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RESUMO - A presenca de bidtipos de Bidens pilosa e B. subalternans resistentes aos
herbicidas inibidores da ALS nas lavouras de soja tem sido constatada em diversos locais
do pais. Este trabalho teve por objetivo desenvolver uma metodologia pratica de deteccdo
de bidtipos resistentes de Bidens spp. aos herbicidas do grupo dos inibidores da ALS,
através de testes germinativos em solugéo herbicida. O trabalho foi dividido em trés fases
de experimentos independentes. A primeira fase constituiu-se da elaboracdo de curvas do
tipo dose-resposta para um biotipo suscetivel de Bidens spp. quando germinado em solucdes
de quatro herbicidas pré-emergentes (flumetsulan, diclosulan, imazaquin e metribuzin). O
objetivo desta fase foi conhecer quais herbicidas se adaptam melhor a metodologia, utilizando
as seguintes doses: 2C, 1C, 1/2C, 1/4C, 1/8C, 1/16C, 1/32C, 1/64C e agua (em que C =
dose comercial). A segunda fase constituiu-se da elaboracédo de curvas do tipo dose-resposta
para os herbicidas selecionados na primeira fase (imazaquin e metribuzin) utilizando-se
um bidtipo resistente, com a intencao de identificar a dose que proporciona a maior amplitude
de resposta entre os diferentes bidtipos. A terceira fase constituiu-se da instalacdo de um
teste comparativo, simultaneo, entre trés bidtipos resistentes e um bioétipo suscetivel,
quando expostos a germinacdo nas solucgdes dos herbicidas selecionados na primeira fase,
utilizando-se das doses escolhidas na segunda fase. Os bi6tipos resistentes de Bidens spp.
apresentaram maior capacidade de desenvolver radiculas em solucao herbicida de imazaquin
a 87,5 mg L?! quando comparados com os bidtipos suscetiveis, fato que comprova a
aplicabilidade do método. A metodologia de identificacdo de bidtipos resistentes de Bidens
spp. através de testes germinativos em solucdo herbicida caracteriza-se como uma
alternativa rapida e eficiente de identificacdo de bidtipos.

Palavras-chave: picdo-preto, germinacdo, resisténcia, identificaco.

ABSTRACT - Bidens pilosa and Bidens subalternans populations resistant to ALS-inhibiting
herbicides have been reported in different soybean areas of Brazil. This research aimed to develop
a methodology to identify Bidens spp. biotypes resistant to ALS-inhibiting herbicides through
germinative tests in herbicide solutions. The work was divided into three phases consisting of
independent experiments. The first phase consisted of dose-response curves prepared for a
susceptible biotype of Bidens spp., germinated in solutions of four pre-emergence herbicides
(flumetsulan, diclosulan, imazaquin and metribuzin). The objective of this phase was to select the
herbicides best adapted to the methodology, by using the following rates: 2C, 1C, 1/2C, 1/4C,
1/8C, 1/16C, 1/32C, 1/64C and water (where C = recommended rate). The second phase consisted
of dose-response curves prepared for the herbicides selected in the first phase (imazaquin and
metribuzin) using a resistant biotype, to identify the dose providing the largest response range
between the biotypes. The third phase consisted of a comparative test between three resistant and
one susceptible biotypes, exposed to germination in the solutions of the herbicides chosen in the
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first phase, applying the doses chosen in the second phase. The resistant Bidens spp. biotypes
demonstrated a better capacity to develop roots in imazaquin herbicide solution (87 mg L*),than the
susceptible biotype, a fact that proves the method’s applicability. The methodology applied to
identify Bidens spp. resistant biotypes through germinative tests in herbicide solution is a fast

and efficient alternative for biotype identification.
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INTRODUCAO

Um dos problemas que mais preocupam
atualmente a agricultura brasileira é a resis-
téncia das plantas daninhas aos herbicidas.
Os casos mais frequentes de resisténcia de
plantas daninhas que tém surgido no Brasil
estdo relacionados aos herbicidas inibidores
da ALS e ACCase.

Especificamente para os herbicidas inibi-
dores da ALS foram relatados até o momento
casos com as plantas daninhas Bidens pilosa,
Bidens subalternans, Euphorbia heterophylia,
Sagittaria montevidensis, Fimbristylis miliacea e
Cyperus difformis, sendo as trés primeiras na
cultura da soja e as trés ultimas na cultura do
arroz (HRAC-BR, 2004).

A extensdo de areas agricolas com pre-
senca de bidtipos resistentes de Bidens spp.
aumenta em uma taxa elevada. Nas lavouras
de soja das regibes Centro-Oeste e Sul, tor-
nam-se cada vez mais freqlentes relatos de
aparecimento de bidtipos resistentes de
Bidens spp. aos inibidores da ALS. Essa planta
daninha, pertencente a familia Asteraceae,
tem sua origem na América tropical, com
maior presenca na América do Sul. Possui
grande dispersao mundial e esta presente,
também, em quase todo o territério nacional,
principalmente nas areas agricolas da regiao
Centro-Sul (Kissmann & Groth, 1999).

A resisténcia de plantas daninhas aos her-
bicidas é a capacidade natural e herdavel de
alguns bidétipos, dentro de uma determinada
populacédo, de sobreviver e se reproduzir apds
a exposicao a dose de um herbicida que seria
letal a uma populacdo normal (suscetivel)
da mesma espécie (Christoffoleti & Lépez-
Ovejero, 2003).

Além de provocar perdas de produtividade
devido a interferéncia sobre as plantas culti-
vadas, a problematica causada pela presenca
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do picédo-preto é agravada, uma vez que ja
ocorreram diversos casos comprovados de
resisténcia do complexo Bidens pilosa - Bidens
subalternans aos herbicidas inibidores da
enzima acetolactato sintase (ALS) no Brasil
(Vidal & Fleck, 1997; Ponchio, 1997). O uso
prolongado de um mesmo herbicida, ou o uso
repetitivo de quimicos que possuem o0 mesmo
mecanismo de agdo em culturas sucessivas,
eleva o potencial de surgimento de casos de
resisténcia na area (Vidal & Merotto Jr., 1999).

Gelmini (2001) comprovou a existéncia
de bidtipos de picdo-preto com resisténcia
cruzada aos inibidores da ALS dos grupos das
sulfoniluréias e imidazolinonas. A resisténcia
das plantas daninhas aos herbicidas inibidores
da ALS é o resultado de uma alteracéo do gene
responsavel pela codificacdo desta enzima
(Shaner, 1991). A pressao de selecdo gerada
pelos herbicidas, por sua vez, aumenta a fre-
quéncia dos bidtipos resistentes (Rizzardi
et al., 2002).

A partir desses fatos, surgiu a necessidade
de metodologias rapidas e precisas, capazes
de detectar biotipos resistentes de plantas
daninhas. Ryan (1970), visando a comprovacéo
da existéncia de biotipos resistentes de plan-
tas daninhas, desenvolveu um protocolo de es-
tudo cientifico em casa de vegetacao.

Christoffoleti (2002) propde a caracteriza-
¢ao do nivel de resisténcia de biétipos de plan-
tas daninhas aos herbicidas inibidores da ALS
através da construcao de curvas dose-resposta.
Oliveira et al. (2002) estudaram o efeito do her-
bicida imazaquin na atividade in vitro da ALS
sobre gendtipos de milho e bidtipos resistentes
e suscetiveis de amendoim-bravo (Euphorbia
heterophylla), concluindo ser este um método
sensivel para deteccao de bidtipos resistentes.

Com relacao a germinacao, Garcia (1987)
afirma ser o intervalo de temperatura de
20/30 °C (8 horas de luz e 16 horas de escuro)
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aguele que proporciona elevada taxa de
germinacdo das sementes de picdo-preto.
Segundo Reddy & Singh (1992), o picdo-preto
possui temperatura 6tima dentro do intervalo
de 25/20 a 35/30 °C (dia/noite, 12/12h).

Adegas et al. (2003) afirmam que, em todos
os periodos de embebi¢cdo em que as sementes
foram expostas, a germinacado iniciou-se no
terceiro dia e encerrou-se no sétimo e que, a
medida que se aumentou o periodo de embe-
bicdo, ocorreu o0 acréscimo da taxa inicial de
germinacéo.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver uma metodologia pratica de
identificacdo de biétipos resistentes de Bidens
spp. aos herbicidas do grupo dos inibidores da
ALS através de testes germinativos em solu-
¢ao herbicida.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Labora-
toério de Producédo de Sementes da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
Piracicaba-SP, durante os meses de agosto a
dezembro de 2003; cada teste teve duracao de
sete dias. Com base na metodologia de Garcia
(1987), durante todo o trabalho, os testes
germinativos foram instalados em camara de
germinacdo com controle constante de tempe-
ratura e umidade (16 horas de escuro a 20 °C
e 8 horas de luz a 30 °C).

O delineamento experimental adotado
foi de blocos ao acaso, com quatro repeticoes.
Cada bloco localizou-se em uma prateleira da
camara de germinacdo. As parcelas cons-
tituiram-se de caixas plasticas transparentes
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(11 x 11 x 3 cm), contendo 50 sementes de
Bidens spp., e duas folhas de papel mata-borréo
(10,5 x 10,5 cm); o volume de solucéo aplicado
correspondeu a duas vezes e meia o peso total
do papel seco.

O trabalho foi dividido em trés fases de
experimentos, analisados de forma indepen-
dente. Na primeira e segunda fases realizou-
se a contagem do numero de sementes germi-
nadas aos 3, 5 e 7 dias apos instalacao (DAI),
bem como do numero de plantulas normais,
anormais tipo | (parte aérea normal, porém
com radicula menor que 1,5 cm), anormais tipo
Il (plantulas completamente anormais) e
sementes ndo-germinadas aos 7 DAI, ajus-
tados a porcentagem. Na terceira fase rea-
lizou-se, também, a medicdo da radicula de
10 plantulas com parte aérea, ao acaso, por
parcela, aos 7 DAI. Considerou-se germinada
toda semente que apresentasse comprimento
de radicula superior a 2,0 mm (Voll et al., 2003;
Azania et al., 2003).

A primeira fase constituiu-se da elabo-
racdo de curvas do tipo dose-resposta para um
biétipo suscetivel de Bidens, sobre a variavel
plantulas anormais tipo I, quando germinado
em solucdes de flumetsulan, diclosulan,
imazaquin (inibidores de ALS) e metribuzin
(inibidor do fotossistema 11). Os tratamentos
encontram-se na Tabela 1. O objetivo da
primeira fase foi selecionar herbicidas que se
adaptassem a metodologia: um herbicida do
grupo dos inibidores da ALS e um herbicida
“testemunha” de outro mecanismo de acdo. O
critério para a selecédo do herbicida foi alcan-
¢ar, no minimo, o valor de 90% de plantulas
anormais tipo Il para as doses mais concen-
tradas da curva.

Tabela 1 - Solugdes de herbicidas utilizadas na elaboragdo das curvas de dose-resposta

Herbicida Solugdo em mg L™
i.a T 1/64C 1/32C 1/16C 1/8C 1/4C 1/2C (0 2C
Diclosulan 0,00 2,62 525 10,50 21,00 42,00 84,00 168,00 336,00
Flumetsulan 0,00 9,38 18,75 37,50 75,00 150,00 300,00 600,00 | 1.200,00
Imazaguin 0,00 10,94 21,88 43,75 87,50 175,00 350,00 700,00 | 1.400,00
Metribuzin** 0,00 37,50 75,00 150,00 300,00 600,00 1.200,00 | 2.400,00 | 4.800,00

* Solucdo oriunda da dissolucé@o da dose comercial em volume equivalente a 200 L; ** Herbicida “testemunha’ de outro mecanismo de
acdo; i.a.: ingrediente ativo.
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A segunda fase constituiu-se da elabo-
racdo de curvas do tipo dose-resposta, sobre a
variavel plantulas anormais tipo I, para um
biétipo com resisténcia comprovada em casa
de vegetacédo, utilizando-se os herbicidas
selecionados na primeira fase. O objetivo da
segunda fase foi comparar as curvas definidas
na primeira fase (bidtipo suscetivel) com as
curvas elaboradas para o biétipo resistente e,
assim, identificar a dose que promoveria a
maior amplitude de resposta da variavel plan-
tulas anormais tipo Il entre os biotipos, quando
germinados nas solugbes herbicidas. Os tra-
tamentos utilizados foram os mesmos da
primeira fase.

Para elaboracédo das curvas de dose-res-
posta da primeira e segunda fases, os dados
de plantulas anormais tipo Il foram ajustados
a um modelo de regresséo ndo-linear, por meio
do programa estatistico TableCurve, usando a
equacao logistica dose-resposta:

y=ar g : 0
4.5
g Cc0g

em que y é a porcentagem de plantulas
anormais tipo 1, x € a concentracdo da solugéo
em mgi.a. L* e a, b, c e dséo coeficientes da
curva, de modo que a é o limite inferior da
curva, b é a diferenca entre o ponto maximo e
0 minimo da curva, c é a dose que proporciona
50% de plantulas anormais tipo Il e d é a
declividade da curva (Seefeldt et al., 1995).

A terceira fase constituiu-se de um teste
comparativo, simultaneo, entre trés bidétipos
comprovadamente resistentes e um bidétipo
suscetivel de Bidens spp., quando expostos a
germinacéo na solucéo dos herbicidas selecio-
nados na primeira fase, com as doses escolhi-
das na segunda fase. Os tratamentos foram
arranjados em esquema fatorial com os quatro
biétipos de Bidens e trés condi¢des de germi-
nacao: solucdo de um herbicida inibidor da
ALS, solucdo de um herbicida inibidor do
fotossistema Il e somente agua, totalizando
12 tratamentos.

Os dados de plantulas normais e anormais
tipo I, bem como os de comprimento radicular,
para os quatro biétipos, obtidos na terceira
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fase, foram avaliados segundo o teste F
aplicado sobre a analise da variancia, seguido

do teste de Tukey (00=0,01).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a primeira fase, obteve-se a
definicdo das curvas do tipo dose-resposta de
Bidens spp. para os herbicidas flumetsulan,
diclosulan, imazaquin e metribuzin. Com base
na variavel plantas anormais tipo Il, realizou-
se o descarte dos herbicidas flumetsulan e
diclosulan, uma vez que estes ndo alcancaram
o valor minimo critico de 90% de plantulas
anormais tipo Il para as doses mais concentra-
das da curva, nao se adaptando a metodologia
proposta (Figura 1).

Assim, como resultado da primeira fase,
obteve-se a selecdo do herbicida imazaquin
como representante do grupo dos inibidores da
ALS e a selecdo do metribuzin como herbicida
“testemunha” de outro mecanismo de acéo
(inibidor do fotossistema 1) (Figura 2).
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Na segunda fase, obteve-se a definicdo das
curvas, dose-resposta para os herbicidas
imazaquin e metribuzin, considerando-se o
bidtipo resistente. Para todas as curvas do
trabalho, os parametros a, b, c e d da equacéo
logistica dose-resposta encontram-se na
Tabela 2.

A partir da sobreposicdo das curvas do
herbicida imazaquin geradas pela primeira e
segunda fases (Figura 3), p6de-se prever que
a dose que promove a maior amplitude de
resposta para a variavel avaliada (plantulas
anormais tipo Il) localiza-se préoxima da
concentracdo de 87,5 mg L (1/8C).

O herbicida metribuzin, quando em con-
centracdes superiores a 300 mg L, agiu como
inibidor da emisséao de radiculas (germinacao),
alcancando valores proximos de 100% de
sementes mortas na dose mais concentrada
da curva. Somente para a elaboracéao do gra-
fico, considerou-se 100% de sementes mortas
equivalente a 100% de plantulas anormais tipo
Il (Figura 4). O herbicida imazaquin ndo agiu
como inibidor da germinacdo em nenhuma das
doses.

A terceira fase mostrou o comportamento
dos trés biétipos resistentes e do bidtipo susce-
tivel quando expostos as mesmas condicdes de
germinacédo, simultaneamente. Na analise dos
dados obtidos pela variavel plantulas normais,
percebeu-se uma tendéncia de os biétipos re-
sistentes apresentarem maiores porcen-
tagens de plantulas normais do que o biétipo
suscetivel, quando germinados em solucao de
imazaquin a 87,5 mg L. No entanto, a analise
estatistica dos dados através do teste F aplicado
sobre a analise da variancia, seguido do teste
de Tukey (0=0,01), ndo mostrou diferenga
entre os bidtipos.
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Da mesma forma, os bidtipos resistentes
apresentaram menores valores percentuais de
plantulas anormais tipo Il quando comparados
com o biotipo suscetivel; contudo, a analise
estatistica dos dados através do teste F aplicado
sobre a analise da variancia, seguido do teste
de Tukey (0=0,01), também né&o apresentou
diferenca entre os bidtipos, devido a elevada
variacdo entre repeticoes.
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eresistente quando germinados em solucdo deimazaquin.
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resistente quando germinados em soluc&o de metribuzin.

Tabela 2 - Parametros a, b, ¢ e d da equagdo logistica dose-resposta dos bidtipos resistente e suscetivel, para a variavel

plantulas anormais tipo 11, com os herbicidas testados

.. Bi6tipo Suscetivel Bidtipo Resistente
Herbicida
a b c d a b c d
Flumetsulan 6,8653 806,754 77557,2 -0,5476 -- -- -- --
Diclosulan 3,6210 98,0186 33,0167 -0,5589 - - - -
Imazaquin 6,7226 96,9833 65,2663 -1,0978 2,2108 94,0579 152,312 -1,8092
Metribuzin 6,2718 93,8916 403,712 -5,0687 1,6824 98,7541 477,689 -4,6494

L€
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Na analise dos dados obtidos pela variavel
“média do comprimento radicular” de 10 plan-
tas com parte aérea, percebeu-se a tendéncia
de os biotipos resistentes apresentarem-se
mais capazes de desenvolver radiculas que o
biotipo suscetivel, quando germinados em solu-
¢ao de imazaquin a 87,5 mg L. A analise esta-
tistica dos dados por meio do teste F aplicado
sobre a analise da variancia, seguido do teste
de Tukey (0=0,01), mostrou que a variavel sa-
tisfaz a necessidade da metodologia em desen-
volvimento, uma vez que os biotipos resistentes
e 0 bidtipo suscetivel comportaram-se de forma
diferente para essa variavel (Tabela 3).

Tabela 3 - Comprimento médio radicular (cm) dos quatro
biétipos de picdo-preto quando expostos a diferentes
condicdes de germinacdo

Bictipo Solucéo
agua imazaguin metribuzin
Suscetivel 2355Aa 0,820B b 1,370Ba
Resigente 1 1960 A a 1923Aa 1,097Ba
Resigtente 2 2,700A a 1835Ba 1575Ba
Resigtente 3 2450A a 1,75ABa 1,730Ba

*Valores seguidos por letras mailsculas iguais na linha (DMS=0,701)
ou letras minGsculas iguais na coluna (DMS=0,754) ndo diferem
segundo o teste de Tukey (o = 0,01).

De forma geral, os biotipos resistentes e o
bidtipo suscetivel comportaram-se de maneira
semelhante quando germinados em solucéo
de metribuzin a 300 mg L' e em agua, para
todas as variaveis.

Assim, ap6s a execucao do presente
trabalho, pdde-se concluir que: o herbicida
imazaquin presta-se a metodologia de detec¢ao
de bidtipos resistentes de Bidens spp. através
de testes germinativos em solucéo herbicida;
a dose discriminatoéria do imazaquin que
promove a maior amplitude de resposta entre
o bidtipo suscetivel e o bidtipo resistente, para
a variavel plantulas anormais tipo Il, localiza-
se préxima da concentracdo de 87,5 mg L%; o
herbicida metribuzin é inibidor da germinacéao
quando em doses superiores a 300 mg L* e
ndo age de forma distinta sobre qualquer
bidétipo testado; a variavel comprimento médio
radicular de plantulas com parte aérea mos-
trou-se bastante adequada a metodologia em
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questédo; e a metodologia de deteccdo de
bidtipos resistentes de Bidens spp. através de
testes germinativos em solucdo herbicida
caracterizou-se como uma alternativa rapida
(7 dias) e eficiente de identificacao de biotipos.
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