aconteca, a molécula de auxina se liga entre o
complexo SCF™*"® e o AUX/IAA, atuando como uma “cola
molecular” e promove a degradagédo da proteina repressora.
Esta, quando destruida, permite que os ARFs sejam ativados
e 0s genes relacionados as respostas relacionadas a auxina,
transcritos (Badescu & Napier, 2006; Tanet al., 2007; Sauer,
2013).

No processo de transcricdo, dentre os varios RNAs
mensageiros produzidos, dois possuem principal importancia
no efeito herbicida: o0 NCED-mRNA, que induz a biossintese
de &cido abscisico (ABA) e 0 ACS-mRNA, que induz a sintese
de etileno. A produgdo desregulada desses hormonios
promove a producdo em larga escala de espécies reativas de
oxigénio (EROs) alterando o estado redox intracelular e
extracelular. A atuacdo dessas peroxidases e do H.O;
(peréxido de hidrogénio) geram a reorganizagdo da parede
celular, ocasionando desidratacdo da matriz e saturacdo da
parede, tornando-a endurecida, levando a reducdo do
crescimento celular (Pereira et al., 2011). Devido a perda da
estrutura da parede celular, EROs sao capazes de penetrar
profundamente na membrana de plasma, onde podem
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interagir com fosfolipi deos, promovendo dessa forma: 1) a
insaturacdo de lipideos da membrana plasmatica, 2) o
vazamento do citosol e 3) a morte celular.

Figura 6. Mecanismo de acdo de herbicidas analogos as
auxinas. Abaixo o herbicida atuando na membrana e induzindo a
desorganizacao do citoesqueleto, levando ao sintoma de epinastia
comum da atuacdo desses herbicidas. Com isso, a atividade
detoxificante das mitocéndrias e dos peroxossémos fica limitada
levando ao acumulo de EROs. Os herbicidas dessa classe também
atuam no nlcleo da célula, ativando o complexo proteico SCFVA™®
e promovendo a destruicdo das proteinas repressoras (AUX/IAA)
dos fatores de transcri¢do relacionados a agéo das auxinas (ARF).
O processo de transcricdo dos ARFs resultard na producdo de
RNAs mensageiros que irdo induzir a produgéao de etileno e &cido
abscisico. A producdo desregulada desses hormbdnios levara
também ao acumulo de EROs, ao fechamento de estdbmatos e ao
colapso da membrana plasmatica, com posterior murchamento e
morte dos tecidos.
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14.3. Mecanismos de Resisténcia

14.3.1. Alteracao do sitio de acao

Mutacgdes no sitio de agdo podem levar a resisténcia aos
herbicidas, uma vez que as mudangas na configuragéo
estrutural ou nas interagdes eletrostaticas entre enzima e
substrato podem fazer com que a enzima mantenha a
capacidade de se ligar ao substrato original e ndo ao
herbicida.

Para estudar como essas alteragcdes no sitio de acao
poderiam causar resisténcia, varios mutantes de Arabidopsis
para os SCF receptores tir1-1, afb1, afb2, afb3 e afb5 foram
aplicados com 2,4-D e Dicamba (Gleason et al., 2011).
Apenas os receptores tir1 e afb5 conferiram maior tolerancia
ao herbicida Dicamba, enquanto que para o 2,4-D somente o
receptor tir-1. Apos dez horas da aplicacao dos herbicidas, os
autores notaram que varios genes relacionados com a sintese
de ABA e etileno foram sub-expressos, provando desta
maneira que as mutacbes especificas nos receptores
poderiam levar a resisténcia aos herbicidas.

A grande questdo relacionada a mutagado enzimatica
desses receptores sdo os altos custos adaptativos que suas
mudancas impdem. De fato, mudangas radicais nas enzimas
que controlam o0s mecanismos bioquimicos, que sao
precisamente regulados, podem acarretar em ineficiéncia
adaptativa para a maioria das espécies, uma vez que 0
herbicida ndo é a unica condicdo adversa que as plantas
devem enfrentar. Dessa maneira, as mutagbes podem causar
resisténcia de alta especificidade podendo até impedir a total
capacidade do herbicida de se ligar ao receptor. No entanto,
essas mesmas mutagdes podem causar ineficiéncia nas
funcdes normais responsaveis por manter e regular as
funcdes bésicas para a sobrevivéncia. No caso das auxinas, a
desregulacao dessas fungdes pode afetar o desenvolvimento
vegetal drasticamente.

14.3.2. Transporte

Recentemente, novos estudos referentes a uma
populacdo de Nabica (Raphanus raphanistrum) proveniente
da Australia demonstraram uma grande redug¢ao no transporte
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de 2,4-D (Goggin, et al., 2016). Dessa maneira, o herbicida
apods a aplicacao estaria sendo retido somente nos 6rgaos
aplicados, permitindo assim a sobrevivéncia dos meristemas
de crescimento da planta. Com o desenvolvimento de novas
pesquisas, as alteracbes nos transportadores de auxinas
presentes na membrana plasmatica tém sido as principais
suspeitas no mecanismo de resisténcia. Esses carregadores
pertencem a uma ampla familia denominada ATP-biding
cassette — class B (ABCB). Tém-se especulado que as
mutagdes presentes nas plantas resistentes poderiam diminuir
a capacidade dos transportadores de se ligarem ao herbicida
ou, simplesmente, que existam mecanismos secundarios que
inlbbem a produg¢do desses transportadores na presenca do
herbicida. Segundo os autores, o sequenciamento de genes
dos tranportadores ABCB entre populacdes susceptiveis e
resistentes de Nabiga serdo realizadas e posteriormente
comparadas para comprovagao deste mecanismo (Schulz e
Segobye, 2016).

14.3.2. Metabolismo

Os mecanismos para detoxificacdo de auxinas sintéticas
sao muito versateis e contam com a atuagao de enzimas para:
reacOes de hidrélise, em que a molécula é quebrada ao reagir
com agua; reagbes de hidratacdo, em que uma hidroxila é
adicionada a molécula e reagdes sintéticas, em que um grupo
funcional (glucose por exemplo) é adicionado ao herbicida,
permitindo posteriores reagdes para sua estabiliza¢ao.

As principais enzimas relacionadas ao metabolismo de
herbicidas mimetizadores de auxinas sdo os cytocromos
P450, que sdo responséveis pelas reagbes de hidrolise e
hidratagdo. As reagdes sintéticas, principalmente a adi¢cao de
glucose, sdo catalisadas por UDP-glucosil-transferases. A
conjugacao pela adicdo de aminoacidos também é reportada
na literatura, no caso a adicdo de grupo acetil por
acetiltransferases.
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Figura 7. Reacdes de transformag&o do herbicida 2,4-D em plantas.

Em 1970, Hagin et al reportaram que o metabolismo
era o principal mecanismo envolvido na tolerdncia ao
herbicida 2,4-D em espécies gramineas e também que a
enzima responsavel pela transformagdo seria uma P450.
Outros trabalhos também mostraram o metabolismo como o
mecanismo de resisténcia a herbicidas analogos a auxinas,
selecionado em populagdes de Galeopsis tetrahit
(Weinberg et al., 2006), Carduus nutans (Harrington &
Woolley, 2006), Kochia scoparia (Keith et al., 2011) e Stellaria
media (Coupland et al., 1990). No entanto, os estudos para
determinar os metabdlitos e as proteinas que estavam
envolvidos no processo de detoxificacdo ndo foram ainda
realizados, com excecdo de Yajima et al. (2004), que ao
estudarem uma populacao de Synapsis arvensis resistente ao
herbicida Dicamba, reportaram uma super expressdao da
enzima peptidiprolil cis-trans isomerase, que proporcionava a
hidroxilag&o do herbicida.

As mutacdes envolvendo mecanismos capazes de
metabolizar pesticidas sdo em geral as primeiras a serem
selecionadas quando certa populacdo sofre pressdo de
selecdo. Isso provavelmente ocorre em decorréncia dos
menores custos adaptativos, tendo em vista que ao induzir o
aumento do numero de copias de genes relacionados a uma
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determinada enzima para que essa seja super expressada, as
populacdes resistentes ndo alteram as fungbes que as
enzimas ja desempenhavam originalmente, permitindo assim
que o processo de detoxificagdo seja realizado com baixo
custo energético.

14.4. Perspectiva de usos de culturas transgénicas
resistentes aos analogos das auxinas, implicacoes da
resisténcia e aplicacao dos herbicidas no campo

E previsto que, em poucos anos, haja o langamento de
culturas transgénicas de soja, milho e algodao resistentes a
herbicidas mimetizadores das auxinas como o 2,4-D ou o
Dicamba. Companhias multinacionais escolheram esses dois
herbicidas devido a sua eficiéncia no controle de plantas
daninhas dicotiledéneas e pelo baixo numero de casos de
resisténcia encontrados, apesar desses herbicidas ja serem
utilizados por quase meio século. Além disso, essas
tecnologias de culturas transgénicas apresentarao resisténcia
para outros herbicidas como glifosato e alguns outros
inibidores da AACase como quizalofop, fluazifop e diclofop. A
resisténcia nessas culturas ocorre pela atuagcdo da enzima
ariloxialcanoato dioxigenase (ADD), uma enzima comum de
bactérias de solo que sdo capazes de realizar a hidroxilagéo
do radical fenoxi presente nos herbicidas citados acima,
promovendo sua quebra.

O principal objetivo dessas novas tecnologias ¢é
implementar e facilitar o controle de plantas daninhas
resistentes e tolerantes, promovendo a manutencao da pratica
de plantio direto, sobretudo em &reas em que o controle
utilizando glifosato é ineficiente, de maneira a manter o
controle de plantas daninhas eficiente e simples. Para limitar
as condicbes para o desenvolvimento de resisténcia,
herbicidas de pré-emergéncia residual também serdo
indicados antes do plantio. Contudo, essas tecnologias jamais
devem ser utilizadas como a unica solugéao para o controle de
plantas daninhas, uma vez que é necessario manter a
diversidade nas praticas de manejo. Os sistemas de produgao
sao mais eficientes, produtivos e duravies para o manejo de
plantas daninhas quando se aplicam diversas técnicas, como
controle quimico, genético, cultural e ndo quimico. Por certo
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no futuro, 0 manejo integrado sera a principal, sendo a unica
solugcdo para os problemas que hoje enfrentamos no controle
de pragas como um todo.

No momento, existe certa apreensdo sobre 0 uso
dessas novas tecnologias, principalmente quanto aos seus
efeitos na ecologia das plantas daninhas nos sistemas de
produgdo. A preocupacao fundamental relacionada a
aplicagéo extensiva de herbicidas mimetizadores de auxinas é
a questdo de volatilizagdo, que consiste no movimento do
herbicida na forma de gas apds ser evaporado, que pode se
mover com o vento e atingir culturas susceptiveis. A
evaporagao de herbicidas é facilitada ao serem aplicados em
condigbes de baixa humidade relativa do ar e sob altas
temperaturas. Deriva € o movimento do herbicida aplicado na
forma de mindsculas gotas carregadas pelo vento. A
ocorréncia de deriva esta relacionada com a aplicacao de
herbicidas sob condicées n&o ideais de vento ou ainda
quando sao utilizadas técnicas inadequadas de aplicagéo.

Para minimizar esses problemas, tém-se investido no
desenvolvimento de novas formulagdes de 2,4-D em que néo
se utilizam aminas (isopropilamina, dimetilamina) que
apresentam alta pressao de vapor, mas se utiliza sais como
hidréxido de colina, que confere menor pressdo de vapor a
formulagdo final, diminuindo assim sua volatilizagdo. Para
diminuir a ocorréncia da deriva, tém-se investido em
adjuvantes que reduzem a capacidade das gotas de aplicagéo
serem carregadas pelo vento, além disso, as técnicas de
aplicacao estao sendo desenvovidas na forma de protocolos,
com o intuito de minimizar esses problemas. Para culturas
resistentes a Dicamba, tém-se desenvolvido formulacdes
deste herbicida menos volateis do que as convencionais e
programas de aplicacdo focados em utilizar gotas mais
grossas e com velocidade do vento no maximo de 15 km/h,
como forma de se diminuir a deriva.

O uso de novas tecnologias é extremamente util e
necessario para o contexto que a produgdo agricola se
encaminha nos dias de hoje. Essas tecnologias sao fruto de
intensas pesquisas e de largos investimentos, que
demonstram claramente o quanto o progresso cientifico nos
permite avangar tanto no aperfeicoamento do controle de
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plantas daninhas quanto a lidar com as dificuldades que
hodiernamente sdo uma realidade.
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CAPITULO 15

ASPECTOS GERAIS DO MANEJO DE PLANTAS
DANINHAS RESISTENTES A HERBICIDAS NOS
SISTEMAS DE PRODUCAO ENVOLVENDO AS CULTURAS
DE MILHO E SOJA

Marcelo Nicolai
Pedro Jacob Christoffoleti

Quando se menciona 0 manejo de plantas daninhas em
culturas como soja e milho, deve-se considerar que estas sao
produzidas no Brasil dentro de complexos e diversos sistemas
de producgao e sao tratadas dentro de cada sistema como um
ciclo de produgao. Assim, quando se almeja a producéo de
soja, esta pode ser sucedida por milho, o qual seria encarado
como safrinha, e depois, dependendo da regido, a area pode
ser explorada com uma cultura de inverno. Dessa forma,
ocorre uma intensificacdo das praticas de manejo e no caso
de plantas daninhas podemos ter situa¢cdes em que as areas
de producao se tornem mais manejaveis. Ocorre que quando
se aplica uma visdo simplista do sistema ou se explora
apenas uma cultura, ocorrem janelas que proporcionam,
numa situacao mais normal e aceitavel, as reinfestacdes das
areas com as plantas daninhas de ocorréncia normal, ainda
que em pressdao de infestacdo muito maior. Em situagdes
onde se simplifica muito o sistema de produgéo quanto ao
manejo de plantas daninhas, a resisténcia de plantas
daninhas é um sintoma natural, observado com mais
freqléncia na cultura da soja onde plantas daninhas
resistentes aos herbicidas inibidores da ALS, da ACCase e da
EPSPs tem mais frequéncia (Christoffoleti et al., 2014).

Para um manejo de plantas daninhas adequado e bem
sucedido, a primeira etapa de cada ciclo de produgéo € a
dessecacao das areas para semeadura. Esta pratica torna
possivel a diminuicdo da pressdo de infestagcdo de plantas
daninhas oriundas de sementes e elimina restos de plantas
daninhas com capacidade para propagacdo vegetativa
(Constantin et al., 2009). Nesta etapa o uso do glifosato é
fundamental, representando a principal ferramenta neste
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processo e necessitando de ajuda para boa dessecagao de
plantas daninhas tolerantes e resistentes ao mesmo. Ainda, a
colocacdo de herbicidas residuais neste processo auxilia a
acdo do glifosato e promovem a desinfestacdo almejada
quanto a diminuicdo da pressdo de infestacdo de certas
espécies de plantas daninhas (L6pez-Ovejero et al. 2013). A
dessecacao pode ser dividida em duas etapas espacadas de
duas semanas, onde na primeira é o glifosato o protagonista,
tornando a area semeavel pelo simples fato de se eliminar a
cobertura vegetal que dificulta a semeadura, sendo auxiliado
principalmente pelo 2,4-D ou herbicidas inibidores da
PROTOX, como saflufenacil, flumioxazina e carfentrazone. Na
segunda tem espago uma complementagdo, com herbicidas
de contato como diquat, paraquat ou aménio glufosinato, os
quais complementaram a agédo do glifosato sobre as plantas
mais entouceiradas ou de mais dificil controle (aplique e
plante). Seja junto com o glifosato ou na segunda etapa da
dessecacao, a insercdo de produtos residuais como
chlorimuron, metribizun, atrazina, imazethapyr, flumioxazina,
diclosulan, sulfentrazone, clomazone, s-metolaclhor e outros
ajudam na dianteira competitiva sobre as plantas daninhas
“dentro da cultura” (Christoffoleti et al., 2008).

Com relacao aos residuais utilizados na dessecagéo ou
mesmo em pds-emergéncia das culturas, ha de se considerar
a capacidade dos mesmos em serem seletivos a cada cultivo
obviamente, mas, tdo importante quanto, deve-se entender
qual a capacidade destes herbicidas em injuriar as culturas
em sequencia, no fenbmeno conhecido como “carry over”
(Oliveira Jr. et al., 2011). Culturas como a soja tiveram seu
ciclo de produgédo encurtado nos ultimos dez anos, tornando
mais comum injurias as culturas semeadas em seqUéncia
como o milho, causadas por herbicidas seletivos e usados a
soja. A dessecacao € um momento vital no manejo de plantas
daninhas dentro do sistema de produgdo de soja e milho,
sendo fundamental sua realizagdo, bem como a manutengéo
do tempo entre dessecacdo e semeadura, mesmo que as
condigbes da regido se mostrem proibitivas (Norsworthy et al.,
2012). Ignorar esta etapa em funcdo do operacional e o
segundo maior entrave do sistema de produgado citado,
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responsavel direto pelos problemas com plantas daninhas
resistentes em meio a soja e também ao milho.

Apbs a etapa de dessecacdo e semeadura, existe a
oportunidade de uso do pré-emergente, principalmente se nao
foi utilizado herbicida residual na dessecagao normal ou no
“aplique e plante” (Lopez-Ovejero et al. 2013). Todo herbicida
registrado como pré-emergente, para cada cultura, tem
espaco, desde que considerado o alvo (planta daninha) e a
composicao do solo do local, principalmente quanto a argila e
matéria organica (Christoffoleti et al., 2009; Jaremtchuk et al.,
2009). Estas observacdes evitam as fitointoxicacbes e as
reaplicacbes em areas de resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas inibidores da ALS e do fotossistema Il (FSII).

Se considerarmos a cultura da soja, os herbicidas
residuais / pré-emergentes sdo diversos (clhorimuron,
imazethapyr,  flumioxazina, diclosulan, sulfentrazone,
clomazone, metribuzin, s-metolaclhor, metsulfuron e
trifluralina) (Rodrigues & Almeida, 2011) e serviram de base
para o manejo de plantas daninhas como buva (Conyza
bonariensis /| canadensis /| sumatrensis), capim pé-de-galinha
(Eleusine indica), capim-branco (Chloris spp) e capim-
amargoso (Digitaria insularis), que s&o resistentes ao glifosato
(Heap, 2016). A atrazina, presente nas recomendacdes
oficiais de manejo de plantas daninhas em milho é outra
ferramenta importantissima nesse manejo (Nicolai et al.,
2011).

O uso de glifosato em pés-emergéncia da cultura de
soja ainda é uma ferramenta indispensavel, pois maneja uma
gama enorme de espécies infestantes, além de controlar
velhos problemas de resisténcia nacionais, como o picao-
preto (Bidens pilosa / subalternans), o capim-marmelada
(Brachiaria plantaginea), o capim-colchao (Digitaria ciliaris) e o
amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla) resistentes aos
herbicidas inibidores da ALS ou ACCase (Ramires et al,
2010). E muito bem vindo o auxilio de herbicidas parceiros em
pds-emergéncia para o glifosato, seja nos estadios
vegetativos da soja normais de aplicagéo de herbicidas, v2, v4
ou v8, ou mais tarde na pré / pés-colheita, independentemente
das possiveis fitointoxicacdes. Estes parceiros seriam
clhorimuron, imazethapyr, lactofen, fomesafen, bentazon,
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quinclorac e todos os herbicidas inibidores da ACCase
(Rodrigues & Almeida, 2011).

O milho possui dois produtos recomendados que s&o
inibidores da sintese de carotendides, grupo restrito de
herbicidas, sem outras opgcbes em pdés-emergéncia seletiva.
Assim, a despeito da possibilidade de uso de glifosato e
amoénio glufosinato em pds-emergéncia, o uso de mesotrione
e tembotrione deve estar presente em uma programacgéao de
uso de herbicidas sustentavel (Christoffoleti et al., 2014). Nao
se pode deixar de mencionar a questdo das plantas
voluntarias ou tigtieras. Cada sistema de produgao no Brasil
ter uma situagcdo em que a semente caida na colheita das
areas comerciais gerara uma planta que se tornara uma
planta daninha no cultivo em sucessdo, como observamos
claramente com o milho geneticamente modificado para
resisténcia a glifosato, nas areas de soja RR (Lépez-Ovejero
et al, 2016). Tal situacdo demanda praticas de manejo
voltadas a este problema como aumento do intervalo entre os
ciclos de producao para aumento da janela de manejo destas
plantas voluntarias, além claro do uso de herbicidas
destinados a estes alvos (Christoffoleti et al., 2014).

Dentro de um sistema de produgédo, com o intuito de
conservacdo de solo, eliminagdo de plantas daninhas e
producdo de graos, existem as culturas de inverno ou de
cobertura. Na regido sul do Brasil, as culturas utilizadas séo
os chamados cereais de inverno, muitas vezes com intuito de
producédo de graos. Sao exemplos disso o trigo, a cevada e o
triticale. Ainda, a aveia, o centeio e o azevém servem de
cobertura vegetal para geragdo de palhada no plantio direto
(Tenedini & Feldmann, 2015). No Cerrado, o uso de sorgo,
milheto, braquiaria (B. ruziziensis) e girassol sdo os exemplos
mais comuns. Todas estas culturas possibilitam a cobertura
no solo no inverno, impedem as altas produg¢des de sementes
do pousio como vemos como a buva e ainda fazem uso, ainda
que nao freqiente, de herbicidas alternativos ao glifosato
(Soares et al., 2012).

A pés-colheita da cultura da soja ou do milho, se néo
imediatamente seguidas por outras culturas como o préprio
milho e soja ou alguma cobertura / cultura de inverno, deve
ser incrementada com o uso de herbicidas p6s-emergentes ou
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com efeito residual. (Christoffoleti et al., 2012). Isso € uma
tentativa de evitar a producdo de sementes de plantas
daninhas, resistentes ou nédo, e consequente incremento do
banco de sementes das areas, no pousio (Norsworthy et al.,
2012).

Por fim, ndo deve ser esquecido que as boas praticas
agrondmicas nos dizem que culturas bem conduzidas quanto
a sanidade e nutricdo tem menos problemas com plantas
daninhas. O uso de sementes de qualidade, a definicao de
orientagbes espaciais de semeadura (espagcamento) e
variedades com ciclos mais precoce sao estratégias de
manejo de plantas daninhas integrado muito presentes nos
sistemas de produgéo brasileiros. No tocante a questao de
resisténcia de plantas daninhas, o0 manejo e principalmente a
prevencao da mesma sao preocupagoes constantes devido ao
crescimento do problema e falta de engajamento do produtor
devido a questao do custo. O produtor ndo entende o conceito
de investimento no sistema de producéo e isso € a principal
barreira para um bom manejo de plantas daninhas. Assim, a
continuidade das orientagbes técnicas dentro do sistema de
producdo de soja e milho e fundamental. E muito importante
gue se pense em prevencao do problema de resisténcia com
algum tipo de investimento no sistema de producédo, seja
mediante variacdo de estratégias herbicidas (residual), seja
com a diversificacdo do sistema de produgdo utilizando-se
rotacdo de culturas, palhada e eliminagdo do pousio com
manejo outonal. O glifosato deve ser auxiliado no manejo de
plantas daninhas e nao utilizado com unica ferramenta, pois o
tempo em que se fazia tal utilizagcéo ja passou.
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CAPITULO 16

ASPECTOS GERAIS DO MANEJO DE PLANTAS
DANINHAS RESISTENTES A HERBICIDAS NA CULTURA
DO ALGODAO

Anderson Luis Cavenaghi
Edson R. Andrade Junior
Sebastido Carneiro Guimaraes

A cultura do algoddao é uma das mais sensiveis a
interferéncia de plantas daninhas, as quais podem causar
prejuizos durante todo o ciclo, reduzindo a quantidade e a
qualidade da fibra. A menor competitividade da cultura se
deve a caracteristicas como maior espagcamento entrelinhas e
crescimento lento da parte aérea nos primeiros estadios,
agravados pelo longo ciclo (160 a 200 dias em média),
necessidade agronémica de manter a cultura com porte baixo
(uso de reguladores de crescimento), exigéncia de lavoura
limpa por ocasido da colheita e poucas op¢des de tratamentos
herbicidas com amplo espectro e boa seletividade.

O manejo de plantas daninhas nesta cultura passou
por mudancgas significativas entre as safras dos anos de 2008
e 2016, condicionadas pela maior incidéncia de espécies
daninhas resistentes a herbicidas e pelo aumento no valor da
commodity soja, que acabou “deslocando” aproximadamente
70% do plantio da cultura no estado de Mato Grosso, maior
produtor brasileiro, para os meses de janeiro e fevereiro
(segunda safra).

As variedades de algodao cultivadas entre 2005 e
2010 foram, em sua maioria, convencionais, ou seja, sem
resisténcia a herbicidas. Para estas variedades, os Unicos
herbicidas para controle de folhas largas, pds-emergentes
seletivos para a cultura, eram pyrithiobac-sodium e
trifloxysulfuron-sodium, ambos inibidores da ALS, o que
acabou ocasionando o aumento da densidade e dispersado de
bidtipos de leiteiro (Euphorbia heterophylla) e picao-preto
(Bidens spp.) resistentes a esse sitio de acao, selecionados
na cultura da soja, normalmente cultivada nas mesmas areas
em rotagdo ou sucessdo. Herbicidas pré-emergentes
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utilizados na cultura apresentam bom controle para as plantas
de picao-preto, porém, a dificuldade em controlar leiteiro nas
areas de algodao convencional, pela falta de herbicidas
eficientes recomendados para esta cultura, impulsionou o uso
de variedades transgénicas resistentes a glyphosate ou
glufosinate-ammonium (Cavenaghi et al., 2015), aprovados
para a comercializagdo pela CTNBIO no ano de 2008
(CTNbio, 2016).

Com wuso de \variedades transgénicas e o0
“deslocamento” do plantio da cultura do algodoeiro para os
meses de janeiro e fevereiro, ap6s a colheita da soja, a
utilizacao de herbicidas pré-emergentes, comum quando o
plantio ocorria em dezembro, diminuiu, € com isso reduziu
também a quantidade de sitios de acdo aplicados numa
mesma safra. Essa forma simplificada de manejo foi
responsavel pelo aumento dos problemas com plantas
daninhas resistentes a herbicidas em paises como Estados
Unidos da América e Austrdlia, onde o problema com
resisténcia de plantas daninhas se agravou nos ultimos anos,
e mesmo assim, este também parece ser o caminho a ser
percorrido no Brasil.

Um projeto de extensé@o intitulado “Monitoramento de
plantas daninhas resistentes a herbicidas e difusdo de
medidas de controle no estado de Mato Grosso” vem sendo
realizado em parceria pelo Instituto Mato-grossense do
Algodao (IMAmt), pela UNIVAG-Centro Universitario de
Véarzea Grande-MT e pela Universidade Federal de Mato
Grosso (UFMT). Nesse projeto, bi6tipos de plantas daninhas,
ocorrentes na cultura de algoddao, com suspeitas de
resisténcia a herbicidas, sdo testadas segundo protocolo
simplificado para casos ja registrados, e usando curvas de
dose-resposta para novos casos. Nas Tabelas 1 e 2 estdo
reproduzidos os resultados obtidos nos anos 2013/14 e
2014/15, expressos como porcentuais das amostras
classificadas como resistentes (ndo foram controladas pelo
dobro da dose de rétulo), tolerantes (ndo foram controladas
pela dose de rotulo, mas o foram pelo seu dobro) ou
suscetiveis (foram controladas pela dose de rétulo).
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Os problemas com leiteiro e picao-preto resistentes a
inibidores da ALS foram evidenciados pela grande quantidade
de amostras recebidas e pelo alto indice de problema de
controle verificado para estas espécies em todos os anos de
realizacao do projeto (Andrade Jr. et al., 2013, 2014)

Além de leiteiro e picao-preto, espécies de caruru
(Amaranthus spp.) e mentrasto ndao foram controladas com os
herbicidas inibidores da ALS normalmente utilizados na
cultura do algodao, e para mentrasto, este foi o primeiro relato
de resisténcia no mundo. Francischini et al. (2012, 2013)
também relataram a ocorréncia de bidtipos de caruru
resistentes aos inibidores de ALS em regiées algodoeiras do
Brasil, e alguns desses apresentaram também resisténcia a
inibidores do fotossistema |l.

Bidtipos de capim-pé-de-galinha (Eleusine indica)
resistentes aos herbicidas clethodim e tepraloxydim, ambos
inibidores da ACCase, poderdo se tornar grande problema
nas areas de produgao de algodao, exigindo atengéo especial
porque ja existem no mundo bibtipos resistentes a varios
sitios de acdo incluindo glufosinate-ammonium e a
glyphosate, dois dos principais herbicidas utilizados nessa
cultura. Resisténcia de capim-pé-de-galinha a glyphosate ja
foi constatada no Brasil (Heap, 2016), e na Malasia, ha um
bidtipo com resisténcia mdltipla a quatro sitios de acao,
ACCase, PS I, EPSPs e GS (Jalaludim et al., 2014).

Um dos maiores problemas do algodoeiro nos Estados
Unidos da América, a planta daninha Amaranthus palmeri, foi
identificada em Mato Grosso e relatada no ano de 2015
(Andrade Jr. et al., 2015a). Esta espécie de caruru apresentou
resisténcia multipla a herbicidas inibidores de ALS (Gongalves
Netto et al., 2016) e inibidores da EPSPs (glyphosate)
(Carvalho et al., 2015). Nos Estados Unidos, ha biotipos de A.
palmeri com resisténcia simples a herbicidas de seis sitios de
acao: inibidores da ALS, inibidores da EPSPs, inibidores da
HPPD, inibidores de microtubulos, inibidores do fotossistema
Il e inibidores da PROTOX (PPO). O manejo dessas
populagbes se torna ainda mais complexo com a ocorréncia
de resisténcia multipla, a qual ja foi detectada para dois ou
trés desses mecanismos (ALS/EPSPs; PROTOX/ALS,
PROTOX/EPSPs, ALS/EPSPs/FSII e ALS/FSI/HPPD). A
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resisténcia de Amaranthus palmeri a inibidores da PROTOX
(fomesafen) foi relatada em 2016 no estado do Arkansas
(EUA) (Salas et al.,, 2016) para um biétipo que ja tinha
resisténcia a ALS. Os herbicidas inibidores da PROTOX
podem ser excelentes alternativas para o controle de bibtipos
de Amaranthus palmeri resistentes a outros sitios de acéo, e a
perda de mais esta ferramenta pode dificultar ainda mais o
controle desta espécie. Em Mato Grosso ja foi identificado um
bidtipo de Amaranthus retroflexus com resisténcia a inibidores
da PROTOX, aplicados em poés-emergéncia, em areas de
producdo de soja.

Estes resultados evidenciam a necessidade de se
adotar medidas integradas de controle que possam auxiliar no
aumento da eficiéncia dos manejos utilizados. O controle
cultural é de extrema importancia e deve ser planejado
buscando-se dar vantagens para o desenvolvimento das
plantas da cultura desde a semeadura, ou seja, realizar o
plantio no limpo, na época, densidade e espagcamentos
recomendados e com fertilizacdo e manejos fitossanitarios
adequados. Além destes cuidados, o uso de espécies que
propiciem a formacdo de cobertura morta no momento da
semeadura do algodao no més de dezembro pode auxiliar na
reducdo da densidade de plantas daninhas na é&rea e o
milheto  (Pennisetum glaucum) e o capim-braquiaria
(Brachiaria ruziziensis) sao consideradas as melhores op¢des
para esta finalidade em &reas no cerrado.

Métodos preventivos, como a limpeza de maquinarios,
ganham importancia quando consideramos que uma das
principais caracteristicas de espécies como buva, caruru,
capim-pé-de-galinha e capim-amargoso (Digitaria insularis) é
a producgao de grande numero de sementes pequenas. Para a
espécie Amaranthus palmeri, ja resistente ao herbicida
glyphosate e inibidores da ALS, o procedimento de limpeza de
colhedoras, entre outras exigéncias, passa a ser obrigatério
em propriedades infestadas (INDEA-MT, 2015).

O método quimico, representado pelo uso de
herbicidas, tornou-se muito difundido e Gtil em varias culturas,
sendo imprescindivel nas grandes areas algodoeiras, pelas
vantagens como alta eficiéncia, rapidez na execugao e menor
emprego de mao-de-obra. A aplicacao de herbicidas pode ser
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feita em diferentes momentos, na dessecacdo em pré-
semeadura, na pré-emergéncia, em uma ou mais aplicacées
de pds-emergéncia com produtos seletivos e na pos-
emergéncia dirigida com produtos nao seletivos.

A possibilidade de uso de herbicidas de amplo
espectro como glyphosate e glufosinate-ammonium, em
variedades especificas de algodoeiro, pode trazer maior
eficiéncia, seguranca e praticidade no controle das plantas
daninhas, mas a preservagao das vantagens dessa tecnologia
demanda uso racional para evitar o aumento da selegéo de
espécies tolerantes e bidtipos resistentes a estes herbicidas.

No Brasil, o uso exclusivo de glyphosate ou
glufosinate-ammonium pode aumentar o nUmero de espécies
resistentes no caso do primeiro, como diminuir 0 tempo
necessario para selecao de espécies resistentes para o
segundo herbicida.

Outro fator importante a ser considerado € que, se a
rotacdo de culturas for realizada com variedades resistentes
aos mesmos sitios de acao (soja, milho ou qualquer outra
cultura), e sempre os mesmos herbicidas aplicados nas areas,
0 tempo necessario para surgimento de espécies resistentes
serd menor.

Ainda, o glyphosate sempre estd entre os herbicidas
utiizados na operagdo de dessecagdo para plantio,
normalmente associado ao 2,4-D (demanda maior intervalo
entre a aplicagdo e a semeadura), ao flumioxazin ou ao
carfentrazone-ethyl. O proprio glufosinate-ammoniun, o
paraquat e o paraquat + diuron também podem ser utilizados
neste momento. Neste grupo citado anteriormente sao
observados sete diferentes sitios de acdo para serem
alternados nesta operagao: inibidor da EPSPs, mimetizador
de auxina, inibidor da PROTOX, inibidor da GS, inibidor do
transporte de elétrons no fotossistema | (PS [) e inibidor do
elétron no fotossistema Il (PS 11).

Herbicidas utilizados anteriormente em variedades
convencionais devem continuar sendo considerados no
manejo de plantas daninhas, mesmo para variedades
resistentes a herbicidas. A integracao de diferentes métodos
de controle e rotagdo de herbicidas que controlem as mesmas
plantas daninhas e tenham diferentes sitios de agédo é
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fundamental para prevenir o aparecimento e manejar as
plantas daninhas resistentes na cultura do algodao.

Desta forma, o uso de herbicidas pré-emergentes é
imprescindivel para o aumento desta diversidade. Os
principais herbicidas (sitios de agdo) utilizados em pré-
emergéncia na cultura do algodado sédo clomazone (DOXP),
diuron (PS Il), s-metolachor (VLCFA), prometryn (PS II) e
trifluralin (microtubulos). Ainda ha a possibilidade do uso de
pedimenthalin (microtubulos), alachlor (VLCFA) e fomesafen
(PROTOX) nesta modalidade. Além de oferecer alternativa de
sitios de agao, as aplicacdes em pré-emergéncia garantem o
desenvolvimento inicial livre da interferéncia e reduzem a
densidade de plantas daninhas a serem controladas pelos
herbicidas aplicados em pds-emergéncia.

Para as plantas daninhas picado-preto, caruru,
mentrasto e capim-pé-de-galinha ja resistentes a herbicidas
utilizados em pés-emergéncia nesta cultura, como pyrithiobac-
sodium, trifloxysulfuron-sodium, glyphosate, clethodim e
tepraloxydim, os herbicidas pré-emergentes devem
obrigatoriamente fazer parte do manejo destas plantas,
visando aumentar a eficacia de controle, por apresentarem
acao em sitios distintos dos herbicidas mencionados.

Em pdés-emergéncia, para o controle de gramineas, os
principais ingredientes ativos utilizados sdo o clethodim, o
haloxyfop-methyl, o tepraloxydim, o fluazifop-p-butyl, o
sethoxydim, o quizalofop-p-ethyl e o quizalofop-p-tefuryl,
ambos inibidores da ACCase. Estes herbicidas nao controlam
bidtipos de capim-pé-de-galinha resistentes a inibidores da
ACCase, problema agravado em areas com algodoeiro
resistente ao glufosinate-ammonium, pois esse herbicida n&o
apresenta bom controle desta espécie. O glyphosate e o
glufosinate—ammonium também podem ser utilizados para
controle de gramineas se a variedade for resistente a estes
herbicidas.

Ainda em poOs-emergéncia, os herbicidas pyrithiobac-
sodium e trifloxysulfuron-sodium sao os mais utilizados em
variedades convencionais, e glufosinate-ammonium e
glyphosate nas variedades a eles resistentes. Ainda nao ha
relatos de bidtipos com resisténcia a glufosinate-ammonium
no Brasil.
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Existe ainda a possibilidade de se realizar aplicagdo de
herbicidas em jato dirigido, que permite o uso de herbicidas
nao seletivos, por meio do direcionamento da calda
pulverizada para as folhas das plantas daninhas e para o solo,
evitando-se as folhas da cultura (Cavenaghi et al., 2014).
Diferentes herbicidas podem ser utilizados nesta modalidade,
normalmente associando-se um herbicida residual a um
herbicida pds-emergente ndo seletivo. Os ingredientes ativos
mais utilizados sao diuron, atrazine, ametrine, glyphosate,
paraquat, glufosinate-ammonium, flumioxazin, carfentrazone-
ethyl e MSMA. Portanto, considerando os herbicidas mais
utilizados nesta modalidade temos os seguintes sitios de
acdo: inibidores do fotossistema |Il, inibidores da ESPSs,
inibidores do fotossistema |, inibidores da GS, inibidores da
Protox e o herbicida MSMA cujo sitio de acdo é ainda
desconhecido.

Considerando os herbicidas registrados para a cultura
do algodao existem doze possiveis sitios de agéo, incluindo o
herbicida MSMA (Rodrigues & Almeida, 2011), e a
modalidade em que diferentes sitios de acdo estdo
envolvidos, e menos se repetem, é em pré-emergéncia,
confirmando a importancia destes para o controle e prevencao
do surgimento de plantas daninhas resistentes na cultura do
algodéo.

As tecnologias contidas nas sementes empregadas
pelos produtores de algodao podem indicar, de certa forma,
quais herbicidas pretendem-se utilizar no manejo de plantas
daninhas. Na Tabela 3 s&o apresentadas as distribuigbes das
tecnologias utilizadas no estado do Mato Grosso, nas safras
2011/2012 e 2015/16. A deciséo sobre qual tecnologia utilizar
pode ser influenciada principalmente pelos custos envolvidos,
pela produtividade das variedades disponibilizadas nas
tecnologias, pelos problemas a serem resolvidos no campo
(praga, plantas daninhas etc.) e pela disponibilidade de
sementes a serem comercializadas.
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Tabela 3. Porcentagem de uso das tecnologias nas lavouras
de algodao nas safras 2011/2012 e 2015/16 no estado do
Mato Grosso. Fonte: IMA (dados nao publicados).

Tecnologia Safra 2011/2012  Safra 2015/2016
Convencional 66,5 1,5
WS 1,1 65,5
B2RF - RF - BGRR 1,1 11,7
LL 31,3 1,5
GL-GLT - 19,8

WS — WideStrike; B2RF — Bollgard 2 Roundup Ready Flex; RF —
Roundup Ready Flex; BGRR — Bollgard Roundup Ready; LL —
Liberty Link; GL — GlyTol Liberty; GLT — GlyTol Liberty TwinLink

Na safra 2011/2012, a maior porcentagem observada
(66,5) foi para variedades convencionais, ou seja, 0S
herbicidas utilizados nestas areas deveriam ser seletivos para
a cultura em suas modalidades de aplicagdo. Desta forma,
glyphosate e/ou glufosinate-ammonium, poderiam ser
utilizados apenas antes da emergéncia da cultura ou em
aplicacao de jato-dirigido.

Em 2015/2016 houve predominancia de variedades
com tecnologia WS (65,5), que confere a resisténcia a
lepidopteros. Porém, esta tecnologia suporta a aplicagédo de
glufosinate-ammonium, pratica comumente adotada pelos
produtores, apesar de nao recomendada pelos obtentores
desta tecnologia pela possibilidade de ocorréncia de
fitotoxicidade.

O uso de variedades resistentes a glyphosate (B2RF —
RF — GL — GLT) estd aumentando gradativamente com o
surgimento de novas variedades com essa tecnologia e falhas
da tecnologia WS no controle das pragas alvo. Alguns fatores
que limitam o crescimento mais acelerado do uso das
variedades resistentes a glyphosate sado os custos dos
“royalties”, maior dificuldade no manejo de pragas (possui
influéncia maior no “trait” a ser utilizado nas propriedades) e
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pela exclusédo do glyphosate no manejo dos restos culturais
(destruicado de soqueira).

A curto prazo serdo langadas variedades Bt com
resisténcia somente a glufosinate-ammonium, atendendo a
forte demanda dos produtores por essa opg¢ao, uma vez que
as variedades LL atuais ndo possuem tecnologia Bt. Apenas a
tecnologia GLT possuem as duas tecnologias citadas
anteriormente, porém sempre atrelada a resisténcia a
glyphosate.

A médio prazo sera lancada a tecnologia Bollgard Il
Xtendflex Cotton, que confere a resisténcia a dicamba,
glyphosate e glufosinate-ammonium na mesma variedade de
algodao, sendo essa tecnologia de extrema importancia para
rotacao de sitios de acao, e se bem utilizada sera muito Gtil no
manejo de espécies ndo gramineas ja resistentes ao
glyphosate (buva, caruru), e principalmente na prevengao de
novos casos de resisténcia.

A tecnologia Enlist € um langamento que podera
ocorrer a longo prazo (sem estimativa de langamento) e que
confere a resisténcia ao herbicida 2,4-D, podendo estar ou
nao aliada a resisténcia a glyphosate e glufosinate-
ammonium, com a mesma vantagem citada anteriormente
(mais de um sitio de agdo em um mesmo evento). Porém
essa tecnologia trard um grande impasse na eliminagdo dos
restos culturais do algodoeiro (destruicdo de soqueira), pois
atualmente, quando se emprega o método de destruicdo
quimica, o principal produto utilizado é o 2,4-D (Andrade Jr. et
al., 2015b).

Sempre importante lembrar, ndo s6 nas tecnologias ja
disponiveis atualmente, mas também nas futuras, a
importancia da rotagéo de herbicidas com diferentes sitios de
acao para reduzir a pressao de selecdo de plantas daninhas
resistentes, ndo apenas no manejo da cultura do algodao,
mas no manejo de todo sistema (dessecacéo, cultivo anterior
e posterior). Os novos eventos transgénicos, sempre devem
ser encarados como mais uma ferramenta de manejo para
controle de plantas daninhas e ndo como a solugao definitiva
para os problemas encontrados no campo. Caso contrario,
sempre surgirdo novos problemas ocasionados pelo mau uso
das ferramentas disponiveis. Os “traits” também devem ser
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rotacionados como forma de prevencdo, pois 0s herbicidas
utilizados também o seréo.

Realizar observacoes sistematicas das areas, antes e
apds aplicagéo de herbicidas, para certificar-se da eficiéncia
do tratamento aplicado, pode auxiliar na identificacdo de
possiveis problemas de controle, principalmente se a
resisténcia da espécie ja for conhecida para o herbicida
utilizado. Neste caso deve-se providenciar o controle efetivo
das plantas remanescentes suspeitas de resisténcia, antes
que essas produzam sementes ou outras estruturas de
reprodugéo.

16.1. Referéncias bibliograficas

ANDRADE JUNIOR, E.R.; CAVENAGHI, A.L.; GUIMARAES, S.C.
Resisténcia de plantas daninhas a herbicidas e resultados do
primeiro levantamento em &reas algodoeiras de Mato Grosso.
Circular técnica, n® 4, IMAmt, 2013. 8 p. )

ANDRADE JUNIOR, E.R.; CAVENAGHI, A.L.; GUIMARAES, S.C.
Levantamento de plantas daninhas com resisténcia a herbicidas
em areas algodoeiras de Mato Grosso. Circular Técnica, n? 10,
IMAmt, 2014. 8 p.

ANDRADE JUNIOR, E.R.; CAVENAGHI, A.L.; GUIMARAES, S.C.
Primeiro relato de Amaranthus palmeri no Brasil em areas
agricolas no estado de Mato Grosso. Circular Técnica, n® 19,
IMAmt, 2015a. 8 p.

ANDRADE JUNIOR, E.R. et al. Destruigao quimica da soqueira em
variedades de algodao resistentes ao glyphosaste. Circular
Técnica, n® 17, IMAmt, 2015b. 8 p.

CARVALHO, S. J. P. et al. Detection of glyphosate-resistant Palmer
Amaranth (Amaranthus palmeri) in agricultural areas of Mato
Grosso, Brazil. Planta Daninha, 33(3), 579-586, 2015.

CAVENAGHI, A.L.; GUIMARAES, S.C.; ANDRADE JUNIOR, E.R;
ANTUNES JUNIOR, M.Z. Manejo de plantas daninhas na cultura
do algodao. In: MONQUEIRO, P.A. (Org.). Manejo de plantas
daninhas nas culturas agricolas. Sdo Carlos: Rima Editora,
2014. p. 53-68.

CAVENAGHI, A.L.; GUIMARAES, S.C.; ANDRADE JUNIOR, E.R;;
ANTUNES JUNIOR, M.Z. Plantas daninhas em grandes culturas e
0 problema da resisténcia a herbicidas. In: Sentelhas, P.C (Ed.).
Boletim de Pesquisa 2015/2016. Santa Cruz do Sul, RS: Editora
Gazeta, 2015. p. 232-251.

COMISSAO TECNICA NACIONAL DE BIOSSEGURANCA
(CTNBIO). Tabela Resumo de Plantas Aprovadas pela CTNBIO,

248



2016. Disponivel
em:<http://ctnbio.mcti.gov.br/documents/566529/1684467/Tabela+
Resumo+de+Plantas+Aprovadas+pela+CTNBio/7a98283f-39¢e7-
4548-8960-ad489b29e281?version=1.2>. Acesso em: 02 jul. 2016.

FRANCISCHINI, A.C. et al. Resistance of Amaranthus retroflexus to
acetolactate synthase inhibitor herbicides in Brazil. Planta
Daninha, 32(2): 437-446, 2014.

FRANCISCHINI, A.C.; OLIVEIRA Jr., R.S. & CONSTANTIN, J.
Primeiro relato de resisténcia a herbicidas em espécies de caruru
no Brasil. Informe Técnico PGA-UEM, 1(2): 1-4, 2012.

GONGALVES NETTO, A.; NICOLAI, M.; CARVALHO, S.J.P.;

BORGATO, E. A.; CHRISTOFFOLETI, P. J. . Multiple Resistance
to EPSP-ALS Inhibiting Herbicides of Glyphosate-Resistant
Amaranthus palmeri in the State of Mato Grosso, Brazil. Planta
Daninha, 2016. (no prelo)

HEAP, I.M. 2016. International survey of herbicide resistant
weeds. Disponivel em: <http://www.wedescience.org>. Acesso
em: 02 jul. 2014.

INDEA. Instrugdo Normativa INDEAMT n® 047/2015. Diario Oficial,
n® 26576, p. 33, 2015. Disponivel em:
HTTP://www.indea.mt.gov.br/download.php?!d=294243.  Acesso
em: 15 jul. 2015.

JALALUDIN, A., YU, Q., POWLES, S.B. Multiple resistance across
glufosinate, glyphosate, paraquat, ACCase-inhibiting herbicides in
a Eleusine indica population. Weed Research, v. 55, p. 82-89,
2014.

RODRIGUES, B.N.; ALMEIDA, F.S. Guia de Herbicidas. 6 ed.
Londrina, 2011. 697 p.

SALAS, R.A. et al. Resistance to PPO-inhibiting herbicide in Palmer
amaranth from Arkansas. Pest Management Science, 72, p. 864-
869, 2106.

249



250



CAPITULO 17

PERSPECTIVAS NA EVOLUGAO DOS CASOS DE
RESISTENCIA NO BRASIL: NOVOS CONCEITOS SOBRE A
RESISTENCIA DE PLANTAS DANINHAS A HERBICIDAS

Edivaldo Domingues Velini

Caio Antonio Carbonari

Giovanna Larissa Gimenes Cotrick Gomes
Leandro Tropaldi

17.1. Introducao

Ao longo do processo evolutivo, as plantas daninhas
desenvolveram um amplo conjunto de caracteristicas que as
tornaram aptas a sobreviver a diversos tipos de estresses
bidticos ou abidticos. Os métodos de controle que utilizamos
na agricultura, incluindo os herbicidas, sdo processos que
promovem estresses severos o suficiente para paralisar o
crescimento ou matar as plantas daninhas. As comunidades
de plantas daninhas podem se adaptar rapidamente aos
métodos de controle. Pode ocorrer a selecdo de espeécies
pouco sensiveis ou beneficiadas pelo método de controle ou a
selecdo de gendtipos resistentes em  populagbes
originalmente sensiveis.

A selecdo e dispersdo de plantas com propagagao
vegetativa pelo uso da gradeacao e do cultivo mecanico é um
exemplo do beneficio de uma préatica de controle a uma
espécie ou a um grupo de espécies. Outro exemplo é a
selecdo de espécies com sementes maiores pela presenca de
palha sobre o solo.

Em algumas situagdes o beneficio pode ocorrer como
resultado do uso de praticas que nao tém por objetivo o
controle. Merece destaque a capacidade das colheitadeiras
mecéanicas de graos ou de cana-de-agUcar dispersar
sementes de plantas daninhas. Apenas as espécies que
produzem e retém os frutos durante o periodo de colheita é
que podem ser beneficiadas. Sdo exemplos importantes, as
convolvulaceas de caule voluvel e de ocorréncia tardia em
cana-de-agucar ou culturas anuais.
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Existem muitas excegbes, mas, em geral, plantas
daninhas produzem sementes pequenas e que demandam
poucos recursos e poucos dias para a formagéo. A produgéo
de sementes pequenas pode limitar a capacidade de germinar
profundamente no solo ou em areas cobertas com palha, mas
pode facilitar a dispersao, contribuir para reduzir a duragéo do
ciclo e para que seja possivel produzir um elevado nimero de
sementes. A producdo de muitas sementes dificulta o controle
e pode ampliar a diversidade genética da populagao,
aumentando a probabilidade de ocorréncia e selecdo de
gendtipos resistentes.

Sobre a variabilidade genética em populagcbes de
plantas daninhas, tradicionalmente admitia-se que o conjunto
de genes de uma determinada espécie era quase constante,
uniformemente expresso e esporadicamente alterado por uma
mutagédo. Hoje sabemos que apenas uma fracdo dos genes é
expressa e que muitos genes estao envolvidos no controle da
expressao de outros genes, sendo possivel a produgao de
muitos fendtipos a partir de um anico gendtipo. Ou seja, a
variabilidade fenotipica pode ser ainda maior do que a
variabilidade genotipica que resulta da producdo de um
elevado numero de sementes.

O splicing alternativo também pode contribuir para a
variabilidade fenotipica. O Splicing € um processo que remove
os introns e junta os éxons apds a transcricdo do RNA.
Havendo variagdes no arranjo dos éxons, o que € chamado
de splicing alternativo, diferentes proteinas podem ser
produzidas. Possivelmente a maioria dos genes esta sujeita a
splicing alternativo. Duas enzimas fundamentais para a
metabolizacdo herbicidas em plantas daninhas sdo a P450
monooxigenases (P450) e a glutationa-S-transferase (GST).
Essas enzimas também tém papel fundamental na
desintoxicacdo de animais, com destaque para humanos. Em
humanos esta claro que os genes que codificam a producao
das enzimas sao sujeitos a splicing alternativo e esse
fendmeno permite a formacdo de familias de cada uma das
enzimas, com maior ou menor afinidade aos diferentes
substratos (Turman et al., 2006; Barbany et al., 2012). Mas
ainda ha um longo caminho até que o fendmeno seja
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adequadamente avaliado em cada uma das espécies de
plantas daninhas e também as cultivadas.

A expressdao de um gene ndo € uma caracteristica
qualitativa. Dependendo das condigbes ambientais e dos
promotores, diferentes niveis de expressdo podem ser
encontrados em plantas de um mesmo genétipo. Uma mesma
sequéncia génica também pode estar associada a diferentes
promotores em diferentes genétipos, o que pode levar a niveis
distintos de expressdo do gene. O numero de coOpias dos
genes também pode variar entre genotipos, alterando o
numero de unidades da proteina ou enzima presentes nas
plantas. Tratando-se de genes que codificam proteinas que
inativam ou ativam herbicidas, o nivel de eficacia pode ser
alterado pela maior ou menor expressao do gene. Tratando-se
de proteina que constitui sitio de acao do herbicida, um maior
nivel de expressdo pode demandar maior numero de
moléculas do herbicida (consequentemente maior dose) para
que todas as unidades da proteina sejam inativadas.

Ainda é limitada a compreensao sobre a relevancia das
alteragbes epigenéticas para a diversidade fenotipica em
plantas. Alteracdes epigenéticas podem levar a ocorréncia de
caracteristicas que sédo estaveis ao longo de diversas divisées
celulares, mas que nao envolvem mudangas na sequéncia de
DNA do organismo, sendo exemplos a metilagdo e a
modificagéo pela histona.

Além dos aspectos discutidos, é de grande relevancia
conhecer o sistema reprodutivo e, consequentemente, a
estrutura genética das populagdes de plantas daninhas.
Plantas propagadas vegetativamente ou que produzem
sementes apomiticas podem apresentar menor variabilidade.
Nestes casos ocorre a formagao e coexisténcia de clones que
podem ser rapidamente selecionados.

Quando predomina a produgdo de sementes e a
polinizagédo é cruzada, o processo seletivo conduz a reducao
da frequéncia de genes desfavoraveis ou ao aumento da
frequéncia de genes favoraveis. Os genes sdo reorganizados
a cada geragao e o que ocorre € uma adaptacdo continua a
pressao de sele¢ao exercida pelo ambiente ou por um agente
de controle.
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Em espécies predominantemente autopolinizadas, a
autofecundacgéo conduz a formacao de individuos com altas
taxas de homozigose e com grande similaridade com as
respectivas plantas ancestrais. Ocorrendo elevadas taxas de
homozigose, os gendtipos sdo bastante estaveis e aqueles
que sao resistentes aos métodos de controle podem ser
rapidamente selecionados e se tornar predominantes se a
pressdao de selecao for mantida. As populagdes de plantas
autdbgamas podem ser tao variaveis quanto as populacdes de
plantas aldgamas, mas a variabilidade resulta da presenca de
um elevado numero de gendtipos (com alta taxa de
homozigose) que poderdo transmitir de modo estavel suas
caracteristicas a prole.

Infelizmente, muito pouco tem sido feito para conhecer
os sistemas reprodutivos e as estruturas genéticas de
populacdes de diferentes espécies de plantas daninhas
suscetiveis ou resistentes aos métodos de controle. Muito de
nossa dificuldade em prever ou prevenir novos casos de
resisténcia resulta da falta dessas informagdes.

17.2. Mecanismos de resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas

Os mecanismos que explicam o desenvolvimento da
resisténcia a herbicidas e influenciam o modo de acao destes
compostos podem estar relacionados ou ndo com o sitio de
acao (target-site e non-target-site). A resisténcia relacionada
ao sitio de acao ocorre quando o herbicida alcanga o sitio de
acdo em concentracoes letais, mas existem mudangas na
enzima/proteina alvo que limitam a acdo do herbicida. A
resisténcia ndo relacionada ao sitio de agado envolve
mecanismos que minimizam a quantidade do herbicida ativo
que alcancga o sitio de acao.

Quando relacionada ao sitio de agao, a resisténcia pode
ocorrer por uma mutacao no gene que confere mudanga de
aminoacido em uma enzima alvo, evitando a ligagdao do
herbicida; ou pode também ser conferida pela superexpressao
da enzima alvo (amplificagcdo ou mudangas em um promotor
do gene). Ja a resisténcia sem relacdo com o sitio de acao
baseia-se na metabolizacdo ou desintoxicagdo do herbicida a
substancias menos téxicas; ou reducado da concentracao do
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herbicida no local de acdo pela reduzida absorgdo e/ou
translocacgéo ou pelo sequestro do herbicida no vacuolo.

Algumas das enzimas mais importantes envolvidas na
metabolizacdo de herbicidas em plantas sdo as citocromo
P450 monooxigenases (P450) e a glutationa-S-transferase
(GST). O mecanismo de resisténcia a herbicidas baseado na
metabolizacao por estas enzimas é muito ameacador, porque
elas podem simultaneamente metabolizar herbicidas de
diferentes mecanismos de agdo, incluindo aqueles nunca
utilizados (Powles & Yu, 2010).

Enquanto as mutagbes genéticas relacionadas ao sitio
de agcdo podem ser identificadas mais precisamente, e em
geral, implicam em um mecanismo de resisténcia bastante
especifico, 0s mecanismos nao relacionados ao sitio de agao
sdo menos conhecidos e tém ganhado importancia nos
tltimos anos (Powles & Yu, 2010). Um dos maiores desafios
da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas no mundo € a
ocorréncia de individuos que acumulam diversos mecanismos
de resisténcia, baseados ou ndo no sitio de agao.

O profundo conhecimento sobre as caracteristicas
bioquimicas, genéticas e moleculares da resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas devera contribuir para
racionalizagdo do uso de herbicidas, desenvolvimento de
novas tecnologias e estratégias de manejo de plantas
daninhas mais sustentaveis.

17.3. Resistindo a resisténcia
A grande maioria dos trabalhos cientificos que tratam da
resisténcia de plantas daninhas a herbicidas, tratam da
identificacdo de bibtipos resistentes, desenvolvimento de
curvas de dose-resposta, avaliagdo da resisténcia cruzada,
selecdo de herbicidas que mantém a eficacia em gendtipos
resistentes a outros herbicidas. Um ndmero menor de
trabalhos procura desenvolver tecnologias que reestabelecam
a sensibilidade das populacbes resistentes. Contudo, os
avancos recentes em bioquimica e genética vegetal podem
permitir que essa alternativa seja comercialmente disponivel
em futuro proximo.
Embora as primeiras tentativas neste sentido
correspondam ao uso de inibidores de enzimas que
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promovem a degradagdo de herbicidas (Tardif & Powles,
1999; Preston & Powles, 1998; Christofer et al., 1994;
Forthoffer et al., 2001), uma nova alternativa se abre com o
dominio das tecnologias fundamentadas em RNA de
interferéncia (RNAI). Os herbicidas exercem sua agao através
da interagdo com proteinas sendo a grande maioria enzimas.
Sendo possivel desenvolver RNAI, o controle pode ser obtido
pela redugcdo da expressdo do gene que produzird uma
determinada enzima ou proteina. O desenvolvimento de RNAs
de interferéncia pode ser feita especificamente para reduzir a
expressdo de genes que induzem resisténcia. Podem ser
genes relacionados ao maior metabolismo, a reducao de
absorcdo ou translocagdo ou ao aumento do nivel de
expressao do gene que codifica a proteina que é o sitio de
acao de um herbicida. Um exemplo dessa ultima alternativa é
o desenvolvimento da tecnologia experimental BioDirect para
reestabelecer a suscetibilidade do Amaranthus palmeri ao
glyphosate (Monsanto, 2016).

Ao nivel de RNA a diversidade é muito maior do que ao
nivel proteico. Por exemplo, ha seis combinagbes de trés
nucleotideos que codificam a inclusdo de uma leucina na
sequencia proteica. A simples troca entre essas seis opcoes
pode representar variabilidade relevante aos niveis de DNA e
RNA, sem que a sequéncia proteica seja alterada. Tomando
como referencial, uma sequencia de apenas sete aminoacidos
demandaria um fragmento de RNA com 21 nucleotideos para
sua sintese. Ao nivel de RNA o numero possivel de
combinagdes considerando quatro nucleotideos e 21
posicbes, é 3.436 vezes maior do que O numero de
combinagdes possiveis de sete aminoacidos.

17.4. Variabilidade das doses em condicoes de campo

As doses de defensivos agricolas em condi¢cdes de
campo nao sao uniformes. A dose aplicada corresponde a
dose média que seria observada no campo, na auséncia de
perdas por deriva. Os poucos trabalhos que tratam da
variabilidade das doses de herbicidas em condigées de campo
(Gazziero et al., 2006; Souza et al., 2007) evidenciam que as
deposicbées de herbicidas em plantas individualmente
avaliadas, pode variar dezenas de vezes. A consequéncia
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dessa variabilidade € a construgdo de uma infinidade de
combinagbes de doses e pressbes de selecdo apbés a
aplicacdo de um herbicida em uma dose previamente
selecionada e que deveria ser uniforme. Mesmo quando se
aplica uma sub-dose de um herbicida, algumas plantas
receberdo doses muito altas e acima da dose média
esperada. Do mesmo modo, o uso de doses elevadas ndo é
suficiente para garantir que ndo havera plantas submetidas a
sub-doses dos herbicidas.

Segundo Powles & Yu (2010), uma dose alta de um
herbicida resulta em alta mortalidade das plantas que a
recebem, mas pode selecionar genes de resisténcia raros
capazes de desenvolver resisténcia de alto nivel, no entanto,
doses baixas de um herbicida (muitas plantas morrem, porém
algumas sobrevivem), selecionam todos 0s possiveis genes
de resisténcia, tanto aqueles que causam resisténcia de alto
como de baixo nivel.

As principais causas da variabilidade das doses
unitarias de herbicidas em condicbes de campo sdo os
movimentos verticais e horizontais da barra de aplicacao e a
protecdo exercida pela palha ou por outras plantas. A analise
das informagdes disponiveis em literatura (Gazziero et al.,
2006; Souza et al., 2007) indica que a variabilidade das doses
em campo pode ser expressiva o suficiente para que algumas
plantas daninhas recebam doses baixas o suficiente para
produzir efeitos horméticos, conforme sera discutido a seguir.

17.5. Efeitos horméticos

O efeito estimulante causado por baixas doses de um
composto téxico € denominado hormesis, e tem sido relatado
para baixas doses de herbicidas em plantas (Belz & Duke,
2014). Os efeitos horméticos dos herbicidas nas plantas foram
observados por muitos pesquisadores na area de plantas
daninhas para muitas variaveis, como crescimento, biomassa,
altura, conteddo de proteina, resisténcia a doencas.
Comparando com a relacdo classica entre a dose de uma
toxina e a resposta resultante, a resposta hormética ou
bifdsica é caracterizada por um aumento na resposta em
baixas doses, sendo que em altas doses ocorre a inibicao
(Belz et al., 2011).
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A magnitude para a observagcdo de respostas
estimulantes em todos os campos da ciéncia e para diferentes
compostos téxicos e organismos, varia em média entre 30 e
60% acima da testemunha (Calabrese & Blain, 2005;
Calabrese, 2008, 2010). Para herbicidas os valores
encontrados na literatura variam entre 20 e 30% de estimulo
em comparagao com a testemunha sob condi¢des controladas
e de 10 a 25% em condi¢cdes de campo. O glyphosate é o
herbicida mais estudado com relacao aos efeitos horméticos
(Schanbenberger et al., 1999; Wagner et al., 2003; Velini et
al., 2008; Cedergreen et al., 2009; Cedergreen e Olesen,
2010; Belz et al., 2011; Belz e Leberle, 2012; Carvalho et al.,
2013; Belz e Duke, 2014).

No caso de plantas daninhas resistentes em funcéo de
baixas quantidades do herbicida que atingem o sitio de acéo
(absorcao e/ou translocacdo reduzida ou aumento da
inativacdo metabdlica), a dose que causa hormese aumenta
na proporcdo em que a dose téxica aumenta (Belz & Duke,
2014). Este efeito hormético pode favorecer o
desenvolvimento dos bi6tipos resistentes em uma populagao
apés a aplicacao da dose recomendada do herbicida. Estudos
recentes evidenciaram que doses sub-letais de glyphosate (90
a 360 g ea ha') podem estimular e aumentar o
florescimento, a producé&o de sementes e a altura das plantas
em populagdes resistentes de Conyza sumatrensis (Gomes,
2014).

A antecipacao do florescimento e aumento da produgéo
de sementes em plantas daninhas resistentes ao glyphosate
que nao sejam controladas eficientemente com doses
adequadas poderdo apresentar uma maior habilidade
competitiva do que as plantas suscetiveis em uma populagéo,
consequentemente, a mudanca de composicdo da flora
suscetivel pela resistente ocorrerd em uma escala de tempo
muito menor, com dominio das plantas resistentes em um
curto espacgo de tempo.

Varios trabalhos tém sido realizados com o objetivo de
avaliar a adaptabilidade ecoldgica, ou seja, diferengas no
crescimento, desenvolvimento, fenologia e produgdo de
sementes e competitividade entre bibtipos suscetiveis e
resistentes de plantas daninhas (Shrestha et al., 2010;
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Shrestha et al., 2014; Davis et al., 2009; Alcorta et al., 2011;
Travlos & Chachalis, 2013). Por exemplo, avaliando biétipos
resistentes e suscetiveis de buva (Conyza canadensis),
Shrestha et al. (2010) observaram um acelerado
desenvolvimento fenolégico do bidtipo resistente comparada
com o suscetivel, embora os dois bidtipos tenham formado
roseta no mesmo periodo, o bidtipo resistente pendoou,
formou os botdes florais, floresceu e produziu sementes antes
do bidtipo suscetivel. No entanto, pouco tem se investigado
sobre os efeitos de herbicidas em populacées resistentes de
plantas daninhas quanto ao favorecimento a adaptabilidade
ecologica.

A abordagem tradicional nos trabalhos de resisténcia ja
publicados é considerar que o aumento da resisténcia esta
associado a elevacao da dose necesséria para controlar os
individuos de uma determinada populacédo ou a elevacao da
probabilidade de sobrevivéncia dos individuos desta
populacdo em uma determinada dose. Um numero maior de
trabalhos que comprovem incrementos no desenvolvimento,
na antecipagdo da fase reprodutiva e no aumento na
producdo de sementes também podera contribuir para o
melhor entendimento da rapida dispersdo das populagdes de
plantas daninhas resistentes a herbicidas.

17.6. Resisténcia: um problema coletivo.

Considerando a facilidade de dispersdao de sementes,
propagulos vegetativos ou do pdlen de plantas daninhas, o
desenvolvimento de resisténcia € um problema coletivo.
Mesmo que um agricultor tome todos os cuidados para evitar
o desenvolvimento de resisténcia, todo o seu esfor¢o pode ser
em vao, se 0s seus vizinhos nao fizerem o mesmo. Portanto,
os problemas com resisténcia também precisam ser tratados
coletivamente.

Neste sentido destaca-se que 0s programas
educacionais precisam alcangcar a maioria dos produtores e
n&o apenas alguns ou a minoria. Em um pais com dimensdes
continentais, a Unica maneira de fazé-lo é através da
educagao a distancia. Dispor de uma plataforma de educagao
a distancia que atinja todas as propriedades agricolas deve
ser visto como uma prioridade nacional que certamente
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contribuird para minimizar problemas com resisténcia, com
deriva e outros. Infelizmente, temas ligados a educagéo nao
tém sido incluidos em nossos eventos, assim como
praticamente inexistem artigos no tema.

Releva informar que esta prevista para 2016-2017, o
primeiro satélite geoestacionario brasileiro com capacidade de
levar internet de banda larga a locais que ndo dispbéem de
conexao fisica a rede mundial de computadores. Com o inicio
da operacdo do satélite, programas educacionais de
produtores fundamentados na educagéo a distancia poderao
ser tornar muito mais baratos e abrangentes.
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