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RESUMO - Os herbicidas inibidores da enzima ALS (acetolactato sintase) possuem alta eficiéncia
em baixas doses, baixa toxicidade para mamiferos e amplo espectro de acdo, e alguns deles
podem apresentar persisténcia prolongada no solo. Esses herbicidas caracterizam-se ainda
por apresentar um unico local de acdo — a enzima ALS, facilitando a selecdo de espécies
resistentes. Geralmente, o mecanismo de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS é
considerado como insensibilidade da enzima ao herbicida, ou seja, a alguma alteracédo no sitio
de ligacao herbicida-enzima. No entanto, mecanismos de tolerancia de culturas aos herbicidas
inibidores da ALS sao observados, como as diferencas quanto a absorcao, translocacdo e
degradacao, antes que o produto alcance o local de acdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar
aspectos de nivel e local preferencial de absorcéo e a translocacao do herbicida pirazosulfuron-
ethyl, na determinacao do mecanismo de resisténcia de um ecétipo de Sagittaria montevidensis
resistente aos herbicidas inibidores da ALS. Foram instalados experimentos em BOD e em
casa de vegetacdo. Os tratamentos foram compostos de doses exponenciais do herbicida
pirazosulfuron-ethyl (2°x, 22x, 2x, 2°x e 28x em relacao a dose usual — 20 g i.a. ha), aplicadas
individualmente na parte aérea, raiz e sementes de ecotipos resistente e suscetivel. Os resultados
mostraram haver diferencas entre o ecétipo resistente e o suscetivel quanto ao sitio preferencial
de absorcdo do herbicida pirazosulfuron-ethyl.
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ABSTRACT - The ALS-inhibiting herbicides are highly effective when applied in low rates,
presenting low toxicity to mammalians, wide control spectrum and, some of them, long soil
persistence. Usually, the resistance mechanism for ALS inhibitors is due to the lack of enzyme
sensitivity to the herbicide, resulting from alterations in the enzyme conformation. However,
crop tolerance mechanisms are observed, such as differences in absorption, translocation and
degradation before the herbicide reaches the target site. The objective of this research was to
evaluate aspects related to the level and main absorption mechanism of pyrazosulfuron-ethyl to
determine the resistance mechanism of an ALS-resistantS. montevidensis ecotype. Experiments
were carried out under growth chamber, and greenhouse conditions. The treatments were 2 °x;
22x; 2'x; 25x and 28x (X=label rate) of pyrazosulfuron-ethyl (20 g a.i. ha), applied individually
on the shoots, roots and seeds of a resistant and a susceptible ecotype. The results showed
some differences between susceptible and resistant ecotypes in relation to the main site of
herbicide absorption.
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INTRODUCAO

Os herbicidas inibidores da enzima ALS
(acetolactato sintase), responsavel pela
biossintese dos aminoacidos valina, leucina e
isoleucina (Chaleff & Mauvais, 1984; Gazziero
et al., 2006), caracterizam-se por apresentar
alta eficiéncia em baixas doses, baixa toxi-
cidade para mamiferos e amplo espectro de
acdo, embora muitos deles possam mostrar
persisténcia prolongada no ambiente (Sprague
et al., 1997).

O primeiro herbicida com esse mecanis-
mo de acdo disponivel no mercado foi o
chlorsulfuron, registrado em 1982 para ser
utilizado em cereais (Saari et al., 1994). Cinco
anos apos o inicio do uso dos inibidores da ALS,
foi constatado o primeiro caso de resisténcia
de planta daninha a esse mecanismo de acao
(Mallory-Smith et al., 1990), e sua incidéncia
comecou a aumentar em numero tanto de
locais como de espécies. A alta eficiéncia que
possibilita a utilizacdo em baixas doses € um
dos fatores responsaveis pela rapida selecao
de ecotipos de plantas daninhas resistentes
(Sprague et al., 1997; Gazziero et al., 2006).

Geralmente, o mecanismo de resisténcia
aos herbicidas inibidores da ALS é considerado
como falta de sensibilidade da enzima ao
herbicida, ou seja, ocorre alguma alteracéo no
sitio de ligacdo herbicida-enzima (Haughn &
Somerville, 1990; Carvalho et al., 2004). Ja os
mecanismos de tolerancia de culturas aos
herbicidas inibidores da ALS séo resultado de
diferencas quanto a absorcao, translocacéo
(Meyer & Muller, 1989; Leite et al., 1998) e
degradacao do produto antes que chegue ao
local de acao (Brown et al., 1991; Leite et al.,
1998). Esses mesmos mecanismos ja foram
observados como conferindo resisténcia aos
inibidores da ALS em plantas daninhas
(Neighbors & Privalle, 1990; Cotterman &
Saari, 1992).

Embora haja muitos métodos de identifica-
cao da resisténcia (cultura de células, bactérias,
determinacdo da atividade enzimatica), o de
maior precisao é o teste com aplicacédo do herbi-
cida sobre a planta inteira (Hernandes et al.,
2005). Enquanto os primeiramente citados sao
mais adequados para determinar o mecanismo
de resisténcia por meio do comportamento
fisioloégico do herbicida na planta, o segundo
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permite a caracterizacdo quantitativa da resis-
téncia pela determinacao de variaveis diretas,
como altura de plantas, I, DL, fitomassa
fresca e seca, entre outros, que contribuem na
determinacdo do desempenho e competiti-
vidade dessas plantas a campo (Brighentiet al.,
2001; Eberhardt & Noldin, 2002; Rampelotti
et al., 2003b; Noldin et al., 2004).

A sagitaria caracteriza-se como uma
planta daninha que ocorre em altas infestacoes
na maioria das areas de cultivo de arroz
irrigado, em Santa Catarina (Noldin et al.,
2004). A ocorréncia de populacoes de sagita-
ria com resisténcia cruzada a herbicidas
inibidores da ALS foi relatada no final da
década de 1990, tanto para os herbicidas do
grupo das sulfoniluréias como para pirimidinil
thiobenzoatos (Noldin et al., 1999). Atual-
mente, constata-se a ocorréncia de populacoes
de sagitaria resistente aos herbicidas ini-
bidores da ALS em praticamente todos os
municipios produtores de arroz irrigado em
Santa Catarina, com caréncia de alternativas
de controle eficientes.

Considerando a importancia de elucidar
o(s) mecanismo (s) envolvido (s) na resisténcia
de Sagittaria montevidensis, principalmente
para a recomendacao de praticas de manejo
mais eficientes e reducao da pressao de selecao,
o objetivo deste trabalho foi avaliar aspectos
de nivel, local preferencial de absorciao e a
translocacao do herbicida pirazosulfuron-ethyl.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo do Departamento de Fisiologia
Vegetal da Universidade Federal de Pelotas —
RS. Os tratamentos foram compostos de doses
exponenciais do herbicida pirazosulfuron-ethyl
(2%, 22x, 2%x, 2°x e 28%x, sendo X = dose usual
de 20 g i.a. ha!), aplicados individualmente
na parte aérea e raiz, sobre plantulas de
ecotipos resistente e suscetivel, visando avaliar
o sitio preferencial de absorcao. A concen-
tracdo-padrao foi considerada como 20 g ha'!
de pirazosulfuron-ethyl, com lamina teorica
de agua constante de 10 cm (solucdo 2°x),
calculando-se as demais a partir desta. Devido
ao baixo percentual de germinacao das se-
mentes, a semeadura foi feita em bandejas
separadas, com posterior transplante para as

BCPD




Aspectos da resisténcia de Sagittaria montevidensis ...

unidades definitivas, quando as plantas esta-
vam com trés a quatro folhas, sendo escolhidas
plantulas de tamanho similar para todos os
tratamentos e repeticoes. No momento do
transplante as unidades experimentais ja se
encontravam inundadas com agua pura, e
foram mantidas nessa condicao até o momento
da aplicacao dos tratamentos.

As unidades experimentais constaram de
copos plasticos de 500 mL perfurados na lateral
proximo ao fundo, contendo solo até 3 cm abai-
xo da borda. O experimento foi instalado em
delineamento experimental de blocos casuali-
zados, com quatro repeticoes. As unidades
experimentais foram mantidas dentro de
bandejas plasticas individuais, contendo agua
em altura de 1 cm inferior a altura do solo nas
unidades experimentais durante uma semana
apo6s o transplante, a fim de garantir que todas
as plantas se desenvolvessem corretamente,
quando entdo ocorreu a aplicacao dos trata-
mentos. Para aplicacado na parte aérea, o solo
da unidade experimental permaneceu total-
mente coberto com camada de papel-aluminio
revestido de papel-toalha, para evitar o contato
da solucao herbicida com o solo, e as folhas
foram pinceladas com as respectivas solucées
herbicidas, de forma a proporcionar cobertura
total e homogénea da planta.

Para aplicacdo ao sistema radical, a agua
foi substituida pelas respectivas solucdes
herbicidas nas unidades cuja aplicacao foi
por via radical, sendo as demais mantidas em
agua pura. Nos tratamentos via raizes, a parte
aérea das plantas ndo entrou em contato com
o herbicida, pois no momento da aplicacao se
encontrava desenvolvida e projetada para fora
da unidade experimental, sem contato com o
solo. A metodologia foi aperfeicoada para se
assemelhar as condicoes de campo, onde o
herbicida pirazosulfuron-ethyl é aplicado uma
Unica vez sobre as plantas, mas permanece
presente na lamina de agua durante longo
periodo (Rampelotti et al., 2003a).

A agua (aplicacdo via aérea) ou solucao
(aplicacao ao sistema radicular) evaporada
foi constantemente reposta, de forma a manter
o nivel préximo ao do solo das respectivas
unidades experimentais. Além disso, a cada
reposicao nova solucédo era elaborada, nao
sendo utilizada solucao de estoque. As plan-
tas se desenvolveram durante 40 dias apés o

i

BCP

189

transplante (DAT), quando entdo foram ava-
liados a altura de planta, a fitomassa fresca e
seca e o contetido de agua. Apés a medicao da
altura, as plantas foram cortadas rente ao solo
e acondicionadas em sacos plasticos pequenos,
lacrados e colocados no interior de caixa de
poliestireno expandido contendo gelo, e levadas
imediatamente ao laboratorio, para afericao da
massa em balanca analitica e obtencao da
fitomassa fresca (MF). Posteriormente, foram
transferidas para sacos de papel e levadas a
estufa de circulacao forcada de ar a 60 °C, até
massa constante, quando entado tiveram a
massa novamente aferida, para obtencao da
fitomassa seca (MS). O contetido de agua foi
calculado pela formula 100 * (MF — MS/MF).
A analise de variancia foi realizada pelo teste
F a 5% e, em caso de significancia, foi efetuada
analise de regressao. Para comparacao de pa-
res de médias, foi utilizado o teste da DMS em
nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises da altura de plantas do ecétipo
resistente evidenciaram comportamento dife-
renciado em relacdo ao local de aplicacdo. A
aplicacdo do herbicida na dose mais alta (28x)
na parte aérea causou reducdo em torno de
20% na altura das plantas. Por outro lado, esse
efeito nao foi observado com aplicacdo nas
raizes (Figura 1). Para o ec6tipo suscetivel, o
controle de 100% da populacao foi obtido na
dose de 2% para ambas as formas de aplicacao
(parte aérea e raiz), ndo apresentando dife-
rencas médias significativas. Mesmo nao
se alcancando controle total das plantas na
menor dose, estas paralisaram o desen-
volvimento, sendo a reducao de altura em torno
de 40% quando comparado com o ecodtipo
resistente, tanto para aplicacdo em parte aérea
como em raizes (Figura 1). Bizzi & Andres
(2001) alcancaram controle de populacdes
suscetiveis de sagitaria, em campo, na dose
comercial (2%), tanto no sistema de benzedura
como por pulverizacéo.

A fitomassa fresca, por outro lado, néo
sofreu efeito de doses do herbicida, mas sim
do local de aplicacdo (Figura 2). O ecotipo
resistente apresentou maior fitomassa fresca
quando o pirazosulfuron-ethyl foi aplicado no
sistema radical, quando comparado com
aplicacdo na parte aérea, diferentemente do
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ecotipo suscetivel, cuja fitomassa fresca foi
maior quando a aplicacdo herbicida ocorreu
na parte aérea das plantas (Figura 2). Leite
et al. (1998) relatam que a absorcao dos herbi-
cidas inibidores da ALS via sistema radical néao
€ tdo limitada como na folha, ou seja, a baixa
presenca de substancias lipidicas nas raizes,
juntamente com a auséncia de cuticula, torna
mais facil a absorcdo. Conseqlientemente, nas
plantas suscetiveis o dano foi maior quando a
aplicacdo do produto ocorreu na raiz, prova-
velmente devido a sua maior absorcao pela
planta, considerando que o movimento normal-
mente pode ocorrer tanto via xilema quanto
floema. Por sua vez, o ecétipo resistente se
mostrou menos sensivel quando a aplicacao
ocorreu nas raizes (Figura 2). Esse fato pode
nao ser o mecanismo de resisténcia, que,
normalmente, para herbicidas inibidores da
ALS é considerado como insensibilidade da
enzima ao herbicida (Christoffoleti, 2001), mas
provavelmente pode estar relacionado a ele,
talvez como consequtiéncia indireta do conjunto
de alteracdes ocorrido na planta. No ecétipo
resistente, a via de absorcao preferencial foi
aérea, podendo resultar de alteracoes tanto da
anatomia como da composicdo quimica da
cuticula foliar (Ferreira, 2005). Esses dados
sdo confirmados pela fitomassa seca, onde o
ecotipo resistente mostrou maior fitomassa
quando o herbicida foi aplicado nas raizes,
independentemente do tratamento (Figura 3a).
Por sua vez, a fitomassa seca do ecoétipo
suscetivel foi menor na dose de 2°x quando a
aplicacdo ocorreu nas raizes (Figura 3b).
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Figura 1 - Altura de parte aérea de plantas de S. montevidensis
aos 40 DAT, em fung¢do de doses do herbicida

pirazosulfuron-ethyl, aplicado em parte aérea @) e raiz (0)
do ecotipo resistente (A). D x L x E =5%; CV =9,8%.
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Figura 3 - Fitomassa seca de parte aérea de plantas de S.
montevidensis aos 40 DAT, em func¢do de doses do
herbicida pirazosulfuron-ethyl, aplicado em parte aérea
(®) e raiz (0) dos ecotipos resistente (a) e suscetivel
(b). DXL x E = 5%; CV = 30,7%.
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De acordo com Vidal (2002), a absorcao
de herbicidas via foliar pode ser afetada pelo
efeito do ambiente sobre a gota, pela densidade
de plantas daninhas, pela disposicao foliar e
pela superficie atingida. No experimento
conduzido em casa de vegetacao, nenhum des-
ses fatores foi diferenciado entre tratamentos,
pois as plantas foram completamente pince-
ladas com a solucao herbicida, nao houve a
formacao diferencial de gotas (a cobertura foi
continua), a densidade de plantas foi a mesma,
a disposicao foliar nao foi considerada devido
a modalidade de aplicacao e a superficie atin-
gida foi idéntica: a planta inteira. No caso de
aplicacao via radicular, as raizes permane-
ceram constantemente em contato com a
solucao herbicida em todas as unidades
experimentais, ndo sendo a aplicacao dos
tratamentos fonte de erro.

O conteudo de agua das plantas foi alte-
rado com o aumento da dose aplicada sobre o
ecotipo resistente, incrementando em torno de
2% no ecotipo resistente em relacdo ao
suscetivel com aplicacdo na parte aérea, e 1%
com aplicacdo nas raizes (Figura 4). No ecétipo
suscetivel, s6 foi possivel avaliar o contetido
de agua na dose de 2°%x, situando-se em torno
de 89 - 91% (dados nao mostrados). Alteracdes
no conteudo de agua como um dos primeiros
sintomas de fitotoxicidade dos herbicidas
inibidores da ALS foram observadas por
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Figura 4 - Conteudo de agua de parte aérea de plantas de S.
montevidensis aos 40 DAT, em fungado de doses do herbicida
pirazosulfuron-ethyl, aplicado em parte aérea (®) e raiz (o)
do ecotipo resistente (A).D x L x E = 5%; CV =2,7%.
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Concenco et al. (2003), trabalhando com doses
elevadas de penoxsulam. Estes autores obser-
varam que a reducdo do contetdo de agua foi
em funcao do incremento na dose, alcancando
até 8% no sistema radical do arroz. Por outro
lado, a parte aérea nao sofreu alteracao.

O contetido de agua no tecido € um indi-
cador de toxicidade de herbicidas as plantas
(Brown, 1946; Minshall, 1960; Wort, 1964a);
enquanto alguns herbicidas incrementam o
conteudo de agua, outros reduzem, variando
de uma espécie para outra (Wort, 1964b). Por
sua vez, o conteiido de agua é muito sensivel,
podendo sofrer alteracdes antes mesmo que
outras variaveis sejam alteradas (Wort, 1964a).

Para que as diferencas quanto a absorcao
sejam caracterizadas, o mais adequado seria
trabalhar com produto marcado radioativa-
mente. No entanto, esta opcéo € limitada devido
ao reduzidonumero de instituicoes autorizadas
a trabalhar com produtos dessa natureza no
Brasil.

Os resultados observados neste estudo
fornecem evidéncias de que o ecotipo resistente
de S. montevidensis estudado possui maior
velocidade inicial percentual de germinacao
que o ecotipo suscetivel. Além disso, o maior
vigor do ecétipo resistente (Figura 5) pode ser
atribuido em parte ao maior tamanho das
sementes do ecotipo resistente, comparado
com o suscetivel (Figura 6). Esses resultados
estdo de acordo, em parte, com o observado
por Rampelotti et al. (2003a), os quais afir-
maram nao ter encontrado diferencas quanto
a altura e fitomassa seca entre ecotipos resis-
tente e suscetivel na analise de crescimento,
mas encontraram diferencas quanto a area
foliar, com vantagem para os ecotipos resis-
tentes.

Rizzardi et al. (2002) discutem a hipétese
de que ecotipos resistentes a herbicidas
poderiam apresentar diferencas quanto a adap-
tabilidade em relacao aos suscetiveis. Brighenti
et al. (2001) nao encontraram diferencas de
adaptabilidade entre ecodtipos resistente e
suscetivel de Euphorbia heterophylla. Por sua
vez, Melo et al. (2003a, b) e Concenco et al.
(2003), estudando 44 ecétipos de capim-arroz
(Echinochloa sp.) resistentes ao herbicida
quinclorac, encontraram ecoétipos resistentes
com maior e com menor adaptabilidade que
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os ecotipos suscetiveis de referéncia. Thompson
et al. (1994) ndo constataram diferencas em
relacdo a adaptabilidade entre ecétipos “R” e
“S” aos inibidores da ALS. Gressel & Segel
(1990) concluiram que ecotipos de plantas
resistentes as triazinas sdo normalmente me-
nos competitivos que seus correspondentes
suscetiveis, e Vargas et al. (2005), que o ecétipo
resistente de Lolium multiflorum € menos com-
petitivo que o suscetivel ao glifosate.
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Figura 5 - Curva de emergénciade S. montevidensis em fungao
de dias apos transplante (T) e ecétipos (E) resistente (®) e

suscetivel (o) em casa de vegetagdo. T x E = 5%; CV =
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Como o ecotipo ecotipo “R” de
S. montevidensis possui maior vigor de
crescimento, seria capaz de ocupar a area
primeiro e aumentar sua proporcao ao longo
do tempo, eliminando os individuos “S” menos
vigorosos, inclusive influenciando a manu-
tencao da proporcao de plantas resistentes na
populacdao quando o agente selecionador é
removido (Lopez-Ovejero et al., 2004). Esse
problema poderia ser ainda mais grave quando
se considera que S. montevidensis possui se-
mentes relativamente leves e que a agua de
irrigacdo pode contribuir para a disseminacéo
do ecoétipo resistente (Fleck et al., 2004). Esse
fato certamente contribuiu para disseminacéo
do ecoétipo resistente nas lavouras do Estado
de Santa Catarina.

O ecotipo resistente de S. montevidensis
apresentou emergéncia mais rapida, maior
vigor inicial e altura final de plantas; a impor-
tancia das raizes como sitio de absorcao do
herbicida pirazosulfuron-ethyl, no eco6tipo
resistente, foi diminuida, sendo este mais
sensivel a aplicacdo na parte aérea; a maior
adaptabilidade e as alteracdes em relacao
ao sitio de absorcdao do herbicida podem ser
consequéncias indiretas, embora possam nao
ser a causa, do(s) fator(es) responsavel(is) pela
resisténcia de S. montevidensis aos herbicidas
inibidores da ALS. Mais estudos em nivel
anatomico deverdao ser conduzidos para
esclarecer esse aspecto.
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