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INTRODUCAO

A mistura de herbicidas é utilizada para aumentar o espectro de controle e reduzir custos
de aplicacGes (ZHANG et al., 1995). O uso de herbicidas isolados ou em rotacdes anuais resulta
imposicdo da pressdo de selecdo apenas por um mecanismo de acdo, enquanto que na aplicacao
em mistura a pressao de selecdo imposta é multipla e simultanea. Com a aplicacdo em misturas,
a pressdo de selecdao de dois mecanismos de acdo diferentes resulta na sobrevivéncia de apenas
individuos raros que tenham desenvolvido resisténcia multipla via mutacdo nos loci dos genes
codificantes das enzimas alvos (NORSWORTHY et al., 2012) ou devido a evolugdo simultanea de
genes ndo associados ao local de acdo.

A pratica da mistura tem sido designada como uma das principais estratégias para evitar a
resisténcia a herbicidas (BECKIE e HARKER, 2017). No entanto, esta recomendacdo é efetuada
principalmente com base na evolucdo da resisténcia associada as muta¢les nos genes
codificantes das enzimas alvos. A utilizacdo da mistura de herbicidas para prevencdo e controle
da ocorréncia da resisténcia ndo tem sido avaliada em relacdo a evolugdo da resisténcia causada
por metabolizacdo. Além disso, a mistura de herbicidas é realizada, na maioria dos casos, sem
nenhum acompanhamento técnico ou conhecimento prévio por parte do produtor, ou
recomendacdes sobre as doses e caracteristicas dos herbicidas utilizados (GAZZIERO, 2015;
MATZENBACHER et al., 2015).

A evolugao de resisténcia por metabolizagao pode ocorrer pela sele¢cdo de plantas daninhas
através do uso de subdoses (NEVE e POWLES et al., 2005). Isto ocorre pelo empilhamento de
genes de menores efeitos nas progénies, como os da familia citocromo P450 monooxigenases
(P450), glutationa-S-transferases (GST) e glicosiltransferases (GT) que codificam enzimas capazes
de metabolizar a molécula herbicida (NEVE e POWLES, 2005 e NANDULA et al., 2019).

A hipdtese do trabalho é que a utilizagdo de misturas em subdoses dos herbicidas pode
favorecer a evolugdao da resisténcia por metaboliza¢do. O efeito de um dos componentes da
mistura pode contribuir para a evolugdo da resisténcia por metabolizacdo através de genes
associados a tolerancia ao outro produto. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da sele¢do
de plantas com o uso recorrente de subdoses da mistura dos herbicidas fenoxaprope-p-etilico e
imazetapir na evolugdo da resisténcia por metabolizagcdao em Echinochloa crus-galli.

MATERIAL E METODOS

Os bidtipos de capim-arroz MOST (suscetivel aos inibidores da ACCase e ALS) e CAMAQ
(resistente ao imazetapir por incremento de metabolizagdo) foram utilizados no experimento. Os
herbicidas utilizados foram o fenoxaprope-p-etilico (Starice®, 69 g L) (fenoxaprope) e Imazetapir
(Imazetapir Plus Nortox, 100 g L2).
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Experimento prévio de curva de dose-resposta foi realizado com os herbicidas isolados e
em mistura para ambos os bidtipos para a definicdo das subdoses (dados ndo apresentados). As
maiores subdoses dos herbicidas que ndo obtiveram controle total das plantas foram escolhidas
para realizar as sele¢cdes recorrentes das geracbes (G) de ambos os bidtipos. Aplicactes
recorrentes de subdoses, selecdo de plantas sobreviventes e multiplicacdo foram realizadas até a
obtencdo de sementes da geracdo G2 selecionadas com fenoxaprope, imazetapir e mistura de
ambos os bidtipos.

As aplicacOes das subdoses foram realizadas em populacdao média de 189 plantas em cada
geracao distribuidas em bandejas preenchidas com solo. As plantas da geracdo G2 selecionadas
com fenoxaprope foram obtidas apds selecdo e multiplicacdo de plantas sobreviventes as doses
de 17,2 (GO) e 17,2 (G1) para o bidtipo MOST e as doses de 13,8 (G0) e 20,7 g ha* de fenoxaprope
(G1) para o biétipo CAMAAQ. As plantas da geragao G2 selecionadas com imazetapir foram obtidas
da selecdo de plantas sobreviventes apds aplicacdo das subdoses de oito (GO) e 15 (G1) para MOST
e 320 (GO) e 640 g ha' de imazetapir (G1) para o biétipo CAMAQ. As plantas da geracdo G2
selecionadas com mistura foram obtidas da selecdo de plantas sobreviventes apds aplicacdo das
subdoses de 3,4 + 20 (GO) e 6,9 + 30 (G1) para MOST e 10,3 + 35 (G0) e 27,6 + 80 g ha' de
fenoxaprope + imazetapir (G1) para o bidtipo CAMAQ. Em cada ciclo de sele¢do, uma populacdo
de 40 a 50 plantas de cada bidtipo foi utilizada como testemunha sem selecdo de plantas (sem
aplicacdo de herbicida). Destas plantas, 20 plantas foram escolhidas aleatoriamente para obter as
geracOes G1 e G2 controle (sem sele¢do).

O experimento final de curva de dose-resposta foi realizado com as plantas de capim-arroz
dos biétipos MOST e CAMAQ das gerac¢des GO, G2 controle e G2 selecionadas com fenoxaprope,
imazetapir e mistura com cada herbicida utilizado nas selecbes das geracdes. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 8, com 4
repeticoes. A unidade experimental foi composta por vaso com volume de 200 mL com uma
planta individual. O fator A foi composto pelas geracbes de selecdo GO, G2 controle (ndo
selecionada) e G2 selecionada com fenoxaprope ou imazetapir ou mistura de cada bidtipo e o
fator B pelas doses 0; 1,7; 3,4; 6,9; 13,8; 27,6; 55,2; 110,4 e 220,8g de fenoxaprope ou 0, 1; 2,5;
5; 10; 20; 40; 80 e 100 g de imazetapir e 0,8+5; 1,7+10; 3,4+20; 6,9+30; 13,8+40; 27,6+80;
55,2+160; 110+320 g ha de fenoxaprope + imazetapir. A varidvel avaliada foi o controle visual
aos 21 dias apos a aplicagao (DAA).

A aplicagdo dos herbicidas foi realizada em camara de pulverizagdo automatizada
(Greenhouse Spray Chamber, modelo Generation Ill), utilizando ponta de pulveriza¢do TJ8002E
com volume de calda de 200 L ha. A aspersdo dos herbicidas ocorreu no estadio de 3-4 folhas
das plantas. As plantas foram mantidas em casa de vegetac¢ao climatizada e a lamina de 4gua foi
mantida ao nivel do solo até as avaliagGes finais dos experimentos.

A andlise dos dados foi realizada através do software estatistico R v.3.5.3 (R CORE TEAM,
2019). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ajustados pelo
modelo log-logistico de 4 parametros. As doses dos herbicidas que causaram redugdo de 50% no
controle visual (Cso) foram estimados pela equa¢do do modelo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ainteracdo entre os fatores geracdo (G) e doses dos herbicidas fenoxaprope, imazetapir e
mistura foi significativa para a varidvel controle aos 21 DAA para os bidtipos MOST e CAMAQ. O
controle da geracdo G2 selecionada com fenoxaprope foi significativamente reduzido em
comparac¢do com a GO, para ambos os biétipos apds aplicacdo de fenoxaprope (Figura 1 A e B).
Os valores do fator de resisténcia (FR) das gera¢des G2 selecionadas destes biétipos foram de 3,2
e 2 para MOST e CAMAQ, respectivamente, demonstrando diminui¢cdo do controle (Tabela 1).
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O controle das plantas da geracdo G2 selecionadas com imazetapir foi similar a geracao
G0 em ambos os bidtipos (Figura 1B e D). O valor de Csoda geracdo G2 selecionada com imazetapir
do bidtipo MOST (6,2g) e CAMAQ (5,7g) ndo resultaram em aumento significativo do FR (Tabela
1). As plantas da G2 controle (ndo selecionada) foram significativamente mais suscetiveis ao
herbicida para o bidétipo MOST e para CAMAQ nas maiores doses (Figura 1C e D). As plantas da G2
selecionadas com imazetapir ndo mostraram nenhuma reducdo de controle, ao contrdrio do que
ocorreu com as plantas selecionadas com subdoses do herbicida fenoxaprope (Tabela 1).
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Figura 1. Controle visual aos 21 DAA (%) das plantas de capim-arroz das gerac¢des GO, G2 controle e G2

selecionadas do bidtipo MOST (A, B e C) e CAMAQ (D, E e F) em relagdo a aplicagdo do herbicida
fenoxaprope (A e D), imazetapir (B e E) e mistura (fenoxaprope + imazetapir) (C e F).

As plantas de capim-arroz da G2 selecionadas com subdoses de mistura foram controladas
em menor magnitude em comparacdo a GO e G2 controle (Figura 1C e F). O controle destas
plantas G2 selecionadas foi significativamente reduzido em ambos os bidtipos. As plantas do
bidtipo resistente CAMAQ G2 selecionadas com mistura apresentaram maior controle, resultado
em FR de 3,1, em comparag¢do ao FR de 1,6 do bidtipo suscetivel MOST (Tabela 1). As maiores
doses da associacdo dos herbicidas, como 55,2 + 160 e 110 + 320g ha?! de fenoxaprope +
imazetapir, respectivamente, ndao proporcionaram controle total das plantas G2 selecionadas do
bidtipo resistente CAMAQ (Figura 1C e F).

Tabela 1. Fator de resisténcia (FR) para a varidvel controle visual aos 21 DAA das plantas de capim-arroz
MOST e CAMAQ das gerac¢des GO (ndo selecionada), G2 controle (ndo selecionada) e G2 selecionada com
subdoses de fenoxaprope, imazetapir e mistura submetidas as diferentes doses de fenoxaprope,
imazetapir e mistura.

- Cso Cso
Geracdo HerP|C|da Dose (g ha) IC FR Dose (ghal) IC FR
aplicado
MOST--------—- e CAMAQ-----------
GO 4,6 0,2 - 9,6 10,4 -
G2 controle fenoxaprope 8,2 0,3 1,8*% 8,6 +0,5 0,9
G2 selecionada com fenoxaprope 15,1 +0,5 3,2* 17,6 +0,7 2,0*
GO 5,7 +1,0 - 34,3 18,9 -
G2 controle imazetapir 4,2 +0,7 0,7* 44,7 +11,3 1,3
G2 selecionada com imazetapir 6,2 10,5 1,1 53,1 +21,5 1,5
GO 3,2+18,8 0,2 - 5,8+26,8 +1,3 -
G2 controle mistura 2,3+13,5 10,1 0,7* 8,1+31,7 +0,8 1,4*
G2 selecionada com mistura 5,1+24,8 0,3 1,6* 17,3+50,1 +4,3  3,0*

Cso: dose do herbicida que causa redugdo de 50% da varidvel controle; IC: intervalo de confianga do parametro Cso (=0,05); FR: fator de resisténcia
= Cso da G2 controle (ndo selecionada) ou G2 selecionada/Cso da GO (ndo selecionada) dentro de cada bidtipo e herbicida. *p<0,05 pelo teste F.
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Os resultados evidenciam evolucdo para a maior tolerancia nas progénies através do uso de
selecdo com subdoses dos herbicidas fenoxaprope e mistura. A maior tolerancia pelas plantas
daninhas aos herbicidas apds selecdo recorrente com subdoses de herbicidas inibidores da
enzima ACCase ja foram identificadas em Lolium rigidum (NEVE e POWLES, 2005) e Avena fatua
(BUSI et al., 2016). No entanto, o presente estudo é pioneiro em relacdo ao estudo do efeito da
mistura de herbicidas como fator para evolugdo da resisténcia em plantas. A maior tolerancia das
plantas da G2 selecionadas tanto com fenoxaprope quanto com a mistura de fenoxaprope +
imazetapir (Figura 1) estd, possivelmente, associada a maior capacidade de detoxificagao dos
herbicidas adquirida nas progénies (GHANIZADEH E HARRINGTON, 2017).

A maior reducdo do controle pela aplicacdo da mistura foi encontrada nas plantas da G2
selecionadas do bidtipo resistente CAMAQ em comparacao ao biétipo suscetivel MOST (Figura 1).
As enzimas do citocromo P450, responsaveis pela resisténcia ao imazetapir por metabolizacdo
neste bidtipo, tém possivelmente grande papel na maior tolerancia das G2 selecionadas em
comparacdo ao suscetivel MOST. Ap0s a identificacdo de plantas resistentes na lavoura, a pratica
de associar outro herbicida na aplicacdo é umas das mais utilizadas (GAZZIERO, 2015). Caso o
controle ndo seja satisfatério, progénies das plantas sobreviventes poderdao apresentar maior
capacidade de metabolizar os produtos da mistura no proximo ciclo, podendo em poucas
geracOes serem capazes de metabolizar a dose recomendada de cada herbicida, como visto nos
resultados do presente trabalho (Figura 1 e Tabela 1).

CONCLUSAO

A utilizacdo de subdoses da mistura de fenoxaprope + imazetapir na selecdo de plantas de
capim-arroz por duas geracoes resultou em aumento na tolerancia, principalmente em capim-
arroz resistente a inibidores da ALS devido a metabolizacdo.
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