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Resumo

TESSARO, Daniela. Deteccéo da resisténcia de Bidens pilosa, Echinochloa sp.
e Oryza sativa a inibidores da ALS pelo método de cultivo in vitro. 2018. 73f.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduacdo em Fitossanidade.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é problema que tem sido cada vez
mais estudado, devido a sua grande importancia na agricultura e ao rapido
crescimento deste fenbmeno no mundo inteiro. A deteccao de bidtipos resistentes de
forma rapida é de extrema importdncia para 0 manejo da resisténcia. A
comprovacdo da resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas pode ser feita
através de ensaios de campo, casa-de-vegetacao e laboratério. Uma forma rapida
de deteccdo da resisténcia € através do cultivo in vitro, onde é possivel utilizar
clones da planta mée resistente e obter resultados em poucos dias. Os objetivos da
pesquisa foram: determinar a resisténcia de Bidens pilosa, Echinochloa sp. e Oryza
sativa a herbicidas inibidores da ALS, através do cultivo in vitro com adi¢cdo de
herbicidas; determinar a concentracdo dos herbicidas imazetapir e
imazapir+imazapique necessaria para 95% de controle da populacdo dos bidtipos
suscetiveis; avaliar o crescimento de explantes; e, determinar a concentracdo de
herbicida adicionada ao meio de cultura em que é possivel distinguir planta
resistente de suscetivel. Para isso foram conduzidos experimentos em casa de
vegetacdo e laboratorio de cultura de tecidos. Foi realizada deteccdo de biotipos
resistentes e suscetiveis de cada espécie, testes para o estabelecimento das
espécies e curvas de dose resposta in vitro. As concentracbes de herbicida
adicionadas ao meio de cultura que proporcionaram controle de 95% dos biétipos
suscetiveis e que discriminaram com eficiéncia os biotipos suscetives dos
resistentes foram 0,6 pM de imazetapir para B. pilosa, 0,9 e 1,3 pM de
imazapir+imazapique para Echinochloa sp e O. sativa, respectivamente. A validacao
deste método auxilia nas recomenda¢cfes de manejo e na tomada de decisdo de
forma rapida para o controle destas plantas daninhas, evitando assim, maiores
danos as culturas.

Palavras-chave: Teste de resisténcia;, meio de cultura; picdo-preto, capim-arroz;
arroz daninho.



Abstract

TESSARO, Daniela. Resistance detection of Bidens pilosa, Echinochloa sp. and
Oriza sativa to ALS inhibitors by in vitro plant growth method. 2018. 73f. Master
of Plant Protection — Plant Protection Graduate Program. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

The resistance of weeds to herbicides is a problem that has been increasingly
studied because of its great importance in agriculture and rapid growth of this
phenomenon worldwide. The quick detection of resistant plants is extremely
important for resistance management. Weed resistance to herbicides can be
detected through field, greenhouse and laboratory tests. A quick way of detecting
resistance is using tissue culture method, where is possible to use resistant plant
clones and obtain results faster than whole-plant method in greenhouse. The goals of
the research were: to detect the resistance of blackjack, barnyardgrass and weedy
rice to ALS inhibitors by herbicide addition in vitro cultivation; determine the herbicide
concentration of imazethapyr and imazapyr+imazapic to 95% control of the
susceptible plants population; evaluate explants growth; and, determine the herbicide
concentration added to the culture medium where is possible to distinguish a
resistant from a susceptible plant. Experiments were carried out in greenhouse and
tissue culture laboratory. Screening was performed to select resistant and
susceptible biotypes of each species, tests for species establishment and dose
response curves in vitro were made. The herbicide concentrations added to the
culture medium that provided 95% susceptible biotypes control and efficiently
differenciated susceptible biotypes from resistant ones were 0.6uM of imazethapyr
for B. pilosa, 0.9 and 1.3uM of imazapyr+imazapic for Echinochloa sp. and O. sativa,
respectively. The validation of this method helps recommendations of weed
management and provides a quick decision to alternative control of these species,
thus avoiding major damage to the crops.

Key words: Resistance test; culture medium; blackjack; barnyardgrass; weedy rice.
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1 INTRODUCAO

O manejo das plantas daninhas é uma pratica indispensavel nos sistemas de
producdo agricola que buscam manter produtividades elevadas, sendo o controle
qguimico com herbicidas a tecnologia mais utilizada. O uso de herbicidas é atribuido
principalmente a eficiéncia, uniformidade, praticidade, amplo espectro de acéo,
possibilidade de controle em &reas extensas e baixo custo, quando comparado a
outros métodos de controle (GAZZIERO et al., 2009). Contudo sua utilizacdo deve
ser integrada a outros métodos, para evitar a selecdo de espécies daninhas
resistentes (VARGAS et al., 2011).

As plantas daninhas apresentam ampla variabilidade genética, que permite
sua adaptacdo ao método utilizado para seu manejo. A diversidade genética é
importante no desenvolvimento da resisténcia, pois algumas espécies possuem alta
taxa natural de mutacfes conferindo resisténcia a uma classe de herbicidas antes
mesmo deste ser aplicado a campo. Muitas vezes, a caracteristica de resisténcia
pode ser disseminada através do polen e das sementes, aumentando assim o fluxo
génico que confere resisténcia para areas adjacentes (MONQUERO et al., 2000).

A biologia da planta daninha também influencia na evolugcéo da resisténcia,
como é o caso das plantas daninhas de ciclo anual, as quais apresentam maior
namero de geracbes no tempo. Consequentemente, pode ocorrer maior
variabilidade genética na populacdo, aumentando as chances da presenca de
biotipos resistentes e selecdo destes pelo uso frequente de mesmo agente
selecionador.

A resisténcia é decorrente da pressao de selecdo imposta pelos herbicidas,
sendo influenciada por varios fatores, entre os quais aqueles ligados ao produto,

como alta especificidade, periodo residual no solo prolongado e utilizagdo intensiva
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do mesmo herbicida ou de herbicidas com o mesmo mecanismo de acdo, que
selecionam mais rapidamente os biotipos de plantas daninhas resistentes em
diversas culturas (MONQUERO et al.,, 2000). Exemplos disto sdo as espécies
resistentes aos inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS), como capim-arroz
(Echinochloa sp.) e o arroz daninho (Oryza sativa) presentes nas areas orizicolas e
picdo-preto (Bidens pilosa) em culturas de sequeiro. A ocorréncia desses biétipos se
torna um grande problema tamanha a dificuldade de controle que a resisténcia
impoe.

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é a capacidade natural e
herdavel de alguns biotipos, dentro de uma determinada populacéo, de sobreviver e
se reproduzir apés a exposicdo a dose de um herbicida, que seria letal a uma
populacdo normal (suscetivel) da mesma espécie. Por sua vez, a suscetibilidade da
planta daninha ao herbicida € definida como o grau de injaria ou morte da planta que
€ observado apos a aplicacdo do produto, sendo esta caracteristica inata de cada
espécie (CHRISTOFFOLETI; NICOLAI, 2016).

O primeiro relato de resisténcia a herbicida registrado foi no ano de 1952, no
Canada para Daucus carota ao 2,4-D, seguida de Commelina difusa em 1957, nos
Estados Unidos, resistente ao mesmo herbicida. O uso continuado de herbicidas
aumentou o numero de espécies resistentes no mundo, sendo que atualmente
existem relatos de 485 biotipos, pertencentes a 252 espécies, das quais 146 sao
eudicotileddoneas e 106 sédo monocotiledéneas (HEAP, 2018).

Para inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS), o primeiro caso de
resisténcia registrado foi Lolium rigidum, no ano de 1982, na Australia e, atualmente
ha registro de 159 espécies resistentes a este mecanismo de acdo. No Brasil, os
primeiros casos de resisténcia a ALS ocorreram no ano de 1993, para as espécies
picdo-preto e leiteira (Euphorbia heterophylla) (HEAP, 2018).

O picao-preto & uma planta daninha eudicotiledonea da familia Asteraceae,
presente nas culturas da soja e milho, e uma das primeiras espécies relatadas com
resisténcia a herbicidas inibidores da ALS no Brasil (HEAP, 2018). Recentemente,
foram registrados no Estado do Parana bi6tipos de picdo-preto com resisténcia
multipla a ALS e fotossistema Il (FSII), resistentes principalmente a imazetapir e
atrazina, podendo ser resistentes a outros herbicidas dos mesmos grupos (HEAP,
2018).
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Neste cenario de resisténcia de plantas daninhas a ALS no Brasil, destacam-
se também o capim-arroz e o arroz daninho. Estas plantas sdo consideradas as
mais importantes infestantes da lavoura do arroz por pertencerem a mesma familia
botanica da cultura (ANDRES et al., 2007), por possuirem boa adaptacédo a solos
alagado e, no caso do capim-arroz, via fotossintética C4 e rapido crescimento
(KISSMANN, 2007), o que dificulta seu controle.

O controle destas espécies por muito tempo foi e tem sido feito pela
utilizacdo de herbicidas inibidores da ALS, como imazapirtimazapique. Estes
herbicidas apresentam alta especificidade entre herbicida e enzima alvo,
caracteristica que favorece a selecédo de plantas daninhas resistentes (HEAP, 2018).

Além da utilizag&o intensiva e repetida do mesmo herbicida ou de herbicidas
com 0 mesmo mecanismo de acgado, outros fatores, como a capacidade de
sobrevivéncia, a fecundidade e a habilidade competitiva, também favorecem a
selecdo de biotipos de plantas daninhas resistentes (MAXWELL; ROUSH,;
RADOSEVICH, 1990). Dessa forma, algumas plantas apresentam maior ou menor
potencial de perpetuacao da espécie e disseminacao da resisténcia.

A presenca de bidtipos resistentes é decorrente de diferentes mecanismos
de resisténcia, que envolvem a alteracdo ou ndo do local de acdo do herbicida
(POWLES; PRESTON, 2006; POWLES; YU, 2010). O mecanismo de resisténcia por
alteracdo do local de acédo é originado pela delecdo ou adicdo de bases ou também
troca de um ou mais aminoacidos na enzima alvo, que impede o correto
acoplamento do herbicida, ou ainda, superexpressao da enzima alvo, que resulta em
elevado numero de enzimas e incapacidade do bloqueio pelo herbicida (POWLES;
YU, 2010).

Por outro lado, na resisténcia nédo relacionada ao local alvo, ndo ha
alteracdes significativas na sequéncia proteica ou nivel de expressao da proteina.
Pode-se dizer que, teoricamente, a resisténcia néo relacionada ao local alvo poderia
minimizar a quantidade de herbicida atingindo o local alvo, que pode ocorrer pela
diminuicdo da absorcdo foliar ou translocacdo fora das secdes tratadas, pelo
aumento do sequestro e/ou metabolismo do herbicida (YUAN et al., 2007).

Dentre as medidas preconizadas para o manejo da resisténcia é essencial o
monitoramento constante da lavoura, para identificar possiveis focos, sendo que as
plantas suspeitas devem ser eliminadas (LAZAROTO; FLECK; VIDAL, 2008). Na



16

auséncia de novos herbicidas com diferentes modos de acdo e com a eliminacao
progressiva de alguns ingredientes ativos, torna-se de grande importancia detectar e
manejar a resisténcia no campo o mais rapidamente possivel (RUEEGG et al.,
2007).

A comprovacao cientifica da resisténcia de populacdes de plantas daninhas
aos herbicidas pode ser feita através de ensaios de campo, casa de vegetacao e
laboratério. Na literatura encontram-se casos de deteccdo de resisténcia
confirmados através do método de curvas de dose resposta, representadas por
modelos ndo lineares, log-logisticos, que utilizam parametros que sao
biologicamente significativos quando aplicados a resposta de plantas a herbicidas
(SEEFELDT et al., 1995). Entretanto, as curvas de dose resposta conduzidas em
casa de vegetacdo, sdo experimentos que podem levar até 28 dias para a
confirmacéo da resisténcia ap6s a aplicacdo do produto, dependendo do mecanismo
de acdo do herbicida e, se considerarmos o tempo desde a verificacdo do escape a
campo, obtencéo das sementes, superacdo de dorméncia e os resultados do teste,
este pode chegar a 150 dias. Ainda, como o material vegetal testado é proveniente
de sementes, além de levar mais tempo para a realizacdo do teste, podem existir
individuos com caracteristicas de resisténcia bem distintas, mesmo sendo da
mesma planta mée, em funcéo da segregacao que ocorre na reproducdo sexuada.

Alternativamente, testes de laboratério, mais rapidos e sofisticados, foram
desenvolvidos baseados na atividade de enzimas (READE; COBB, 2002; YANG et
al., 2007; MARSHALL; MOSS, 2008) e no DNA (DELYE et al., 2002; KAUNDUN;
WINDASS, 2006; DELYE et al.,, 2009), especialmente quando o mecanismo de
resisténcia € conhecido. No entanto, o teste que utiliza a planta inteira continua
sendo o método mais comumente empregado para confirmacao da resisténcia.

Em 2011, foi desenvolvido teste rapido de resisténcia Resistance in-season
quick (RISQ) para detectar a resisténcia em monocotiledéneas aos herbicidas
inibidores da acetil-CoA carboxilase (ACCase) e ALS, o qual baseia-se no cultivo de
plantulas em solucéo de agar com adicédo de diferentes concentracdes de herbicida
(KAUNDUN et al., 2011). Este método tem a vantagem de detectar a resisténcia de
forma rapida comparativamente a casa de vegetagdo. Atualmente, o método tem
sido testado para outras espécies e com diferentes herbicidas, porém ainda tem a

limitacéo de utilizar material proveniente de sementes.
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Uma forma ainda mais rapida de conduzir o teste é através de explantes de
plantas adultas em vez de utilizar plantulas, como é feito no “RISQ”. Utilizando a
cultura de tecidos é possivel cultivar os explantes produzindo clones da planta méae
e, desta forma, excluir qualquer chance de variabilidade genética gerada quando a
planta se reproduz por semente, além de ndo precisar aguardar o fim do ciclo da
planta para a coleta de sementes.

Para o cultivo de plantas daninhas em cultura de tecidos n&o se conhece
especificamente quais meios de cultura seriam mais adequados para 0 seu
estabelecimento in vitro, porém 0s mesmos principios utilizados em plantas
cultivadas ja estabelecidas, podem ser aplicados para espécies daninhas, no que diz
respeito ao uso de reguladores de crescimento, como a citocinina sintética
benzilaminopurina (BAP).

O BAP é muito utilizado na regeneracdo de plantas in vitro pois promove a
guebra da dominancia aplical, estimula brota¢cdes e induz a proliferacdo de gemas
axilares (HU; WANG, 1983). Este regulador atua na divisdo celular, na formacéo do
aparelho fotossintético, promovendo a expansao foliar (TAIZ;, ZEIGER, 2017)
resultando no aumento do crescimento dos explantes, portanto pode ser utilizado na
regeneracao in vitro de plantas daninhas também.

Com o uso da cultura de tecidos e producdo de clones da planta méae
suspeita de resisténcia, obtém-se populacdo homogénea e a garantia de que as
plantas possuem exatamente 0os mesmos caracteres e fatores de resisténcia da
planta mée, possibilitando maiores chances de sucesso para os testes. O uso da
cultura de tecidos em herbologia € uma ferramenta bastante promissora que auxilia
no desenvolvimento de tecnologia e no avanco desta area. Desta forma, este
trabalho explora a técnica de cultura de tecidos para deteccédo de resisténcia e a
validacdo deste método podera auxiliar nas recomendacgfes de manejo e na tomada
rapida de deciséo para o controle destas plantas daninhas, evitando assim maiores
danos econdmicos as culturas.

Diante disso, o trabalho teve como hipotese que através do método de
cultivo in vitro é possivel detectar bidtipos de picdo-preto, capim-arroz e arroz
daninho resistentes aos herbicidas inibidores da enzima ALS e determinar sua

resisténcia de forma rapida. O objetivo geral da pesquisa foi determinar a resisténcia
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de picéo-preto, capim-arroz e arroz daninho aos herbicidas inibidores da ALS,
através do cultivo in vitro com adicao de herbicidas.

Os objetivos especificos foram: Detectar bi6tipos de picdo-preto, capim-arroz
e arroz daninho suscetiveis e resistentes aos inibidores da ALS; Determinar o
melhor meio de cultivo para a regeneracdo in vitro de picdo-preto e capim-arroz,
Determinar a concentracdo dos herbicidas imazetapir e imazapir+imazapique
necesséria para 95% de controle dos bibtipos suscetiveis de cada espécie; Avaliar o
crescimento de explantes de pic&o-preto, capim-arroz e arroz daninho resistentes e
suscetiveis aos inibidores da ALS; Determinar as concentracfes dos herbicidas
adicionadas ao meio de cultura em que é possivel distinguir as plantas resistentes

das suscetiveis.



2 CAPITULO | - Deteccdo de bi6tipo de picdo-preto resistente a herbicida
inibidor da ALS pelo método de cultivo in vitro

2.1 Introducéao

A cultura da soja, principal cultivo do Brasil, possui grande importancia
econbmica e representa aproximadamente 60% da area total cultivada com culturas
anuais (CONAB, 2018). As plantas daninhas, presentes nos sistemas agricolas,
interferem no desenvolvimento das culturas podendo ocasionar prejuizos de até
94% na produtividade da cultura da soja (ZANDONA, 2016). Desta forma, a
presenca de plantas daninhas na lavoura e a convivéncia com a cultura por periodo
prolongado causam grande dano econdmico ao final da safra se ndo controladas no
momento certo.

O controle de plantas daninhas tem sido realizado basicamente pelo uso de
herbicidas, em virtude de menor custo e maior eficiéncia quando comparado a
outros métodos de controle. Em func¢éo da utilizacdo intensiva de herbicidas, tem-se
observado a selecédo de bidtipos de plantas daninhas resistentes (GAZZIERO et al.,
2009). As plantas daninhas resistentes a herbicidas séo de dificil controle,
completam seu ciclo produzindo sementes que realimentam o banco de sementes e
contribuem na disseminacéo da resisténcia.

Dentre as diversas plantas daninhas que apresentam problemas de
resisténcia na cultura da soja, destaca-se o picao-preto (B. pilosa). Esta planta
pertencente a familia Asteraceae, tem distribuicdo em todo o mundo, sendo uma das
espécies daninhas mais competitivas nos sistemas de producéo agricola (SANTOS;
CURY, 2011). O picao-preto tem alta producéo de sementes, e estas sao facilmente
dispersadas a longas distancias principalmente pela caracteristica morfoldgica da

semente que possibilita sua aderéncia a pelos de animais. A espécie € encontrada
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em todo o territério nacional, porém concentra-se nas areas agricolas da regiao
Centro-Sul, onde se constitui huma das mais importantes plantas daninhas em
culturas anuais, sendo sua presenca quase constante em todas as épocas do ano
(SANTOS; CURY, 2011). Outra caracteristica da espécie, é que esta apresenta
bidtipos resistentes a quatro mecanismos de acdo de herbicidas no mundo:
inibidores das enzimas Acetolactato sintase (ALS), Enolpiruvil Shiquimato Fosfato
sintase (EPSPs) e do Fotossistema (FS) | e Il. No Brasil, h4 bidtipos resistentes a
inibidores do FSIl e da ALS (HEAP, 2018) o que dificulta o seu controle quimico.

A medida mais importante de prevencao e controle de biotipos resistentes é
a rotacdo do mecanismo de acédo, a fim de restabelecer o controle quimico eficaz.
Este procedimento depende da confirmagdo da presenca de plantas daninhas
resistentes a herbicidas no campo (MATZENBACHER et al.,, 2013). Quando h&
suspeita de casos de resisténcia de plantas daninhas no campo, a comprovacao
cientifica desta resisténcia pode ser feita através de experimentos a campo, em casa
de vegetacdo e também em laboratério.

A deteccao precoce da resisténcia de bidtipos de picdo-preto auxilia na
rapida tomada de decisdo quanto ao uso de métodos de controle buscando evitar a
disseminacdo da resisténcia para areas adjacentes. Com o método de cultivo in
vitro, tem-se maior praticidade e rapidez para a constatacdo da resisténcia de
bi6tipos, podendo obter resposta em até dez dias, ao contrario dos métodos
tradicionais em casa de vegetacdo que, se considerado da observagcao do escape a
campo, a obtencédo da semente do bibtipo suspeito e dos resultados, pode chegar a
150 dias.

Existe necessidade da realizacdo de pesquisas para desenvolver testes
rapidos de deteccéo da resisténcia, bem como aprimorar os métodos ja existentes
para gque sejam mais rapidos e que a resisténcia possa ser detectada ainda na
mesma estacdo de cultivo. Os objetivos do trabalho foram: detectar bidtipos de
picdo-preto resistente e suscetivel a ALS na regidao do Planalto (RS); determinar o
melhor meio de cultivo para regeneracdo de picao-preto in vitro; determinar a
concentracdo do herbicida imazetapir necessaria para 95% de controle da
populacdo do bidtipo suscetivel; avaliar o crescimento dos explantes resistentes e

suscetiveis submetidos a diferentes concentracbes do herbicida imazetapir; e,
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determinar a concentracéo do herbicida imazetapir adicionada ao meio em que se &

possivel distinguir planta suscetivel de resistente.

2.2 Material e Métodos

Para obtencdo da concentracdo de herbicida necessaria para o teste de
resisténcia de picdo-preto em cultivo in vitro, realizou-se trés experimentos: O
primeiro consistiu na coleta de sementes e escolha dos bidtipos resistentes e
suscetiveis a serem utilizados no teste; o segundo experimento consistiu na selecao
de meio de cultivo para a regeneracdo in vitro de picdo-preto; e, o terceiro
experimento foi composto por ensaios de curvas de dose resposta de bibtipos de

picao-preto suscetivel e resistente ao herbicida imazetapir no cultivo in vitro.

2.2.1 Deteccao de bidtipos de picdo-preto suscetivel e resistente a ALS

Sementes de plantas de picdo-preto que sobreviveram a aplicacbes de
herbicidas inibidores da enzima ALS foram coletadas em lavouras na regido norte do
Estado do Rio Grande do Sul. Cada ponto amostrado, identificado por coordenadas
geodésicas através do Global Positioning System (GPS), correspondeu as sementes
provenientes de uma planta, identificada por técnicos como plantas que
sobreviveram a aplicacdo de herbicidas inibidores da ALS.

Foram coletadas 34 amostras de sementes nos municipios de Passo Fundo
e Coxilha, as quais foram limpas, identificadas e armazenadas em camara fria
(15°C) no Laboratério Didatico de Anélise de Sementes (LDAS) da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel) localizado no Municipio de Capéo do Leé&o - RS.

Para comprovagdo da resisténcia e escolha de bibtipos suscetivel e
resistente para os testes in vitro, foi realizado experimento no periodo de novembro
de 2016 a janeiro de 2017, em casa de vegetacdo do Centro de Herbologia
(CEHERB) da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, da Universidade Federal de
Pelotas (FAEM/UFPel), no Municipio de Capao do Leédo - RS.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticbes. Os bidtipos foram semeados em bandejas com capacidade volumétrica

de 8L e espacamento entre linhas de 10 cm, totalizando trés biotipos por bandeja.
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Utilizou-se substrato organico e solo coletado do Centro Agropecuario da Palma,
classificado como Planossolo Hidromoérfico Eutrofico solddico (EMBRAPA, 2013).

Quando as plantas de picdo-preto se encontravam no estadio de
desenvolvimento de trés a quatro folhas, procedeu-se a aplicacdo do herbicida
imazetapir, na dose recomendada de 1L ha* (100g.i.a ha') (AGROFIT, 2018). Para
a aplicacdo dos herbicidas foi utilizado pulverizador costal, pressurizado com COz2,
munido com bicos tipo leque e pontas 110.015, espacadas a 50 cm, com pressao
constante de 1 bar (1,0197 kgf cm), regulado para volume de calda equivalente a
120L ha™.

A variavel controle foi avaliada visualmente aos 28 dias apés a aplicacdo dos
tratamentos (DAT) sendo os biotipos identificados de acordo com a resposta aos
herbicidas como suscetiveis ou resistentes, adotando-se escala binaria onde zero
(O) representou a morte das plantas (suscetivel) e um (1) a auséncia de sintomas
(resistente). As plantas resistentes que sobreviveram foram cultivadas em casa de
vegetacdo e posteriormente estabelecidas in vitro. Os dados obtidos foram
analisados por estatistica descritiva.

2.2.2 Selecao de meio de cultura para a regeneracgéo in vitro de picao-preto

Para a determinacdo do melhor meio de cultivo para a regeneracgao in vitro de
picao-preto, foi realizado experimento em agosto de 2016 no Laboratério de Cultura
de Tecidos pertencente ao Centro de Herbologia da Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel da Universidade Federal de Pelotas (CEHERB/FAEM/UFPel).

Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial, com 20 repeticdes,
onde o fator A testou os meios de cultura: MS 100% (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
com sacarose (30g L) e mio-inositol (0,1g LY) e MS 50% (1/2MS) com sacarose (15g
L1) e mio-inositol (0,05g L1); e, o fator B consistiu da auséncia e adi¢éo do regulador
de crescimento benzilaminopurina (BAP) a 1mg L. O pH dos dois meios foi ajustado
para 5,8 antes da adicdo de agar (7g L), posteriormente foram vertidos para tubos de
ensaio (10mL tubo). Os meios foram esterilizados em autoclave a 121°C e 1,5atm
por 20 minutos, resfriados em temperatura ambiente até solidificag@o e inoculados com
um explante de picao-preto por tubo (segmento nodal asséptico, com lcm de

comprimento), em camara de fluxo laminar. Em seguida, o material foi levado para
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camara de crescimento, com fotoperiodo 16/8 horas de luz/escuro, e temperatura de
24°C durante todo o periodo do experimento.

As variaveis analisadas aos 14 dias apoés instalacdo do experimento foram:
comprimento da parte aérea e da raiz dos explantes (cm) e porcentagem de
crescimento, obedecendo escala de avaliacdo de 0; 50 e 100%. Sendo que o valor de

100% foi atribuido as plantas que apresentaram crescimento maximo (Figural). Os

explantes contaminados n&o foram contabilizados.

Figura 1 - Segmentos nodais de B. pilosa de acordo com escala adotada para avaliagdo de
crescimento: 0; 50 e 100%. FAEM/UFPel, Capé&o do Ledo/RS, 2017.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro
Wilk) e, posteriormente, submetidos a analise de variancia (p<0,05). Em caso de
significancia, os efeitos de meio de cultura e regulador BAP foram analisados pelo
teste t (p<0,05).

2.2.3 Curva de dose resposta in vitro para biotipos de picdo-preto suscetivel e
resistente a ALS

Os ensaios foram realizados no periodo compreendido entre marco e agosto
de 2017, em céamara de crescimento do Laboratério de Cultura de Tecidos

pertencente ao Centro de Herbologia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da



24

Universidade Federal de Pelotas (CEHERB/FAEM/UFPel). O material utilizado foi
proveniente dos bidtipos testados no estudo preliminar descrito no item 2.2.1 onde
foram escolhidos um biétipo suscetivel (P34) e outro resistente (P31). Dstes biotipos
foram coletados aproximadamente 8 segmentos nodais por planta, os quais foram
desinfestados para o estabelecimento in vitro. A desinfestacdo foi feita pela lavagem
dos explantes em alcool 70% e detergente durante um minuto, imersdo e agitacao
em solucdo de hipoclorito de sédio 1,5%, durante 10 minutos e triplice lavagem com
adgua destilada autoclavada. Os explantes estabelecidos foram multiplicados num
total de 9 repicagens para producdo de material vegetal para as curvas de dose
resposta.

O meio de cultura utilizado MS 50% (1/2MS) e seu preparo, em todas as curvas
para picdo-preto, seguiu o descrito no item 2.2.2. Para as adi¢bes das concentragoes
do herbicida imazetapir ao meio, preparou-se solucdes estoque nas concentracdes de
1000 e 100uM, as quais foram filtradas, e retiradas aliquotas que foram adicionadas ao
meio esterilizado quente, de acordo com o tratamento. Em seguida, o meio foi vertido
para tubos de ensaio (10mL tubo™).

No primeiro ensaio, a escolha das concentracdes para a curva dose resposta do
biotipo suscetivel, seguiu escala logaritmica de 0,01; 0,1; 1,0; 10; 100uM e
testemunha sem aplicacao, correspondendo a concentragéo 0.

No segundo ensaio a amplitude das concentragdes foi reduzida de acordo com
0s resultados observados na curva do biétipo suscetivel, descrita anteriormente. Desta
forma foi construida curva em escala exponencial, nas seguintes concentragées: 0; 0,1;
0,2; 0,4; 0,8 e 1,6uM onde novamente, apenas o bidtipo suscetivel foi submetido a
estas concentracdes. Com o0s resultados desta segunda curva, pode-se obter a
concentracdo necessaria para o controle de 95% dos explantes oriundos de plantas
suscetiveis, e assim, construir nova curva com os dois biétipos, resistente e suscetivel,
onde foram testadas as seguintes concentrag¢des: 0; 0,15; 0,3; 0,6; 1,2; 2,4; 4,8 e
9,6uM.

Os tubos foram inoculados com segmento nodal de 1 cm por tubo (Figura 1),
em camara de fluxo laminar. Posteriormente, o material foi levado para camara de
crescimento, com fotoperiodo 16/8 horas de luz/escuro, e temperatura de 24°C durante
todo o periodo do experimento. As variaveis analisadas foram a porcentagem de

controle aos 7, 14 e 21 dias apo6s a inoculacao (DAI) e comprimento de explantes (cm)
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no primeiro e segundo ensaio. No terceiro ensaio as avaliacbes de controle foram
feitas aos 5 e 10 DAI, a fim de diminuir o tempo do teste, e o comprimento dos
explantes apresentado em porcentagem de crescimento em relagdo a testemunha.
Foram considerados explantes mortos aqueles que nao apresentaram
desenvolvimento normal e nenhuma brotacéo, diferindo da testemunha (concentracéo
zero). Os tubos que apresentaram explantes contaminados (2,5%), foram descartados
e ndo contabilizados nas variaveis.

Os dados foram submetidos a analise da variancia (p<0,05) e, em caso de
significancia, foram analisados por regressdo logaritmica e exponencial nos dois
primeiros ensaios. Para o terceiro ensaio o fator bidtipo foi comparado por teste t
(p<0,05) e o fator concentracdo por regressao sigmoidal do tipo logistico, conforme
segue:

y=a/[l+ (x/x0)"]
Onde: y = porcentagem de controle; x = concentragdo do herbicida; e, a, x0 e b =
parametros da equacéao, sendo que “a” é a diferenca entre os pontos maximo e minimo
da curva, “x0” é a concentracdo que proporciona 50% de resposta da variavel e “b” é a
declividade da curva. O fator de resisténcia (FR) foi calculado pela relacdo R/S, que
corresponde a divisdo do Cso (concentracdo necesséaria para 50% de controle) do

biétipo resistente pelo Cso do biotipo suscetivel.

2.3 Resultados e Discussao

Os resultados e discussdo de cada experimento seguem a ordem

estabelecida no material e métodos.

2.3.1 Deteccéao de bidtipos de picédo-preto suscetivel e resistente a ALS

A andlise dos dados demonstrou que de 34 bidtipos testados, 12 (35%)
apresentaram resisténcia ao imazetapir. Constatou-se que a dose de 100g.i.a hat
controlou 65% dos bidtipos com suspeita de resisténcia, aplicados no estadio de trés
a quatro folhas (Tabela 1). Foi utilizada a maior dose recomendada do herbicida
imazetapir (AGROFIT, 2018) para controle do picdo-preto, uma vez que, para ser
classificada como resistente, a planta deve sobreviver e se reproduzir apés

exposicao a dose de registro do produto, obedecendo aos critérios de aplicacao
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(estadio vegetativo indicado, condi¢cdes de clima, entre outros) (GAZZIERO et al.,

2009).

Foram identificados 12 bidtipos resistentes, que apresentaram sobrevivéncia

apos a aplicagdo do herbicida, dos quais o biétipo P31 foi selecionado como bibtipo

resistente nos experimentos seguintes. Os demais biotipos foram considerados

suscetiveis, pois ndo apresentaram plantas vivas apos a aplicacdo do tratamento,

sendo que o bibtipo P34 foi escolhido como suscetivel a ser utilizado no experimento

in vitro por apresentar regido de coleta mais proxima a do biotipo resistente.

Tabela 1 - Localizacé@o geogréfica e resposta de bidtipos de picdo-preto & aplicacdo de imazetapir aos

28 dias apos o tratamento (DAT). FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2017.

L L Coordenadas . .
Biodtipo Municipio - Resposta imazetapir
Latitude Longitude
P01 Passo Fundo 28° 13’ 39” 52° 24’ 10” 0t
P 02 Passo Fundo 28° 13’ 39” 52° 24’ 10” 0
P 03 Passo Fundo 28° 13’ 39” 52° 24’ 10” 0
P 04 Passo Fundo 28° 13’ 39” 52° 24’ 10” 0
P 05 Passo Fundo 28° 13’ 39” 52° 24’ 10” 0
P 06 Passo Fundo 28° 13 41” 52° 24’ 46” 0
P 07 Passo Fundo 28° 13 41” 52° 24’ 46” 0
P 08 Passo Fundo 28° 13 41” 52° 24’ 46” 0
P 09 Passo Fundo 28° 13 41” 52° 24’ 46” 0
P 10 Passo Fundo 28° 13 41” 52° 24’ 46” 0
P11 Passo Fundo 28° 13 41~ 52° 24’ 46” 1
P12 Passo Fundo 28° 13 40” 52° 24’ 35” 1
P13 Passo Fundo 28° 13 40” 52° 24’ 35” 0
P14 Passo Fundo 28° 13’ 40” 52° 24’ 35” 0
P 15 Passo Fundo 28° 13’ 40” 52° 24’ 35” 1
P 16 Passo Fundo 28° 13’ 40” 52° 24’ 35” 0
P17 Coxilha 28° 10’ 05” 52° 20’ 56” 0
P 18 Coxilha 28° 10’ 05” 52° 20’ 56” 0
P19 Coxilha 28° 10’ 05” 52° 20’ 56” 0
P 20 Coxilha 28° 10’ 05” 52° 20’ 56” 0
P21 Coxilha 28° 10’ 05” 52° 20’ 56” 0
P 22 Coxilha 28° 11’ 09” 52° 19 30” 0
P23 Coxilha 28° 11’ 09” 52° 19’ 30” 1
P24 Coxilha 28° 11’ 09” 52° 19’ 30” 1
P 25 Coxilha 28° 11’ 09” 52° 19 30” 1
P 26 Coxilha 28° 11’ 09” 52° 19 30” 0
P 27 Coxilha 28° 11’ 09” 52° 19 30” 0
P 28 Passo Fundo 28° 14’ 12” 52° 24’ 16” 1
P 29 Passo Fundo 28° 14’ 12” 52° 24’ 16” 1
P 30 Passo Fundo 28° 14’ 12 52° 24’ 16” 1
P31 Passo Fundo 28° 14’ 12 52° 24’ 16” 1
P 32 Passo Fundo 28° 14’ 12”7 52° 24’ 16” 1
P 33 Passo Fundo 28° 14’ 12” 52° 24’ 16” 1
P34 Passo Fundo 28° 13’ 50” 52° 24’ 15” 0

1o=suscetivel ou 1=resistente
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Este tipo de estudo conduzido em casa de vegetacdo para a deteccdo de
bidtipos resistentes com aplicacéo de herbicidas, embora seja um método demorado
e aplicado para amostras que apenas séo obtidas no final do ciclo da planta, ainda é
0 mais empregado para a confirmacéao da resisténcia (BECKIE et al., 2000). Isto se
deve ao tipo de ensaio ser a simulacdo mais proxima da condicdo em que as plantas
crescem no campo e também por detectar a resisténcia independentemente do
mecanismo de a¢éo do herbicida (BURGOS, 2015) com menor custo, se comparado

com testes que utilizam métodos moleculares ou baseados na atividade de enzimas.

2.3.2 Selecdo de meio de cultura para a regeneracéao in vitro de picao-preto

N&o se verificou interacdo entre os fatores meio de cultura e regulador de
crescimento para as variaveis porcentagem de crescimento e comprimento de raiz
ou efeito simples para o fator meio de cultura (dados nao apresentados). Observou-
se efeito simples de regulador de crescimento somente para a variavel comprimento
do explante (Tabela 2). Como n&o houve significancia entre os meios, definiu-se
pelo uso do meio MS 50% para o0 seguinte experimento, ja que o desenvolvimento

dos explantes foi similar com menor uso de reagentes.

Tabela 2 - Comprimento de explantes de picdo-preto avaliados aos 14 dias apés inoculacdo no meio
de cultura. FAEM/UFPel, Capdo do Le&do/RS, 2016.

Tratamento Comprimento do explante (cm)
Sem BAP 1,84 A
Com BAP 147B
CV (%) 44,01

Médias seguidas por letras mailsculas distintas, comparadas na coluna, diferem entre si pelo teste t
(p<0,05).

Em relacdo ao fator regular de crescimento, constatou-se que 0O maior
comprimento dos segmentos ocorreu no meio sem a presenca do horménio (Tabela
2). Respostas semelhantes foram observadas para pic&o-preto em micropropagacao
com uso do regulador BAP, onde os autores observaram diminuicdo de 33,3% na
porcentagem de brotacdo dos segmentos nodais na presenca do regulador
(SANTOS, 2015).

Em cana-de-acucar (Saccharum officihnarum L., o aumento nas

concentracdes dos reguladores de crescimento, no meio de cultura, ndo implicou,
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necessariamente, no melhor desenvolvimento das brotacdes, o que é especifico
para cada espécie vegetal (VIEIRA et al., 2009).

Esses resultados também sdo consistentes com a afirmagdo de Pasqual
(2001), que relata que elevadas concentragbes de citocininas podem reduzir o
tamanho das brotacdes no cultivo in vitro, o que pode ser explicado pela perda da
dominancia apical proporcionada pelo uso do regulador de crescimento. A citocinina
controla a expressdo de genes envolvidos na senescéncia de tecidos e 6rgdos
vegetais, inibindo-os ou retardando os efeitos fisiolégicos degenerativos, implicando
no aumento da longevidade celular (MORGANTE; LOMBARDI, 2004) e no estimulo
de novas brotacfes, resultando em maior numero de brotacdes, porém com menor
comprimento.

As citocininas também possuem papel essencial no crescimento da parte
aérea, uma vez que sao responsaveis pelo controle da divisdo celular, sendo
necessarias na regulacdo da sintese de proteinas que estdo diretamente
relacionadas com a formagéo de fibras do fuso mitético (JELENSKA et al., 2000).
Entretanto, alguns autores afirmam que estas substancias inibem o crescimento da
parte aérea e do sistema radicular (CASTRO et al., 2007).

Hipotetiza-se que para melhor verificacdo do efeito desta citocinina sintética
no cultivo in vitro de picédo-preto sejam necessarios estudos com maior variacao de

concentracdes do regulador aplicadas ao meio de cultura.

2.3.3 Curva de dose resposta in vitro para biétipos de picao-preto suscetivel e
resistente a ALS

No primeiro ensaio para a variavel controle do picao-preto suscetivel, o
modelo de regressdo que se ajustou foi o logaritmico de segunda ordem, com
valores de coeficiente de determinacédo (R?) de 0,95 a 0,98 (Figura 2A, B e C),
enquanto para o comprimento dos explantes o modelo que se ajustou foi o
exponencial de trés parametros com valor de R? de 0,99 (Figura 2D).

Concentragbes acima de 1pM resultaram no controle de 100% dos
explantes, independente da época de avaliagao, afetando diretamente o crescimento
das plantas, indicando que estas concentracdes foram muito elevadas. Por outro
lado, com concentragdes inferiores a 0,1uM, a média de controle observada foi muito
baixa, sendo que a concentracédo de 0,01uM atingiu valor de controle de 14,3% e a

concentracdo 0,1puM controle de 56,6% (Figura 2). Desta forma, optou-se por
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elaborar uma nova curva no segundo ensaio, no intervalo de concentracdes entre

0,1uM e 1uM, afim de encontrar a concentragéao para controle efetivo do picao-preto.
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Figura 2 - Controle visual (%) de explantes de picédo-preto suscetivel ao imazetapir, em funcédo de
diferentes concentra¢des do herbicida aos 7 (A), 14 (B) e 21 (C) dias apés a inoculagéo
dos tratamentos (DAI) e comprimento da parte aérea dos explantes (D) aos 21 DAL
FAEM/UFPel, Cap&o do Ledo/RS, 2017. Barras de erro correspondem ao intervalo de
confiangca em 95% de probabilidade de erro.

No segundo ensaio, também realizado apenas com o bidtipo suscetivel, o
modelo que se ajustou a curva de controle foi o de regressao sigmoidal do tipo
logistico com valores de R? de 0,97 a 0,99 (Figura 3A, B e C) e, para o comprimento
dos explantes, ajustou-se o modelo exponencial com valor de R? de 0,97 (Figura
3D).

Constatou-se valores de controle superiores a 90% nas concentragdes 0,4;
0,8 e 1,6uM, em todas as épocas de avaliacdo, sendo que estas ndo diferiram entre
si pelo intervalo de seguranca (Figura 3A, B e C). No mesmo intervalo de
concentracbes houve inibicdo do crescimento dos explantes resultando na queda

exponencial do comprimento (Figura 3D). Ja as concentracdes 0,1 e 0,2uM néo
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atingiram valores superiores a 25% e 75%, respectivamente, em todas as épocas de
avaliacao (Figura 3A, B e C). Através dos valores da equacédo obtidos na segunda
época de avaliacdo, foi possivel estabelecer a concentracdo necessaria para 95%
de controle do bi6tipo suscetivel, que foi a concentracdo 0,6uM.
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Figura 3 - Controle visual (%) de explantes de picdo-preto suscetivel ao imazetapir, em funcéo de
diferentes concentracdes do herbicida aos 7 (A), 14 (B) e 21 (C) dias ap6s a inoculacao
dos tratamentos (DAI) e comprimento da parte aérea dos explantes (D) aos 21 DAI.
FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2017. Barras de erro correspondem ao intervalo de
confianca em 95% de probabilidade de erro.

As diferencas no controle entre a segunda e a terceira época de avaliacao,
foram minimas, evidenciando que a resposta pode ser dada ja na segunda época,
diminuindo o tempo do teste. Portanto, a concentracdo determinada como sendo a
concentracdo eficiente foi 0,6uM, que foi testada juntamente com as demais
concentracdes para os dois bibtipos no terceiro ensaio de curva de dose resposta.

No terceiro ensaio, verificou-se interacdo entre os fatores bi6tipos e
concentracfes do herbicida para todas as variaveis. O modelo de regressao que se
ajustou ao controle dos explantes foi o sigmoidal do tipo logistico em ambas épocas

de avaliagdo. Os valores de R? variaram de 0,95 a 0,96 e 0,86 a 0,89, para os
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bidtipos suscetivel e resistente, respectivamente (Figura 4A e B). Para o crescimento
dos explantes ajustou-se o modelo exponencial de trés parametros com valores de
R? de 0,93 e 0,99 (Figura 4C), demonstrando ajuste satisfatério dos dados aos
modelos.
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Figura 4 - Controle visual (%) de explantes de picdo-preto suscetivel (Sus) e resistente (Res) ao
imazetapir, em diferentes concentracbes do herbicida aos 5 (A), 10 (B) dias apés a
inoculagao dos tratamentos (DAI) e crescimento da parte aérea dos explantes (C) aos10
DAI. FAEM/UFPel, Capéo do Le&do/RS, 2017. Barras de erro correspondem ao intervalo de
confiangca em 95% de probabilidade de erro.

As equacOes construidas com os valores de controle, em resposta as
concentracdes crescentes do herbicida imazetapir, comprovam que os biotipos de
picdo-preto suscetivel e resistente respondem de modo diferente ao herbicida no
cultivo in vitro, nas duas épocas de avaliacao.

Aos cinco DAI, para o bidtipo suscetivel, observou-se controle superior a
93% no intervalo de concentracdes de 1,2 a 9,6uM, as quais nao diferiram entre si
pelo intervalo de confianca (Figura 4A). Para o bibtipo resistente, os valores de
controle ndo foram superiores a 16% nas concentra¢cdes 0,15; 0,3 e 0,6uM, que nao
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diferiram entre si e da testemunha (Figura 4A). Ainda na primeira época, observou-
se pelos parametros da equacédo, que a concentracdo de 0,13uM do herbicida, foi
suficiente para obter controle de 50% do bibtipo suscetivel, enquanto que, para
mesmo nivel de controle do bidtipo resistente a concentragdo necesséria foi 2,13uM
de imazetapir, 0 que corresponde a trés vezes a concentracao eficiente (Figura 4A).

Aos dez DAI, para o bibtipo suscetivel, foi observado controle superior a
96% no intervalo de concentragdes entre 1,2 e 9,6uM, ndo havendo diferenca entre
estas concentracdes pelo intervalo de confianca (Figura 4B). Para o bi6tipo
resistente, o controle ndo foi superior a 16% nas concentracfes 0,15; 0,3 e 0,6uM,
que nao diferiram entre si (Figura 4B). Para este mesmo bi6tipo no intervalo de
concentracdes de 1,2 a 4,8uM o controle maximo observado foi de 39%, e somente
na maior concentragdo do ensaio (9,6pM) o controle atingiu 86% (Figura 3B),
diferindo-se dos demais tratamentos. Ainda na segunda época, foi necessario
0,26uM de imazetapir para 50% de controle do bidtipo suscetivel, enquanto que para
o resistente foram necessarios 3,9uM, ou seja, cerca de seis vezes a concentracao
eficiente (Figura 4B).

Para a variavel crescimento, houve decréscimo conforme o aumento das
concentracfes de herbicida aplicadas, sendo observado para o biétipo suscetivel, a
maior média na testemunha (100%), diferindo-se dos tratamentos. As concentracfes
entre 1,2 e 9,6uM apresentaram crescimento interrompido (0%) néo diferindo entre
si para este biotipo (Figura 4C). Para o bi6tipo resistente néo foi observada a mesma
inibicdo no crescimento, houve diminui¢cdo gradativa de acordo com o aumento das
concentracdes, sendo que nas trés primeiras ndo houve diferenca (0; 0,15 e 0,3uM),
apenas a maior concentracao (9,6uM) apresentou grande diminuicdo, com apenas
11,1% de crescimento (Figura 4C).

A Cso para o biétipo suscetivel foi de 0,13 e 0,26pM na primeira e segunda
avaliacdo, respectivamente, e para o biotipo resistente foi de 2,1 e 3,9uM. Desta
forma, o FR foi superior a dez (16,4 na primeira avaliacdo e 15 na segunda),
comprovando a resisténcia do biétipo P31 ao imazetapir. Em estudos de curva de
dose resposta com bidtipos de picdo-preto suscetivel e resistente ao imazetapir,
foram observados valores de fator de resisténcia de 27,03 para o bidtipo resistente
estudado (MONQUERO; CHRISTOFFOLETI; DIAS, 2000). Esta situacdo € comum

para espécies resistentes aos inibidores da ALS sendo que a mutacdo na enzima
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pode resultar em fator de resisténcia elevado (HAN et al., 2012) e necessidade de
utilizacdo de doses elevadas para controle de plantas resistentes (LAMEGO et al.,
2011; BECKIE et al., 2012).

As diferengcas observadas no controle entre a primeira e a segunda
avaliacdo, podem ser causadas pelo tempo necessario para a agcado do herbicida e
aparecimento dos sintomas. Herbicidas inibidores da ALS podem levar até dois
meses para causar morte completa de plantas no campo, ja a atividade da ALS in
vitro pode ser inibida em minutos com concentragdes nano molares de herbicida
(COOB; READE, 2010), porém em condicdes de cultivo in vitro, 0 tempo necessario
para a morte da planta € desconhecido. Em termos de perdas de produtividade no
campo em funcgdo da convivéncia com as plantas daninhas, os cinco dias entre uma
época de avaliagdo e outra, representam uma grande diferenca na tomada de
decisdo para o controle. O periodo de convivéncia entre a cultura e as plantas
daninhas pode estimar o nivel do dano ocasionado pela competi¢cdo, onde, quanto
maior o periodo que a cultura convive com a planta daninha maiores seréo os danos
ocasionados a produtividade de graos (SILVA, et al., 2009; FURTADO, et al., 2012).

Considerando o tempo de convivéncia da planta daninha com a cultura, se
torna de grande importancia que a resposta do teste de resisténcia pelo cultivo in
vitro possa ser obtida aos cinco DAI. Outro fator de extrema importancia € o tempo
disponivel para a tomada de decisdo em efetuar o controle alternativo em funcéo do
resultado do teste. Dez dias para obtencdo da resposta pode ser um periodo
bastante prolongado, possibilitando que a planta resistente continue crescendo e
atinja um estadio de desenvolvimento que jA ndo possa mais ser controlada com
outros herbicidas. Assim sobrevivendo a novas tentativas de controle, se
reproduzindo, reinfestando o banco de sementes e aumentando a populagéo
resistente da area.

A segunda época de avaliacdo proporcionou melhor visibilidade dos
sintomas do herbicida, entretanto o teste t demonstrou que ja na primeira época de
avaliacdo pode-se observar diferenca entre bidtipo suscetivel e resistente mesmo na
menor concentragdo utilizada, sendo possivel discriminar os biétipos apenas com
0,15uM de imazetapir, porém com controle do bidtipo suscetivel inferior a 80%
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Controle visual (%) de explantes de picdo-preto suscetivel (Sus) e resistente (Res) ao
imazetapir em diferentes concentracdes do herbicida aos 5 e 10 DAI e crescimento da
parte aérea dos explantes aos 10 DAI. FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2017.

Controle (%) Crescimento (%)
Concentracéo (uUM) 5 DA 10 DA Sus Res
Sus Res Sus Res
0,0 6,7ns 3,9 0,0 s 0,0 100,0s 100,0
0,15 56,7 * 10,0 40,0 10,0 455" 100,0
0,3 63,3" 16,7 43,3 16,7 27,3" 100,0
0,6 80,0 " 13,3 80,0 " 16,7 9,1" 88,8
1.2 96,7 50,0 96,7" 34,6 0,0" 66,6
2,4 93,3" 61,5 100,0" 34,6 0,0" 77,7
4,8 90,0" 53,6 100,0" 39,3 0,0" 55,5
9,6 90,0 ™ 93,3 100,0s 86,7 0,0" 11,1
C.V. (%) 47,5 53,2 12,7

1 Dias ap6s a inoculagao; ™ ndo significativo e *significativo pelo teste t (p<0,05) na mesma linha,
dentro de cada época de avaliacéo.

Para discriminagéo entre os bidtipos com controle de no minimo 80% do
biétipo suscetivel 0,6uM, considerada concentracdo eficiente, foi melhor
discriminadora do comportamento diferencial entre bi6tipos, pois resultou em
elevada eficiéncia de controle do bi6tipo suscetivel e niveis de controle muito baixos
do bidtipo resistente. Ademais, este valor de 80% de controle do bidtipo suscetivel é
considerado controle efetivo do picao-preto com imazetapir, para a cultura da soja
(INDICACOES, 2016). Em testes rapidos de resisténcia via imersdo foliar, com
biétipos de Euphorbia heterophylla resistente ao imazetapir, foram observados niveis
de controle semelhantes, sendo que o hiétipo suscetivel apresentou 96% de controle
enquanto que o resistente teve apenas 16% de controle, aos 10 dias apds a
aplicacao dos tratamentos (TREZZI et al., 2011).

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas € um processo em
evolucdo, onde sua dindmica e seu impacto sdo dependentes de alguns fatores, por
exemplo: genético (nimero e frequéncia de genes de resisténcia), biologia das
espécies de plantas (capacidade de producdo de sementes), herbicidas (sitio de agéo,
atividade residual) e operacionais (dose do herbicida, habilidade do operador)
(POWLES; YU, 2010). Como os herbicidas sdo agentes selecionadores dos biotipos
resistentes, a intensidade de selecdo depende do numero de anos de uso de
produtos com 0 mesmo mecanismo de acdo em determinada area (VIDAL et al.,
2006).
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Alguns mecanismos de resisténcia séo resultado da dificuldade de absorcéo
do produto, em razdo de caracteristicas da lamina foliar, como rugosidade,
pilosidade e composi¢do quimica da cera epicuticular (SANCHOTENE et al., 2008).
As ceras epicuticulares podem atuar como principal barreira & penetracdo de
produtos quimicos (LIAKOPOULOS; STAVRIANOKOU; KARABOURNIOTIS, 2001).

No teste de resisténcia desenvolvido neste estudo, no qual o herbicida ndo é
fornecido via gotas de pulverizagcdo, mas sim diretamente no sistema vascular da
planta devido as técnicas de cultura de tecidos, o mecanismo de resisténcia torna-se
fundamental para a eficiéncia do teste. Ou seja, uma espécie daninha que possua
mecanismo de resisténcia por reducdo da absorcdo e assim sobrevive a
pulverizacdo a campo, poderd ndo apresentar resisténcia no teste in vitro, ja que
neste a absorcdo ocorre diretamente via sistema vascular por consequéncia da
excisdo do explante.

O movimento do herbicida do meio de cultura para as plantas durante este
teste ndo tem interferéncia das mesmas barreiras e condi¢cdes impostas em
situacbes a campo, até chegar ao seu local de acdo. Desta forma, uma planta
resistente em condicbes normais a campo pode ndo apresentar a resisténcia no
teste in vitro, caso seu mecanismo de resisténcia for relacionado a absorcéo e
diminuicdo da translocacdo do herbicida. Portanto, deve-se atentar ao mecanismo
de acao do herbicida e mecanismo de resisténcia que o biétipo apresenta antes da
aplicacdo do teste rapido de resisténcia, pois a eficiéncia do mesmo esta
diretamente relacionada a herbicidas sistémicos e em casos de resisténcia que nao
envolvam baixa absor¢cdo e compartimentalizacdo do herbicida impedindo sua
translocacéao.

Estudos relacionados a absorcao e translocacédo de moléculas de herbicida
em cultivo in vitro e testes de resisténcia usando estes métodos de cultivo ainda séo
limitados. Desse modo, pesquisas tornam-se Uteis para que outros herbicidas
possam ser aplicados ao teste, identificar as concentragdes a serem utilizadas com
diferentes espécies, e assim, ampliar a aplicacdo deste método. Essas informacdes
sao fundamentais para que alternativas de manejo do picao-preto, como adog¢éo de
rotacdo, sucesséo de culturas e rotacado de herbicidas com diferentes mecanismos
de acdo possam ser planejadas rapidamente afim de evitar a disseminacao de

bidtipos resistentes.
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2.4 Conclusdes

Dos bidtipos testados, cerca de um tergo € considerado resistente.

O meio de cultivo que proporciona melhor crescimento de explantes de
picdo-preto € o meio MS 50%, sem o uso de regulador de crescimento.

O método de cultivo in vitro permite detectar bidtipos de picao-preto
resistente a herbicidas inibidores de ALS.

A concentracdo necessaria para controle satisfatério de plantas suscetiveis
de picdo-preto cultivadas in vitro € 0,6uM de imazetapir, sendo possivel nesta

concentracéo, discriminar com eficiéncia os bibtipos suscetivel e resistente.



3 CAPITULO Il - Deteccdo de bidtipo de capim-arroz resistente a herbicida
inibidor da ALS pelo método de cultivo in vitro

3.1 Introducéo

O arroz desempenha importante papel na agricultura brasileira € no mundo
inteiro, tanto no aspecto econ6mico quanto social, por ser a cultura que mais
alimenta pessoas, sustenta familias e causa grande impacto no ambiente
(CANTRELL, 2002). A cultura do arroz é amplamente difundida nos Estados da
regido sul do Brasil, ocupando area superior a 1 milhdo de hectares (IRGA, 2018).
Além de fonte de renda, é responsavel pelo suprimento de grande parte dos
carboidratos na dieta dos brasileiros. Dos fatores que limitam a producao de arroz, é
preponderante a infestacdo das lavouras por plantas daninhas, cuja auséncia de
controle pode ocasionar perdas superiores a 85% na producao de grdos (FLECK et
al., 2004).

Dentre as diversas plantas daninhas que infestam a cultura do arroz,
destaca-se o capim-arroz (Echinochloa spp.). O “complexo capim-arroz” séo
espécies monocotiledéneas de ciclo anual, pertencentes ao grupo de plantas de
metabolismo C4 possuindo alta producdo de sementes e boa adaptacdo a
ambientes alagados (MARAMBE; AMARASINGLE, 2002). Em fungdo destas
caracteristicas e de sua elevada habilidade competitiva, € considerada uma das
principais plantas daninhas da cultura do arroz irrigado, ocorrendo com grande
frequéncia e distribuicdo nas regides produtoras do cereal (ANDRES et al., 2007).
Uma planta de capim-arroz por metro quadrado pode reduzir a produtividade de
graos de arroz entre 5 a 22%, variando conforme a cultivar semeada e a época do
inicio da irrigacéo (GALON et al., 2007).
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Estas espécies apresentas resisténcia a oito mecanismos de acao herbicida
no mundo (Inibidores das enzimas acetolactato sintase (ALS), acetil Coenzima A
carboxilase (ACCase), Enolpiruvil chiquimato fosfato sintase (EPSPSs), inibidores do
Fotossistema Il (FSII), Inibidores parte aérea, da formacdo de microtabulos, da
celulose e mimetizadores de auxinas) e, no Brasil, apresenta resisténcia a inibidores
das enzimas ALS, ACCase e aos mimetizadores de auxinas (HEAP, 2018).

Os herbicidas s&o a ferramenta dominante utilizada para o controle destas
plantas daninhas que infestam a cultura do arroz. Principalmente os pertencentes ao
grupo quimico das imidazolinonas, no sistema Clearfield®. Consequentemente, em
resposta a situacdes de intenso uso de herbicidas, ocorre a evolucdo de populacdes
de plantas daninhas resistentes (POWLES; YU, 2010; HEAP, 2018), dentre elas o
capim-arroz.

Quando ha suspeita de casos de resisténcia de plantas daninhas aos
herbicidas nas lavouras, a comprovacao cientifica desta resisténcia pode ser feita
através de experimentos a campo, em casa de vegetacao e em laboratorio. Diversos
métodos tém sido desenvolvidos para a deteccdo rapida da resisténcia em
monocotileddneas, como testes baseados na atividade de enzimas (READE; COBB,
2002; YANG et al.,, 2007; MARSHALL; MOSS, 2008), testes com o cultivo de
plantulas em solucdo de agar e herbicida (KAUNDUN et al., 2011), testes de
germinacao de sementes em solucdo de herbicida para capim-arroz (CONCENCO et
al., 2008) e cultivo de afilhos de capim-arroz em solugdo de herbicida
(MATZENBACHER et al., 2013), porém a curva de dose resposta que utiliza a planta
inteira ainda € o método mais empregado.

Existe a necessidade da realizacdo de pesquisas para desenvolver testes
rapidos de deteccéo da resisténcia, bem como aprimorar os métodos ja existentes
para gque sejam mais rapidos e que a resisténcia possa ser detectada ainda na
mesma estacao de cultivo. Com o uso do cultivo in vitro, tem-se maior praticidade e
rapidez para a constatacdo da resisténcia a inibidores da ALS, podendo obter
resposta em até dez dias.

A deteccdo precoce da resisténcia de bidtipos de capim-arroz auxiliara na
rapida tomada de decisdo quanto ao uso de métodos de controle buscando evitar a
disseminacdo da resisténcia para areas adjacentes, podendo diminuir o uso e

auxiliar na escolha do herbicida a ser aplicado e, consequentemente, diminuir 0s
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custos de controle. Os objetivos do trabalho foram: detectar biotipos de capim-arroz
resistente e suscetivel a ALS de lavouras de arroz da regido sul do RS; determinar o
melhor meio de cultivo para regeneracdo de capim-arroz in vitro; determinar a
concentracdo do herbicida imazapir+imazapique necessaria para 95% de controle da
populacdo do bidtipo suscetivel; avaliar o crescimento dos explantes resistentes e
suscetiveis submetidos a diferentes concentracfes do herbicida
Imazapir+imazapique; e, determinar a  concentragdo do  herbicida
imazapir+imazapique adicionada ao meio para que seja possivel distinguir planta

suscetivel de planta resistente.

3.2 Material e Métodos

Para obtencdo da concentracdo de herbicida necessaria para o teste de
resisténcia de capim-arroz em meio de cultivo in vitro, realizou-se trés experimentos:
O primeiro consistiu na coleta de sementes e escolha dos biotipos resistentes e
suscetiveis a serem utilizados no teste; 0 segundo experimento consistiu na selecao
de meio de cultivo para a regeneracdo de capim-arroz in vitro; e, o terceiro
experimento foi composto por ensaios de curvas de dose resposta com bidtipos de
capim-arroz suscetivel e resistente ao herbicida imazapir+imazapique no cultivo in

vitro.

3.2.1 Deteccdao de bidtipos de capim-arroz suscetiveis e resistentes a ALS

Sementes de plantas de capim-arroz que sobreviveram a aplicagcdes de
herbicidas inibidores da enzima ALS foram coletadas em lavouras de arroz no
Estado do Rio Grande do Sul. Cada ponto de coleta, identificado por coordenadas
geodésicas através do Global Positioning System (GPS), correspondeu as sementes
provenientes de uma planta, identificada por técnicos como plantas que
sobreviveram a aplicacéo de herbicidas inibidores da ALS.

Foram coletadas 17 amostras de sementes nos Municipios de Arroio
Grande, Cachoeirinha e Santa Vitéria do Palmar, as quais foram limpas,
identificadas e armazenadas em camara fria (15°C) no Laboratério Didatico de
Andlise de Sementes (LDAS) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) localizado

no Municipio de Capéao do Ledo — RS.
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Para comprovacdo da resisténcia e deteccdo de biotipos suscetivel e
resistente, foi realizado experimento no periodo de novembro de 2016 a janeiro de
2017, em casa de vegetacdo do Centro de Herbologia (CEHERB) da Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, da Universidade Federal de Pelotas (FAEM/UFPel), no
Municipio de Capéo do Ledo — RS.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes. Os biotipos foram semeados em bandejas com capacidade volumétrica
de 8L e espagamento entre linhas de 10 cm, totalizando trés biétipos por bandeja.
Utilizou-se solo coletado do Centro Agropecuario da Palma/UFPel, classificado como
Planossolo Hidromorfico Eutréfico solddico (EMBRAPA, 2013).

Quando as plantas de capim-arroz se encontravam no estadio de
desenvolvimento de trés a quatro folhas, cada bibtipo recebeu a aplicagcdo do
herbicida imazapir+imazapique, na dose recomendada de 140g.p.c. ha' (AGROFIT,
2018). Para aplicacdo dos herbicidas foi utilizado pulverizador costal, pressurizado
com CO2, munido com bicos tipo leque e pontas 110.015, espagadas a 50 cm, com
pressdo constante de 1 bar (1,0197 kgf cm™), regulado para volume de calda
equivalente a 120L ha™.

A variavel controle foi avaliada visualmente aos 28 dias apés a aplicacdo dos
tratamentos (DAT) sendo os biétipos identificados de acordo com a resposta aos
herbicidas como suscetiveis ou resistentes, adotando-se escala binaria onde zero
(0) representou a morte das plantas (suscetivel) e um (1) a auséncia de sintomas

(resistente). Os dados obtidos foram analisados por estatistica descritiva.

3.2.2 Selecao de meio de cultura para a regeneracao in vitro de capim-arroz

Para a determinacdo do melhor meio de cultivo para a regeneracéo in vitro de
capim-arroz, foi realizado experimento em setembro de 2016 no Laboratério de
Cultura de Tecidos pertencente ao Centro de Herbologia da Faculdade de
Agronomia  Eliseu  Maciel da  Universidade Federal de  Pelotas
(CEHERB/FAEM/UFPel).

Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial, com 20 repeti¢oes,
onde o fator A testou os meios de cultura: MS 100% (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
com sacarose (30g L) e mio-inositol (0,1g L?); e MS 50% (1/2MS), com sacarose (15g

L-1) e mio-inositol (0,05g L); o fator B consistiu da auséncia e adicdo do regulador de
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crescimento benzilaminopurina (BAP) a 1mg L. O pH dos dois meios foi ajustado
para 5,8 antes da adicdo de agar (7g L), posteriormente foram vertidos para tubos de
ensaio (10mL tubo). Os meios foram esterilizados em autoclave a 121°C e 1,5atm por
20 minutos, resfriados em temperatura ambiente até solidificagcdo e inoculados com
explante (afilho) de 2cm de capim-arroz por tubo (Figura 5), em camara de fluxo
laminar. Em seguida, o material foi levado para camara de crescimento, com
fotoperiodo 16/8 horas de luz/escuro, e temperatura de 24°C durante todo o periodo do
experimento.

As variaveis analisadas aos 14 dias apoés instalacdo do experimento foram: o
comprimento da parte aérea e da raiz dos explantes (cm) e a porcentagem de
crescimento, obedecendo uma escala de avaliacdo de 0; 50 e 100%. Sendo que o
valor de 100% foi atribuido as plantas que apresentaram crescimento maximo (Figura
5). Os tubos contaminados com presenca de agentes patogénicos que interferiram no

crescimento da planta, ndo foram contabilizados.

——ml g -

—

Figura 5 - Explantes de Echinochloa sp. de acordo com escala adotada para avaliacdo de
crescimento: 0; 50 e 100%. FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2017.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro
Wilk) e, posteriormente, submetidos a analise de variancia (p<0,05). Em caso de
significancia, os efeitos de meio de cultura e regulador BAP foram analisados pelo
teste t (p<0,05).
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3.2.3 Curva de dose resposta in vitro para biétipos de capim-arroz suscetivel e

resistente a ALS

Os ensaios foram realizados no periodo compreendido entre outubro de 2017
e janeiro de 2018, em casa de vegetagcdo e camara de crescimento do Laboratorio
de Cultura de Tecidos pertencente ao Centro de Herbologia da Faculdade de
Agronomia  Eliseu Maciel da  Universidade Federal de Pelotas
(CEHERB/FAEM/UFPel). O material utilizado neste estudo foi proveniente dos
bidtipos testados no estudo preliminar descrito no item 3.2.1, onde foram escolhidos
um bidtipo suscetivel (CSB) e outro resistente (CRA). Estes bidtipos foram
semeados novamente e cultivados até estadio de desenvolvimento aproximado de
V9, para producédo de grande numero de afilhos, sendo que os mais velhos foram
eliminados. Posteriormente foi feita a coleta destes afilhos, desinfestacdo do material
e inoculacdo no meio de cultura com herbicida.

A desinfestacdo dos afilhos foi realizada em camara de fluxo laminar, com
etanol 70% e detergente por um minuto, solucdo de hipoclorito de sodio na
concentracdo de 1,5% por trés minutos, enxague triplo em &gua destilada
autoclavada e imersao por trés minutos em fungicida Carboxina+Tiram (1,5mL L1).

O meio de cultura utilizado MS 50% com adicdo de BAP e seu preparo, em
todas as curvas para capim-arroz, seguiu o descrito no item 3.2.2. Para as adi¢cfes das
concentracdes do herbicida imazapir+imazapiqgue ao meio, preparou-se solucao
estoque na concentragdo de 100uM de imazapir+imazapique, a qual foi filtrada e
retiradas aliquotas que foram adicionadas ao meio esterilizado quente, de acordo com
o tratamento. Em seguida, o meio foi vertido para tubos de ensaio (10mL tubo™).

No primeiro ensaio, a curva dose resposta do bidtipo suscetivel, seguiu escala
exponencial de 0,3; 0,6; 1,2; 2,4 e 48uM e testemunha sem aplicacao,
correspondendo a concentracdo 0. Com os resultados desta curva e parametros da
equacao gerada, pode-se obter a concentracdo necesséria para o controle de 95%
das plantas suscetiveis, e assim, construir a segunda curva com 0s dois biotipos,
resistente e suscetivel. No segundo ensaio foi construida a curva final onde foram
testados os biotipos suscetivel e resistente contendo as seguintes concentragdes: O;
0,225; 0,45; 0,9; 1,8; 3,6; 7,2 e 14,4uM.
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Os tubos foram inoculados com um afilho de capim-arroz com 2cm de
comprimento por tubo, em camara de fluxo laminar, com 12 repeticdes.
Posteriormente, o material foi levado para camara de crescimento, com fotoperiodo
16/8 horas de luz/escuro, e temperatura de 24°C durante todo o periodo do
experimento.

As variaveis analisadas foram a porcentagem de controle e crescimento de
explantes, aos 5 e 10 dias apdés a inoculacdo dos tratamentos (DAI). Foram
considerados explantes mortos, aqueles que nao apresentaram desenvolvimento
normal e nenhuma brotacéo, diferindo da testemunha (concentracdo zero). Os tubos
gue apresentaram contaminacdo de explante, tendo seu crescimento comprometido
pela acéo do patdégeno, ndo foram contabilizados (12%). Apds as ultimas avaliacdes de
controle em cada ensaio, foi avaliado o comprimento dos explantes (cm) mensurando
da base até o apice do afilho (apresentados em porcentagem de crescimento em
relacéo a testemunha, no ultimo ensaio).

Em relacdo ao crescimento dos afilhos no meio de cultivo, foi observado que
um intumescimento de aproximadamente 1cm se formava possivelmente devido as
reservas armazenadas, portanto, os afilhos que apresentaram apenas este
intumescimento inicial, sem a emissao de novas folhas, foram considerados mortos
com controle eficiente pelo herbicida.

Os dados foram submetidos a analise da variancia (p<0,05) e, em caso de
significancia, foram analisados por regressédo sigmoidal logistica, no primeiro ensaio.
No segundo ensaio o fator biotipo foi comparado por teste t (p<0,05) e o fator
concentracao por regressao exponencial Unica de trés parametros, conforme segue:

Y=y0O+a(l-e™®
Onde: y = porcentagem de controle; x = concentragcdo do herbicida; e, a, y0O e b =
parametros da equacao. O fator de resisténcia (FR) foi calculado pela relacédo R/S, que
corresponde a divisdo do Cso (concentracdo necessaria para obter 50% de controle)

do bidtipo resistente pelo Cso do bidtipo suscetivel.

3.3 Resultados e Discussao

Os resultados e discussdo de cada experimento seguem a ordem
estabelecida no material e métodos.
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3.3.1 Deteccao de bidtipos de capim-arroz suscetivel e resistente a ALS

Apés andlise dos dados observou-se que dos 17 bibtipos, seis (35%)
apresentaram resisténcia ao herbicida imazapir+imazapique. Constatou-se que a
dose de 140g.p.c.ha! de imazapir+imazapique controlou 65% dos biétipos de capim-
arroz com suspeita de resisténcia, quando aplicados no estadio de trés a quatro
folhas (Tabela 4).

Tabela 4 - Localizacdo geografica e resposta de bibtipos de capim-arroz a aplicacdo de

imazapir+imazapique aos 28 dias ap6s o tratamento (DAT). FAEM/UFPel, Capédo do
Ledo/RS, 2017.

Biotipo Municipio Coordenadas - Resposta
Latitude Longitude Imazapir+imazapique

CSA Cachoeirinha 29° 57’ 05” 51° 06’ 50” 0!

CSB Cachoeirinha 29° 57° 03” 51° 07’ 01” 0

CsC Cachoeirinha 29° 57’ 05” 51° 06’ 50” 0
CSC5 Cachoeirinha 29° 57’ 05” 51° 06’ 50” 0

CSs2 Arroio Grande 32° 19 23" 52° 57 34” 0

Cs7 Arroio Grande 32° 19 20" 52° 57’ 22” 0

CS8 Arroio Grande 32°19' 15” 52° 57’ 04" 0

CR1 Arroio Grande 32° 19 05” 52° 57’ 44" 0

CR2 Arroio Grande 32° 19 53” 52° 57 14” 0

CR3 Arroio Grande 32° 19’ 55” 52° 57’ 54” 0

CR4 Arroio Grande 32° 19’ 03” 52° 57° 10” 1

CR6 Arroio Grande 32°19 12 52° 57’ 09” 1

CR8 Arroio Grande 32°19' 11” 52° 57 17" 1

CR9 Arroio Grande 32° 19 29" 52° 57’ 47” 0
CR10 Arroio Grande 32° 19 09” 52° 57 16” 1

CRA Santa Vitéria do Palmar 33° 35 37" 53° 20’ 47~ 1

CRB Santa Vit6ria do Palmar 33° 35 37” 53° 20 47" 1

10=suscetivel ou 1=resistente

Neste experimento utilizou-se a maior dose recomendada do herbicida
imazapir+imazapique (AGROFIT, 2018) para controle da espécie, uma vez que para
classificar uma planta como resistente, ela devera sobreviver e se reproduzir ap6s
exposicao a dose de registro do produto para controle da espécie, obedecendo aos
critérios de aplicacéo (estadio vegetativo indicado, condi¢des de clima, entre outros)
(GAZZIERO et al., 2009).

Os resultados deste experimento permitiram identificar seis bidtipos
resistentes, que apresentaram sobrevivéncia apds a aplicacdo do herbicida, dos
quais, o bidtipo CRA foi selecionado para ser o bidtipo resistente nos experimentos

seguintes. Os demais bibdtipos foram considerados suscetiveis pois nao



45

apresentaram plantas vivas apds a aplicacdo do tratamento, sendo que o bibtipo
CSB foi escolhido como o biotipo suscetivel a ser utilizado no experimento in vitro
pela maior disponibilidade e qualidade das sementes.

Os testes de resisténcia que envolvem experimentos em casa de vegetacao
com aplicacdo de herbicidas ainda sdo os métodos mais empregados para
confirmacédo da resisténcia. Estes tipos de ensaios sao a simulacdo mais proxima
da condicdo de crescimento das plantas no campo e também podem detectar a
resisténcia com menor custo, independentemente do mecanismo de acdo do
herbicida (BURGOS, 2015), se comparado com testes moleculares ou de atividade
de enzimas. Esta metodologia de deteccdo de bidtipos resistentes em casa de
vegetacdo, embora seja a mais utilizada, € a mais demorada e é aplicada para
amostras que apenas séo obtidas no final do ciclo da planta (BECKIE et al., 2000).

3.3.2 Selecdo de meio de cultura para a regeneracéao in vitro de capim-arroz

N&o se verificou interacdo entre os fatores meio de cultura e regulador de
crescimento para a variavel comprimento da parte aérea do explante (dados nao
apresentados). Observou-se efeito simples de regulador de crescimento para as
variaveis porcentagem de crescimento e comprimento da raiz (Tabela 5). Como néo
houve significancia entre os meios, definiu-se pelo uso do meio MS 50% para o
seguinte experimento in vitro, jA que o desenvolvimento dos explantes foi similar
com menor uso de reagentes.

Em relacdo ao fator regulador de crescimento, constatou-se que a maior
porcentagem de crescimento ocorreu no meio com a presenca do horménio (Tabela

5), portanto, o BAP aumentou o numero de brota¢gdes de capim-arroz.

Tabela 5 - Porcentagem de crescimento e comprimento da raiz de explantes de capim-arroz
avaliados visualmente aos 14 dias apds inoculagdo no meio de cultura. FAEM/UFPel,
Capéo do Ledo/RS, 2016.

Tratamento Crescimento (%) Comprimento da raiz (cm)
Com BAP 65,00 At 0,89 A
Sem BAP 45,00 B 0,25 A
CV (%) 48,91 44,20

1 Médias seguidas por letras mailsculas distintas, comparadas na coluna, diferem entre si pelo teste t
(p=0,05).
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Com o uso do regulador na concentracdo de 1mg L%, observou-se valor
superior no comprimento da raiz em relagdo ao tratamento sem o hormonio,
entretanto, estes valores ndo diferiram estatisticamente (Tabela 5). Respostas
similares foram observadas no comprimento de brotacdes em cultivo in vitro de
plantas de arroz, onde o aumento da concentracdo de BAP resultou nas maiores
médias de regeneracdo e numero de brotacdes, porém houve decréscimo
acentuado no comprimento dos brotos (REY et al., 2009).

Os valores de porcentagem de crescimento do explante e comprimento da
raiz observados no tratamento com BAP, podem ser atribuidos a atividade das
citocininas na promocao da expansao foliar, ocorrendo aumento no crescimento dos
explantes. Isso pode ter ocorrido em razdo da alteracdo morfologica nas folhas, ja
que o BAP promove aumento na expansao foliar e na formacdo do aparelho
fotossintético (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Estudos relacionados ao efeito de reguladores de crescimento, demonstraram
que concentracdes minimas de BAP podem favorecer a regeneracdo de brotos em
meristemas e apices caulinares de plantas de arroz usados como explantes em
cultivo in vitro (AROCKIASAMY; IGNACIMUTHU, 2007). Em monocotiledoneas,
como a cana-de-aclcar, a concentracdo de 5mg L? de BAP induziu as maiores
meédias de regeneracdo de brotos por explante (FRANKLIN et al., 2006), ou seja,
quanto maior a concentracdo do regulador utilizada, maior o numero de brotacfes
induzidas e menor o comprimento das mesmas. Portanto, a concentracao utilizada
neste experimento (Img L), considerada relativamente baixa, proporcionou
estimulo suficiente para auxiliar no crescimento da parte aérea e raizes de explantes
de capim-arroz.

Hipotetiza-se que para melhor verificagdo do efeito desta citocinina sintética
no cultivo in vitro de capim-arroz sejam necessarios estudos com maior variacdo de

concentracdes do regulador aplicadas ao meio de cultura.

3.3.3 Curva de dose resposta in vitro para biétipos de capim-arroz suscetivel e

resistente a ALS

No primeiro ensaio, para a variavel controle do capim-arroz suscetivel, o
modelo de regressdo que se ajustou foi o sigmoidal logistico, com valores de

coeficiente de determinacdo (R?) de 0,86 a 0,99 (Figura 6A e B) e para o
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comprimento dos explantes o modelo que se ajustou foi 0 exponencial de trés
parametros com valor de R? de 0,98 (Figura 6C).

Estudos com cultivo de plantulas de Lolium spp. em meio com adicdo de
herbicidas inibidores da ALS, demonstraram que as concentragdes necessarias para
controle satisfatorio do bidtipo suscetivel, encontravam-se entre 0,1 e 1uM,
(KAUNDUN et. al., 2011). Com base nestes resultados, optou-se por elaborar
diretamente a curva com as concentracdes entre 0,3 e 4,8uM, sem ser necesséria a
execugdo da curva inicial com concentracdes em escala logaritimica (0; 0,01; 0,1; 1;
10 e 100uM).

Aos cinco dias ap0s a inoculagéo (DAI), observou-se valores de controle em
torno de 70% nas concentracdes 0,6; 1,2 e 4,8uM que nao diferiram entre si pelo
intervalo de confianga. Observou-se uma discrepancia na concentracao 2,4uM com
valor de controle em torno de 95%, diferindo-se das demais pelo intervalo (Figura
5A). Ja na segunda época de avaliacdo, os valores de controle ndo apresentaram a
mesma discrepancia, o que pode ser explicado pelo melhor desenvolvimento dos
sintomas do herbicida aos 10 DAI (Figura 6B).

Na segunda época, foi observado controle de 100% dos explantes no
intervalo entre 1,2 e 4,8uM, néo diferindo entre si, e as concentracdes 0,3 e 0,6uM
atingiram valores maximos de controle de 66,7 e 87,5%, respectivamente (Figura
6B). No mesmo intervalo de concentracdes, observou-se inibicdo do comprimento
dos explantes, resultando na queda exponencial desta variavel (Figura 6C). A partir
dos valores dos parametros da equacgdo para a segunda época de avaliacdo, a
concentracéo estabelecida para o controle de 95% do biétipo suscetivel foi 0,9uM.

Em testes rapidos de resisténcia com cultivo de plantulas de Lolium spp. em
meio com adi¢ao de iodosulfuron+mesosulfuron a morte das plantulas suscetiveis foi
observada com concentracdes proximas de 0,1uM e a diferenca entre os biotipos
resistentes e suscetiveis pode ser identificada aos 10 dias apés o tratamento.
(KAUNDUN et. al., 2011). Entretanto, o uso de plantulas pode resultar em maior
controle mesmo com concentra¢cdes bem baixas, ja que as plantas em estadio de
desenvolvimento inicial sdo mais suscetiveis a acao de herbicidas, do que os afilhos
adultos utilizados neste estudo.
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Figura 6 - Controle visual (%) de explantes de capim-arroz suscetivel ao imazapir+imazapique, em
funcdo de diferentes concentracdes do herbicida aos 5 (A) e 10 (B) dias apds a
inoculacao dos tratamentos (DAI) e comprimento da parte aérea dos explantes (C) aos 10
DAI. FAEM/UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2018. Barras de erro correspondem ao intervalo
de confianga em 95% de probabilidade de erro.

No presente ensaio, buscou-se obter a concentracdo de herbicida em uM,
adicionada ao meio de cultura para obter o controle mais proximo do valor de
controle numa situagéo de aplicagdo da dose recomendada a campo (“concentragdo
eficiente”). Portanto, a concentragdo determinada como sendo a eficiente foi 0,9uM,
que foi testada juntamente com as demais concentracdes para os dois bidtipos no
segundo ensaio de curva de dose resposta.

No segundo ensaio, verificou-se interacdo entre os fatores bibtipos e
concentracbes do herbicida imazapir+timazapique para todas as variaveis. A
equacao que se ajustou ao controle dos explantes foi de regressdo exponencial de
trés parametros, sendo que os valores de R? variaram de 0,89 a 0,97 e 0,81 a 0,84,
para os bibtipos suscetivel e resistente, respectivamente, nas duas épocas de

avaliacao (Figura 7A e B). De modo similar, a equacao exponencial ajustou-se ao
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crescimento dos explantes, com valores de R? de 0,82 a 0,96 em funcéo de bidtipo

(Figura 7C), demonstrando ajuste satisfatorio dos dados aos modelos.
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Figura 7 - Controle visual (%) de explantes de capim-arroz suscetivel (Sus) e resistente (Res) ao
imazapir+imazapique, em funcéo de diferentes concentracfes do herbicida aos 5 (A) e 10
(B) dias apds a inoculacdo dos tratamentos (DAI) e crescimento da parte aérea dos
explantes (C) aos 10 DAI. FAEM/UFPel, Capdo do Le&o/RS, 2018. Barras de erro
correspondem ao intervalo de confianga em 95% de probabilidade de erro.

As equacOes construidas com os valores de controle, em resposta as
concentracbes crescentes do herbicida imazapir+imazapique, comprovam que 0S
biétipos de capim-arroz suscetivel e resistente respondem de modo diferente ao
herbicida no teste in vitro, nas duas épocas de avaliacao.

Aos cinco DAI, para o biotipo suscetivel, o controle maximo observado foi
em torno de 55% para as concentragdes 1,8 e 3,6 M, que nao diferiram entre si pelo
intervalo de confiangca, e as maiores concentragbes da curva (7,2 e 14,4uM)
apresentaram controle inferior, em torno de 45%, n&o diferindo entre si. Cabe
ressaltar que nesta época de avaliacdo os sintomas do herbicida podem estar

apenas em fase inicial, 0 que explica esta discrepancia nos valores de controle do
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biétipo suscetivel (Figura 7A). Para o bibtipo resistente, ndo houve diferenca nos
valores de controle no intervalo de concentracbes entre 0,45 e 14,4uM, pelo
intervalo de confianga, apresentando média de controle em torno de 27% (Figura
7A). Nesta época, nenhuma das concentra¢cdes da curva foi suficiente para atingir
controle de 50%, o que ndo permitiu calcular o FR.

Aos dez DAI, os valores de controle do bibtipo suscetivel foram muito
superiores, ndo apresentando diferencas no controle para o intervalo de
concentracbes de 1,8 a 14,4%, que atingiu 100%. Para o mesmo biétipo, as
concentracbes 0,45 e 0,9uM proporcionaram controle em torno de 85%, nao
diferindo-se pelo intervalo de confianca (Figura 7B). Para o biétipo resistente, foi
observado controle em torno de 45% no intervalo de concentracdes de 0,45 a
7,2uM, que nao diferiram entre si pelo intervalo de confianga. Apenas na maior
concentracdo da curva (14,4uM) o controle do bidtipo resistente atingiu 72%,
diferindo-se das demais concentracdes (Figura 7B). Nesta época de avaliacéo foi
necesséario 0,16uM do herbicida para 50% de controle do bi6tipo suscetivel,
enquanto que para o resistente foi necesséario 1,03uM, desta forma, o FR foi igual a
6,4 evidenciando que o bidtipo CRA (Res) possui resisténcia de nivel baixo ao
herbicida imazapir+imazapique.

Em testes rapidos de resisténcia de capim-arroz, cultivando afilhos em
solugdo com concentracdes do herbicida imazapir+imazapique, foram observados
niveis de controle de 90% para o biétipo suscetivel e de 18% para o resistente, na
concentracdo de 0,000mM (equivalente a 1uM), bem proxima ao valor de
concentracéo eficiente utilizado neste estudo (MATZENBACHER et al., 2013).

Para a variavel crescimento, verificou-se decréscimo conforme o aumento
das concentracbes de herbicida aplicadas, sendo observado, para o biotipo
suscetivel, diminuicdo de 60% no crescimento jA na primeira concentracédo
(0,225uM) diferindo da testemunha. Observou-se interrup¢cdo do crescimento do
explante a partir do intervalo de concentracbes de 1,8 a 14,4uM, as quais nao se
diferiram (Figura 7C). Para o bidtipo resistente ndo foi observada esta inibigdo no
crescimento, houve diminuigéo gradativa com o aumento das concentracdes, sendo
que a testemunha e a concentragédo 0,225uM apresentaram as maiores médias. A
menor média foi observada para a concentracédo 14,4uM, com 41,5% de crescimento

em relacdo a testemunha, diferindo-se dos demais tratamentos (Figura 7C).
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Ao comparar os biétipos em cada concentracdo, observa-se que aos 5DAI,
0s bidtipos apenas diferiram-se a partir de 1,8uM (Tabela 6). Na segunda época de
avaliagdo e para a variavel crescimento, os biotipos diferiram-se jA na primeira
concentracdo do ensaio (Tabela 6). Portanto, pelo teste t, os biétipos podem ser
discriminados pelas concentracdes 1,8uM (5DAI) e 0,225uM (10 DAI), embora estas
concentracfes nao proporcionem controle de 95% do biotipo suscetivel, como se
espera com uso de imazapir+imazapique para controle de capim-arroz, conforme
recomendacdes da cultura do arroz irrigado (RECOMENDAGCOES, 2016).

Tabela 6 - Controle visual (%) de explantes de capim-arroz suscetivel (Sus) e resistente (Res) ao
imazapir+imazapique em diferentes concentragcbes do herbicida aos 5 e 10 DAI e
crescimento da parte aérea dos explantes aos 10 DAI. FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS,

2018.

Controle (%) Crescimento (%)

Concentragéo (uM) 5 DA 10 DAF Sus Res

Sus Res Sus Res

0,0 5,5ns 55 00,0 ms 00,0 100,0ms 100,0

0,225 30,0 10,0 62,5" 27,3 41,8 98,5

0,45 40,0 ms 25,0 813" 40,0 298" 80,0

0,9 40,9 25,0 85,0" 45,8 298" 80,0

1,8 545" 25,0 100,0" 45,8 179" 78,5

3,6 55,0~ 25,0 100,0" 45,8 149" 76,9

7,2 450" 25,0 100,0" 45,8 13,4~ 73,8

14,4 45,5 s 27,3 100,0" 72,7 134" 41,5

C.V. (%) 74,3 50,3 8,4

1 Dias ap6s a inoculagdo; " ndo significativo e " significativo pelo teste t (p<0,05) na mesma linha,
dentro de cada época de avaliacéo.

Vale ressaltar que, para melhor eficiéncia do teste, a obtencdo da resposta
ainda aos cinco dias apos a inoculagcéo, € de extrema importancia. Em termos de
produtividade de graos, cinco dias podem significar uma grande diferenga, pois
guanto maior o periodo que a cultura convive com a planta daninha maiores serao
0s danos ocasionados a produtividade de gréaos (SILVA, et al., 2009; FURTADO, et
al., 2012). Outro fator de extrema importancia é o tempo disponivel para a tomada
de decisdo em efetuar o controle alternativo em fung¢ao do resultado do teste. Dez
dias para obtencdo da resposta pode ser um periodo bastante prolongado,
possibilitando que a planta resistente rebrote, atinja um estadio de desenvolvimento

no qual ja ndo possa mais ser controlada com outros herbicidas e assim sobreviva a
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novas tentativas de controle quimico, se reproduzindo, reinfestando o banco de
sementes e aumentando a populacéo resistente da area.

Neste ensaio, para a segunda época de avaliacdo, a concentracao de 0,9uM
considerada concentracao eficiente, foi discriminadora do comportamento diferencial
entre bidtipos, pois resultou em elevada eficiéncia de controle do biétipo suscetivel e
niveis de controle muito baixos do bidtipo resistente. Entretanto, com a utilizacao de
concentragbes 16 vezes superiores a concentragdo eficiente, os niveis de controle
do bidtipo resistente atingiram 72,7%. Esta resposta a maior concentracdo do
ensaio, possivelmente se relacionou ao mecanismo de resisténcia deste bibtipo que
provavelmente ndo é relacionado ao local de acao, por ter apresentado aumento no
controle na maior concentracao testada. Sugere-se, portanto, que o mecanismo de
resisténcia do bidtipo estudado seja a metabolizacdo acentuada do herbicida, ndo
podendo afirmar ser este o Unico mecanismo envolvido.

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas € processo em evolucéao,
onde sua dindmica e seu impacto sdo dependentes de alguns fatores, por exemplo:
genético (numero e frequéncia de genes de resisténcia), biologia das espécies de
plantas (capacidade de producdo de sementes), herbicidas (sitio de agéo, atividade
residual) e operacionais (dose do herbicida, habilidade do operador) (POWLES; YU,
2010). Como os herbicidas sdo selecionadores dos bibtipos resistentes, a
intensidade de selecdo depende do numero de anos de uso de produtos com o
mesmo mecanismo de a¢do em determinada area (VIDAL et al., 2006).

Controvérsias sobre a definicdo de resisténcia resultam de diferentes pontos
de vista sobre a variacdo natural nas populacdes de plantas daninhas e o que é
classificado como nivel baixo de resisténcia. Em casos marginais de resisténcia, um
bidtipo que geralmente sobrevive a aplicacdo em condicbes de campo, pode
sucumbir & dose recomendada, sob condi¢cdes de casa de vegetacdo ou em testes
de laborat6rio como este. Isto pode ocorrer porque a dose recomendada, em tais
condi¢cbes (casa de vegetacdo ou camara de crescimento), frequentemente, € muito
mais efetiva sobre as plantas daninhas do que quando o herbicida é aplicado sob
condi¢cbes de campo (GAZZIERO et al., 2009).

Para este teste in vitro, é de grande importancia considerar que o0 movimento
do herbicida do meio de cultura para o seu local de acdo no explante, ndo atravessa

as mesmas barreiras que se encontram numa situacao de pulverizacdo a campo. No
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teste o produto é absorvido diretamente no sistema vascular da planta enquanto que
a campo o herbicida precisa chegar ao local de acéo via absorcéo foliar ou radicular,
em alguns casos. Portanto, se a planta daninha possuir resisténcia relacionada a
absorcdo diminuida do produto ou até mesmo baixa translocacdo, este é
provavelmente um mecanismo de resisténcia no qual ela ndo apresentara
resisténcia no teste in vitro, portanto ndo poderia ser aplicado o teste para estes
casos. Deve-se atentar ao mecanismo de resisténcia que o bidtipo apresenta para a
aplicacdo deste teste, pois a eficiéncia do mesmo esta diretamente relacionada a
herbicidas sistémicos e em casos de resisténcia que ndo envolvam absorcao
diminuida do herbicida.

Estudos relacionados ao cultivo de plantas daninhas e uso de herbicidas in
vitro, sdo bastante limitados bem como as informagdes relacionadas ao movimento
destas moléculas no meio de cultura para o explante. Portanto € de grande
importancia que mais estudos sejam realizados com plantas daninhas e herbicidas
in vitro, para se obter mais informagdes. Desta forma, outros herbicidas e
concentragbes podem ser utilizados e diferentes mecanismos de resisténcia de
plantas daninhas podem ser testados, ampliando a aplicacdo do teste. Tais
informacBes sdo de grande importancia para que alternativas de manejo da
resisténcia do capim-arroz possam ser planejadas rapidamente, afim de evitar a

disseminacgéo da resisténcia da espécie.

3.4 Conclusdes

Cerca de um terco dos bibtipos testados é considerado resistente.

O meio de cultivo MS 50% com adigdo de benzilaminopurina proporciona
melhor crescimento de explantes de capim-arroz.

O método de cultivo in vitro permite detectar bibtipos de capim-arroz
resistente a herbicidas inibidores de ALS.

A concentracdo necessaria para controle satisfatorio de plantas suscetiveis
de capim-arroz cultivadas in vitro e que discrimina com eficiéncia os bidtipos

suscetivel e resistente, € 0,9uM de imazapir+imazapique.



4 CAPITULO lll - Deteccéo de bidtipo de arroz daninho resistente a herbicida
inibidor da ALS pelo método de cultivo in vitro

4.1 Introducao

O arroz é um dos cereais mais importantes produzidos no mundo, de grande
relevancia na alimentacdo humana, juntamente com trigo e milho. Na safra 2016/17,
a area cultivada com arroz na regiao centro-sul do pais, responsavel por mais de
80% da producédo nacional de arroz, foi de 1.451,0 mil hectares com producéo de
10.011,9 mil toneladas e produtividade média de 6.958 kg ha' (CONAB, 2018).

Apesar da utilizacdo de tecnologia como insumos e cultivares com alto
potencial produtivo, essa produtividade estd aquém daquela alcancada em areas de
pesquisa. Isso € resultado de varios fatores, como qualidade das sementes,
interferindo no estabelecimento da lavoura; manejo da cultura e de pragas (insetos,
doencas e plantas daninhas) o que altera negativamente o crescimento e
desenvolvimento causando prejuizos quantitativos e qualitativos a producédo de
graos (ARGENTA et al., 2003).

A presenca de plantas daninhas em lavouras de arroz acarreta prejuizos
diretos e indiretos, devido a competicdo por recursos com a cultura ou servindo de
hospedeiros alternativos de pragas e doencas (CONCENCO et al.,, 2014). Esta
interferéncia causada pelas plantas daninhas pode comprometer a expressao do
potencial de produtividade das culturas, sendo as perdas médias na produtividade
do arroz pela presenca de infestantes estimadas entre 40 a 60%, podendo chegar
até 96% quando nao se tem o controle das mesmas (CHAUHAN; JOHNSON, 2011).

Algumas espécies de plantas daninhas, devido a sua semelhanca
morfofisiolégica com a cultura do arroz, tornam-se de dificil controle com o uso de

herbicidas, uma vez que ao controlar as mesmas, tém-se elevadas injarias a cultura.
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Aliado ao controle dificil, por pertencer a mesma familia botanica, o arroz daninho
(Oryza sativa) se torna a espécie que mais causa danos a cultura, interferindo na
produtividade, diminuindo os lucros, aumentando o0s custos de producdo e
depreciando o produto final (FLECK et al., 2008).

O controle desta espécie foi feito durante um certo tempo pela aplicacdo de
herbicidas seletivos a cultura do arroz, como imazapir+imazapique e imazetapir, em
funcdo da introducdo da tecnologia Clearfield®. Estes herbicidas apresentam alta
especificidade com a enzima alvo, acetolactato sintase (ALS), caracteristica que
favoreceu a selecdo de plantas daninhas resistentes (HEAP, 2018). Em funcéo
desta ter sido a Unica tecnologia disponivel para controle seletivo em pos
emergéncia, evidenciou-se o uso repetitivo dos herbicidas inibidores de ALS, pratica
que favoreceu a evolugao da resisténcia de arroz daninho.

Para um controle quimico adequado e correto, 0 manejo da resisténcia de
arroz daninho a ALS torna-se cada vez mais importante, assim como a deteccao
rapida destas plantas resistentes na lavoura de arroz. Em monocotiledéneas foi
desenvolvido um teste rapido de resisténcia para inibidores da ALS e ACCase
(KAUNDUN et al., 2011), o qual utiliza o cultivo de plantulas em solugcédo agua+agar
com adicado de herbicidas. Este método € mais rapido que os testes tradicionais de
casa de vegetacédo, porém depende da producédo de sementes da planta mae.

A deteccao da resisténcia de biétipos de arroz daninho durante o cultivo do
arroz, se torna necessaria para auxiliar na tomada de decisdo de estratégias
alternativas de manejo, permitindo o controle das populacbes e evitando a
disseminacgdo de bibtipos resistentes para outras areas. Uma forma mais rapida de
verificar a resisténcia de monocotiledéneas a ALS, é pela utilizacdo do cultivo in vitro
com afilhos provenientes da planta mée resistente. Com o método de cultivo in vitro,
a praticidade e rapidez do teste se torna ainda maior, pois 0 tempo para a
confirmacéo da resisténcia dos biotipos a ALS pode ser reduzido para até 5 dias.

Os objetivos do trabalho foram detectar biétipos de arroz daninho resistentes
e suscetiveis a ALS em lavouras de arroz da regidao sul do RS; determinar a
concentracdo do herbicida imazapir+imazapique necessaria para 95% de controle da
populacdo do bidtipo suscetivel; avaliar o crescimento dos explantes resistentes e
suscetiveis submetidos a diferentes concentracfes do herbicida

imazapir+imazapique; e, determinar a  concentragdo  do herbicida
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imazapir+imazapique adicionada ao meio em que € possivel distinguir planta

suscetivel de resistente.

4.2 Material e Métodos

Para obtencdo da concentracdo de herbicida necessaria para o teste de
resisténcia de arroz daninho em meio de cultivo in vitro, realizaram-se dois
experimentos. O primeiro consistiu na coleta de sementes e detec¢do dos bibtipos
resistentes e suscetiveis a serem utilizados no teste in vitro. O segundo experimento
foi composto por ensaios de curvas de dose resposta de biétipos de arroz daninho

suscetivel e resistente ao herbicida imazapir+imazapique no cultivo in vitro.

4.2.1 Deteccgao de biotipos de arroz daninho suscetiveis e resistentes a ALS.

Sementes de arroz daninho que sobreviveram a aplicacdes de herbicidas
inibidores da enzima ALS foram coletadas em lavouras de arroz do Estado do Rio
Grande do Sul. Cada ponto amostrado, identificado por coordenadas geodésicas
através do Global Positioning System (GPS), correspondeu as sementes
provenientes de uma planta, identificada por técnicos como plantas que
sobreviveram a aplicacdo de herbicidas inibidores da ALS.

Foram coletadas sete amostras de sementes nos municipios de Arroio
Grande, Cachoeirinha e Cachoeira do Sul, as quais foram limpas, identificadas e
armazenadas em camara fria (15°C) no Laboratorio Didatico de Analise de
Sementes (LDAS) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) localizado no
Municipio de Capéao do Le&do — RS.

Para comprovacdo da resisténcia e escolha dos bibtipos suscetivel e
resistente para os testes in vitro, foi realizado experimento no periodo de novembro
de 2016 a janeiro de 2017, em casa de vegetacdo do Centro de Herbologia
(CEHERB) da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, da Universidade Federal de
Pelotas (FAEM/UFPel), no Municipio de Capao do Ledo — RS. O delineamento
experimental, aplicacdo dos tratamentos e avaliagbes de controle foram realizadas

da mesma forma como descrito no Capitulo II.
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4.2.2 Curva de dose resposta in vitro para biétipos de arroz daninho suscetivel
e resistente a ALS

Os ensaios foram realizados no periodo compreendido entre outubro de 2017
e janeiro de 2018, em casa de vegetacdo e camara de crescimento do Laboratoério
de Cultura de Tecidos pertencente ao Centro de Herbologia da Faculdade de
Agronomia  Eliseu  Maciel da  Universidade Federal de  Pelotas
(CEHERB/FAEM/UFPel). O material utilizado neste estudo foi proveniente dos
biétipos testados no estudo preliminar descrito no item 4.2.1, onde foram escolhidos,
um bidtipo suscetivel (AVSC) e outro resistente (AVRA). Estes biotipos foram
semeados novamente e cultivados até estadio de desenvolvimento aproximado de
V9 e, ap0s atingirem este estadio, realizou-se a coleta dos afilhos, desinfestacdo do
material e inoculacdo no meio de cultura com herbicida. A desinfestacao dos afilhos,
preparo do meio, adicdo das concentracdes do herbicida, inoculacéo, condi¢cdes de
conducdo dos ensaios e avaliacdes dos explantes, foram realizadas da mesma
forma como descrito no Capitulo Il, porém o meio utilizado para regeneracgao in vitro
de arroz daninho, foi 0 meio MS 100%, sem a adicdo de BAP (REY et al., 2009).
Para os afilhos que apresentaram apenas intumescimento de 1cm, que se deve as
reservas de energia da planta, sem a emissao de novas folhas, seu crescimento foi
considerado interrompido pela acdo do herbicida, e a porcentagem de explantes
contaminados (excluidos e ndo contabilizados) em todo o experimento foi de 13,5%.

No primeiro ensaio, as concentracdes para a curva dose resposta do biotipo
suscetivel, seguiu escala exponencial de 0,3; 0,6; 1,2; 2,4 e 4,8uM e testemunha sem
aplicacao, correspondendo a concentracdo 0. Com os resultados desta curva e
parametros da equacdo gerada, pode-se obter a concentragdo necessaria para o
controle de 95% das plantas suscetiveis, e assim, construir a segunda curva com 0s
dois bidtipos, suscetivel e resistente. No segundo ensaio foi construida a curva final
onde foram testados os biGtipos suscetivel e resistente contendo as seguintes
concentracdes: 0; 0,325; 0,65; 1,3; 2,6; 5,2; 10,4 e 20,8uM.

Os dados foram submetidos a analise da variancia (p<0,05) e, em caso de
significancia, analisados por regressado sigmoidal logistica no primeiro ensaio. No
segundo ensaio o fator bidtipo foi comparado por teste t (p<0,05) e o fator
concentracdo por regressao exponencial Unica de trés parametros, conforme segue:

Y=y0O+a(l-e™®X
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Onde: y = porcentagem de controle; x = concentracdo do herbicida; e, a, y0 e b =
parametros da equacdo. O fator de resisténcia (FR) foi calculado pela relacdo
Resistente/Suscetivel (R/S), que corresponde a divisdo do Cso (concentracéo
necessaria para obter 50% de controle) do bidtipo resistente pelo Cso do bi6tipo

suscetivel.

4.3 Resultados e Discussao

Os resultados e discussdo de cada experimento seguem a ordem

estabelecida no material e métodos.

4.3.1 Deteccao de biotipos de arroz daninho suscetivel e resistente a ALS

A andlise dos dados mostrou que dos sete bibtipos testados, quatro (57%)
apresentaram resisténcia ao herbicida imazapir+imazapique, sendo que 0s trés
biétipos restantes mostraram suscetibilidade ao herbicida (Tabela 7).

Tabela 7 - Localizagdo geografica e resposta de biodtipos de arroz daninho a aplicagdo de

imazapir+imazapique aos 28 dias ap6s o tratamento (DAT). FAEM/UFPel, Capdo do
Ledo/RS, 2017.

L L Coordenadas Resposta
Biodtipo Municipio . L .
Latitude Longitude Imazapir+imazapique
AVO07 Arroio Grande 32° 19 06~ 52° 57 01” 1t
AVSC Cachoeirinha 29° 57’ 05” 51° 08’ 02” 0
AV04 Arroio Grande 32° 19 30” 52° 54’ 21” 0
AV09 Arroio Grande 32°19'41” 52° 54’ 31” 1
AV03 Arroio Grande 32° 19’ 20” 52° 57’ 16” 0
AVRA Cachoeira do Sul 30° 05’ 40” 52° 54’ 12” 1
AVRB Cachoeira do Sul 30° 05’ 43” 52° 54’ 59” 1

10=suscetivel ou 1=resistente

Neste experimento foi utilizada a maior dose recomendada do herbicida
imazapir+imazapique para o controle dos bidtipos de arroz daninho, pois para a
planta ser considerada resistente ela deve sobreviver e se reproduzir apos
exposicdo a dose de registro do produto para controle da espécie, obedecendo
critérios de aplicagdo como estadio vegetativo e condi¢des de clima (GAZZIERO et
al., 2009; AGROFIT, 2018).

Os resultados deste experimento permitiram identificar quatro bibtipos
resistentes que apresentaram sobrevivéncia apds o tratamento, dos quais, o biétipo
AVRA foi selecionado para ser o biétipo resistente nos experimentos seguintes. Os
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demais bidtipos foram considerados suscetiveis pois ndo apresentaram plantas
vivas apoés a aplicacdo do herbicida, sendo que o biétipo AVSC foi escolhido como o
bidtipo suscetivel a ser utilizado nos ensaios in vitro em funcéo da disponibilidade de
sementes.

Este tipo de estudo conduzido em casa de vegetacdo para a deteccao de
bidtipos resistentes com aplicacéo de herbicidas, embora seja um método demorado
e aplicado para amostras que apenas sao obtidas no final do ciclo da planta, ainda é
0 mais empregado para a confirmagdo da resisténcia (BECKIE et al., 2000). Estes
ensaios simulam de forma mais proxima as condi¢cdes de campo em que a planta
estaria submetida e podem ser usados para detectar resisténcia em diferentes
mecanismos de acdo com menor custo (BURGOS, 2015), em relagao a testes de

laboratério a nivel molecular e de atividade enzimética.

4.3.2 Curva de dose resposta in vitro para biétipos de arroz daninho suscetivel
e resistente a ALS

No primeiro ensaio, 0 modelo de regressdo que melhor se ajustou a curva de
controle do arroz daninho foi o sigmoidal logistico, com valores de coeficiente de
determinacdo (R?) de 0,87 a 0,98 (Figura 8A e B), e, para o comprimento dos
explantes o modelo ajustado foi o exponencial de trés parametros com valor de R?
de 0,98 (Figura 8C).

Aos cinco dias ap6s a inoculacdo (DAI), observou-se controle bastante
baixo, mesmo na maior concentragdo utilizada (4,8uM), que proporcionou controle
de apenas 50% dos explantes, diferindo das demais, indicando o inicio do
aparecimento dos sintomas (Figura 8A). Aos dez DAI, os sintomas foram mais
visiveis e foi observado controle superior a 90% nas concentracdes 1,2; 2,4 e 4,8uM,
nao diferindo entre si (Figura 8B). Na mesma época, o comprimento dos explantes
diminuiu drasticamente com a aplicacdo das concentracdes, que nao diferiram entre
si. Apenas a testemunha, que apresentou a maior média (8,5cm), diferiu-se dos

demais tratamentos (Figura 8C).
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Figura 8 - Controle visual (%) de explantes de arroz daninho suscetivel ao imazapir+imazapique, em
funcao de diferentes concentragdes do herbicida aos 5 (A) e 10 (B) dias apés a inoculacéo
dos tratamentos (DAI) e comprimento da parte aérea dos explantes (C) aos 10 DAL
FAEM/UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2018. Barras de erro correspondem ao intervalo de
confianca em 95% de probabilidade de erro.

Com base em testes de resisténcia em monocotiledbneas, com uso de
concentracbes de herbicidas adicionadas no cultivo de afilhos de Echinochloa spp.
(MATZENBACHER et al., 2013), foram observados que as concentracdes para o
controle destas espécies encontravam-se no intervalo entre 0,1 e 1uM. No presente
estudo, buscou-se obter a concentracéo de herbicida em pM, adicionada ao meio de
cultura para obter o controle mais proximo do valor de controle numa situacdo de
aplicacdo da dose recomendada a campo (“‘concentragao eficiente”). Portanto, a
concentracdo determinada como sendo a “eficiente” foi 1,3uM, obtida pelos
parametros da equacdo de acordo com a segunda época de avaliacdo, que foi
testada juntamente com as demais concentracdes para os dois biétipos no segundo
ensaio de curva de dose resposta.
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No segundo ensaio, verificou-se interacdo entre os fatores biotipo e
concentracdo do herbicida para todas as variaveis. O modelo que melhor se ajustou
ao controle foi o de regressdo exponencial em ambas épocas de avaliacdo, sendo
que os valores de R? variaram de 0,96 a 0,99 e 0,91 a 0,92 para os bidtipos
suscetivel e resistente, respectivamente (Figura 9A e B). Para a variavel
crescimento, o modelo que se ajustou foi o exponencial de trés parametros com

valores de R? de 0,94 a 0,99 demonstrando ajuste satisfatério dos dados aos
modelos (Figura 9C).
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Figura 9 - Controle visual (%) de explantes de arroz daninho suscetivel (Sus) e resistente (Res) ao
imazapir+imazapique, em funcéo de diferentes concentracdes do herbicida aos 5 (A) e 10
(B) dias ap6s a inoculacdo dos tratamentos (DAI) e crescimento da parte aérea dos
explantes (C) aos 10 DAIl. FAEM/UFPel, Capdo do Le&o/RS, 2018. Barras de erro
correspondem ao intervalo de confianca em 95% de probabilidade de erro.

As equacOes construidas com os valores de controle, em resposta as
concentracbes crescentes do herbicida imazapir+imazapique, comprovam que 0S
bi6tipos de arroz daninho suscetivel e resistente respondem de modo diferente ao

herbicida no teste in vitro, nas duas épocas de avaliagdo.
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Aos cinco DAI para o biétipo suscetivel, observou-se controle superior a 87%
no intervalo de concentracdes de 0,65uM a 20,8uM sendo que estas nado diferiram
entre si. Para o bibtipo resistente, na mesma época, o intervalo de concentracdes de
0 a 5,2uM apresentou valores de controle maximo em torno de 18%, néo diferindo
entre si pelo intervalo de confianca (Figura 9A). Cabe ressaltar que nesta época de
avaliacdo, os afilhos se encontram ainda em desenvolvimento inicial podendo, num
mesmo tratamento, apresentar crescimento desuniforme ou ausente nos primeiros 5
dias, o que explica os valores de controle observados nas testemunhas de 41,7%
para o suscetivel e 11,1% para o resistente, mesmo na auséncia de herbicida
(Figura 9A).

Apenas aos dez DAI foi observado maior crescimento das duas testemunhas
(controle 0%), o que evidencia melhor desenvolvimento dos explantes nesta época
de avaliacdo (Figura 9B). Nesta mesma época, observou-se controle de 100% para
o biotipo suscetivel a partir da concentracdo 1,3uM, sendo que esta mesma resultou
em 0% de controle do bibtipo resistente (Figura 9B). Verificou-se que o bi6tipo
resistente apresentou 0% de controle no intervalo de concentragbes de 0 a 2,6uM,
sendo esta Ultima, correspondente a 2 vezes o valor da concentracdo eficiente.
Ademais, os valores maximos de controle observados para o biétipo resistente foram
de 27,3; 36,4 e 41,7% para as concentracdes 5,2; 10,4 e 20,8uM, nédo diferindo entre
si (Figura 9B). Em ambas épocas de avaliacdo, ndo foi possivel determinar a
concentracdo necessaria para o controle de 50% do biotipo resistente, uma vez que
os limites das curvas convergem para 44,19 e 47,42 na primeira e segunda
avaliacoes, respectivamente (Figura 9A e B).

Em testes de resisténcia a herbicidas inibidores da ALS com uso de cultivares
de arroz resistentes, suscetiveis e arroz daninho, por embebi¢cdo de sementes em
solugcdo de herbicida, foi observado que as melhores concentragcdes para
discriminagdo dos  biotipos, estavam entre 0,001 e 0, ImM de
imazetapir+imazapique, equivalentes a 1 e 100uM (ROSO; MEROTTO JR;
DELATORRE, 2010). No mesmo trabalho, foram testadas plantas resistentes e
suscetiveis na fase de plantula e afilhamento, onde as concentracbes necessarias
para diferenciar planta suscetivel de resistente foram em torno de 4mM (4000uM)
para plantula e 3mM (3000uM) para os afilhos (ROSO; MEROTTO JR.;
DELATORRE, 2010). Cabe ressaltar que, no referido estudo, as plantas utilizadas
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receberam a concentracdo de herbicida por interceptacdo radicular o que pode ter
resultado em concentracbes muito superiores a 1,3uM para confirmacdo de sua
resisténcia.

Para a varidvel crescimento observou-se inibicdo a partir da concentracéo
0,325uM, para o bidtipo suscetivel, sendo que a testemunha apresentou a maior
meédia de crescimento (100%) diferindo dos demais tratamentos (Figura 9C). Para o
bi6tipo resistente ndo foi observada a mesma inibicdo no crescimento, apenas
diminuicdo gradativa de acordo com o aumento das concentracdes (Figura 9C). As
maiores médias de crescimento foram observadas com 0,325 e 0,65uM, néo
diferindo da testemunha. Neste mesmo biétipo, a partir da concentracdo 10,4uM, foi
observada diminuicdo em torno de 65% no crescimento dos explantes, sendo que 0s
tratamentos 10,4 e 20,8uM apresentaram as menores médias, nao diferindo entre si
(Figura 9C).

Ao comparar os diferentes biétipos em cada concentracdo, observa-se
significancia em todo o intervalo de concentracfes, em ambas épocas e nos valores
de crescimento (Tabela 8). O que significa que, pelo teste t, os biétipos podem ser
discriminados ja na primeira concentracao (0,325uM) e primeira época de avaliacao,
embora esta ndo atinja controle de 95% do biétipo suscetivel, como se espera com
uso de imazapirtimazapique para controle de arroz daninho, conforme
recomendacdes técnicas da cultura do arroz irrigado (RECOMENDACOES, 2016).
Tabela 8 - Controle visual (%) de explantes de arroz daninho suscetivel (Sus) e resistente (Res) ao

Imazapir+lmazapique em diferentes concentragfes do herbicida aos 5 e 10 DAI e
crescimento da parte aérea dos explantes aos 10 DAI. FAEM/UFPel, Capédo do Ledo/RS,

2018.

Controle (%) Crescimento (%)

Concentragao (uM) 5 DA 10 DAF Sus Res

Sus Res Sus Res

0,0 41,7° 11,1 00,0 ms 00,0 100,0 s 100,0

0,325 818" 12,5 83,3" 00,0 21,2 92,5

0,65 875" 12,5 875" 00,0 151" 95,7

1,3 91,7" 13,6 100,0" 00,0 12,1 76,6

2,6 91,7" 16,7 100,0" 00,0 91" 80,8

52 95,5" 18,2 100,0" 27,3 12,1~ 60,6

10,4 100,0" 37,5 100,0" 36,4 91" 45,7

20,8 100,0" 37,5 100,0" 41,7 91" 48,9

C.V. (%) 43,3 37,6 7,6

" Dias ap6s a inoculagdo; ™ néo significativo e * significativo pelo teste t (p<0,05) na mesma linha,
dentro de cada época de avaliacao.
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Para melhor eficiéncia do teste, a obtencéo da resposta ainda aos cinco dias
apos a inoculacdo, € de grande importancia, pois quanto mais tempo a planta
daninha convive com a cultura, maior € o prejuizo na produtividade da lavoura. E
também de extrema importdncia o tempo necessario para a tomada de decisdo ao
efetuar ou ndo um controle alternativo. No caso de plantas daninhas
monocotiledbneas como o arroz daninho, dez dias representa um periodo
prolongado, no qual a planta pode rebrotar, retomar seu crescimento podendo n&o
ser mais controlada pelas medidas alternativas, e assim, sobrevivendo e
reinfestando a area novamente.

Neste ensaio, para a segunda época de avaliacdo, a concentracdo de 1,3uM
foi discriminadora do comportamento diferencial entre bibtipos, pois resultou em
elevada eficiéncia de controle do biétipo suscetivel (100%) e nivel de controle zero
do bidtipo resistente. Mesmo com a utilizacdo de concentracdes 16 vezes superiores
a concentracdo eficiente, os niveis maximos de controle do bi6tipo resistente
atingiram apenas 41,7% (Figura 9B). O baixo nivel de controle do bi6tipo resistente
pode estar relacionado a limitagdo das concentragdes utilizadas no ensaio. Sugere-
se, portanto, que mecanismo de resisténcia do bibtipo estudado possa estar
relacionado ao local de acéo do herbicida (mutacdo da enzima ALS).

O modo de acdo primario de herbicidas inibidores da ALS consiste na
inibicdo da sintese dos aminoéacidos de cadeia ramificada valina, leucina e isoleucina
pela inibicdo desta enzima. Assim como outros eventos secundarios como o
acumulo de 2-cetobutirato, interrupcdo da sintese protéica e transporte
fotossintético, também sdo apontados como causa da morte da planta (TRANEL;
WRIGHT, 2002). A ALS presente em monocotileddneas é, naturalmente, sensivel a
inibicdo por esses herbicidas. Entretanto, algumas condi¢des sdo recomendadas
para que os herbicidas possam alcancar maior eficiéncia, como, por exemplo, a
aplicacdo nos momentos em que as plantas apresentam elevada atividade
metabdlica (PEREIRA et al., 2011).

Em relacédo a aplicacdo do teste para outras espécies de plantas daninhas,
com diferentes mecanismos de resisténcia e para diferentes herbicidas, deve-se
considerar as particularidades de cada mecanismo de acéo herbicida e das plantas
daninhas também. O movimento que ocorre da molécula de herbicida do meio de

cultivo para o sitio de acdo dentro da planta, ndo sofre a interferéncia de barreias
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cuticulares no teste in vitro como acontece a campo. Portanto no campo podem
haver casos de resisténcia onde a planta daninha possui absorcdo diminuida do
herbicida e por isso se torna resistente. Neste caso de resisténcia, ela n&o seria
imune ao herbicida no teste in vitro, jA que este seria fornecido diretamente via
sistema vascular. Portanto a absorcdo diminuida do herbicida € um mecanismo de
resisténcia que nao poderia ser aplicado a este teste. Deve-se atentar para o
mecanismo de resisténcia que a planta apresenta para que o resultado do teste seja
confiavel, sendo que o mesmo tem eficiéncia para herbicidas sistémicos e
mecanismos de resisténcia que ndo envolvam baixa absorcéo do produto.

Estudos relacionados ao cultivo de plantas daninhas in vitro, com uso de
herbicidas e sobre a sua translocacéo sob estas condi¢des de cultivo, sao limitados.
Desse modo, torna-se Util que mais pesquisas sejam desenvolvidas nesta area, afim
de ampliar a aplicacdo do teste para outras espécies de plantas daninhas e
diferentes herbicidas. Essas informac¢fes sdo fundamentais para que alternativas de
manejo do arroz daninho, como rotagao de culturas e de herbicidas com diferentes
mecanismos de acdo possam ser planejadas de forma rapida e assim evitar a

disseminacéo da resisténcia desta espécie.

4.4 Conclusdes

A maioria dos biétipos testados é considerada resistente.

E possivel detectar bidtipos de arroz daninho resistente a herbicidas
inibidores de ALS pelo método de cultivo in vitro.

A concentracdo necessaria para controle satisfatério de plantas suscetiveis
de arroz daninho cultivadas in vitro é 1,3uM de imazapir+imazapique, sendo possivel

nesta concentracao, discriminar com eficiéncia os biotipos suscetivel e resistente.



5. CONCLUSOES

De todos os bidtipos testados, um terco dos bidtipos de picdo-preto, de
capim-arroz e a maioria dos bio6tipos de arroz daninho, sdo considerados resistentes.

O meio de cultivo que proporciona melhor crescimento de explantes de
picdo-preto € o meio MS 50%, sem o uso de regulador de crescimento. Para capim-
arroz o melhor meio é o meio MS 50% com adi¢do de benzilaminopurina.

O método de cultivo in vitro permite detectar com eficiéncia bibtipos de
picdo-preto, capim-arroz e arroz daninho resistentes a herbicidas inibidores da ALS.

As concentracbes que proporcionam controle satisfatério das plantas
suscetiveis cultivadas in vitro, sdo O0,6uyM de imazetapir, 0,9 e 1,3uM de
imazapir+imazapique, para picdo-preto, capim arroz e arroz daninho, respectivamente.
Nestas concentragdes, € possivel discriminar com eficiéncia os bibtipos suscetiveis e

resistentes.
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