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Resumo

CECHIN, Joanei. Caracterizagao de biétipos de Raphanus sativus L. resistentes
e suscetivel a herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase 2015. 99f.
Dissertacao (Mestrado) - Programa de Pds-Graduagao em Fitossanidade.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Raphanus sativus (nabo) é uma espécie de inverno que se caracteriza como planta
daninha, podendo ser usada como cobertura de solo, antes dos cultivos de inverno e
verdao. Sua presenga, como planta daninha, em &areas destinadas a producdo de
graos pode causar prejuizos, devido a sua capacidade de competi¢cdo. Esta espécie
€ normalmente controlada com herbicidas inibidores da enzima ALS como o
iodosulfurom-metilico que, devido o uso continuado, selecionou bibtipos resistentes.
Diante disso, os objetivos da pesquisa foram determinar a dose necessaria para
controlar 50% da populagéo (Cso) e reduzir 50% da produgédo de massa da matéria
seca da parte aérea (GRsp) dos bidtipos resistentes, em relacdo ao bidtipo
suscetivel; verificar herbicidas alternativos para controle de bidtipos resistentes;
verificar o mecanismo de resisténcia através da atividade da enzima ALS, do
sequenciamento do gene da enzima ALS e da resposta dos bi6tipos a aplicagéo de
inibidores do metabolismo da citocromo P4s50 monooxigenase; e, estimar o valor
adaptativo dos bidtipos suscetivel e resistentes ao iodosulfurom-metilico. Para isso,
foram realizados experimentos em casa de vegetagao e laboratérios pertencentes a
UFPel e Embrapa Trigo, utilizando sementes de nabo coletadas em lavouras do
norte e noroeste gaucho onde ocorreram falhas de controle apés o uso do
iodosulfurom-metilico. Os resultados demonstram que, para obter-se controle
equivalente dos bidtipos resistentes B4 e B43, € necessaria dose de iodosulfurom-
metilico superior a 89 e 252 vezes aquela necessaria para o bidtipo suscetivel (B1).
Os bidtipos B4 e B13 s&o controlados com os herbicidas alternativos glufosinato de
amoénio, dicloreto de paraquate, diurom+dicloreto de paraquate, glifosato,
saflufenacil, metribuzim, bentazona, 2,4-D amina, mesotriona, tembotriona, atrazina
e fomesafem, pertencentes a mecanismos de acao distintos. Todavia, os bibtipos B4
e B4z apresentam resisténcia a metsulfurom-metilico, nicosulfurom, clorimurom-
etilico, imazetapir, cloransulam-metilico, flucarbazona sddio e bispiribaque-sédico,
todos herbicidas inibidores da enzima ALS, confirmando a resisténcia cruzada. No
ensaio da atividade da enzima ALS, os bi6tipos de nabo apresentam similar
afinidade com a enzima, entretanto Bs e B4z apresentam Vi superior quando
comparados ao suscetivel; a inibicdo da atividade da enzima ALS na presenca do
herbicida iodosulfurom-metilico mostrou que para 50% da inibigdo sdo necessarios



0,65 e 0,82 uyM para o B4 e B43 respectivamente, resultando num fator de resisténcia
de 15 e 19 quando comparados com o B4. Constatou-se que os bidtipos resistentes
apresentaram mutacdo da Trps74 com substituicdo do aminoacido Triptofano por
Leucina confirmando que a resisténcia deve-se a insensibilidade da enzima ALS.
Observou-se a ocorréncia de mutacdes silenciosas na Alaiz; em todos os bibtipos
onde o codon GCC foi substituido por GCT sem resultar em alteracdo do
aminoacido. Os bidtipos ndo apresentam metabolismo do iodosulfurom-metilico pelo
complexo citocromo Pa4s0 quando inibidos pelos inseticidas malathion ou butéxido de
piperonila (PBO). Os biétipos de nabo suscetivel (B1) e resistentes (B4) ao herbicida
iodosulfurom-metilico sédio, em geral, apresentaram valor adaptativo similar.

Palavras-chave: Nabo. lodosulfurom-metilico. Mutacdo de resisténcia ALS. Valor

adaptativo.



Abstract

CECHIN, Joanei. Characterization biotypes of Raphanus sativus L. resistant and
susceptible to inhibiting herbicides acetolactate sinthase. 2015. 99f. Master of
Science - Graduate Program in Plant Protection. Federal University of Pelotas,
Pelotas.

Raphanus sativus L. (fodder radish) is a winter’s plant specie which is characterized as
weed and can be used as ground cover, before winter and summer crops. Its
presence, like weed on areas for grain production can cause damage due to its
ability to compete. This specie is normally controlled with ALS inhibitor herbicides
such as enzyme-methyl iodosulfurom that due to the continued use have selected
resistant biotypes. Therefore, the research objectives were to determine the required
dose to control 50% of the population (Cso) and reduce 50% of the mass production
of dry matter of shoots (GRs) of resistant biotypes, for the susceptible biotype; check
alternative herbicides for control of resistant biotypes; determine the resistance
mechanism through the activity of the ALS enzyme, gene sequencing of the ALS
enzyme response biotypes and applying the cytochrome Pss0 monooxygenase
inhibitor metabolism; and estimate the adaptive value of susceptible and resistant
biotypes to iodosulfurom methyl-sodium. Thus, experiments were performed in a
greenhouse and laboratories atUFPel (Federal University of Pelotas, Pelotas - RS)
and Embrapa Trigo (Brazilian Agricultural Research Corporation, Passo Fundo — RS)
using fodder radish seeds collected in northern and northwest crop fields of Rio
Grande do Sul state, where control failures occurred after the use of iodosulfurom
methyl sodium. The results demonstrate that to obtain equivalent control of resistant
biotypes (B4 and B13), the required dose of iodosulfurom methyl sodium is 89 and
252 times higher than the required for the susceptible biotype (B1), respectively.
Biotypes Bs and B43; are controlled with the alternative herbicides glufosinate
ammonium, paraquat dichloride, diuron + paraquat dichloride, glyphosate,
saflufenacil, metribuzin, bentazon, 2,4-D amine, mesotrione, tembotrione, atrazine
and fomesafen belonging to distinct mechanisms of action. However, B, and Bis
biotypes show resistance to metsulfurom-methyl, nicosulfuron, chlorimurom-ethyl,
imazethapyr, cloransulam-methyl, flucarbazone sodium and bispyribac-sodium, all
inhibitors of ALS enzyme, confirming the cross-resistance. In the assay of ALS
enzyme activity, fodder radish biotypes have similar affinity for the enzyme, however
B4 and B3 have greater Vimax Wwhen compared to By; inhibiting ALS enzyme activity in
the presence of iodosulfurom methyl-sodium herbicide to obtain 50% inhibition
required 0.65 and 0.82 uM for B4 and B13 respectively, resulting in a resistance factor
of 15 and 19 compared with B. It was verified that mutation of resistant biotypes



presented a Trps74 substitution by leucine , confirming that the resistance was due to
insensitivity of the ALS enzyme. Silent mutations in Alai22 were observed in all
biotypes where the codon GCC was substituted for GCT without causing changes in
the amino acid. Biotypes have no metabolism of iodosulfurom methyl-sodium by
cytochrome P4s50 complex when inhibited by the insecticide malathion or piperonyl
butoxide (PBO). The fodder radish susceptible biotypes (B1) and resistant (B4) to
iodosulfurom-methyl herbicide sodium generally had similar fithess.

Key-words: Fodder radish. lodosulfuron-methyl sodium. ALS resistance mutation.

Fitness.
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1. INTRODUGAO

O Brasil é considerado o quarto maior produtor mundial de alimentos com
193,46 milhdes de toneladas de graos produzidas em mais de 56 milhdes de
hectares (FAO, 2015). Areas destinadas a producdo no Sul do Brasil predominam
sistemas de cultivo com soja ou milho no verdo e, com trigo ou espécies de
cobertura durante a estacao fria (SILVA et al., 2006).

O Raphanus sativus L. (nabo) é uma espécie dicotiledbnea pertencente a
familia Brassicaceae que possui fecundacio cruzada e se desenvolve em ambientes
temperados e subtropicais (KISSMANN, 2007). E considerada espécie de cobertura
de solo importante nos sistemas agricolas do Sul do Brasil, utilizada no periodo que
antecede os cultivos de inverno e verao por apresentar rapido crescimento e elevada
taxa de mineralizacdo (AMADO; MIELNICZUK; AITA, 2002), por ser
descompactadora de solos (MUZILLI, 2002) e pela capacidade de supressao de
plantas daninhas (BALBINOT JUNIOR; MORAES; BACKES, 2007). Entretanto, o
nabo € uma das principais plantas daninhas dicotiledéneas dos cereais de inverno
do Sul do Brasil (VARGAS, ROMAM, 2005), causando prejuizos consideraveis as
culturas devido a sua elevada capacidade de competicdo (RIGOLI et al., 2008),
acarretando em reducgao na produtividade (LAMEGO et al., 2004).

Para isso, a utilizagdo de herbicidas em areas agricolas consiste numa
pratica importante para manejo eficiente desta e de outras espécies daninhas (BUSI
et al., 2011). Com mais de 30% dos herbicidas registrados para uso na agricultura
no mundo (MCCOURT et al., 2006), os herbicidas inibidores da enzima acetolactato
sintase (ALS) s&o essenciais no controle de diversas plantas daninhas. Sua ampla
utilizagcdo deve-se a seletividade a diversas culturas, baixas doses de aplicagao e,
alguns, por apresentarem baixa toxicidade aos animais (TAN; EVANS; SINGH,
2006; ENDO et al., 2013).
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O manejo adequado do nabo é uma etapa importante dentro dos sistemas
produtivos sendo geralmente realizado com herbicidas inibidores da enzima ALS
(THEISEN, 2008), como é caso do iodosulfurom-metilico e do metsulfurom-metilico,
pertencentes ao grupo quimico das sulfonilureias. Estes herbicidas agem inibindo a
enzima ALS interrompendo a sintese dos aminoacidos de cadeia lateral valina,
leucina e isoleucina (ROMAN et al.; 2007). A enzima ALS é responsavel por catalisar
a condensacédo de duas moléculas de piruvato para formar acetolactato (precursor
de valina e leucina) e por condensar o piruvato e cetobutirato para formar aceto-
hidroxibutirato (precursor de isoleucina) (TRANEL; WRIGHT, 2002; ROMAN et al.,
2007; DUGGLEBY; MCCOURT; GUDDAT, 2008).

Embora sejam herbicidas eficazes no controle de nabo, o uso excessivo de
unico mecanismo de agao possibilitou a evolugdo e o surgimento de bidtipos
resistentes (THEISEN, 2008; PANDOLFO et al., 2013). Estes bidtipos, quando nao
mais controlados, tém a capacidade de reproduzir-se e disseminar novos individuos
que contribuem no agravamento do problema (VARGAS et al., 2009).

No mundo, os primeiros casos de nabo resistente ocorreram no ano de
1997, na Africa do Sul e na Australia (HEAP, 2015). Atualmente, com o problema da
resisténcia intensificado, ha relatos de bidtipos com resisténcia multipla a cinco
mecanismos de acado distintos (HASHEM et al.,, 2001; WALSH et al., 2004,
JUGULAM et al., 2013; ASHWORTH et al., 2014).

O primeiro registro de nabo resistente no Brasil ocorreu em 2001, em
lavouras de trigo no Rio Grande do Sul, onde os bidtipos resistentes coletados
sobreviveram a aplicacdo dos herbicidas clorimurom-etilico, cloransulam-metilico,
imazetapir, metsulfurom-metilico e nicosulfurom (THEISEN, 2004).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas ocasiona alteragdes nos
bidtipos resistentes quando comparados a bidtipos suscetiveis. Alguns trabalhos
evidenciam a necessidade de doses maiores de herbicidas inibidores de ALS para
controlar biétipos de nabo resistente (THEISEN, 2008; PANDOLFO et al., 2013;
COSTA; RIZZARDI, 2014), o que pode tornar o controle caro e inviabilizar o uso de
alguns herbicidas (MONJARDINO; PANNELL; POWLES, 2003).

O diagnéstico de plantas daninhas resistentes € importante para evitar a
disseminagdo e propor estratégias de manejo sustentaveis para agricultura. As
respostas de bidtipos resistentes quando submetidos a herbicidas podem ser obtidas

através das curvas de dose resposta que informam a dose para controlar 50% da
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populagédo (Csp) e a dose que possibilita reduzir 50% da massa seca (GRsp) de
bidtipos resistentes e suscetiveis permitindo o calculo do fator de resisténcia (FR)
(CHRISOFFOLETI, 2002).

Estratégias de manejo quimico para bidtipos resistentes a herbicidas podem
ser realizadas através do uso de herbicidas com diferentes mecanismos de acao ou
através da associagdo de herbicidas com mecanismos distintos (POWLES; YU,
2010). No caso do nabo resistente, a antecipagcdo da dessecagdo e o uso de
herbicidas alternativos sao ferramentas que podem melhorar o controle (THEISEN et
al., 2008). Oliveira Neto et al., (2010) ressaltam que esta pratica pode ser
considerada eficaz no controle de plantas daninhas resistentes, além de evitar o
surgimento e a selegao de novos bidtipos resistentes.

Com a resisténcia detectada, a elucidagdo do mecanismo envolvido torna-se
importante, pois permite determinar alternativas de manejo que possibilitem diminuir
a pressao de selegcdao. Os mecanismos responsaveis pela resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas podem estar relacionados ao local de agao e ndo da enzima
alvo (YUAN; TRANEL; STEWART, 2007). Em ambos os mecanismos, a eficacia do
herbicida fica comprometida, estando relacionada ao grupo quimico e ao modo de
acdo de cada herbicida (DEYLE; JASIENIUK; LE CORRE, 2013a). Entretanto, é
necessario examinar ambos 0s mecanismos considerando a possibilidade de
coexisténcia em bidtipos resistentes (AHMAD-HAMDANI et al., 2013).

Em geral, biotipos resistentes a herbicidas inibidores da enzima ALS
apresentam mutagdo do gene que codifica a enzima, resultando em redugdo da
sensibilidade desta aos herbicidas (TRANEL; WRIGHT, 2002; TAN; MEDD, 2002;
WARWICK; SAUDER; BECKIE, 2005; CHRISTOFFERS et al., 2006; TRUCCO;
HAGER; TRANEL, 2006; HAN et al., 2012). Este mecanismo molecular, por envolver
enzimas especificas, torna-se facil de ser analisado (YUAN; TRANEL; STEWART,
2007). Sua identificagdo da-se através de estudos da atividade da enzima ALS que
permite avaliar a funcionalidade da enzima, podendo resultar em insuficiente ou
excessivo produto da biossintese (VILA-AIUB; NEVE; POWLES, 2009b).

A presencga de pontos de mutagdo no gene e a substituicdo especifica de um
aminoacido na enzima podem afetar a estrutura e a funcdo da ALS, reduzindo sua
atividade (EBERLIEN et al., 1997; YU; HAN; VILA-AIUB, 2010; LI et al., 2013). Na
maioria dos casos reportados de resisténcia aos inibidores da enzima ALS, o

envolvimento de um unico ponto de mutagdo no gene alvo reduz a afinidade da
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enzima ao herbicida (BURGOS et al., 2013) e, dessa forma, reduzir a habilidade do
herbicida em interagir com o sitio de agcao (LAMEGO et al., 2009; HAN et al., 2012).
Entretanto, a maior parte dos estudos demonstra ndo haver mudancas drasticas na
afinidade da enzima pelo substrato (K,) em bidtipos resistentes, mas que eles
mudam a sensibilidade da enzima ALS a inibicdo por retroalimentacido dos
aminoacidos de cadeia ramificada, resultando em acumulo desses aminoacidos
(EBERLEIN et al., 1997; PRESTON et al., 2006; ASHIGH; TARDIF, 2007).

Em populagbes de nabo resistente a herbicidas inibidores da ALS diversos
pontos de mutagéo no gene que altera o local de agao tém sido identificados (YU et
al.,, 2003; POWLES; YU, 2010; HAN et al., 2012; YU et al., 2012). Mutagbes na
Pro1g7, Aspsze, Trps7a € Alaqz, foram diagnosticadas, sendo a Alaiz; a menos comum,
pois sdo necessarias duas alteragbes de nucleotideos enquanto as demais exigem
apenas uma alteracao de nucleotideo (YU et al., 2003; 2012). Geralmente, mutag¢des
na Proig7 conferem resisténcia ao grupo quimico das sulfonilureias e das
triazolopirimidinas, enquanto que mutacdes da Alaj2, conferem resisténcia a estes e
ao grupo quimico das imidazolinonas. Ja, mutagbes do Aspszs € do Trpsz4 podem
conferir amplo espectro de resisténcia a herbicidas inibidores da ALS (TRANEL;
WRIGHT; HEAP, 2015). A alteracdo génica em varios pontos pode reduzir e
dificultar as opgdes para controle de plantas daninhas com herbicidas inibidores da
enzima ALS, especialmente em casos ja reportados em Raphanus raphanistrum L. (YU
et al., 2012).

A resisténcia nio relacionada ao local de agao da enzima alvo pode ocorrer
via redugdo da absorcao, reducdo ou aumento da translocacdo e aumento da
metabolizacdo ou compartimentalizagdo do herbicida (POWLES; YU, 2010; HAN et
al., 2014). Plantas resistentes a herbicidas que apresentam este mecanismo tendem
a acelerar a degradacdo do herbicida por meio do aumento da atividade da
glutationa-s-transferase, da citocromo P4s; ou da glicosil-transferase (DELYE,
2013b). Culturas e plantas daninhas possuem sistemas enzimaticos que
metabolizam os herbicidas, sendo a citocromo P50 uma das mais importantes rotas
na metabolizacdo de herbicidas como causa de resisténcia (YUAN; TRANEL;
STEWART, 2007).

Em plantas, a citocromo P4so atua em fungdes fisioldgicas e na detoxificagéo
de substéncias quimicas nocivas, como € o caso de herbicidas (POWLES; YU,

2010). Este tipo de mecanismo de resisténcia pode ser estudado utilizando
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inibidores especificos da citocromo P450 como é o caso do inseticida malathion e do
butoxido de piperolina, onde atuam como sinergistas a herbicidas (YU; POWLES,
2014a). A inibicao ocorre devido a liberagdo do enxofre pela molécula do inseticida
que inibe a apoproteina P50 (WERCK-REICHHART; HEHN; DIDIERJEAN, 2000). A
capacidade de metabolizacdo da planta daninha permite sua sobrevivéncia podendo
ser induzida com a utilizagdo de sub-doses e, potencializados em espécies que
apresentam fecundacao cruzada resultando em altos niveis de resisténcia dentro de
algumas geragodes (YU; POWLES, 2014Db).

A resisténcia por ser uma caracteristica herdavel, permite a sobrevivéncia de
bidtipos a herbicidas (VARGAS et al., 2009) onde praticas de manejo que visam
controlar plantas daninhas podem resultar em aumento da pressédo de selecédo e
influenciar na evolugédo de caracteristicas adaptativas de uma populagéo (DELYE et
al., 2013b) alterando a competitividade do bidtipo e da sua dindmica na populagéo
(CHRISTOFFOLETI, 2001; VARGAS et al., 2009). As plantas daninhas utilizam e
aportam basicamente seus recursos para reproducdo, crescimento e fungdes de
defesa (VILA-AIUB; NEVE; POWLES, 2005), onde os efeitos pleiotrépicos podem
ser positivos ou negativos, dependendo do ambiente e do alelo relacionado
(BERGELSON; PURRINGTON, 1996; MENCHARI et al., 2008; VILA-AIUB; NEVE;
POWLES, 2009a; LI et al., 2013; DEYLE et al., 2013c).

Os estudos de adaptabilidade ou valor adaptativo (“fitness”) de uma espécie
constituem-se em importante ferramenta para entender o comportamento sobre os
componentes de crescimento, sobrevivéncia e producdo de sementes viaveis das
espécies, em fungdo do aproveitamento dos recursos de crescimento em
determinado nicho ecoldégico (RADOSEVICH et al., 2007), além de ser indicativo da
capacidade de infestacdo de um bidtipo numa area. As principais alteracdes que os
biétipos podem expressar em relagado ao valor adaptativo sdo: reducdo na taxa de
crescimento, atividade fotossintética diferenciada, reduzida capacidade de competir
por recursos e em produzir sementes (AHRI, 2013). Contudo, os estudos de
adaptabilidade devem preconizar a utilizacdo de bidtipos provenientes de uma
mesma regido, quantificar o maior numero possivel de variaveis e, € desejavel, que
os bidtipos sejam puros (homozigotos) e que sejam submetidos a competicdo com
uma cultura (YU; POWLES, 2014a).

O comportamento ecofisiolégico de bidtipos resistentes comparado a plantas

suscetiveis pode ser similar, mesmo quando houver alteragdo genética e enzimatica
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(RIZZARDI et al., 2002), mostrando a elevada capacidade de adaptagao dos bi6tipos
as mudangas ambientais através da alocagdo de recursos (VILA-AIUB; NEVE;
POWLES, 2009a). Estudos realizados em plantas de R. raphanistrum L. demonstraram
qgue nao houve diferencas na habilidade competitiva, na taxa de crescimento relativo
e na fotossintese, mesmo com o aumento da atividade da enzima (LI et al., 2013).
No entanto, quando a resisténcia deve-se a maior metabolizagcdo pela citocromo
P4s0, @ alocagao de recursos entre bidtipos resistentes e suscetiveis pode variar e
resultar em menor competitividade de bidtipos resistentes comparados a bidtipos
suscetiveis, devido ao menor crescimento vegetativo e menor alocagao de recursos
na fase reprodutiva (VILA-AIUB; NEVE; POWLES, 2009b).

O diagnodstico da populagdo de plantas daninhas resistentes e sua
caracterizagdo sao imprescindiveis para propor estratégias de manejo e evitar a
disseminacado da resisténcia, pois o controle quimico € uma ferramenta importante
para manejo de plantas daninhas em areas agricolas.

A caracterizagdo da resisténcia de biotipos de Raphanus sativus L. (nabo) a
herbicidas inibidores da enzima ALS é importante para evitar sua disseminacéo e
garantir estratégias de controle para esta planta daninha. O trabalho tem como
hipoteses gerais: bidtipos resistentes necessitam de doses maiores do herbicida
iodosulfurom-metilico comparado ao suscetivel para obter a mesma Csp € a GRsp;
bidtipos resistentes sdo sensiveis a herbicidas com mecanismos de agao distintos
indicados para o controle da espécie; bidtipos resistentes apresentam maior
atividade da enzima ALS e ha alteragdo no gene da ALS quando comparado ao
biétipo suscetivel; os bidtipos de nabo ndo apresentam metabolismo diferencial do
herbicida e, que o bidtipo resistente apresenta custos de adaptabilidade quando
comparado ao suscetivel.

Os objetivos do trabalho foram: avaliar a resposta de bi6tipos de nabo
resistentes e suscetivel a diferentes doses do herbicida iodosulfurom-metilico sédio;
avaliar o controle destes bidtipos com herbicidas alternativos recomendados para o
controle da espécie na cultura do trigo, milho e soja; quantificar a atividade da
enzima ALS em bidtipos de nabo resistentes e suscetivel ao herbicida iodosulfurom-
metilico; investigar possiveis mutagdes no gene da ALS em bidtipos suscetivel e
resistentes ao iodosulfurom-metilico; avaliar a resposta de bidtipos de nabo a

aplicacao de iodosulfurom-metilico, apds tratamento com inibidores do metabolismo
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da citocromo Pss50 monooxigenase e, identificar e comparar o valor adaptativo dos

biétipos de nabo resistente e suscetivel ao herbicida iodosulfurom-metilico.



2. CAPITULO | - Resisténcia de biotipos de Raphanus sativus L. ao herbicida
iodosulfurom-metilico e controle alternativo em trigo, milho

e soja.

2.1 Introducgao

O Raphanus sativus L. (nabo) € uma das espécies de cobertura de solo mais
importantes dos sistemas agricolas do Sul do Brasil, utilizada no periodo que
antecede os cultivos de inverno e verao. Esta espécie de outono/inverno pertence a
familia Brassicaceae, possui crescimento rapido, elevada taxa de mineralizagcao
(AMADO et al., 2002), sendo considerada planta descompactadora de solos
(MUZILLI, 2002) e, em fungao de produzir compostos alelopaticos (MALIK, 2009), é
utilizada como cultura supressora de plantas daninhas (BALBINOT JUNIOR,;
MORAES; BACKES, 2007). Apesar da importancia, o nabo pode tornar-se uma
planta daninha quando presente nos cultivos de inverno (VARGAS; ROMAM, 2005).
A ocorréncia de plantas daninhas em areas agricolas resulta em perdas da
produtividade (LAMEGO et al., 2004) sendo considerada a principal fonte de perda
de produgédo das culturas (OERKE, 2006).

A presenga de nabo na cultura do milho e da soja e, principalmente, em trigo
constitui problema importante, pois € uma planta com elevada capacidade de
competicdo (ESLAMI et al., 2006; RIGOLI et al.,, 2008; BIANCHI et al., 2011)
tornando necessaria a adocdo de medidas de controle. Além disso, 0 nabo possui
compostos alelopaticos que podem influenciar o desenvolvimento inicial das culturas
(NORSWORTHY, 2003; SCHENEIDER; CRUZ-SILVA, 2012).

O manejo inicial do nabo é importante e, geralmente, o controle tém sido

realizado com herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS) (THEISEN,
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2008), que constituem na principal ferramenta para controle de plantas daninhas que
infestam culturas de inverno.

Estes herbicidas atuam na primeira enzima da rota de sintese dos
aminoacidos de cadeia lateral valina, leucina e isoleucina, onde ocorre o bloqueio da
divisdo celular e da sintese de DNA, acarretando acumulo de cetibutirato e bloqueio
da sintese de Acetil-CoA (ROMAN et al., 2007). Os sintomas em plantas tratadas
sdo caracterizados por clorose em folhas novas e necrose dos tecidos, que ocorrem
entre sete e quatorze dias apds a aplicagao (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005).

A utilizagdo desta classe herbicida deve-se a alta eficiéncia e seletividade,
baixa dose aplicada, baixa toxicidade a mamiferos e baixo impacto ambiental (YU et
al., 2003; ROMAN et al., 2007, ENDO et al., 2013). Embora seja eficaz no controle
de plantas daninhas, a dependéncia excessiva de um unico mecanismo de agao
possibilitou a evolugédo dos casos de resisténcia (THEISEN, 2008; POWLES; YU,
2010; POWLES; PRESTON, 2014).

Os herbicidas inibidores da ALS foram introduzidos no mercado mundial em
1982 e, apesar do pouco tempo de uso, constitui a principal classe com problemas
de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas (HEAP, 2015). Bidtipos resistentes
tém a capacidade de sobreviver e reproduzir apds submetidos a uma dose herbicida
que é letal sobre a mesma populacédo (VARGAS et al., 2009). Fatores genéticos
podem colaborar fortemente no aparecimento da resisténcia como, a alta frequéncia
inicial do gene, responsavel por conferir a resisténcia, mais evidente nos casos que
envolvem os herbicidas inibidores da ALS e da ACCase (Acetil coenzima-A
carboxilase) quando comparados a outros mecanismos (VIDAL; FLECK, 1997). Altas
frequéncias resultam em menor tempo para o aparecimento de bidtipos resistentes
que, para a ALS, € de aproximadamente quatro anos (PRESTON; POWLES, 2002).
Outro fator que contribuiu para o expressivo numero de espécies resistentes aos
inibidores da ALS ¢é a presenca de alelos com dominancia e semidominancia do tipo
nuclear, que possibilitam rapida dispersdo devido a capacidade de fecundacao via
pélen (VIDAL, FLECK, 1997; VARGAS; BOREM; SILVA, 2001).

Atualmente, sdo relatados 449 casos de resisténcia, englobando 245
espécies daninhas, sendo 143 dicotiledéneas e 102 monocotiledéneas, distribuidas
em 66 paises e em 85 culturas agricolas. Deste total, os herbicidas inibidores da
ALS sdo a principal classe com casos de resisténcia, com 151 espécies, o0 que

representa 62% dos casos. A predominancia de espécies daninhas resistentes a
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herbicidas inibidores da ALS nas diferentes culturas faz desta classe herbicida a
mais problematica, principalmente em trigo, soja e milho, onde a presenga de
espécies daninhas resistentes a estes herbicidas sao mais evidentes. Entre as
espécies de grande importancia e com resisténcia a estes herbicidas estdo as
pertencentes a familia Brassicaceae, caso do Raphanus sativus L. (HEAP, 2015).

Os primeiros registros sobre a ocorréncia de nabo resistente deram-se no
ano de 1997, na Africa do Sul e na Australia (HEAP, 2015). Atualmente, a Australia
concentra os maiores problemas com esta planta daninha, onde ha bidtipos com
resisténcia multipla a até cinco mecanismos de acao distintos. Neste pais, foram
diagnosticados biétipos de nabo com resisténcia a herbicidas inibidores de enzima
ALS (HASHEM et al., 2001), a herbicidas mimetizadores de auxina, a inibidores da
sintese de carotendides e a inibidores de fotossistema Il (WALSH et al., 2004
JUGULAM et al., 2013) e, mais recente, a herbicidas inibidores da enol-piruvil
chiquimato 3-fosfato sintase (EPSPs) (ASHWORTH et al., 2014).

No Brasil, a primeira constatacdo de nabo resistente, ocorreu em 2001 para
os herbicidas inibidores da ALS clorimurome-etilico, cloransulam-metilico, imazetapir,
metsulfurom-metilico e nicosulfurom (HEAP, 2015) seguido de imazapic + imazapir
(VARGAS et al., 2010).

Na maioria dos casos, a resisténcia de plantas daninhas a herbicidas
provoca alteragcdes em bidtipos resistentes quando comparados a bidtipos
suscetiveis. Entre as mudancas pode-se citar o aumento da dose necessaria para
controlar 50% da populagéo (Cso) e reduzir 50% da produgcdo de massa seca da
parte aérea (GRso) entre plantas resistentes e suscetiveis, que podem ser obtidas
através das curvas de dose resposta (CHRISTOFFOLETI, 2002). A determinagéo
destas variaveis permite o célculo do fator de resisténcia (FR), que consiste no
numero de vezes em que a dose necessaria para o controle da populagao resistente
€ maior do que a dose necessaria para causar o mesmo efeito na populagao
suscetivel (HALL; STROMME; HORSMAN, 1998).

Alguns trabalhos tém demonstrado a necessidade de usar doses maiores de
herbicidas inibidores de ALS para controlar bi6tipos de nabo (THEISEN, 2008;
PANDOLFO et al., 2013; COSTA; RIZZARDI, 2014), o que pode inviabilizar muitas
vezes o seu uso (MONJARDINO; PANNELL; POWLES, 2003).

Uma vez constatada a resisténcia, medidas de controle devem ser adotadas

a fim de minimizar os efeitos negativos dos bidtipos. Entre as formas de manejo
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quimico para bidtipos resistentes a herbicidas tém-se a utilizagdo de herbicidas com
mecanismos de acao diferenciados ou a associacado de herbicidas com mecanismos
de acao distintos (POWLES; HOWAT, 1990), constituindo-se estas em alternativas
eficazes no controle de plantas daninhas resistentes, além de evitar a selecdo de
novos bidtipos resistentes (OLIVEIRA NETO et al., 2010). Para nabo resistente, a
antecipacao da dessecacao e o uso de herbicidas alternativos como os inibidores de
PROTOX e os mimetizadores de auxina, entre outros, sdo ferramentas que podem
melhorar o controle desta planta daninha (THEISEN, 2008).

Diante disso, este estudo teve como hipotese que bidtipos resistentes
necessitam de doses maiores do herbicida iodosulfurom-metilico comparado ao
suscetivel para controlar 50% da populagéo (Cso) e/ou reduzir em 50% a produgéo
de massa seca da parte aérea (GRsg) e, que biotipos resistentes sdo sensiveis a
herbicidas com outros mecanismos de acao indicados para o controle da espécie.

O objetivo do estudo foi avaliar a resposta de bibtipos de Raphanus sativus L.
resistentes e suscetivel a diferentes doses do herbicida iodosulfurom-metilico e,
avaliar o controle destes bidtipos com herbicidas alternativos recomendados para o

controle da espécie na cultura do trigo, milho e soja.

2.2 Material e Métodos

Para a realizacido do trabalho foram coletadas sementes de plantas de nabo
que sobreviveram a aplicacdo de herbicidas inibidores da ALS, em lavouras das
regides norte e noroeste do Estado do Rio Grande do Sul, com o objetivo de
confirmar a resisténcia. No total, foram coletados dezesseis biotipos (Fig. 1; tab. 1)
onde as sementes contidas em cada amostra eram provenientes de uma planta.
Cada amostra foi identificada e georreferenciada através das suas coordenadas

geodésicas utilizando o equipamento de GPS-Global Positioning System (tab. 1).
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Figura 1- Mapa do Estado do Rio Grande do Sul com os locais de coleta das
sementes de nabo com suspeita de resisténcia aos herbicidas inibidores
da ALS. FAEM/UFPel, Capao do Leédo, RS, 2015.

Ap0s as coletas, as sementes foram limpas e armazenadas por 180 dias até
a implantacao dos ensaios. Em margo de 2013, as sementes dos bidtipos suspeitos
de resisténcia foram semeadas em bandejas e, apds a emergéncia, as plantas foram
transplantadas para vasos plasticos, com capacidade volumétrica de 0,75 L,
contendo solo do tipo Argissolo Vermelho-Amarelo e substrato GerminaPlant® na
proporgéo 2:1. A analise do solo evidenciou pH em agua= 5,6; CTCyn7=7,2 cmol
dm™; matéria organica= 1,5%; argila= 16% ; textura= 4 ; Ca= 4,1 cmol, dm™; Mg=
1,1 cmol, dm™; Al= 1,8 cmol, dm™; P= 6,5 mg dm™ e K= 0,15 cmol, dm™. A correcéo
da fertilidade foi realizada previamente a mistura com o substrato conforme as
recomendacgdes para a cultura do nabo forrageiro (SOCIEDADE, 2004).

O delineamento experimental utilizado foi completamente casualizado, com
quatro repeticbes contendo uma planta por vaso plastico, onde os biétipos coletados
foram submetidos a aplicagdo do herbicida iodosulfurom-metilico na dose maxima
de registro para controle de nabo, correspondente a 4,0 g i.a. ha”' (AGROFIT, 2014)

quando atingiram estadio vegetativo de 3-4 folhas.
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A aplicagao do herbicida foi realizada com pulverizador costal pressurizado a

CO,, calibrado para proporcionar volume de calda de 120 L ha™, equipado com

pontas de pulverizagao do tipo leque 110.02, espagadas 50 cm entre si.

A avaliagao de controle foi realizada 28 dias apos a aplicagao do tratamento,

adotando-se a escala percentual onde zero (0) e cem (100) corresponderam a

auséncia de dano e a morte completa das plantas, respectivamente (FRANS;

CROWLEY, 1986).

Tabela 1- Localizagdo e resposta de bidtipos de Raphanus sativus em funcdo da
aplicacdo de 4,0 g i.a. ha™' de iodosulfurom-metilico avaliado visualmente
aos 28 dias ap6s aplicagcao. FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS, 2015.

Bibtipos Local .Coordenadas . Controle

Latitude Longitude (%)

1* Trés de Maio S 27°40'72" W 54°19'39” 99
3 Trés de Maio S 27°42'40” W 54°22'17” 2
4* Trés de Maio S 27°44°'20" W 54°22'15” 1
6 Boa Vista do Burica S 27°38'69” W 54°09'53” 4
8 Independéncia S 27°57°46” W 54°09'22” 6
10 Trés de Maio S 27°46'12” W 54°17'16” 7
11 Independéncia S 27°51'45” W 54°16'40” 4
12 Trés de Maio S 27°47°05” W 54°15'43” 3
13* Boa Vista do Cadeado S 28°48°24” W 53°21°18” 1
14 Trés de Maio S 27°46'15” W 54°17°23” 4
16 Independéncia S 27°50'41” W 54°17°47” 5
18 Independéncia S 27°56'39” W 54°12'25” 2
20 Trés de Maio S 27°44°22” S 27°44°22” 12
21 Trés de Maio S 27°46’46” W 54°18'53” 6
22 Cruz Alta S 28°37°03” W 53°37°10” 98
29 Pejucara S 28°20’50” W 53°40'47” 2

*bidtipos escolhidos: B1= 99% de controle; B, e B43= 1% de controle.

Neste estudo preliminar foram identificados 14 bidtipos resistentes, sendo
que, dois bidtipos resistentes (os que apresentaram menor nivel de controle) e um
bidtipo suscetivel (0 que apresentou maior sensibilidade) foram selecionados. Os
bidtipos selecionados foram isolados em mini-estufas para evitar a polinizagao
cruzada, a fim de obter material para os experimentos posteriores. Cada bidtipo foi

classificado taxonomicamente, onde um exemplar de cada foi depositado no
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Herbario PEL do Departamento de Botanica pertencente a Universidade Federal de
Pelotas (UFPel) sob os numeros: 26.495 (B+), 26.496 (B4) € 26.497 (B13).

2.2.1 Curva dose resposta

A determinagédo da dose do herbicida iodosulfurom-metilico necessaria para
controlar 50% da populagédo (Cso) e reduzir 50% da produgdo de massa seca de
nabo (GRsp) em bidtipos suscetivel e resistentes foi realizada em casa de vegetagao
pertencente ao Departamento de Fitossanidade da FAEM/UFPel utilizando o
delineamento experimental completamente casualizado, com quatro repeticdes. As
unidades experimentais constaram de vasos plasticos, com capacidade volumétrica
de 0,75 L, contendo substrato, conforme descrito no experimento preliminar. O
estabelecimento dos biétipos deu-se primeiramente em bandejas onde as sementes
foram semeadas e, apos a emergéncia, foram transplantadas uma planta por vaso.

Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial, onde o Fator A foi
constituido dos bidtipos de nabo (B, B4 € B43) e, o fator B de doses do herbicida
iodosulfurom-metilico. Para o bidtipo suscetivel (B4) utilizou-se as doses 0,0; 0,219;
0,438; 0,876; 1,75; 3,5; 7,0; 14,0 e 28,0 g i.a. ha™' e, para os bidtipos resistentes (B4
e B43) foram utilizadas as doses 0,0; 1,75; 3,5; 7,0; 14,0; 28,0; 56,0; 112,0 e 224,0 g
i.a. ha™ do herbicida.

A aplicagdo dos tratamentos foi realizada quando as plantas atingiram
estadio de 3-4 folhas, com pulverizador costal pressurizado a CO,, com ponta de
pulverizacao do tipo leque 110.02, espagadas a 50 cm, a pressao constante de 210
KPa, regulado para um volume de calda equivalente a 120 L ha™.

As variaveis avaliadas foram controle visual aos 14 e 28 dias apo6s aplicagao
(DAA) e a massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) aos 28 DAA. As
avaliagdes de controle foram realizadas utilizando a escala percentual adaptada de
Frans e Crowley (1986). A MMSPA foi determinada pela secagem do material vegetal
em estufa a temperatura de 60°C até atingir massa constante.

Os dados obtidos foram analisados quanto a sua homocedasticidade, e
posteriormente submetidos a analise de variéncia (p<0,05). Ocorrendo significancia
estatistica, os dados foram ajustados ao modelo de regressao nao linear do tipo log-
logistico utilizando o software SigmaPlot 12.0 (SIGMAPLOT, 2012) e, os valores de

Cso e GRs5o foram calculados a partir dos parametros da equagao (SEEFELDT et al.,
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1995), a qual relaciona a resposta da planta (controle) com a dose x do herbicida.
Os valores foram ajustados a equacgédo de regressao sigmoidal do tipo logistico,
conforme Vargas et al., (2013):

y=a/[1+ (x/x%o)"]

onde: y = percentagem de controle; x= dose do herbicida; e a, xo € b = parametros
da equacdo sendo que a € a diferencga entre os pontos maximo e minimo da curva,
Xo € a dose que proporciona 50% da resposta variavel e b é a declividade da curva.
O fator de resisténcia (FR) foi calculado pela razdo entre o Csp ou GRs5p do
bidtipo resistente e o seu correspondente do bidtipo suscetivel. O intervalo de
confianca foi calculado através da estimacdo do intervalo para a média y com

variancia estimada conforme equacgao:

P(i —tolo \"ﬁ/n SUS X+t VS2m = 1—a

onde: X corresponde ao Cs; ou GRso, to/> valor da tabela t de student, S? o
quadrado médio do erro do xp, obtido na regressado nao linear e n o numero de
repeticdes (STORCK; LOPES; LUCIO, 2001), onde a sobreposi¢do do intervalo de
confianga entre os bidtipos indica ndo haver diferenga significativa entre os valores
de Cso e de GR5p dos biotipos (AVILA et al., 2005).

2.2.2 Controle alternativo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, pertencente ao
Departamento de Fitossanidade da FAEM/UFPel, utilizando o delineamento
completamente casualizado, com quatro repeticbes. As unidades experimentais
foram compostas por vasos plasticos, com capacidade de 0,75 mL, preenchidas com
substrato GerminaPlant®, contendo uma planta de nabo por vaso. O estabelecimento
dos bidtipos, a aplicacdo dos tratamentos, o estadio de aplicacdo e a metodologia
utilizada para avaliar cada variavel foram as mesmas descritas no estudo de dose
resposta.

Os tratamentos utilizados preconizaram estratégias de manejo quimico
considerando a operagdo de dessecagdo e o manejo da planta daninha na pods-
emergéncia das culturas de trigo, milho e soja, levando em conta a seletividade do

herbicida dentro de cada cultura, conforme consta nas tabelas 2 e 3:
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Tabela 2- Mecanismo de agdo, grupo quimico, ingrediente ativo e/ou equivalente
4cido, produto comercial e dose dos herbicidas (g i.a. ha™) utilizados nos
tratamentos em pré-semeadura das culturas (dessecagao) para controle
de bidtipos de Raphanus sativus. FAEM/UFPel, Capdo do Ledo, RS, 2015.

Mecanismo de Ing. ativo e/ou Produto

. D
acao Grupo quimico Eq. acido Comercial ose
Inib. da EPSPs Glicina substituida Glifosato Roundup 720
Original
Inib. da GS Homogla’rllna Glufosma:co.- sal de Finale® 400
substituida amodnio

Inib. do FS Il Bipiridilio Dicloreto de Gramoxone®2 400

paraquate
Di + Dicl

Inib. do FSI + FS Il Ureia +Bipiridilio _'UTo™ * Dicloretode o 0ci®®  200+400
paraquate

Inib. da PROTOX Pirimidinedionas Saflufenacil Heat®* 49

'foi adicionado es(galhante adesivo Hoefix® (0,2% v/v) para o herbicida Finale®, ** espalhante adesivo
n&o ionico Silwet® (0,1% v/v) para o herbicida Gramoxone® e Gramocil® e o *adjuvante Dash® HC
(0,5% v/v) para o herbicida Heat®.

Tabela 3- Mecanismo de agéo, grupo quimico, ingrediente ativo, produto comercial e
dose dos herbicidas (g i.a. ha™) utilizados nos tratamentos em pds-
emergéncia da cultura do trigo, milho e soja (seletivos) para controle de
biétipos de Raphanus sativus. FAEM/UFPel, Capao do Ledo, RS, 2015.

Mecanismo de agao Grupo quimico Ing. ativo Produto Dose
Eq. ativo Comercial
Trigo
Inibidores da ALS Sulfonilureia Metsulfurom- Ally® 4.0
metilico
Inibidores do FS Il Benzotiadiazinona Bentazona Basagran®' 720
Inibidores do FS Il Triazinona Metribuzim Sencor® 144
Mim. de auxina Acido fenoxicarboxilico 2,4-D Amina U-46 1005
Milho
Inib. Sint. Carotenos Tricetona Mesotriona Callisto®? 192
Inib. do FS II Triazina Atrazina Atrazina g4
Nortox
Inib. do FS I Benzoilciclohexanodiona  Tembotriona Soberan®® 75,6
Inib. da ALS Sulfonilureia Nicosulfurom Sanson® 60
Soja
Inib. da ALS Sulfonilureia Clorimurom-— v csic® 20
etilico
Inib. da PROTOX Difeniléteres Fomesafem Flex®® 250
Inib. do ALS Imidazolinona Imazetapir Zaphyr® 106
Inib. da ALS Triazolopirimidinas Cloransulam- @6 30
metilico

'foi adicionado adjuvante Assit® (1,0 L ha™) para o herbicida Basagran®, “adjuvante Nimbus® (0,5%
v/v) para o herbicida Callisto®, 3"‘adjuvante Aureo® (0,5% v/v) para o herbicida Soberan® e Classic® e
0 5’Gespalhante adesivo nao idnico Silwet® (0,2% vl/v) para os herbicidas Flex® e Pacto®.



35

Os dados obtidos foram analisados quanto a sua homocedasticidade, e
posteriormente submetidos a analise de variéncia (p<0,05). Ocorrendo significancia
estatistica, os bidtipos foram comparados pelo teste t (p<0,05) e entre os

tratamentos herbicidas pelo teste de Duncan (p<0,05).
2.2.3 Resisténcia cruzada dos biétipos a herbicidas da ALS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, pertencente ao
Departamento de Fitossanidade da FAEM/UFPel, utilizando o delineamento
completamente casualizado, com quatro repeticbes. As unidades experimentais
foram compostas por vasos plasticos, com capacidade de 0,75 mL, contendo substrato
GerminaPlant® e uma planta de nabo por vaso. O estabelecimento dos biétipos, a
aplicacao dos tratamentos, o estadio de aplicagéo e a metodologia utilizada para cada
variavel foram as mesmas descritas no estudo de dose resposta.

Os tratamentos foram compostos por um herbicida de cada grupo quimico
dos inibidores da ALS, a excecdo das sulfonilureias, levando em consideracédo a
dose recomendada de registro de cada herbicida (tab. 4) (AGROFIT, 2014).

Tabela 4- Grupo quimico, ingrediente ativo, produto comercial e dose dos herbicidas
(g i.a. ha™) utilizados nos tratamentos para confirmagdo da resisténcia
cruzada em bidtipos de Raphanus sativus. FAEM/UFPel,Capao do Leéo,

RS, 2015.

Grupo quimico Ingrediente ativo Produto Comercial Dose
Sulfonilureia Metsulfurom-metilico Ally® 4,0
Sulfonilureia lodosulfurom-metilico Hussar®’ 3,5
Imidazolinonas Imazetapir Zaphyr® 106
Triazolopirimidinas Cloransulam-metilico Pacto®? 40
Pirimidiniltiobenzoatos Bispiribaque-sodico Sonora®?® 50
Sulfonilaminocarboniltriazolinonas Flucarbazona sodio Everest®* 21

'foi adicionado espalhante adesivo Hoefix” (0,25% v/v) para o herbicida Hussar®, “espalhante adesivo
ndo ibnico Silwet® (0,2% v/v) para o herbicida Pacto®, ®0leo mineral lharol® (0,25 viv %) para o
herbicida Sonora® e o *6leo vegetal Veget Oil® (0,1% v/v) para o herbicida Everest®.

Os dados obtidos foram analisados quanto a sua homocedasticidade, e
posteriormente submetidos a analise de variéncia (p<0,05). Ocorrendo significancia
estatistica, os bidtipos foram comparados pelo teste t (p<0,05) e entre os

tratamentos herbicidas pelo teste de Duncan (p<0,05).
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2.3 Resultados e Discussao

Os resultados e discussao serdao apresentados de acordo com a sequencia

das atividades apresentadas no material e métodos.
2.3.1 Curva dose reposta

A analise de variancia indicou interacéo entre os fatores bitdtipos e doses do
herbicida iodosulfurom-metilico. Os dados de controle dos bidtipos de nabo
suscetivel (B1) e resistentes (B4 e B13), proporcionados pelo herbicida iodosulfurom-
metilico, ajustaram-se as curvas sigmoides em todas as épocas avaliadas, sendo
que, os valores do coeficiente de determinacdo (R?) variaram de 0,92 a 0,99,
demonstrando ajuste satisfatorio dos dados ao modelo (Fig. 2, 3 e 4). A partir das
equagdes, calcularam-se os valores de Csp para os bidtipos de nabo suscetivel (B1)
e resistentes (B4 € B13).

Para o biétipo By observou-se, aos 14 DAA, que a Cs, foi de 0,17 g i.a. ha™
do herbicida, enquanto que para os bidtipos B4 € B13 a dose foi de 36,3 e 41,0 g i.a
ha™', respectivamente (Fig. 2, tab. 5).

Os valores de Csp indicam que os bidtipos B, e Bq3 apresentam niveis de
resisténcia considerados altos, com necessidade de doses do herbicida
iodosulfurom-metilico no minimo 10 vezes maior daquela registrada (3,5 g i.a. ha™)
para controle do nabo. Resultados semelhantes foram obtidos em trabalho realizado
por Costa e Rizzardi (2014) em bibtipos de R. raphanistrum L. resistentes ao herbicida
metsulfurom-metilico que necessitaram de doses 33 vezes superior aquela indicada
para controle do nabo (4,0 gi.a. ha™).

Com base na ndo sobreposicdo dos intervalos de confianga (IC) entre o
biotipo suscetivel (B1) e os resistentes (B4 e B43) foi possivel estabelecer o fator de
resisténcia (FR). O valor do FR constatado, aos 14 DAA, foi de 214 e 241 para o B4
e Bis, respectivamente (tab. 5), indicando que a dose necessaria para promover
50% de controle em ambos os bidtipos resistentes é superior a 214 vezes aquela
requerida para o controle do biétipo B4, 0 que inviabiliza o uso deste herbicida no

controle de nabo.
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Figura 2- Controle visual (%) de biétipos de nabo, suscetivel (B+) e resistentes (B4 e

B13), em fungdo da aplicagdo de diferentes doses do herbicida
iodosulfurom-metilico, avaliado aos 14 dias apo6s aplicacdo dos
tratamentos. FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2015. Os pontos representam

os valores médios das quatro repeticbes e as barras horizontais os intervalos de
confianga para a dose que causa 50% de controle na planta, com 95% de significancia.

Tabela 5- Valores do Cso com intervalo de confianca (IC) e fator de resisténcia (FR)

dos bidtipos de Raphanus sativus L. suscetivel (B1) e resistentes (B4 € B13)
submetidos a aplicacao de diferentes doses do herbicida iodosulfurom-
metilico aos 14 dias apdés a aplicagdo dos tratamentos (DAA).

FAEM/UFPel, Capao do Leado, RS, 2015.

Bibtipo 1 Cso' Fator de resisténcia®
gia ha 951C (FR)
Suscetivel (B) 0,17 1,82- (1,48 -
Resistente (B4) 36,30 38,17 — 34,43 214,00
Resistente (B+3) 41,00 42,65 - 39,35 241,00

' Cso = dose necessaria para obter controle de 50%.

FR obtido pela divisdo do Csq do bidtipo resistente pelo Csq do biodtipo suscetivel.

Os resultados de controle, obtidos aos 28 DAA, demonstraram que a dose

de 0,22 g i.a. ha™ do herbicida foi suficiente para controlar 50% do bidtipo suscetivel

(fig. 3, tab. 6). Todavia, para obter o mesmo controle (Csy) dos bidtipos B4 € B3

foram necessarias doses de 19,50 e 55,50 g i.a. ha™', do herbicida iodosulfurom-

metilico, respectivamente (tab. 6).
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Figura 3- Controle visual (%) de biétipos de nabo, suscetivel (B+) e resistentes (B4 e
Bi3), em fungdo da aplicagdo de diferentes doses do herbicida
iodosulfurom-metilico, avaliado aos 28 dias apo6s aplicacdo dos
tratamentos (DAA). FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS, 2015. Os pontos

representam os valores médios das quatro repeticbes e as barras horizontais os

intervalos de confianga para a dose que causa 50% de controle na planta, com 95% de
significancia.

Tabela 6- Valores do Cso com intervalo de confianca (IC) e fator de resisténcia (FR)
dos bidtipos de Raphanus sativus L. suscetivel (B1) e resistentes (B4 € B13)
submetidos a aplicacao de diferentes doses do herbicida iodosulfurom-
metilico aos 28 dias apdés a aplicagdo dos tratamentos (DAA).
FAEM/UFPel, Capao do Leado, RS, 2015.

Bibtipo 1 Cso' Fator de resisténcia®
gia ha 951C (FR)
Suscetivel (B4) 0,22 0,24 - 0,20 -
Resistente (B4) 19,50 24,64 — 16,37 89,00
Resistente (B+3) 55,50 66,62 — 44,38 252,00

' Cso = dose necessaria para obter controle de 50%.
FR obtido pela divisdo do Csq do bidtipo resistente pelo Csq do biodtipo suscetivel.

Considerando niveis de controle superiores a 80% verificou-se para o biétipo
B1 a necessidade de doses acima de 0,51 g i.a. ha™', sendo que na dose comercial o
controle obtido chegou aos 99,8%. Na comparacdo com os bidtipos Bs e Bis,

percebe-se que niveis de controle superiores a 80% somente ocorrem para doses
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superiores a 116 e 960 g i.a. ha™', respectivamente. Estas doses herbicidas sdo 33 e
274 vezes superior aquela indicada, tornando inviavel sua utilizagado para controle de
nabo resistente. O fator de resisténcia (FR) dos bidtipos B4 e B3, aos 28 DAA, foi de
89 e 252, respectivamente, indicando a necessidade de doses elevadas para obter
50% do controle de nabo resistente (tab. 6). Alto valor de FR (>500) também foi
obtido para bidtipos de R. raphanistrum L. resistentes ao herbicida sulfometurom,
pertencente a classe dos inibidores da ALS (YU et al., 2012).

Os resultados da MMSPA obtidos, aos 28 DAA, demonstram que o acumulo
de MMSPA foi inversamente proporcional a dose do herbicida aplicada (Fig. 4). Para
o B4, a dose necessaria de iodosulfurom-metilico para reduzir 50% da MMSPA
(GRso) foi de 0,11 g i.a. ha™', enquanto que para os biétipos resistentes B, e By3 a
GRs foi de 103,9 e 86,8 g i.a. ha™', evidenciando a necessidade de doses, no
minimo, 25 vezes superior aquela recomendada do herbicida para proporcionar
reducéo de 50% da MMSPA (tab. 7).

100
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------ yB,= 103,532/ (1+ X /93,963)>™®°  R*= 0,92
80 — — —  yB,,;=104,940/ (1+ X/ 73,048)>** R*=0,93
< 60 -
<
o | i : |
0
z -
20
0 ]
0 28 56 84 112 140 168 196 224

Doses do herbicida (g i.a. ha™)

Figura 4- MMSPA (%) de biétipos de nabo, suscetivel (B+) e resistentes (B4 e B13),
em funcdo da aplicagao de diferentes doses do herbicida iodosulfurom-
metilico, avaliado aos 28 dias apdés aplicacdo do tratamento.
FAEM/UFPel, Capado do Ledo/RS, 2015. Os pontos representam os valores

médios das quatro repeticdes e as barras horizontais os intervalos de confianga para a
dose que causa 50% de redugao da MMSPA da planta, com 95% de significancia.
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Tabela 7- Valores do GRsg com intervalo de confianga (IC) e fator de resisténcia
(FR) dos biétipos de Raphanus sativus L. suscetivel (B1) e resistentes (B4 e
B13) submetidos a aplicagdo de diferentes doses do herbicida
iodosulfurom-metilico aos 28 dias apés a aplicacdo dos
tratamentos(DAA). FAEM/UFPel, Capao do Ledo, RS, 2015.
1

Bibtipo 1 Cso Fator de resisténcia®
gia ha 951C (FR)
Suscetivel (B4) 0,11 0,19-0,03 -
Resistente (B4) 102,90 130,54 — 75,26 935
Resistente (B+3) 86,80 111,21 - 62,39 789

' GRsp = dose necessaria para reduzir 50% da MMSPA da planta.
FR obtido pela divisdo do GRs do bidtipo resistente pelo GRso do bidtipo suscetivel.

Niveis elevados de resisténcia e com FR diferentes foram encontrados em
bidtipos de nabo resistentes submetidos ao herbicida imazetapir e metsulfurom-
metilico, sendo que o FR variou de 975 a 144, respectivamente (PANDOLFO et al.,
2013).

Os resultados obtidos demonstraram que os niveis de resisténcia dos
biétipos sado elevados comparados ao bidtipo suscetivel. Esta situagdo € comum
para as especies resistentes a herbicidas inibidores da ALS e pertencentes ao grupo
quimico da sulfonilureias, sendo que mutacdo na enzima ALS pode resultar em FR
elevado (HAN et al., 2012) e a necessidade de utilizagdo de doses elevadas para
controle de plantas resistentes (LAMEGO et al., 2009; BECKIE et al., 2012).

A confirmacgdo da resisténcia de biotipos de Raphanus sativus L. ao herbicida
iodosulfurom-metilico deve alertar os produtores e técnicos, pois os herbicidas
registrados para controle de plantas daninhas em cereais de inverno para controle
que sado o iodosulfurom-metilico e o metsulfurom-metilico, evidenciando a
necessidade de desenvolvimento de estratégias de manejo para prevencéo e para

evitar a disseminacao da resisténcia.

2.3.2 Controle alternativo

A analise de variancia foi significativa para todas as variaveis analisadas,
com interacdo entre os fatores bidtipos e herbicidas para controle de R. sativus L.
resistentes ao iodosulfurom-metilico.

O controle dos bidtipos resistentes e suscetivel, aos 14 DAA, foi excelente
para todos os herbicidas testados na cultura do trigo, exceto para o herbicida

metsulfurom-metilico, onde o controle foi de 90% no B4 e, de 5% e 16% nos bidtipos
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B4 e B13, respectivamente (tab. 8). Os herbicidas glufosinato de amdnia, dicloreto de
paraquate, diurom+dicloreto de paraquate, glifosato e saflufenacil sdo consideradas
opgdes para controle do nabo durante o manejo da dessecagao realizado antes da
semeadura da cultura do trigo. Resultados encontrados por Agostinetto et al., (2009)
relataram controle de nabo acima de 97% com a dose de 1.440 g e.a. ha' de

glifosato corroborando com os dados deste estudo.

Tabela 8- Controle (%) aos 14 e 28 dias apos aplicagdo dos tratamentos (DAA) de
bidtipos de Raphanus sativus L. suscetivel (B1) e resistentes (B4 e B43) ao
herbicida iodosulfurom-metilico com herbicidas alternativos para manejo
na cultura do trigo. FAEM/UFPel, Capao do Ledo, RS, 2015.

Tratamento 14 DAA 28 DAA
B1 B4 B13 B1 B4 B13

Gluf. de aménio 98 ™A 98 A 97 A 100 ™A 100 A 100 A
Diurom+paraquate 100 ™A 100 A 100 A 100 ™A 100 A 100 A
Paraquate 100 ™A 100 A 100 A 100 ™A 100 A 100 A
Glifosato 98 ™A 97 A 99 A 99 A 100 A 100 A
Saflufenacil 100 ™A 100 A 100 A 100 A 100 A 100 A
Metribuzim 99 ™A 99 A 99 A 100 ™A 100 A 100 A
Bentazona 100 ™A 100 A 99 A 100 ™A 100 A 100 A
2,4-D amina 98 ™A 97 A 97 A 99 A 100 A 100 A
Metsul. metilico 90 aB 50 cB 16 bB 100 aA 4,0 bB 5,0 bB
Testemunha 0,0 ™C 0,0 CcC 0,0 CcC 0,0 "B 0,0 C 0,0 C
C.V. (%) 1,99 1,25

*médias seguida de mesma letra mindscula (na linha) e de mesma letra mailscula (na coluna) ndo
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p<0,05). "= n&o significativo (p<0,05).

Aos 28 DAA, o controle dos bidtipos resistentes e suscetivel foi excelente
para todos os tratamentos herbicida utilizado (tab. 8). Todavia, a utilizagdo do
herbicida metsulfurom-metilico nao foi eficiente no controle dos bidtipos resistentes
B4 e B13. Resultados semelhantes foram obtidos por Costa e Rizzardi (2013) onde a
aplicacao de metsulfurom-metilico sobre bidtipos de R. raphanistrum L. ndo possibilitou
controle adequado, confirmando a resisténcia dos biétipos B4 e B3 a herbicidas
inibidores da ALS. Na cultura do trigo, a aplicagdo dos herbicidas metribuzim,
bentazona e 2,4-D amina proporcionaram controle igual ou superior aos 99%, aos 28
DAA, sendo opgdes para manejo do nabo (tab. 8). Por serem herbicidas seletivos a
cultura do trigo, permitem o controle adequado do nabo mesmo com a cultura
implantada. A utilizagdo do herbicida 2,4-D amina pode ser uma opgédo de manejo

onde seu uso resultou num controle de 100% dos biétipos resistentes, corroborando
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com os resultados de Farinelli, Penarol e Lemos (2005) onde a utilizagdo deste
herbicida proporcionou controle 6timo na dose 670 g e.a. ha™.

O acumulo de MMSPA em biétipos de R. sativus L. resistentes e suscetivel foi
menor em todos os tratamentos herbicida onde proporcionaram redugao superior a
80% da MMSPA em todos os bidtipos testados (tab. 9). Todavia, a aplicagéo de
metsulfurom-metilico ndo resultou em redu¢cdao de MMSPA em B4 e acarretou em
21% de reducdo em Bj3, possivelmente relacionado a diferencas de sensibilidade
dos bidtipos. Resultados obtidos por Costa e Rizzardi (2013) reportaram pequena
reducdo da MMSPA em bidtipo resistente de R. raphanistrum L. com o herbicida
metsulfurom-metilico, ndo sendo considerada uma opg¢ao para manejo de bidtipos
resistentes. Para Costa e Rizzardi (2013), a aplicagao do herbicida glifosato, na dose
de 960 g e.a. ha™!, proporcionou forte redugdo na MMSPA sendo considerada opgao
para manejo de nabo resistente. A aplicagao dos herbicidas metribuzim, bentazona e
2,4-D amina acarretaram em reducao superior a 70% da MMSPA em bibtipos

resistentes (tab. 9) sendo consideradas opgdes para manejo na cultura do trigo.

Tabela 9- MMSPA (g planta™) aos 28 dias apds a aplicacdo dos tratamentos de
bidtipos de Raphanus sativus L. suscetivel (B1) e resistentes (B4 e B43) ao
herbicida iodosulfurom-metilico com herbicidas alternativos para manejo
na cultura do trigo. FAEM/UFPel, Capao do Ledo, RS, 2015.

Trat ¢ MMSPA
ratamento B, B, Bn

Glufosinato de aménio 0,19 ™BC 0,25 C 0,26 C
Diurom+paraquate 0,15 "™C 0,17 C 0,25 C
Paraquate 0,18 ™BC 0,20 C 0,24 C
Glifosato 0,179 bBC 0,25 bC 0,33 aC
Saflufenacil 0,18 bBC 0,24 bC 0,30 aC
Metribuzim 0,179 bBC 0,29 aC 0,32 aC
Bentazona 0,17 bBC 0,23 bC 0,52 aB
2,4-D amina 0,20 bBC 0,32 aC 0,37 aC
Metsulfurom-metilico 0,31 cBC 2,34 aA 1,58 DbA
Testemunha 1,01 ™A 1,69 B 1,76 A
C.V. (%) 26,70

*médias seguida de mesma letra minuscula (na linha) e de mesma letra mailscula (na coluna) nao
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p<0,05). "= n&o significativo (p<0,05).

A analise de variancia foi significativa para todas as variaveis analisadas,
com interacdo entre os fatores bidtipos e herbicidas para controle de R. sativus L.
resistentes e suscetivel ao herbicida iodosulfurom-metilico na cultura do milho. Os

herbicidas glufosinato de amoénia, dicloreto de paraquate, diurom+dicloreto de
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paraquate, glifosato e saflufenacil sdo opgbes para controle de nabo durante a
dessecacgao (tab. 10) com niveis de controle superiores aos 98% aos 14 DAA.
Devido a tecnologia existente, o herbicida glifosato pode ser utilizado para controle
do nabo também na pds emergéncia do milho Roundup Ready® (BOHM et al., 2011).
Resultados de Vitorino et al., (2014) em bidtipos de R. raphanistrum L. demonstraram
que a aplicacdo do glifosato na dessecacdo, na dose de 720 g e.a. ha’,

proporcionou 98% de controle corroborando com resultados obtidos deste estudo.

Tabela 10- Controle (%) aos 14 e 28 dias apds aplicagdo dos tratamentos (DAA) de
biétipos de Raphanus sativus L. suscetivel (B1) e resistentes (B4 e B13) ao
herbicida iodosulfurom-metilico com herbicidas alternativos para manejo
na cultura do milho. FAEM/UFPel, Capéo do Ledo, RS, 2015.

Trat ¢ 14 DAA 28 DAA
ratamento B, Bs By B, Bs Brs

Gluf. de aménio 99 ™A 99 A 100 A 100 ™A 100 A 100 A
Diurom+paraquate 100 ™A 100 A 100 A 100 ™A 100 A 100 A
Paraquate 100 "A 100 A 100 A 100 ™A 100 A 100 A
Glifosato 98 ™AB 100 A 99 A 100 ™A 100 A 100 A
Saflufenacil 100 "A 100 A 100 A 100 ™A 100 A 100 A
Mesotriona 96 ™B 94 B 95 B 100 ™A 100 A 100 A
Tembotriona 94 aB 89 bC 90 bC 100 ™A 100 A 100 A
Atrazina 95 bB 99 aA 99 aA 99 "A 100 A 100 A
Nicosulfurom 91 aC 1,0 bD 6,0 bD 100 aA 0,0 bB 2,0 bB
Testemunha 0,0 ™D 0,0 D 0,0 E 00 ™B 00 B 0,0 B
C.V. (%) 2,71 0,82

*médias seguida de mesma letra mindscula (na linha) e de mesma letra maiuscula (na coluna) ndo
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p<0,05). "= n&o significativo (p<0,05).

Aos 28 DAA, o controle de nabo resistente foi considerado excelente para
todos herbicidas com herbicidas indicados para a cultura do milho, exceto para o
herbicida nicosulfurom onde o controle foi inferior a 2% (tab. 10). Os herbicidas
mesotriona, tembotriona e atrazina, todos seletivos a cultura do milho,
proporcionaram controle superior a 99% em todos os biétipos demonstrando serem
alternativas excelentes. Entretanto, a aplicacdo do herbicida nicosulfurom nao
controlou os bidtipos resistentes ao herbicida iodosulfurom-metilico (tab. 10). Em
trabalho conduzido por Costa e Rizzardi (2013) a aplicagdo de 22,5 g i.a. ha™ de
nicosulfurom em R. raphanistrum L. resistente acarretou em controle de apenas 24%
quando comparado ao bidtipo suscetivel. Resultados similares foram encontrados
por Michelon et al. (2012) onde a aplicagdo do herbicida nicosulfurom proporcionou

controle inferior a 10% em bidtipos de R. sativus L. resistentes. Entretanto, a utilizagao
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de herbicidas com mecanismos de acdo alternativos na cultura do milho constitui
uma estratégia altamente eficaz no controle de bidtipos resistentes (VARGAS et al.,
2010; VENCILL et al., 2012).

Os resultados de acumulo de MMSPA aos 28 DAA demonstraram que houve
reducdo da MMSPA em bidtipos resistentes e suscetivel com herbicidas indicados
para a cultura do milho, exceto para o herbicida nicosulfurom aplicado sobre bidtipos
resistentes onde o controle foi de 79% em B4 e 82% em B43 (tab. 11). O herbicida
nicosulfurom, por apresentar baixo nivel de controle ndo proporcionou reducdes no
acumulo de MMSPA em ambos os bidtipos resistentes (tab. 11). Em trabalho
conduzido por Costa e Rizzardi (2013) a aplicacdo de 22,5 g i.a. ha™ de nicosulfurom
em bidtipos de R. raphanistrum L. resistente acarretou em reducdo de 35% quando
comparado ao bidtipo suscetivel. No entanto, os demais herbicidas utilizados, por
apresentarem mecanismo de acao distinto, sdo consideradas opg¢bes para manejo

de nabo na cultura do milho (tab. 11).

Tabela 11- MMSPA (g planta™) aos 28 dias apds a aplicacdo dos tratamentos de
bidtipos de Raphanus sativus L. suscetivel (B1) e resistentes (B4 e B13) ao
herbicida iodosulfurom-metilico com herbicidas alternativos para manejo
na cultura do milho. FAEM/UFPel, Capéo do Ledo, RS, 2015.

Trat ¢ MMSPA
ratamento B, B, B,

Glufosinato de aménio 0,20 ™B 0,25 B 0,26 B
Diurom+paraquate 0,18 ™B 0,18 B 024 B
Paraquate 0,18 ™B 0,18 B 0,25 B
Glifosato 0,179 bB 0,25 aB 0,33 aB
Saflufenacil 0,16 bB 0,24 aB 0,30 aB
Mesotriona 0,25 ™B 0,30 B 0,29 B
Tembotriona 0,18 bB 0,29 aB 0,32 aB
Atrazina 0,25 bB 0,34 aB 0,29 aB
Nicosulfurom 0,24 bB 1,64 aA 1,65 aA
Testemunha 1,12 ™A 145 A 1,76 A
C.V. (%) 30,60

*médias seguida de mesma letra mindscula (na linha) e de mesma letra mailuscula (na coluna) nao
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p<0,05). "= n&o significativo (p<0,05).

A analise de varidncia demonstrou que houve interacdo entre os fatores
bidtipos e herbicidas para controle de R. sativus L. suscetivel e resistentes ao
herbicida iodosulfurom-metilico na cultura da soja.

Os herbicidas glufosinato de aménia, dicloreto de paraquate,

diurom+dicloreto de paraquate, glifosato e saflufenacil usados para manejo de
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dessecagao sédo opgdes para controle de nabo (tab. 12) com niveis de controle
superiores aos 98% aos 14 DAA. Em trabalho conduzido por Costa e Rizzardi (2013)
a aplicacdo de 960 g e.a. ha' de glifosato em bidtipos de R. raphanistrum L.
proporcionou controle de 98% aos 14 DAA tanto em bidtipos resistente e suscetivel.
Além disso, o herbicida glifosato pode ser utilizado para controle do nabo também na
pds emergéncia da soja Roundup Ready® devido & tecnologia existente que permite
seletividade a cultura (BOHM et al., 2011).

Tabela 12- Controle (%) aos 14 e 28 dias apds aplicagéo dos tratamentos (DAA) de
biétipos de Raphanus sativus L. suscetivel (B1) e resistentes (B4 e B13) ao
herbicida iodosulfurom-metilico com herbicidas alternativos para manejo
na cultura da soja. FAEM/UFPel, Capdo do Ledo, RS, 2015.

Trat ¢ 14 DAA 28 DAA
ratamento B, Ba Brs B, Ba Brs

Gluf. de aménio 99 ™A 99 A 100 A 100 ™A 100 A 100 A
Diurom+paraquate 100 ™A 100 A 100 A 100 ™A 100 A 100 A
Paraquate 100 ™A 100 A 100 A 100 ™A 100 A 100 A
Glifosato 98 ™A 100 A 99 A 100 ™A 100 A 100 A
Saflufenacil 100 ™A 100 A 100 A 100 ™A 100 A 100 A
Clorimurom 64 aC 15 bC 20 bC 99 aA 20 bC 25 bC
Fomesafem 100 ™A 100 A 100 A 100 ™A 100 A 100 A
Imazetapir 66 aC 12 bC 8,0 bC 100 aA 2,0 bD 0,0 bD
Cloransulam 91 aB 60 bB 56 bB 100 aA 58 cB 74 bB
Testemunha 00 ™D 0,0 D 0,0 D 00 ™B 0,0 D 00 D
C.V. (%) 2,93 2,37

*médias seguida de mesma letra mindscula (na linha) e de mesma letra mailuscula (na coluna) ndo
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p<0,05). "= n&o significativo (p<0,05).

O controle dos bidtipos de nabo aos 28 DAA foi acima de 99% para todos os
tratamentos herbicidas, exceto para bidtipos resistentes tratados com herbicidas
inibidores da enzima ALS (tab.12). O unico herbicida seletivo utilizado que controlou
bidtipos de nabo resistente foi o fomesafem (tab. 12). Resultados semelhantes foram
obtidos por Michelon et al. (2012) em aplicagbes com o herbicida lactofem na dose
de 240 g i.a. ha™' sobre bidtipos de nabo suscetivel e resistente ao metsulfurom-
metilico. Entre os herbicidas inibidores da ALS seletivos a cultura constataram-se
diferencas entre os niveis de controle, sendo mais evidenciado na aplicagcdo com o
cloransulam-metilico. A aplicagdo deste herbicida proporcionou controle de 58 e
74% nos bidtipos B4 e B4s, respectivamente. Esses resultados corroboram com os
obtidos por Costa e Rizzardi (2013) onde o herbicida cloransulam-metilico

proporcionou controle de 54% no bidtipo resistente de R. raphanistrum L. quando



46

comparado ao suscetivel e, a aplicacao de imazetapir e de clorimurom-etilico nao
controlou os bidtipos resistentes. Em trabalho realizado por Yu et al. (2012)
relataram que a aplicacdo de herbicidas inibidores da enzima ALS, como o
clorsulfurom, imazamox e metosulam, em bidtipos resistentes de R. raphanistrum L.
nao proporcionaram controle eficiente.

Considerando a reducédo da MMSPA aos 28 DAA, todos os herbicidas cujo
mecanismo de acdo nao € inibicdo da ALS, possibilitaram menor acumulo de massa
seca em bidtipos resistentes (B4 e B43) (Tab. 13). Entretanto, todos os herbicidas

proporcionaram redugdo da MMSPA no biétipo suscetivel (B1).

Tabela 13- MMSPA (g planta™) aos 28 dias apds a aplicacdo dos tratamentos de
bidtipos de Raphanus sativus L. suscetivel (B1) e resistentes (B4 e B13) ao
herbicida iodosulfurom-metilico com herbicidas alternativos para manejo
na cultura da soja. FAEM/UFPel, Capdo do Ledo, RS, 2015.

Trat ¢ MMSPA
ratamento B, B, Bn

Glufosinato de aménio 0,20 ™B 0,25 C 0,26 C
Diurom+paraquate 0,18 ™B 0,18 C 0,24 C
Paraquate 0,18 ™B 0,18 C 0,25 C
Glifosato 0,19 bB 0,25 aC 0,33 aC
Saflufenacil 0,16 bB 0,24 aC 0,30 aC
Clorimurome-etilico 0,29 bB 1,47 aA 1,43 aA
Fomesafem 0,17 bB 0,40 aC 0,28 aC
Imazetapir 0,24 bB 1,51 aA 1,42 aA
Cloransulam-metilico 0,29 bB 0,80 aB 0,66 aB
Testemunha 1,12 ™A 145 A 1,76 A
C.V. (%) 30,60

*médias seguida de mesma letra mindscula (na linha) e de mesma letra maiuscula (na coluna) ndo
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p<0,05). "= n&o significativo (p<0,05).

Dos herbicidas seletivos indicados para a cultura da soja, as maiores
reducdes foram verificadas para o herbicida fomesafem. Por ser de um mecanismo
de acao distinto proporcionou 72 e 84% de reducdo nos bidtipos Bs e Bis,
respectivamente. Situacdo similar foi verificada com a aplicagdo de diferentes
herbicidas da ALS para controle de bidtipos resistentes de R. raphanistrum L. onde
nenhum dos herbicidas proporcionou controle adequado (COSTA; RIZZARDI, 2013).

A aplicacédo de herbicidas inibidores da enzima ALS de trés diferentes
grupos quimicos nao controlaram satisfatoriamente bidtipos de R. sativus L.
resistentes, sugerindo que estes bidtipos apresentam resisténcia cruzada, situagao

evidenciada por Theisen (2008) em R. sativus L. e por Costa e Rizzardi (2013) em R.
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raphanistrum L.. Todavia, herbicidas de mecanismos distintos sdo considerados

alternativas eficazes no controle de bidtipos resistentes (VENCILL et al., 2012).

2.3.3 Resisténcia cruzada dos biétipos a herbicidas da ALS

A analise de variancia indicou interacdo entre os fatores bidtipos e os
herbicidas. Na avaliacdo realizada, aos 14 DAA, observou-se que o herbicida
bispiribaque-sddico apresentou o maior nivel de controle dos bibtipos resistentes e
do suscetivel. Entretanto, observa-se que para os bidtipos resistentes B, € B3 0s

niveis de controle foram inferiores a 50% (tab. 14).

Tabela 14- Controle (%) de bidtipos de Raphanus sativus L. suscetivel (B1) e
resistentes (B4 e B43) ao herbicida iodosulfurom-metilico submetidos
aos diferentes grupos quimicos avaliado aos 14 dias apds aplicagao
dos tratamentos (DAA). FAEM/UFPel, Capao do Leédo, RS, 2015.

Trat ¢ 14 DAA 28 DAA
ratamento B Bs Bus B B. Brs

Metsulfurom 50 aC 9,0 bC 11 bD 99 aA 20 bCD 2,0 bC
lodosulfurom 53 aC 17 bB 19 BC 99 aA 1,0 bCD 40 cB
Flucarbazona 52 aC 15 bB 13 bCD 98 aA 0,0 bD 40 bB
Imazetapir 76 aB 15 bB 20 BC 98 aA 3,0 bC 20 bC
Bispiribaque 88 aA 48 DbA 41 BA 99 aA 78 DbA 68 CA
Cloransulam 77 aB 22 bB 28 BB 99 aA 10 bB 11 bB
Testemunha 0,0 ™D 0,0 D 0,0 E 0,0 ™B 0,0 D 0,0 D
CV. (%) 14,34 7.00

*médias seguida de mesma letra mindscula (na linha) e de mesma letra maiuscula (na coluna) ndo
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p<0,05). "= n&o significativo (p<0,05).

Observou-se ainda, que os bidtipos resistentes apresentaram resposta
diferenciada aos herbicidas inibidores da ALS, e isso pode estar relacionado com a
afinidade da molécula herbicida com a enzima alvo. Alguns autores relataram que
bidtipos resistentes a herbicidas, do grupo quimico das sulfonilureias, devido a
mutacdo no local de acdo, apresentam niveis variaveis de resisténcia cruzada
(HALL; DEVINE, 1990; SAARI; COTTERMAN; PRIMIANI, 1990; SAARI;
COTTERMAN; THILL, 1994; WALSH et al., 2004).

O nivel de controle do bidtipo suscetivel, aos 28 DAA foi igual ou superior a
98% para todos os herbicidas avaliados. Entretanto, para os bidtipos resistentes, o
controle foi inferior a 11%, exceto para o herbicida bispiribaque-sddico que

proporcionou controle de 78 e 68% para os bibtipos B4 e B3, respectivamente (tab.
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14). Diferentes niveis de controle foram constatados por Schmitzer et al. (1993) em
bidtipos de Xanthium strumarium L. resistentes a herbicidas inibidores da ALS, tratados
com herbicidas de grupos distintos onde bidtipos eram menos sensiveis ao
imazaquim (imidazolinona) quando comparado aos herbicidas clorimurom-etilico
(sulfonilureia) e o flumetsulam (triazolopirimidina).

Em relacdio a MMSPA acumulada pelos bidtipos, observou-se que a
aplicacao dos herbicidas na dose recomendada reduziu, em média, 70% da MMSPA
do B4 (tab. 15). Esta situagdo n&o foi observada nos biotipos B4 € B4z em resposta a
aplicacao de diferentes herbicidas dos inibidores da enzima ALS, onde apenas para
o B3 houve reducdo média da MMSPA em 8% (tab. 15).

Tabela 15- Controle (%) e MMSPA (g) de bidtipos de Raphanus sativus L. suscetivel
(B1) e resistentes (B4 e Bi3) ao herbicida iodosulfurom-metilico
submetidos aos diferentes grupos quimicos da ALS avaliado aos 28
dias apés aplicacdo dos tratamentos (DAA). FAEM/UFPel, Capédo do
Ledo, RS, 2015.

T MMSPA

ratamento B, B, Brs
Metsulfurom-metilico 0,50 bB 1,31 aAB 1,41 aBC
lodosulfurom-metilico 0,43 bB 1,41 aAB 1,51 aAB
Flucarbazona soédio 0,44 bB 1,37 aAB 1,82 aA
Imazetapir 0,38 bB 1,59 aA 1,40 aBC
Bispiribaque-sédico 0,42 bB 0,75 aC 0,58 abD
Cloransulam-metilico 0,43 bB 1,22 aB 1,06 bC
Testemunha 1,42 "SA 1,15 B 1,42 BC
C.V. (%) 14,63

*médias seguida de mesma letra mindscula (na linha) e de mesma letra maiuscula (na coluna) ndo
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p<0,05). "= n&o significativo (p<0,05).

Para os bidtipos resistentes, o unico herbicida que provocou reducdo da
MMSPA foi o bispiribaque-sodico (tab. 15). Esse tratamento proporcionou o maior
controle (tab. 14) onde a redugdo da MMSPA nos bidtipos B4 e By3 foram de 35 e
60%, respectivamente, quando comparados com as suas respectivas testemunhas.
Costa e Rizzardi (2013) evidenciaram redugdes no acumulo de MMSPA distintos
entre herbicidas da ALS aplicados em bidtipos resistentes de R. raphanistrum L.. Para
o herbicida cloransulam-metilico houve reducéo de 61% enquanto que o acumulo de
MMSPA em bidtipos tratados com metsulfurom-metilico e imazetapir ndo diferiram

entre si quando comparados com a testemunha sem aplicagao.
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Os resultados demonstraram que bidtipos de R. sativus L. apresentam
resisténcia cruzada, ou seja, bidtipos resistentes a dois ou mais herbicidas devido a
um sé mecanismo de agao (VARGAS et al.,, 2009). Este tipo de resisténcia, por
envolver diferentes herbicidas de um mesmo mecanismo de acdo, pode reduzir e
dificultar as opc¢des para controle de R. sativus L., situagao evidenciada em bidtipos de

R. raphanistrum L. resistentes a herbicidas inibidores da enzima ALS (YU et al., 2012).

2.4 Conclusoes

Os bidtipos de R. sativus L. B4 é suscetivel enquanto os biétipos B4 e B3 séo
resistentes ao herbicida iodosulfurom-metilico, apresentando Csode 19,5 e 55,5 g i.a.
ha' e, GRso 102,9 e 86,8 respectivamente, aos 28 DAA.

Todos os herbicidas aplicados controlaram o bidtipo suscetivel e os bidtipos
resistentes, exceto os herbicidas metsulfurom-metilico, nicosulfurom, clorimurom-
etilico, imazetapir e cloransulam-metilico (todos pertencentes a classe dos inibidores
da enzima ALS) aplicados sobre os bibtipos resistentes B4 e B43, sendo necessario
utilizar herbicidas com mecanismo de agao distinto.

Os bidtipos de nabo B4 e B4z apresentam resisténcia cruzada a herbicidas
inibidores da enzima ALS, apresentando maior suscetibilidade ao herbicida

bispiribaque-sddico do grupo quimico das pirimidiniltiobenzoatos.



3. CAPITULO Il — Alteragées na enzima acetolactato sintase e o mecanismo
envolvido na resisténcia de biétipos de Raphanus sativus L. ao

herbicida iodosulfurom-metilico.

3.1 Introdugao

O Raphanus sativus L. (nabo) € uma espécie daninha presente nos cultivos de
inverno do Sul do Brasil causando sérios prejuizos quando nao controlada nas
culturas (VARGAS; ROMAN, 2005; ESLAMI et al., 2006; RIGOLI et al., 2008). O uso
de herbicidas é uma pratica importante em areas de produgdo para controlar de
forma eficiente esta e outras plantas daninhas.

Com mais de 30% dos herbicidas registrados para uso na agricultura no
mundo (MCCOURT et al.,, 2006), os herbicidas inibidores da enzima ALS séao
essenciais para controle de diversas plantas daninhas em muitas culturas, pois sao
seletivos, requerem baixas doses de aplicagao por area e, alguns, apresentam baixa
toxicidade aos animais (TAN; EVANS; SINGH, 2006; ENDO et al., 2013).

Os herbicidas inibidores da ALS possuem cinco estruturas quimicas
distintas, com alto potencial na inibigdo da enzima ALS (SHANER; ANDERSON;
STIDHAM, 1984; PONTZEN, 2002; YU; HAN; VILA-AIUB, 2010), incluindo os grupos
quimicos das sulfonilureias, imidazolinonas, pirimidiniltiobenzoatos,
triazolopirimidinas e sulfonilaminocarboniltriazolinonas e (SENSEMAN, 2007), sendo
0os quatros primeiros grupos comercializados no Brasil (CARVALHO, 2013). Eles
interferem na biossintese dos aminoacidos de cadeia alifatica valina, leucina e
isoleucina. A enzima ALS é responsavel por catalisar a condensacao de duas
moléculas de piruvato para formar acetolactato (precursor de valina e leucina) e por

condensar o piruvato e cetobutirato para formar aceto-hidroxibutirato (precursor de
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isoleucina) (SINGH; SHANER, 1995; TRANEL; WRIGHT, 2002; ROMAN et al., 2007;
DUGGLEBY; MCCOURT; GUDDAT, 2008).

Em areas de inverno, cultivadas com trigo e cevada, o controle do nabo é
realizado essencialmente com uso de herbicidas inibidores da ALS, como o
iodosulfurom-metilico e o metsulfurom-metilico, fato que pode ter favorecido a
selecdo de bidtipos resistentes a estes herbicidas (THEISEN, 2008). Detectada a
resisténcia, a elucidacdo do mecanismo envolvido é importante, pois permite
determinar alternativas de manejo que possibilitem diminuir a presséo de selegéo.

Os mecanismos que conferem resisténcia a herbicidas sdo agrupados em
duas categorias: a primeira envolve o local de agdo do herbicida, como exemplo
mutagdes no DNA alteram o local de acoplamento do herbicida na enzima e, a
segunda categoria, a resisténcia se deve a outros mecanismos, nao relacionados
ao local de agéo do herbicida (YUAN; TRANEL; STEWART, 2007), como exemplo a
metabolizacdo e a compartimentalizagao das moléculas herbicida.

Ambos os mecanismos afetam a eficacia do herbicida estando relacionados
ao grupo quimico e ao modo de acdo de cada herbicida (DEYLE, 2013b). Entretanto,
€ necessario examinar ambos o0s mecanismos considerando a possibilidade de
coexisténcia (AHMAD-HAMDANI et al., 2013). Esta situagdo foi constatada em
bidtipos de Sagittaria trifolia L. resistentes a herbicidas inibidores da enzima ALS do
grupo quimico das sulfonilureias (IWAKAMI et al., 2014a)

Na maioria dos casos, plantas daninhas resistentes a herbicidas inibidores
da enzima ALS apresentam mutagcdo do gene que codifica esta enzima, resultando
reducdo da sensibilidade desta aos herbicidas (TRANEL; WRIGHT, 2002; TAN,
MEDD, 2002; WARWICK; SAUDER; BECKIE, 2005; CHRISTOFFERS et al., 2006;
TRUCCO et al., 2006; POWLES; YU, 2010; HAN et al., 2012).

O mecanismo molecular envolvido na resisténcia pelo local de agao é facil
de analisar, uma vez que envolve enzimas especificas as quais sao alvo do
herbicida em questdao (YUAN TRANEL; STEWART, 2007). A identificagdo do
mecanismo de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS em plantas daninhas
pode ser determinada pela atividade da enzima ALS, através do acumulo de
acetoina na presenca e auséncia da molécula herbicida inibidora da enzima, onde
apenas bidtipos resistentes acumulam acetoina (GERWICK; MIRELES; EILERS,
1993). Entretanto, a maior parte dos estudos demonstram ndo haver mudancgas

drasticas na afinidade da enzima pelo substrato (K,) em bidtipos resistentes, mas
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que eles mudam a sensibilidade da enzima ALS a inibicao por retroalimentacao dos
aminoacidos de cadeia ramificada, resultando em acumulo desses aminoacidos
(EBERLEIN et al., 1997; PRESTON et al., 2006; ASHIGH; TARDIF, 2007).

Alguns estudos sugerem que a localizagao do ponto de mutagéo no gene e a
substituicdo especifica do um aminoacido na enzima podem afetar a estrutura e a
funcdo da ALS, reduzindo sua atividade (EBERLIEN et al; 1997; YU; HAN; VILA-
AIUB, 2010; LI et al., 2013). Para Lamego et al. (2009) e Han et al. (2012) uma
simples alteracdo de nucleotideos do gene pode causar mudanga na estrutura da
enzima alvo e reduzir a habilidade do herbicida em interagir com o sitio de agao.

Em populacdes de nabo resistente aos herbicidas inibidores da ALS diversos
pontos de mutagdo no gene, que altera o local de agao, tém sido identificados (YU et
al., 2003; POWLES; YU, 2010; HAN et al., 2012; YU et al., 2012). Entre eles, ja
foram identificadas mutagdes na Proqg7, Aspszs € Trpsz4, sendo a alteracdo da Alaqo
menos comum, devido a necessidade de duas alteracdes de nucleotideos enquanto
as demais exigem apenas uma alteragdo nucleotidica (YU et al., 2003; YU et al.,
2012). No entanto, a alteragdo génica em varios pontos pode reduzir as opgdes de
controle de plantas daninhas com herbicidas inibidores da ALS (YU et al., 2012).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas envolvendo outros
mecanismos e, nao o local de acao, resulta em menor quantidade de herbicida que
chega ao local de agdo e, geralmente, ocorre por redugdo da absorgdo ou
translocacao do herbicida, devido ao sequestro ou a metabolizagdo de moléculas do
herbicida (YUAN; TRANEL; STEWART, 2007; POWLES; YU, 2010; HAN et al.,
2014). Plantas resistentes a herbicidas que apresentam este mecanismo tendem a
acelerar a degradagao do herbicida por meio do aumento da atividade da glutationa-
s-transferase, da citocromo P4so ou da glicosil-transferase (DELYE, 2013a).

A capacidade de metabolizacdo de uma planta daninha permite a sua
sobrevivéncia fazendo com que o herbicida ndo chegue ao seu local de agéo. Essa
condigdo pode ser induzida quando se utiliza doses abaixo da recomendada onde,
plantas tratadas codificam genes que sao selecionados a baixas doses de um
herbicida e, potencializados em espécies que apresentam fecundagao cruzada
resultando em altos niveis de resisténcia dentro de algumas geragdes (YU,
POWLES, 2014). Resultados obtidos por Iwakami et al. (2014b) em bidtipos de

Echinochloa phyllopogon (Stapf) resistentes a ALS revelaram que a superexpressao de
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dois genes da citocromo P4s0 conferiram resisténcia a duas classes de herbicidas
inibidores da ALS (sulfonilureias e triazolopirimidinas).

O conhecimento do mecanismo envolvido em bidtipos de nabo resistentes
ao herbicida iodosulfurom-metilico € importante para propor e indicar praticas de
manejo integrado para esta planta daninha.

As hipoteses desse trabalho foram que bidtipos resistentes apresentam
maior atividade da enzima ALS e, ha alteragdo no gene da ALS quando comparado
ao bidtipo suscetivel; bidtipos resistentes de nabo n&do apresentam metabolismo
diferencial ao herbicida através do complexo da Psso monooxigenase. Sendo assim,
objetivou-se com esse trabalho quantificar a atividade da enzima ALS em bidtipos de
nabo resistentes ao herbicida iodosulfurom-metilico; investigar possiveis mutagdes
no gene da ALS em biotipos suscetivel e resistentes ao iodosulfurom-metilico e;
avaliar a resposta de bidtipos de nabo a aplicacdo de iodosulfurom-metilico, apés

tratamento com inibidores do metabolismo da citocromo P4so monooxigenase.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Atividade enzimatica

As sementes dos bidtipos de Raphanus sativus L. resistentes e suscetivel ao
herbicida iodosulfurom-metilico foram semeadas em maio de 2013, em vasos plasticos
com capacidade para 0,75 L, preenchidos com substrato + solo, conforme descrito no
capitulo I. As plantas cresceram em casa de vegetagéo pertencente ao Departamento
de Fitossanidade da FAEM/UFPel por um periodo de 40 dias e, apds, foram levadas
até o laboratério de Plantas Daninhas da Embrapa Trigo, onde foi procedida extragéo e

0 ensaio enzimatico.

3.2.1.1 Extracao da enzima

O método de extragdo enzimatica seguiu a metodologia descrita por Singh;
Stidham e Shaner (1988) com modificagdes, onde cada amostra de material vegetal
foi composta de folhas novas completamente expandidas das plantas. Foram

utilizados 7 g de material vegetal (folhas) que foram congelados em nitrogénio
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liguido (N2) e macerados em almofariz até formar po fino. Apds, ao material
macerado foi acrescido 70 mL (1:10 p/v) do tampao de extragao fosfato 100 mM, pH
7,5, a 4°C, contendo: 0,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl;); 10 mM de piruvato de
sédio; 0,5 mM de tiamina pirofosfato (TPP); 10 uM de flavina adenina dinucleotideo
(FAD); 10% v/v de glicerol; TmM de ditiotreitol e 5% (p/v) de polivinilpolipirolidona
(PVPP). Posteriormente, o material foi homogeneizado lentamente e mantido sob
agitacao por 20 minutos a 4°C em banho de gelo, sendo posteriormente a mistura
fitrada com gaze em quatro camadas para remogdo e descarte dos residuos
sélidos. A fracdo liquida foi centrifugada a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C em
centrifuga refrigerada. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante foi reservado para uso

posterior e o residuo sélido foi descartado.

3.2.1.2 Bioensaio “in vitro” com a enzima ALS

O experimento foi realizado em delineamento experimental completamente
casualizado, com trés repeticdes. O bioensaio in vitro foi realizado seguindo a
metodologia proposta por Gerwick, Mireles e Eilers (1993) com algumas
modificagdes. O bioensaio foi realizado em tubos de ensaio, sendo os tratamentos
arranjados em esquema fatorial onde o fator A foi composto da solugdo enzimatica
dos diferentes biotipos (B1- suscetivel; Bs e B4z - resistentes) onde cada tubo
recebeu 600 pL desta solugcdo (enzima) e, o fator B foi composto de diferentes
concentragbes do herbicida iodosulfurom-metilico (0; 0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1,0; 10;
50; 100 e 500 pM) sendo acrescidos de 100 pyL da solugdo herbicida por tubo de
ensaio. Cada tubo recebeu ainda 300 pL do tampdo de reacdo fosfato 80 UM,
pH=7,0, contendo 20mM de cloreto de magnésio (MgCl,), 200mM de piruvato, 2mM
de tiamina pirofosfato (TPP) e 20 yM de flavina adenina dinucleotideo (FAD)
totalizando 1000 pL (volume final da reacgdo). O bioensaio conteve dois tratamentos
padréo sem herbicida: o primeiro denominado 0 (zero) e o segundo com 100% (cem)
de atividade, sendo que o primeiro recebeu 50 yL de solucdo de acido sulfurico
(H2S04) 3M no inicio do bioensaio para impedir a atividade da enzima e, o segundo,
considerado o tratamento padrdo, correspondendo a testemunha sem inibidor, foi
adicionado 100 pyL de agua milli-Q. Os valores de absorbancia desse tratamento
foram descontados dos valores das leituras dos demais tratamentos com herbicida

ou inibidor enzimatico.
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Apos o preparo da reacdo nos tubos de ensaio, foi iniciado o primeiro
periodo de incubacdo, por 60 minutos a 30°C. A reacgao foi interrompida com adicéo
de 50 pL de solugao de H,SO4 3M em cada tubo de ensaio, exceto no controle zero
em que a reagao ja havia sido interrompida inicialmente. A segunda incubagéao, por
15 minutos a 60°C, foi realizada para a formacao da acetoina, a partir da reagcao do
acido sulfurico com o acetolactato, formado durante a primeira reagéao.

Para a formacdo do complexo colorido, foram adicionados 1000 pL de
solucao de creatina a 0,5% p/v e 1000 yL de 1-naphtol a 5% p/v, preparado em
hidréxido de sodio (NaOH) 2,5M no momento do uso. A reacdo foi novamente
incubada por 15 minutos a 60°C, para o desenvolvimento da cor. Os tubos foram
resfriados a temperatura ambiente e a absorbancia lida em espectrofotdmetro a 530 nm.

Os valores referentes a atividade da enzima ALS foram apresentados por
quantidade de acetoina produzida (umol min™ mL™), determinado pela curva padrao.

A determinagao da curva padréo de acetoina foi realizada em tubos de ensaio
com trés repeticbes. Cada tubo conteve 1000 pL de solucdo de acetoina nas
concentragdes de 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 200 e 400 uyM. Para a formacao do
complexo colorido foi adicionado em cada tubo 1000 pL de solugao de creatina 0,5%
p/v e 1000 pL de 1-naphtol 5% p/v, preparado em hidroxido de sddio (NaOH) 2,5 M
no momento do uso. Apds o preparo da reagao, a mistura foi incubada por 15
minutos a 60°C, para o desenvolvimento da cor. Os tubos foram resfriados a
temperatura ambiente e a absorbancia lida em espectrofotdmetro a 530 nm.

Adicionalmente, foram calculados os parametros cinéticos Ky e Vmax que
informam a afinidade da enzima com o substrato. Para a obtencédo do Ky e do Vyax,
foi realizado um ensaio com dez diferentes concentragdes do substrato (0; 0,5; 1; 2;
4; 8; 16; 32; 64 e 100 mM) em todos os bidtipos (B4, B4 € B13). Essas concentragdes
do substrato foram obtidas através da mistura do tampao de reacao fosfato 80 uM,
pH 7,0, com a solugéo original de piruvato a 100 mM. O primeiro foi composto por 20
mM de cloreto de magnésio (MgCl;), 2 mM de tiamina pirofosfato (TPP) e 20 uM de
flavina adenina dinucleotideo (FAD) e, a solugéo padrao foi composta por 100 mL do
tampao de reacdo com 100 mM de piruvato.

Os valores de Ky e Vmax foram determinados a partir da equacédo de
Michaelis Menten (p<0,05) (NELSON; COX, 2006), conforme segue, utilizando o
software SigmaPlot 12.0 (SIGMAPLOT, 2012).
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Y = Vinax * X/Ku + X

onde: y = atividade da enzima ALS (umol min™ mL™); Vs = velocidade maxima de
reacao; x= concentracdo do substrato (piruvato) e, Ky= concentragcdo de substrato
(piruvato) que fornece velocidade inicial igual a metade da velocidade maxima de
reacao.

Os valores de absorbancia foram corrigidos subtraindo-se o valor do controle
zero. A partir deles, foi calculado o sy, que representa a quantidade do inibidor
necessaria para inibir 50% da atividade da enzima, utilizando o modelo logistico de
regresséo nao linear (SEEFELDT; JENSEN; FUERST, 1995), conforme descrito
abaixo, utilizando o software SigmaPlot 12.0 (SIGMAPLOT, 2012).

y=a/[1+ (x/Xps)]

onde: y = atividade da enzima ALS (%); a= assintota de maxima; x= dose do
herbicida iodosulfurom-metilico (UM); Xx;s0= dose do herbicida iodosulfurom-metilico
sédio (uM) correspondente a 50% da inibicdo da enzima ALS e b= declividade da
curva. Através destes resultados, foi determinado o fator de resisténcia (FR),
calculado pela divisdo do Isop do bidtipo resistente pelo valor correspondente do
biétipo suscetivel, que expressa o numero de vezes a dose necessaria para inibir
50% da atividade da enzima do bidtipo resistente comparado ao mesmo efeito no
biotipo suscetivel (HALL; STROMME; HORSMAN, 1998).

Nos bidtipos, ainda foram analisados os teores de proteinas totais através da
metodologia proposta por Bradford (1976). Apds o preparo das amostras, foi
realizada a leitura em espectrdmetro a 595nm onde o teor de proteina de cada

biétipo foi interpolado com a curva padrao de proteina.

3.2.2 Sequenciamento da enzima ALS

Para verificar alteragdes na sequéncia de aminoacidos do gene que codifica
a enzima ALS foi realizado experimento em laboratério pertencente ao
Departamento de Fitossanidade da Universidade Federal de Pelotas utilizando trés
repeticdes, seguindo o protocolo CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio), adaptado

da metodologia proposta por Doyle e Doyle (1987).
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Para isso, foram utilizadas 100 mg de folhas sem o peciolo de bidtipos de
nabo resistentes (B4 e B13) e suscetivel (B1) que foram congeladas em nitrogénio
liquido (N2), maceradas até p6 fino em almofariz e acondicionadas em microtubos
previamente resfriados, visando extrair o RNA. Ao material foi adicionado 500 uL de
tampéao de extragédo (reagente Kit PureLink™ Plant RNA) contendo 50 mM Tris-HCI,
pH 8,0; 0,7 M de cloreto de sodio (NaCl), 1% (m/v) de brometo de cetiltrimetilaménio,
1% (v/v) 2-mercaptoethanol incubados por 20 minutos a 56°C. Os extratos aquosos
foram extraidos duas vezes com volume igual de cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1). Os acidos nucléicos totais foram precipitados a partir do sobrenadante
através da adicdo de um volume igual de isopropanol gelado. Apds isso, o0s
sedimentos dos acidos nucléicos foram resuspensos em 200 uL de extracdo tampao
(Tris-Cl 10 mM, pH 8,0; 1mM de EDTA) tratado com 1 yL de RNAase por 30 minutos
a 37°C. A RNAase foi removida duas vezes utilizando volume igual de
cloroformio:alcool isoamilico (24:1). A qualidade e a quantidade de RNA foram
asseguradas por gel de eletroforese e espectrofotometria, respectivamente. Os
cDNAs foram obtidos a partir de 2ug de RNA, por meio da utilizagdo de
SuperScript™ |l First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen™ ), de
acordo com as instrugdes do fabricante.

Apos isso, foi efetuada a reagdo de PCR utilizando Primers ja utilizados por
Han et al. (2012), conforme apresentado na tab.16, cuja sequéncias do gene da ALS
de R. raphanistrum L. (AJ344986) encontram-se depositadas no Banco de Genes do

National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Tabela 16- Primers usados para sequenciamento do gene da ALS em bidtipos de
Raphanus sativus L. suscetivel (B1) e resistentes (B4 e B43) ao herbicida
iodosulfurom-metilico sédio. FAEM/UFPel. Capédo do Ledo, RS, 2015.

Primer Sequencia (5'- 3)
WR122F TCTCCCGATACGCTCCCGACG
WR205R GCAAGCTGCTGCTGAATATCC
WR376R TTGCGAGTACTTTGATGGGG
WR574F TTGTCATCATCAGGCCTTGGA
WR653R TCAGTACTTAGTGCGACCATC

*primers obtidos de Han et al. (2012).

A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada em um volume final de
100uL contendo 5uL de cDNA, 1 yM dos primers forward (F) e reverse (R)

(conforme apresentados na tab. 16), 50uL de GoTaq™ Green Master Mix, 2x
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(Promega™) e agua isenta de nuclease. Para a desnaturacdo foi do DNA foi
utilizada temperatura de 94°C durante 4 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por
30 segundos; para anelamento dos primers foi utilizada temperatura de 55°C por 30
segundos e; para extensdo da sequencia foi utilizada temperatura de 72°C durante
30 a 120 segundos (HAN et al., 2012).

Apos obtidos os amplicons, a reacdo de PCR foi purificada usando a PCR
Purification Combo Kit (Invitrogen™-USA) e as amostras submetidas para um
servigo de sequenciamento comercial no Laboratério Ludwig Biotec, Alvorada - RS,
utiizando um sequenciador ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Analisou-se as sequéncias do gene da enzima ALS obtidas de todos
os bidtipos para a presenca de mutagao responsavel pela resisténcia ao herbicida
onde foram comparadas entre si e alinhadas usando o programa Sequencer 5.1°. A
confirmacdo das sequéncias obtidas foram previamente comparadas com

sequéncias depositadas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank ).

3.2.3 Metabolizagao

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo pertencente ao
Departamento de Fitossanidade da FAEM/UFPel utilizando o delineamento
completamente casualizado, com quatro repeticdes. As plantas foram produzidas em
bandejas sendo transplantadas para os vasos trés dias apdés a emergéncia. Cada
unidade experimental foi composta de uma planta que foram colocadas em vasos
com capacidade volumétrica de 0,75L contendo solo + substrato, conforme descrito
no capitulo I, onde a fertilidade foi previamente corrigida conforme analise de solo e
a necessidade da cultura.

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial, onde o fator A
compreendeu os bidtipos de nabo (B+- suscetivel e o B4 e B13 resistente ao herbicida
iodosulfurom-metilico) e, o fator B avaliou os inibidores da citocromo Passo
monooxigenase (malathion e butdéxido de piperolina). Os tratamentos foram
malathion e butoxido de piperolina (PBO) aplicados isolados; malathion e butéxido
de piperolina aplicados 30 minutos da aplicagdo do herbicida iodosulfurom-metilico;
iodosulfurom-metilico isolado e; a testemunha sem aplicacdo, totalizando seis

tratamentos.
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As plantas foram submetidas a aplicacdo dos tratamentos quando estavam
em estadio de trés-quatro folhas. A aspersdao dos herbicidas e do malathion foi
realizada isoladamente, utilizando pulverizador costal pressurizado a CO,, com
ponta de pulverizacdo do tipo leque 110.02, espacadas a 50 cm, a pressao
constante de 1 bar (1,0197 kgf cm™), regulado para um volume de calda equivalente
a 120 L ha™. Trinta minutos antes da aplicacdo do herbicida iodosulfurom-metilico
sédio, na dose de 3,5 g i.a. ha™’, aplicou-se os inibidores de metabolizacdo malathion
na dose de 500 g i.a. ha” e PBO, na dose de 525 gi.a. ha™ (YU et al., 2009).

As avaliagdes visuais foram realizadas aos 14 e 28 dias apds a aplicagao
(DAA), e massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) foi avaliada aos 28 DAA.
A avaliagao de controle foi realizada utilizando-se escala percentual, onde zero (0%)
representou auséncia de injurias e, cem (100%) a morte total das plantas (FRANS;
CROWLEY, 1986). Para a determinacdo da MMSPA foi realizada a coleta do
material que foi secado em estufa de circulagdo forcada de ar a 60°C até obter
massa constante e, posteriormente foi pesado sendo o valor transformado para
MMSPA planta™.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro
Wilk) e, posteriormente, submetidos a andlise de variancia (p<0,05). Observada
significancia estatistica, realizou-se o teste de Duncan (p<0,05) para os fatores

biétipos e inibidores.
3.3 Resultados e Discussao

Os resultados e discussao serdao apresentados de acordo com a sequencia

de atividades apresentadas no material e métodos.
3.3.1 Atividade enzimatica

A atividade da enzima ALS em bidtipos de R. satius L. suscetivel (B1) e
resistentes (Bs e Bi3) ao herbicida iodosulfurom-metilico foi obtido através da
quantidade de acetoina produzida e em fungéo do teor de proteina. Os valores para cada
bidtipo foram obtidos através das curvas padrao de acetoina e de proteina, conforme

amostrado nas fig. 5 e 6.
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Figura 5- Curva padrédo de acetoina utilizada para a determinagcédo da atividade da
enzima ALS. FAEM/UFPel, Capado do Ledo/RS, 2015. Os pontos

representam os valores médios de trés repetigcdes.
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Figura 6- Curva padrdo de proteina utilizada para a determinacdo da atividade da
enzima ALS. FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS, 2015. Os pontos representam

os valores médios de trés repetigdes.
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3.3.1 .1 Km e Vméx

A atividade da enzima ALS em fungado da concentragao de piruvato no meio
apresentou variagdes entre os biotipos de R. sativus L. avaliados (Fig. 7). A atividade
da enzima ALS do B4, na concentracdo de 100 mM de piruvato, foi 35% superior ao
B3 € 428% superior ao bidtipo suscetivel (B1) (Fig. 7). Ja o B43 apresentou atividade
da enzima ALS superior a 316% quando comparado ao B1 na concentragdo de
100mM de piruvato (Fig. 7).
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Figura 7- Atividade da enzima ALS (uM mg™ proteina h™) dos biétipos de Raphanus
sativus L. suscetivel (B4) e resistentes (Bs e Bi3) ao herbicida
iodosulfurom-metilico sédio em func&o da concentragcéo de piruvato (mM)
para calculo do K, e Vmax. FAEM/UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2015. Os

pontos representam os valores médios das repeticdbes dos bidtipos e as barras
representam a diferenga minima significativa (p<0,05).

Alteracdes na sensibilidade da enzima sdo dependentes do tipo de mutagao
podendo estas ocasionar efeitos em certos aminoacidos que, quando alterados,
podem afetar a ligagdo do substrato e, dessa forma, alterar a funcionalidade da
enzima ALS (YU; HAN; VILA-AIUB, 2010). Bidtipos resistentes de Lolium rigidum

(Gaudin) com mutagdo da Proig7-Arg e da Trps7a-Leu apresentaram de 40 a 55%
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maior atividade da enzima ALS, respectivamente, quando comparados ao bidtipo
suscetivel. A mutagdo do aminoacido Trpszs-Leu ocasionou leve redugdo no
aminoacido valina e ndo ocasionou alteracdo dos aminoacidos isoleucina e leucina
(YU; HAN; VILA-AIUB, 2010).

Os valores de K, (piruvato) dos bidtipos foram semelhantes, porém 0 Vpmax
da ALS dos bidtipos resistentes (B4 e Bi13) foi superior quando comparados ao
suscetivel (tab. 17). O Vnax observado nos biétipos B1, B4 e B43 foi de 56,23, 233,53
e 171,92 pymol mg™" proteina h™, respectivamente. Os valores observados em By e
B3 sdo 415 e 305% superiores quando comparados ao B4 (tab. 17). Resultados
similares foram obtidos em bibdtipos de Cyperus difformis L. resistentes ao herbicida
pirazosulfurom-etilico onde o K, foi semelhante e o Vnax foi 52% superior no bidtipo
resistente (DAL MAGRO et al., 2010).

Tabela 17- Valores de Ky, (MM) e Vmsx (Umol mg™” proteina h™') de bidtipos de
Raphanus sativus L. suscetivel (B1) e resistentes (B4 e B13) ao herbicida
iodosulfurom-metilico. FAEM/UFPel. Capé&o do Ledo, RS, 2015.

Bidtipo Km (mM) Vmax (1mol mg™” proteina h™)
B, (suscetivel) 20,06"° 56,23 C
B4 (Resistente) 16,71 233,53 A
B3 (Resistente) 16,08 171,92 B
CV. (%) 6.44

*médias seguida de mesma letra mailuscula na coluna nao diferem significativamente pelo teste de
Duncan (p<0,05). "= n&o significativo (p<0,05).

A maior afinidade com a enzima ALS observada em bidtipos resistentes (Kn,
menor) pode estar relacionada com a alteragdo da conformagdo da enzima com
possivel alteragao no local de acao (VILA-AIUB; NEVE; POWLES, 2009a, XAVIER
et al., 2013) que, dependendo do tipo de mutagdo podem alterar a funcionalidade da
enzima ALS. Mutacdes do Trps7a-Leu na enzima ALS em biotipos resistentes de L.
rigidum (Gaudin) acarretaram em K, similar ao bidtipo suscetivel e Vmax 287%
superior ao suscetivel (YU; HAN; VILA-AIUB, 2010). Todavia, a eficiéncia na
conversao de piruvato pode ser aumentada desde que o Vnyax Seja superior, pois
como se trata de ligacdo ndo competitiva com o substrato, o acoplamento pode
ocorrer no mesmo local ou em diferentes locais da enzima (DEWAELE et al., 1997).
Esta situacdo foi evidenciada por Xavier et al. (2013) em bidtipos de Euphorbia
heterophylla L. resistente a herbicidas inibidores da ALS, onde bidtipos resistentes

apresentaram maior Vmax quando comparados ao suscetivel.
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De maneira em geral, os herbicidas inibidores da ALS obstruem o canal que
leva ao sitio ativo da enzima e, qualquer alteragdo nesse canal, impede a ligagao
dos herbicidas, mantendo a conformidade da enzima e sua funcionalidade
(MCCOURT et al., 2006). Estudos evidenciam que plantas daninhas resistentes a
herbicidas inibidores da ALS que possuem o local de acido alterado néo
apresentaram alteragbes nos seus parametros cinéticos (Km € Vmax) quando
comparados a plantas suscetiveis (EBERLEIN et al., 1997; TANAKA, 2003; YU;
HAN; VILA-AIUB, 2010; SANTOS et al., 2014) resultando em insensibilidade da
enzima (DAL MAGRO et al., 2010; YU; HAN; VILA-AIUB, 2010; BOZIC et al., 2012;
XAVIER et al., 2013). Entretanto, os resultados demonstraram que houve aumento
do Vmax nos bidtipos de R. sativus L. resistentes ao herbicida iodosulfurom-metilico,
indicando que pode haver superexpressdao da enzima alvo (YU; HAN; VILA-AIUB,
2010). Todavia, apesar da mutagcdo ser prejudicial, a enzima pode compensar
aumentando a velocidade de reagéao, pois ela € inversamente proporcional a energia
livre de ativagao que, devido a alta especificidade da enzima ALS, esta tende a optar
por uma rota menos energética (TAIZ; ZEIGER, 2009). Diferengas entre a energia
livre de ativagcdo de herbicidas do grupo quimico das sulfonilureias podem
correlacionar com uma maior ou menor especificidade ao sitio ativo (CHEN et al.

2013) e, dessa forma, afetar a eficacia do herbicida.
3.3.1.2 Ensaio in vitro da enzima ALS na presencga de herbicida

A analise de variancia indicou interacéo entre os fatores biétipos e doses do
herbicida iodosulfurom-metilico sédio no ensaio in vitro da enzima ALS. Os dados de
inibicao da atividade da enzima ALS na presenca do herbicida iodosulfurom-metilico
sédio dos bidtipos de nabo suscetivel (B1) e resistentes (B4 e B43) ajustaram-se as
curvas sigméides, onde os valores do coeficiente de determinacgéo (R?) variaram de
0,95 a 0,99, demonstrando ajuste satisfatério dos dados ao modelo (Fig. 8).

Os resultados demonstraram que € necessario 0,043 uM do herbicida
iodosulfurom-metilico para inibir 50% da atividade (lsp) da enzima ALS do biétipo
suscetivel de R. sativus L. enquanto que a Isp dos bidtipos resistentes (B4 e B13) foi
necessario 0,65 e 0,82 uM do herbicida, respectivamente (tab. 18). Alta inibicdo da
enzima ALS foi verificado em bidtipos de L. rigidum (Gaudin) onde, doses de 0,0075

MM para a enzima ALS do bidtipo suscetivel e, doses entre 0,71 e 1,81uM para os
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bidtipos resistentes ao herbicida sulfometurom foram suficientes para reduzir 50% da
atividade enzimatica, dependendo da posicdo em que houve mutacédo (YU; HAN;
VILA-AIUB, 2010). Resultados semelhantes foram obtidos em bio6tipos de R
raphanistum L. onde o Ilsp da enzima ALS do bidtipo resistente e suscetivel ao

herbicida clorosulfurom foi de 1,55 e 0,009 uM, respectivamente, (YU et al., 2012).

100
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Figura 8- Inibi¢cdo in vitro da atividade da enzima ALS (%) em bidtipos de Raphanus
sativus L. suscetivel (B4) e resistentes (B4 e B13) submetido a doses (uM)
do herbicida iodosulfurom-metilico. FAEM/UFPel, Capdo do Leao/RS,

2015. Os pontos representam os valores médios das trés repeticdes e as barras
horizontais os intervalos de confianga para a dose que causa 50% de inibigdo da
atividade da enzima ALS na planta, com 95% de significancia.

Tabela 18- Valores do Isp com intervalo de confianga (IC) e fator de resisténcia (FR)
dos bidtipos de Raphanus sativus L. suscetivel (B1) e resistentes (B4 e B13)
submetidos a aplicagao de diferentes doses do herbicida iodosulfurom-
metilico. FAEM/UFPel, Capao do Leao, RS, 2015.

1

Iso Fator de resisténcia?

Biotipo M 951C (FR)
Suscetivel (B1) 0,043 0,09 - (0,004 -
Resistente (Bs) 0,65 1,05 - 0,25 15,00
Resistente (Brs) 0,82 1,00 — 0,64 19,00

'lso = dose necessaria para obter uma inibigdo de 50% da atividade da enzima ALS.
’FR obtido pela divisdo do l5y do bidtipo resistente pelo Iso do bidtipo suscetivel
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Com base na ndo sobreposicado dos intervalos de confianga (IC) (tab. 14)
entre o biodtipo suscetivel (B1) e os resistentes (B4 e By3) foi possivel estabelecer o
fator de resisténcia (FR). O valor de FR constatado foi de 15 e 19 para o B4 e Bys,
respectivamente (tab. 18). Espécies resistentes a herbicidas inibidores da ALS com
local de acdo alterado podem apresentar maior FR (HAN et al., 2012). Estudos
conduzidos por Yu et al. (2012) em bidtipos de R. raphanistrum L. obtiveram FRs
variando de 0,76 para o herbicida imazapir até 529 para o herbicida sulfometurom.
Entretanto, € comum a utilizacdo de doses elevadas de herbicidas inibidores da
enzima ALS para controle de plantas resistentes, podendo inviabilizar a sua
utilizagdo (MONJARDINO; PANNELL; POWLES, 2003; LAMEGO et al.,, 2009;
BECKIE et al., 2012).

Esses resultados confirmam que a sensibilidade da enzima ALS aos
herbicidas avaliados em bidtipos resistentes de R. sativus L. foi alterada,
possivelmente devido a mutagdo no gene que codifica a enzima ALS e/ou devido a
diferengas entre a energia livre de ativagao para ocorrer a reagao, resultando em

maior Vmax €m bidtipos resistentes.

3.3.2 Sequenciamento da enzima ALS

Um fragmento de 1758pb do gene ALS com as cinco regides conservadas
foi sequenciada a partir do cDNA de bidtipos de R. sativus L. suscetivel (B4) e
resistentes (B4 e B13) ao herbicida iodosulfurom-metilico. Essa regido sequenciada
incluiu os dominios em que sdo conhecidos pontos de mutacdo em bidtipos de R.
raphanistrum L. resistentes a herbicidas da ALS, conforme descritos no ALS Mutation
Database (TRANEL; WRIGHT; HEAP, 2015). A sequencia parcial da ALS nos
biétipos de nabo suscetivel e resistentes analisada evidenciou que houve mutacao
na posi¢ao 574 com substituigdo do aminoacido Triptofano por uma Leucina (Trpsza-
Leu) estando associado com a resisténcia ao herbicida iodosulfurom-metilico (tab.
19).

Esta mutacgéo ja foi identificada em diversas espécies de plantas daninhas
resistentes a ALS, incluindo biétipos de R. raphanistrum L. sendo considerada uma das
mais problematicas por conferir resisténcia aos cinco grupos quimicos de herbicidas
inibidores da enzima ALS (TRANEL; WRIGHT; HEAP, 2015; TAN; MEDD, 2002).

Entretanto, ndo ha relatos dessa mutacao em bidtipos de R. sativus L. resistentes a
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herbicidas da ALS, sendo considerado o primeiro caso identificado. Essa mutacao
pode ser considerada a causa principal da resisténcia cruzada diagnosticada para

todos os grupos quimicos da ALS, conforme descrito no capitulo | deste trabalho.

Tabela 19- Comparagao das sequéncias parciais do gene da enzima Acetolactato
sintase (ALS) dos biotipos de Raphanus sativus L. suscetivel (B1) e
resistentes (B4 e Bi3) ao herbicida iodosulfurom-metilico e sua
correspondente sequéncia de aminoacidos. FAEM/UFPel, Capao do
Ledo/RS, 2015.

Posigdao do Aminoacido: 122" 197 574

Aminoacido: Ala Pro Trp

Sequéncia nucleotica®: GCC CCT TGG

B, (Susc.) GCC CCT TGG

B4 (Susc.) GCT® CCT TGG

B4 (Susc.) GCT CCT TGG
B, (Resist.) GCT CCT TTG - Leu*
B, (Resist.) GCT CCT TTG - Leu
B, (Resist.) GCT CCT TTG - Leu
B3 (Resist.) GCT CCT TTG - Leu
B3 (Resist.) GCT CCT TTG - Leu
B3 (Resist.) GCT CCT TTG - Leu

'0Os aminoacidos foram numerados com base na sequéncia do gene da enzima ALS de Raphanus
raphanistrum (AJ344986.1) do NCBI (2014).28equéncia parcial do gene da enzima ALS em
Raphanus raphanistrum suscetivel aos herbicidas clorosulfurom, metosulam e imazamox (HAN et al.,
2012).3Mutagéo silenciosa.4Mutagéo diagnosticada; Ala= Alanina; Pro= Prolina; Trp= Triptofano e
Leu= Leucina.

Em bidtipos de R. raphanistum L. outros pontos de mutagdo foram
diagnosticados (TRANEL; WRIGHT; HEAP, 2015). As mutagdes mais frequentes
envolvem a Proqg7, com quatro casos, sendo esta substituida por uma Alanina, por
uma Treonina, por uma Histidina ou por uma Serina (TAN; MEDD, 2002, YU et al.,
2003) conferindo resisténcia ao grupo quimico das sulfonilureias e das
triazolopirimidinas. Em outro caso relatado houve a substituicdo do Aspazs por Acido
Glutamico (YU et al., 2012) conferindo elevado grau de resisténcia ao grupo das
sulfonilureias e das triazolopirimidinas e, resisténcia intermediaria ao grupo das
imidazolinonas. J&4 a mutagdo envolvendo a Alai; por uma Tirosina (HAN et al.,
2012) confere elevado nivel de resisténcia aos trés grupos quimicos.

Para a posicédo Alai, mutacdes silenciosas foram detectadas nos bidtipos
testados onde o cédon GCC foi substituido para GCT, exceto em uma das
repeticbes do bidtipo suscetivel (tab.19), porém, nenhuma delas resultou em

alteracdo do aminoacido Alanina. Esta mutacido € menos comum, pois necessita de
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duas alteracdes nucleotidica para que ocorra mudanca do aminoacido enquanto as
demais exigem apenas uma alteragcéo do nucleotideo (YU et al., 2003; 2012).

Para Han et al. (2012) altos niveis de resisténcia podem ocorrer dependendo
da posigdo do aminoacido alterada. A mutacao diagnosticada nesse estudo (Trps7a-
Leu) pode ser considerada uma das mais preocupantes, pois confere resisténcia a
todos os grupos quimicos de herbicidas inibidores da enzima ALS (TRANEL;

WRIGHT; HEAP, 2015), reduzindo as opgdes de controle para biétipos resistentes.

3.3.1 Metabolizagao

O teste de Shapiro-Wilk demonstrou ndo ser necessaria a transformacéo dos
dados. Observou-se interacdo entre os fatores para todas as épocas avaliadas e
para a massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) (tab. 20).

O herbicida iodosulfurom-metilico aplicado associado com os inibidores
(malathion ou PBO) n&o proporcionou controle satisfatério dos bidtipos resistentes
(B4 e B43) (tab. 20). Entretanto, é observado para o bidtipo B4z que, o tratamento
iodosulfurom-metilico+malathion proporcionou 31% de controle aos 14 DAA. Este
resultado evidencia a inibigdo da P45 monooxigenase pelo inseticida malathion
pode, embora pequeno, indicar o envolvimento da P50 na resisténcia no biétipo B3,
pois a mesma associacdo ndo causou efeitos para o biotipo resistente (B4) (ta. 20).
Em trabalho conduzido em biétipos de Echinochioa crus-galli (L.) P. Beauv., a utilizagdo
dos inibidores de metabolizagdo PBO e malathion, aplicados previamente ao imazetapir,
reduziu o fator de resisténcia (MATZENBACHER, 2012).

Aos 28 DAA, a aplicagdo do herbicida isolado, iodosulfurom-metilico+
malathion e iodosulfurom-metilico+PBO nao acarretaram em diferengas de controle para
os bidtipos B4 (suscetivel) e B4 (resistente) (tab.20). Para o bidtipo By3, a aplicagédo do
iodosulfurom-metilico+ malathion proporcionou 21% de controle, diferindo dos demais
tratamentos (tab. 20). Em bidtipos de Lolium rigidum Gaudin, a aplicagao prévia de
malathion seguida de clorosulfurom apresentou efeito sinérgico quando comparado com
a aplicagao isolada, melhorando o controle do biétipo resistente (YU; POWLES, 2014a)

Este maior nivel de controle observado em B3 resultou em menor acumulo
de MMSPA quando comparado a aplicagdo isolada do herbicida (tab. 20). Em
biétipos de Echinochioa phyllopogon (Stapf) tratados com malathion previamente a

aplicacao do herbicida penoxsulam houve aumento do controle e menor massa da
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matéria fresca em relagcéo a plantas tratadas apenas com penoxsulam, sugerindo o
envolvimento da citocromo P45 no metabolismo do herbicida (YASUOR et al., 2009).
Para Yu et al. (2009) o inseticida malathion por inibir a enzima pode reverter a
resisténcia de bidtipos resistentes a herbicidas. Todavia, a expressdo da citocromo
Pisso  monooxigenase que confere resisténcia por metabolizagdo pode ser

influenciada por fatores ambientais (MILDER; READE; COBB, 2007)

Tabela 20- Controle (%) aos 14 e 28 dias apds aplicagdo (DAA) e massa da matéria
seca da parte aérea (MMSPA) em gramas planta” de bidtipos de
Raphanus sativus L. suscetivel (B1) e resistentes (B4 e B43), submetidos a
aplicacao de herbicida iodosulfurom-metilico, isolado ou antecedido em
trinta minutos da aplicacdo dos inibidores do citocromo Pys
monooxigenase (malathion e PBO) e testemunha sem aplicacéo.
FAEM/UFPel, Capao do Leédo, RS, 2015.

T 14 DAA
ratamento B, B, Brs
lodosulfurom-metilico 82,0 aB 2,0 bA 0,0 bC
Malathion 0,0 "D 1,0 A 0,0 C
PBO 3,0 "D 1,0 A 2,0 C
lodosulfurom-metilico+Malathion 67,0 aC 2,0 cA 31,0 bA
lodosulfurom-metilico+PBO 88,0 aA 3,0 cA 15,0 bB
Testemunha 0,0 "D 0,0 A 0,0 C
C.V. (%) 19,77
T 28 DAA
ratamento B, B, Brs
lodosulfurom-metilico 99,0 aA 50 DbA 0,0 bB
Malathion 3,0 "SBC 1,0 A 0,0 B
PBO 5,0 "B 2,0 A 1,0 B
lodosulfurom-metilico+Malathion 100,0 aA 40 CcA 21,0 bA
lodosulfurom-metilico+PBO 99,0 aA 2,0 DbA 4,0 bB
Testemunha 0,0 "SC 0,0 A 0,0 B
C.V. (%) 18,00
T MMSPA
ratamento B, B, Brs
lodosulfurom-metilico 0,43 bC 1,74 aAB 1,84 aA
Malathion 1,43 bB 2,11 aA 1,46 bAB
PBO 1,26 bB 1,88 aAB 1,86 aA
lodosulfurom-metilico+Malathion 0,33 bC 1,58 aAB 1,11 aB
lodosulfurom-metilico+PBO 0,25 bC 1,45 aB 1,24 aB
Testemunha 1,88 "SA 2,01 AB 1,87 A
C.V. (%) 20,18

*médias seguida de mesma letra mindscula (na linha) e de mesma letra mailuscula (na coluna) ndo
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p<0,05). "= n&o significativo (p<0,05).
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Os niveis de controle observados nesse estudo ndo apontam possivel
envolvimento deste complexo enzimatico na resisténcia de R. sativus L. ao herbicida
iodosulfurom-metilico, comprovando a hipétese que o mecanismo envolvido na
resisténcia dos bidtipos deve-se a alteracao do local de agao da enzima alvo devido

a mutagao diagnosticada na Trps74-Leu.

3.4 Conclusodes

O K da enzima ALS dos bibtipos de Raphanus sativus L. resistentes B4 e B3
ao herbicida iodosulfurom-metilico sdo semelhantes ao do bidtipo suscetivel B4 e, o
Vmax da enzima ALS dos bidtipos B4 e By3 foram superiores daqueles observados
para o bidtipo Bq;

A resisténcia dos bidtipos B4 e By3 sdo decorrentes da insensibilidade da
enzima ALS ao herbicida iodosulfurom-metilico devido a mutacao identificada na
posicdo 574 do gene resultando na substituicdo do aminoacido Triptofano por
Leucina (Trps74-Leu);

Os bidtipos de nabo resistentes B, e B3 ndo apresentam metabolizacéo
diferencial do herbicida iodosulfurom-metilico através do complexo enzimatico da
Pisso monooxigenase, porém a utilizagdo do iodosulfurom-metilico+malathion

possibilitou melhor controle no B13 com redugdo da MMSPA.



4. CAPITULO IIl — Valor adaptativo de biétipos de Raphanus sativus L. resistente e

suscetivel a herbicidas inibidores da ALS

4.1 Introducgao

O Raphanus sativus L. (nabo) €& uma espécie daninha dicotiledénea,
pertencente a familia Brassicaceae, possui fecundacao cruzada e se desenvolve em
ambientes temperados e subtropicais (KISSMANN, 2007). E uma espécie que
apresenta resisténcia cruzada a herbicidas inibidores da ALS na Argentina, no Chile
e no Brasil (HEAP, 2015) e, esta presente em cultivos de inverno onde tem causado
sérios prejuizos na producgao final (BOZ, 2005; ESLAMI et al., 2006; RIGOLI et al.,
2008).

O uso intenso de herbicidas inibidores da ALS favoreceu o surgimento de
bidtipos resistentes (THEISEN, 2008, YU; HAN; VILA-AIUB, 2010; PANDOLFO et
al., 2013). A resisténcia consiste na habilidade herdada de uma planta em sobreviver
a um herbicida que, em condigbes normais, controlam os demais individuos da
populacdo (VARGAS et al., 2009). Para Délye (2013b), as praticas de manejo, que
visam eliminar as plantas daninhas, aumentam a pressao de selecéo e influenciam
na evolugao de caracteristicas adaptativas de uma populagao direcionando para a
resisténcia.

O problema da resisténcia € agravado quando as plantas daninhas séo
consideradas uma das principais causas bibdticas responsavel por perdas de
produtividade, visto que bidtipos resistentes possuem vantagens em sobreviver aos
herbicidas quando comparados as plantas suscetiveis (DEYLE, 2013b). Em geral, as
plantas utilizam seus recursos para reproducio, crescimento e funcdes de defesa
(VILA-AIUB et al., 2005), no entanto, bidtipos resistentes adquirem mecanismo de

resisténcia e podem acarretar em efeitos pleiotropicos positivos ou negativos,
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geralmente dependentes do ambiente e do alelo relacionado (BERGELSON,
PURRINGTON, 1996; MENCHARI et al., 2008; VILA-AIUB; NEVE; POWLES, 2009a;
Ll et al., 2013; DEYLE, 2013b).

Os estudos de adaptabilidade ou valor adaptativo (“fitness”) de uma espécie
constituem-se em importante ferramenta para entender o comportamento sobre os
componentes de crescimento, sobrevivéncia e producdo de sementes viaveis das
espécies, em fungdo do aproveitamento dos recursos de crescimento em
determinado nicho ecolégico (RADOSEVICH; HOLT; GHERSA, 2007), além de ser
indicativo da capacidade de infestacdo de um biétipo numa area.

As principais alteracdes que os biétipos podem expressar em relagdo ao
valor adaptativo sdo a redugdo dos parametros de crescimento, atividade
fotossintética diferenciada, reducdo na capacidade de competir por recursos e em
produzir sementes (AHRI, 2013). Modificagbes nas caracteristicas fisiolégicas e na
taxa de crescimento da planta podem alterar a competitividade do bidtipo e,
portanto, sua dindmica dentro da populagéo, afetando diretamente as estratégias de
manejo e prevengcdo da evolugdo da resisténcia (CHRISTOFFOLETI, 2001;
VARGAS et al., 2009).

Para estudos de adaptabilidade, preconiza-se que os bidtipos devem ser
provenientes de mesma regido, devendo-se avaliar o maior numero possivel de
variaveis, é desejavel ainda, que os bidtipos sejam puros (homozigotos) e que sejam
submetidos a competicdo com uma cultura (YU; POWLES, 2014b). Alguns estudos
sobre o comportamento ecofisiolégico de bidtipos resistentes comparado a
suscetiveis mostraram-se similares, mesmo que haja alteragdo genética e
enzimatica (RIZZARDI et al., 2002; SIBONY; RUBIN, 2003; YU; HAN, VILA-AIUB,
2010; LI et al., 2013), o que mostra a elevada capacidade de adaptagao dos bidtipos
a mudangas ambientais através da alocagcdo de recursos (VILA-AIUB; NEVE;
POWLES, 2009B). Entretanto, custos de adaptabilidade podem ocorrer dependo do
ponto que ocorreu a mutagéo e da espécie envolvida (ELLSTRAND, 1999; TARDIF;
RAJCAN; COSTEA, 2006; YU; HAN; VILA-AIUB, 2010).

Quando a resisténcia envolve metabolizacio pela citocromo P4s50 a alocacéo
de recursos em bidtipos resistentes pode variar, onde estes tendem a ser menos
competitivos que bidtipos suscetiveis, por apresentarem menor crescimento
vegetativo e menor alocagdo de recursos na fase reprodutiva (VILA-AIUB; NEVE;

POWLES, 2009a). Todavia, € evidente que bidtipos resistentes possuem vantagens
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em sobreviver quando comparados a bidtipos suscetiveis na presenca do herbicida
(DELYE, 2013b).

O conhecimento das caracteristicas ecolégicas, bem como do
comportamento bioecologico da espécie, torna-se necessario para estabelecer
estratégias de manejo visando a prevencgao da resisténcia.

Diante do exposto, este estudo teve como hipdtese que bidtipos resistentes
de Raphanus sativus L. a herbicidas inibidores da ALS apresentam custos de
adaptabilidade quando comparados ao suscetivel.

O objetivo do estudo foi identificar e comparar o valor adaptativo dos biétipos

de nabo resistente e suscetivel ao herbicida iodosulfurom-metilico.
4.2 Material e Métodos

O experimento de valor adaptativo foi conduzido em casa de vegetagao
pertencente ao Departamento de Fitossanidade da FAEM/UFPel no periodo de maio
a outubro de 2014, em delineamento experimental inteiramente casualizado com
cinco repetigdes. Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 2 x 9, onde o
fator A compreendeu os bi6tipos de nabo suscetivel (B1) e resistente (B4) ao
herbicida iodosulfurom-metilico provenientes da mesma regido — vide tab.1 do
capitulo ) e, o fator B foi composto das épocas de coleta do material vegetal (14, 28,
42,56, 70, 84, 98, 112 e 126 DAE).

As unidades experimentais foram compostas de uma planta de nabo,
estabelecida em vaso, com capacidade volumétrica de 8L, contendo solo do tipo
Argissolo Vermelho-Amarelo e substrato GerminaPlant® na proporcdo 2:1. As
corregdes da fertilidade do solo seguiram as recomendagdes para a cultura do nabo
forrageiro conforme demonstradas no capitulo |.

As variaveis avaliadas, em cada época, foram: estatura, area foliar (AF),
massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA), massa seca de raiz (MSR). A
estatura foi determinada com o auxilio de régua milimetrada tomando-se o
comprimento da planta desde o nivel do solo até o apice com o limbo foliar
estendido. A AF foi determinada com o auxilio do medidor de area foliar (modelo LI
3100C) utilizando-se apenas as folhas com peciolo. A MMSPA (folhas e caule) e a
MSR foram obtidas apds secagem do material em estufa com circulagéo de ar e a

temperatura de 60°C, até atingir massa constante, quando foram pesadas.
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Aos 126 dias apds a emergéncia foram determinados o numero de flores
remanescentes (flores planta™), o nimero de siliquas (siliquas planta™) e o nimero
de sementes (sementes planta™) obtidas através de contagem individual por planta.

A matéria seca total (MST) foi obtida através do somatdério da MMSPA e da
MSR em cada época de amostragem (MAGALHAES, 1979).

MST= MMSPA: + MSR;

Os resultados de AF e MMSPA foram utilizados para determinar a taxa de
crescimento (TC), a taxa de crescimento relativo (TCR) e a razdo de éarea foliar
(RAF). A TC, expressa em g planta’'dia’, demonstra & velocidade média de
crescimento das plantas ao longo do periodo observado (REIS; MULLER, 1978)

obtida pela féormula:
TChq = (W2-W1) / (tz-t1) + TCq,

onde: W, e W4 sdo as MMSPA de duas amostragens sucessivas, t, e t1 sdo os dias
transcorridos entre as duas observacoes e TC; é a taxa de crescimento observada
na amostra anterior.

A variavel TCR, expressa em mg dia™, refere-se ao aumento na MMSPA por
unidade de tempo em relagdo a massa da matéria seca inicial (RADFORD, 1967)

sendo calculada pela equacao:
TCR = (InW2-InW1) / (t2-t4)

onde: InW, e InW; s&o o logaritmo neperiano da MMSPA de duas amostragens
sucessivas e, t; e t1 sdo os dias transcorridos entre as duas observacgdes

A RAF, em cm? g, expressa & area util disponivel para a fotossintese
(WEST; BRIGGS; KIDD, 1920) sendo calculada pela férmula:

RAF = AF / MMSPA

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro
Wilk) e, posteriormente, submetidos a analise de varidncia (p<0,05). Caso
constatada significancia estatistica, realizou-se analise de regressao para o fator

épocas de avaliagao utilizando o SigmaPlot 12.0 (SIGMAPLOT, 2012) e, para o fator
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bidtipo, foi procedida a comparagao entre médias utilizando o teste F (p<0,05) para
as variaveis flores planta™, siliquas planta™” e sementes planta™.

Para todas as variaveis mensuradas, exceto para a area foliar, os dados
ajustaram-se a equacgao de regressao sigmoidal com trés parametros conforme
segue:

y =3 / (1 + e(-(X—XO)/b))

onde: y = variavel resposta de interesse; e = fungdo exponencial; x = dias apds a
emergéncia e; os valores de a, b e xp sdo os parametros da regressao néo linear do
modelo com a =diferenga entre a assintota maxima e minima; b = declive da curva,
Xo = dias apds o transplante correspondente a 50% do rendimento da variavel
dependente para o valor da assintota maxima (a).

Para a variavel area foliar, os dados ndo se ajustaram a equagido de

regressao sigmoidal com trés parametros e, dessa forma, ndo foram apresentados.
4.3 Resultados e Discussao

O teste de Shapiro Wilk indicou ndo ser necessaria a transformacédo dos
dados para o experimento de valor adaptativo com ajuste a equagao sigmoidal para
todas as variaveis ecofisioldgicas, exceto para area foliar onde nao foi constatada
diferencas significativas. Para as demais variaveis verificou-se interacdo entre os
fatores bidtipos e época de avaliagéo (Fig. 9, 10, 12, 13, 14 e 15). Para a variavel
MSR, o efeito principal deu-se para o fator épocas de avaliagdo (Fig. 11) indicando
acumulo de matéria seca da raiz igual entre os bibtipos testados.

A partir da analise de disposi¢ao das curvas, observou-se que o incremento
de estatura dos biotipos ao longo do periodo ocorreu de forma sigmoidal (Fig. 9).
Resultados semelhantes foram obtidos em bidtipos de Kochia scoparia (L.) Roth
resistente a herbicidas inibidores da ALS com crescimento sigmoidal entre os
biétipos (LEGERE et al., 2013). Através da diferenga minima significativa constatou-
se que o comportamento dos bidtipos de nabo foi similar até 112 DAE, sendo que na
ultima época avaliada, o bidtipo resistente (Bs) apresentou maior estatura
comparado ao bidtipo suscetivel (B1) (Fig. 9). Plantas com maior estatura tornam-se
mais competitivas, especialmente na busca por radiagdo solar (FLECK et al., 2007;

RIGOLI et al.,, 2009) e, dessa forma, tendem a apresentar poucas perdas em
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producdo (DUARTE; SILVA; SOUZA, 2002). Entretanto, em estudos com Brassica
rapa L. resistente ao herbicida atrazina verificou-se que bidtipos resistentes
apresentaram menor estatura comparado ao suscetivel sem que houvesse redugao
do potencial produtivo (NEWELL, 2006).
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Figura 9- Estatura (cm planta™) de biétipos de nabo suscetivel (B+) e resistente (Ba)
ao herbicida iodosulfurom-metilico, avaliada dos 14 aos 126 dias apds a

emergéncia. FAEM/UFPel, Capao do Le&do/RS, 2015. Os pontos representam
os valores médios das repeticbes dos bidtipos e, as barras, representam a diferenga
minima significativa (p<0,05).

Em relacdo aos resultados de AF, os dados n&o se ajustaram ao modelo de
regressao sigmoidal e, optou-se por ndo apresentar. Entretanto, verificou-se que os
bidtipos ndo apresentaram diferencgas estatisticas significativas para a variavel AF,
onde foi evidenciado que a maxima area foliar ocorreu aos 70 DAE em ambos os
bidtipos (B1 e Ba).

Para a variavel MMSPA, os resultados demonstraram que os bibtipos
apresentam comportamento similar, com acumulo crescente e maximo até 112 DAE,
mantendo-se constante na época posterior (Fig. 10). Esses resultados corroboram
com os obtidos em bidtipos de R. raphanistrum L. resistentes a herbicidas inibidores da

ALS, onde ndo houve altera¢des significativas no acumulo de biomassa (LI et al.,
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2013). Entretanto, Tardif, Rajca e Costea (2006) estudaram os custos de
adaptabilidade de bidtipos de Amaranthus powelli S. Wats resistentes a herbicidas da
ALS, concluindo que ha menor producdo de biomassa em bibtipos resistentes.
Resultados similares foram encontrados por Alcocer-Ruthling, Thill e Shafii (1990)
em bidtipos de Lactuca serriola L. resistentes a sulfonilureias onde plantas resistentes

acumularam menor MMSPA.

—— yB,=26,98/(1+exp! * 8201498y R2= (95 T
30 - ——— yB,=2538/(1+ exp(' (x-62,30)/10,82)) R%= 0,99
= s =
g 25 T }
3 I
o Q
© ©®
E 9 %
_cg © 15 +
o2
n ®
S 2 10 1
3 I
3
S 5 I
w
0 - I I
0 20 40 60 80 100 120

Dias apds a emergéncia

Figura 10- Massa da matéria seca da parte aérea (g planta™) de bidtipos de nabo
suscetivel (B1) e resistente (Bs4) ao herbicida iodosulfurom-metilico,
avaliado dos 14 aos 126 dias apos a emergéncia. FAEM/UFPel, Capao

do Ledo/RS, 2015. Os pontos representam os valores médios das repetigdes dos
biotipos e, as barras, representam a diferenga minima significativa (p<0,05).

Para Benincasa (2003) o acumulo de MMSPA ¢é dependente do
desempenho do sistema assimilatorio proveniente da atividade fotossintética.
Plantas que produzem maiores quantidades de matéria seca num curto espaco de
tempo sao mais competitivas, pois podem suprimir o crescimento de plantas vizinhas
devido a reducéo dos recursos do meio que geralmente séo limitados (FLECK et al.,
2006; RADOSEVICH; HOLT; GHERSA, 2007).
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Os resultados de acumulo de MSR demonstraram que os bidtipos ndo
diferiram estatisticamente ao longo do periodo avaliado, onde 0 maximo acumulo de
MSR ocorreu aos 84 DAE com 4,7 g planta” (Fig. 11). Resultados semelhantes
foram obtidos por Brighenti et al. (2001) ao avaliar a MSR em bidtipos de E.
heterophylla L. resistentes a herbicidas da ALS onde nao houve diferencas entre os
bidtipos. Vale ressaltar, que plantas com sistema radicular mais desenvolvido
tendem a ser mais eficientes na captura dos recursos do solo e, dessa forma, serem
mais competitivas. Todavia, ndo ha evidéncias de custos de adaptabilidade
relacionados para esta variavel quando se trabalha com biétipos resistentes a ALS
quando comparados a plantas suscetiveis (LI et al., 2013; DARMENCY et al., 2013).
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Figura 11- Massa seca de raiz média (g planta™) dos biétipos de nabo suscetivel
(B1) e resistente (Bs4) ao herbicida iodosulfurom-metilico, avaliado dos
14 aos 126 dias apos a emergéncia. FAEM/UFPel, Capao do Leao/RS,

2015. Os pontos representam os valores médios das repeticdes dos biétipos e, as
barras, representam a diferenga minima significativa (p<0,05).

Para a variavel MST, observou-se comportamento similar entre os bibtipos
ao longo das épocas avaliadas (Fig. 12). Os resultados encontrados sé&o

semelhantes aos obtidos por Costa (2013) em bibtipos de R. raphanistrum L. onde n&o
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houve diferencas no acumulo de MST entre plantas suscetiveis e resistentes a
herbicidas inibidores da ALS. Todavia, bidtipos de Lolium muitifiorum resistentes ao
herbicida glifosato tiveram menor acumulo de MST quando comparado a bidtipos
suscetiveis (VARGAS et al., 2005), diferindo daqueles encontrados por Mariani
(2014) em bidtipos de L. multifiorum Lam. resistentes ao herbicida iodosulfurom-

metilico sddio onde houve comportamento similar entre biétipos.
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Figura 12- Massa seca total (g planta”) de biétipos de nabo suscetivel (B1) e
resistente (B4) ao herbicida iodosulfurom-metilico, avaliado dos 14 aos
126 dias apdés a emergéncia. FAEM/UFPel, Capao do Le&do/RS, 2015.

Os pontos representam os valores médios das repeticdes dos bidtipos e, as barras,
representam a diferenga minima significativa (p<0,05)

O incremento de MST ocorreu de forma sigmoidal sendo que o maior
acumulo ocorreu aos 112 DAE para ambos os bidtipos, onde a MST para B4 foi de
35,8 g e B4 foi de 29,9 g (Fig. 12). Sibony e Rubin (2003) em estudos com bidtipos
de Amaranthus retroflexus L. resistentes a herbicidas inibidores da ALS nao encontraram
diferencas de MST quando comparado com o bidtipo suscetivel. Entretanto, plantas
que possuem capacidade de acumular maior quantidade de matéria seca tendem a
ser mais competitivas (VARGAS et al., 2005).
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Os resultados obtidos para a variavel razdo de area foliar (RAF)
demonstraram que os bidtipos B1 e B4 séo similares (Fig. 13) corroborando com os
resultados encontrados por Mariani (2014) em bidtipos de L. multiforum Lam.

resistentes ao herbicida iodosulfurom-metilico.
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Figure 13- Razdo de area foliar (cm? g”') de bidtipos de nabo suscetivel (B+) e
resistente (B4) ao herbicida iodosulfurom-metilico, avaliado dos 14 aos
126 dias ap6s a emergéncia. FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2015.

Os pontos representam os valores médios das repeticdes dos bidtipos e, as barras,
representam a diferenga minima significativa (p<0,05)

A RAF evidencia a translocacao e particido de assimilados para as folhas em
relagdo ao total de matéria seca produzida pela planta (SCOTT; BATCHELOR,
1979). O decréscimo observado ao longo do ciclo da planta pode ser decorrente da
interferéncia exercida pelas folhas superiores sobre as inferiores (BRIGHENTI et al.,
1993), além da formacgao de estruturas vegetativas ou reprodutivas, que constituem-
se em drenos competitivos, como flores, frutos e sementes (BENINCASA, 2003),
que reduzem a particdo de fotoassimilados para as folhas, em relacdo a matéria
seca total. O maior potencial competitivo esta relacionado com a capacidade de uma
planta interceptar energia luminosa e sombrear as demais sendo diretamente
proporcional a RAF (FERREIRA et al., 2008). Entretanto, os resultados obtidos para
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esta variavel em biétipos de nabo demonstraram que houve comportamento
semelhante, ou seja, que o potencial competitivo pode ser similar quando
submetidos as mesmas condigodes.

Ao analisar a TC dos biétipos de nabo ao longo do periodo constatou-se que
o comportamento foi similar (Fig. 14). Esses resultados corroboram com os
resultados encontrados por Dal Magro et al. (2011) em bidtipos de C. difformis L.
resistente e suscetivel ao herbicida pirazosulfurom e, com os de Mariani (2014) em
bidtipos de L. muitifiorum Lam. resistentes ao herbicida iodosulfurom-metilico onde a

TC de bidtipos resistente e suscetivel foram similares.
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Figura 14- Taxa de crescimento (g planta™ dia™) de biétipos de nabo suscetivel (B1)
e resistente (B4) ao herbicida iodosulfurom-metilico, avaliado dos 14 aos
126 dias apos a emergéncia. FAEM/UFPel, Capao do Ledao/RS, 2015. Os

pontos representam os valores médios das repeticdes dos bibtipos e, as barras,
representam a diferenga minima significativa (p<0,05).

Os maiores incrementos de TC ocorreram entre 28 e 98 DAE com 0,34 g
planta”’ dia”' para ambos os biétipos, evidenciando que houve relagdo com o
acumulo de MMSPA e com outras variaveis como area foliar. Estes resultados
corroboram com os de Brighenti et al. (2001) ao avaliar a TC em bidtipos de E.

heterophylla L. resistentes a herbicidas da ALS com incremento de 0,40 g planta™ dia™
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em bidtipos resistentes e suscetivel. Schaedler et al. (2013) ao avaliarem a TC de
bidtipos de Fimbristylis miliacea (L.) Vahl resistentes e suscetivel a herbicidas inibidores
da ALS constataram que a TC dos resistentes foi 15% superior quando comparado
ao suscetivel. Alteracdes na TC podem expressar maior capacidade competitiva e
em melhor estabelecimento das plantas (VILA-AIUB; NEVE; POWLES, 2005).

Para a variavel TCR, foi observado que os biétipos apresentaram
comportamento similar e decrescente ao longo do periodo avaliado (Fig. 15).
Resultados semelhantes foram obtidos em K. scoparia (L.) Roth resistente a
herbicidas da ALS onde houve diferengas na TCR (CHRISTOFFOLETI; WESTRA,;
MOORE, 1997).

0.30 ——— yB,=0,36/ (1+ exp! *3291588) R2= 0 96
- —— yB,= 0,45/ (1+ exp *?2%8720%)  R%= 0,99
0.25 -
0.20 -
0.15 -
0.10 -

0.05 ~ - -

0.00 A - o

Taxa de crescimento relativo (mg mg dia'1)
I

0 20 40 60 80 100 120
Dias apds a emergéncia

Figura 15- Taxa de crescimento relativo de bidtipos de nabo suscetivel (B4) e
resistente (B4) ao herbicida iodosulfurom-metilico, avaliado dos 14 aos
126 dias apdés a emergéncia. FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2015.

Os pontos representam os valores médios das repeticdes dos bidtipos e, as barras,
representam a diferenga minima significativa (p<0,05)

A auséncia de diferencas na TCR é um indicativo que os bidtipos
apresentam produtividade e capacidade competitiva semelhante (VIDAL; TREZZI,

2000). Plantas daninhas que apresentam elevada TCR podem levar vantagem
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ecoldgica, pois ocupam o espago de forma mais rapida (RADOSEVICH; HOLT;
GHERSA, 2007). Com o aumento da massa seca acumulada pelas plantas, ocorre
aumento na necessidade de fotoassimilados para a manutengdo das estruturas ja
formadas, assim, a quantidade de fotoassimilados disponivel para o crescimento
tende a ser menor e, consequentemente, a TCR decrescer com o tempo
(BENINCASA, 2003).

Comparando os bidtipos em relagdo as suas principais caracteristicas
reprodutivas, percebe-se que o numero de flores remanescentes, o numero de
siliquas o numero de sementes produzidas por planta nao diferiram entre os bibtipos
avaliados (tab. 21).

Tabela 21- Numero de flores por planta (NFP), numero de siliquas por planta (NSP)
e numero de sementes por planta de Raphanus sativus L. (nabo)
suscetivel (B+) e resistentes (B4) ao herbicida iodosulfurom-metilico, em
resposta ao fator biotipo. FAEM/UFPel, Capao do Ledo, RS, 2015.

s Numero flores Numero de siliquas Numero de
Biétipo 1 4 -
planta planta sementes planta
B+ (suscetivel) 23 "™ 209 ™ 778 ™
B, (Resistente) 28 199 482
C.V. (%) 32,2 42,3 30,2

*NS

= médias das colunas nao diferem entre si pelo Teste de t (p<0,05).

Em estudos de valor adaptativo em bidtipos de R. raphanistrum L. ndo foram
diagnosticadas diferengas na produgao de flores e nem no numero de sementes por
planta (ROLES; CONNER, 2008). Resultados semelhantes foram obtidos em
bidtipos de Alopecurus myosuroides Huds. resistentes a herbicidas inibidores da ACCase
onde nao houve diferenga na producéo final de sementes (DARMENCY et al., 2015).
Para Vila-Aiub, Neve e Powles (2009a) a produgdo de sementes € um dos fatores
que auxiliam no entendimento de como a resisténcia impacta os processos do ciclo
de vida de plantas daninhas resistentes e suscetiveis, podendo ser aplicado no
manejo eficiente das mesmas.

O conhecimento destas variaveis € importante ja que a evolugdo da
resisténcia pode resultar em custos adaptativos, interferindo no sucesso evolutivo do
genotipo com base na capacidade competitiva, na sobrevivéncia e na reprodugao.
Em geral, diversos estudos reportaram ndo haver custos adaptativos para bidtipos
resistentes aos herbicidas inibidores da enzima ALS quando comparados com
plantas suscetiveis (CHRISTOFFOLETI, 2001; SIBONY, RUBIN, 2003; YU; HAN;
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VILA-AIUB, 2010; LAMEGO et al., 2011; DAL MAGRO et al., 2011; LI et al., 2013;
DARMENCY et al., 2013).

A auséncia de custos adaptativos observada na maioria dos casos de
espécies daninhas resistentes aos herbicidas inibidores da ALS é, certamente, um
dos fatores que contribui para a rapida evolucao e dispersao da resisténcia a esse

mecanismo em todo o mundo (LI et al., 2013).

4.4 Conclusoes

O bidtipo de Raphanus sativus L. resistente (B4) a herbicidas da enzima ALS

nao apresenta custos adaptativos quando comparados com o bidtipo suscetivel (B+).



5. CONCLUSOES

O bidtipo de Raphanus sativus L. B4 € suscetivel ao herbicida iodosulfurom-
metilico enquanto os bidtipos B4, e B3 séo resistentes, sendo necessario, aos 28
DAA, doses 89 e 252 vezes superiores para obter Csy e, doses de 935 e 789
superiores para obter o GRsp, respectivamente, quando comparados com o bidtipo
suscetivel.

Os herbicidas alternativos glufosinato de aménio, paraquate,
diurom+paraquate, glifosato, saflufenacil, metribuzim, bentazona, 2,4-D amina,
mesotriona, tembotriona, atrazina e fomesafem controlaram de forma excelente os
bidtipos resistentes (B4 e B13) e o bidtipo suscetivel (B1).

Os herbicidas metsulfurom-metilico, nicosulfurom, clorimurom-etilico,
imazetapir, cloransulam-metilico, bispiribaque sédico e flucarbazona sédio controlam
bidtipos de R. sativus L. suscetivel, porém n&o controlam os bibtipos resistentes (B4 e
B13), evidenciando a existéncia de resisténcia cruzada, sendo necessario a utilizagéo
de herbicidas com mecanismo de acao distinto para controla-los.

O Km da enzima ALS dos bidtipos de Raphanus sativus L. resistentes (B4 e B13)
e do suscetivel (B1) ao herbicida iodosulfurom-metilico sdo semelhantes e, 0 Vimax da
enzima ALS dos bidtipos resistentes € superior aquele observado para enzima ALS
do bidtipo suscetivel.

A resisténcia dos bidtipos de nabo resistentes (B4 e B13) € decorrente da
insensibilidade da enzima ALS ao herbicida iodosulfurom-metilico devido a mutacéao
identificada na posicédo 574 do gene resultando na substituicdo dos aminoacidos
Triptofano por Leucina (Trpsza-Leu).

Os bidtipos de Raphanus sativus L. resistentes ndo apresentam metabolizacéo

diferencial do herbicida iodosulfurom-metilico através do complexo enzimatico da



85

Pisso monooxigenase, porém a utilizagdo do iodosulfurom-metilico+malathion
possibilitou melhor controle no B13 com reducdo da MMSPA.

O bidtipo de Raphanus sativus L. resistente (B4) ao herbicida iodosulfurom-
metilico ndo apresentam custos adaptativos quando comparados com o bidtipo

suscetivel (B1).
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