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RESUMO

MECANISMOS DE RESISTENCIA DE PLANTAS DANINHAS AO
GLIFOSATO EM POMARES DE CITROS NO ESTADO DE SAO PAULO. A
producdo de citros, principalmente concentrada no Sudeste do Brasil,
especialmente em Sdo Paulo, enfrenta perdas significativas devido a
matocompeticdo. O manejo eficaz de plantas daninhas é crucial para manter a
produtividade dos pomares. No entanto, o uso excessivo de glifosato, o principal
herbicida utilizado devido a sua eficacia e custo acessivel, tem levado ao
aumento da resisténcia das plantas daninhas exacerbando o problema. O estudo
teve como objetivo identificar e avaliar niveis de resisténcia em plantas daninhas
presentes em pomares de citros em diferentes regides de S&o Paulo. Foram
coletadas sementes resistentes e susceptiveis de Amaranthus deflexus (caruru
rasteiro), A. hybridus (caruru-roxo), A. viridis (caruru de mancha), Bidens pilosa
(picdo preto), Chloris elata (capim branco), Conyza bonariensis (buva),
Digitaria insularis (capim amargoso), Solanum americanum (maria-pretinha), e
Tridax procumbens (erva de touro) em diferentes pomares de citros, todas no
Estado de S&o Paulo. Experimentos de curvas dose-resposta e acumulagéo de
acido chiquimico confirmaram que as populacdes com suspeita de resisténcia ao
glifosato A. deflexus, A. hybridus e T. procumbens apresentaram niveis de
suscetibilidade ao herbicida semelhante aos de suas respectivas referéncias
suscetiveis. As populacdes de B. pilosa também foram suscetiveis, porém, ha
risco de evolucgéo de resisténcia. A maioria das populagdes de C. bonariensis, C.
elata e D. insularis avaliadas mostrou diversos niveis de resisténcia ao glifosato.
Identificou-se a primeira ocorréncia de resisténcia ao glifosato no pais e no
mundo de A. viridis e S. americanum. Experimentos de atividade enzimatica da
5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato  sintase (EPSPS) mostraram que as
populacdes resistentes de A. viridis, B. pilosa, C. elata, e S. americanum
apresentaram maior atividade basal em comparagdo com suas respectivas
populacdes suscetiveis. Para D. insularis os valores de atividade basal foram
semelhantes para as populacBes resistentes e suscetiveis. Contudo, todas os
biotipos resistentes destas espécies demandaram por maiores concentracoes de
glifosato para inibir a EPSPS em 50%, exceto a populacdo R1 de B. pilosa. A
absorcdo de glifosato oscilou de 28% a 44% das 12 as 72 horas apds o
tratamento (HAT) em plantas de A. viridis. Apenas a populacdo R2 apresentou
um padrdo de absorcdo diferente em comparacdo com a populacédo suscetivel:
translocando a menor quantidade de herbicida da folha tratada ao resto da planta
e raizes, portanto, a resisténcia nessa populacdo € atribuida a menor absorcéo e
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translocacédo de glifosato. As plantas de S. americanum absorveram entre 35 e
50% de herbicida até as 72 HAT. A partir das 24 HAT, a populacdo R1
absorveu entre 10 e 15% que as populagbes S e R2. O sequenciamento da regiédo
conservada do gene da EPSPS que interage com o glifosato ndo evidenciou
qualquer mutacao nas populacdes resistentes de A. viridis contudo, foi verificado
que nessa espécie hd uma superexpressdao génica na EPSPS. Na espécie S.
americanum foi identificada uma dupla mutacdo nas posicbes Arg-105-Glu e
Pro-106-Ser. Em pomares de citros em Sdo Paulo, identificaram-se multiplas
especies resistentes, mostrando que a falta de controle sobre uma espécie pode
afetar o controle de outras espécies vulneraveis. Foi identificada a resisténcia ao
glifosato em A. viridis e S. americanum, sendo 0s primeiros casos relatados no
mundo para estas espécies.

Palavras-chave: superexpressdo génica; atividade enzimatica; A. viridis; S.
americanum; resisténcia a herbicidas, mutacdo Pro-106, Glifosato.
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ABSTRACT

WEED RESISTANCE MECHANISMS IN CITRUS ORCHARDS IN THE
STATE OF SAO PAULO. Citrus production, mainly concentrated in Southeast
Brazil, especially in S&o Paulo, faces significant losses due to weed competition.
Effective weed management is crucial to maintaining orchard productivity.
However, the excessive use of glyphosate, the main herbicide used due to its
effectiveness and affordability, has led to increased weed resistance,
exacerbating the problem. The study aimed to identify and assess resistance
levels in weeds present in citrus orchards in different regions of S&o Paulo.
Resistant and susceptible seeds of Amaranthus deflexus (low amaranth), A.
hybridus (purple amaranth), A. viridis (green amaranth), Bidens pilosa
(blackjack), Chloris elata (feather fingergrass), Conyza bonariensis (fleabane),
Digitaria insularis (sourgrass), Solanum americanum (American black
nightshade), and Tridax procumbens (coat buttons) were collected from different
citrus orchards, all in the state of Sdo Paulo. Dose-response and shikimic acid
accumulation experiments confirmed that the populations suspected of
glyphosate resistance A. deflexus, A. hybridus, and T. procumbens exhibited
herbicide susceptibility levels similar to their respective susceptible references.
B. pilosa populations were also susceptible; however, there is a risk of resistance
evolution. Most C. bonariensis, C. elata, and D. insularis populations evaluated
showed varying levels of glyphosate resistance. The first occurrence of
glyphosate resistance in the country and worldwide for A. viridis and S.
americanum was identified. 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase
(EPSPS) enzymatic activity experiments showed that resistant populations of A.
viridis, B. pilosa, C. elata, and S. americanum exhibited higher basal activity
compared to their respective susceptible populations. For D. insularis, basal
activity values were similar for resistant and susceptible populations. However,
all resistant biotypes of these species required higher glyphosate concentrations
to inhibit EPSPS by 50%, except for the R1 population of B. pilosa. Glyphosate
absorption ranged from 28% to 44% between 12 to 72 hours after treatment
(HAT) in A. viridis plants. Only the R2 population showed a different absorption
pattern compared to the susceptible population, translocating a smaller amount
of herbicide from the treated leaf to the rest of the plant and roots. Therefore,
resistance in this population is attributed to lower glyphosate absorption and
translocation. S. americanum plants absorbed between 35% and 50% of the
herbicide up to 72 HAT. From 24 HAT, the R1 population absorbed between
10% and 15% more than the S and R2 populations. Sequencing of the conserved



X1V

region of the EPSPS gene that interacts with glyphosate did not show any
mutations in resistant populations of A. viridis; however, it was found that this
species exhibits gene overexpression in EPSPS. In S. americanum, a double
mutation was identified at positions Arg-105-Glu and Pro-106-Ser. In citrus
orchards in S&o Paulo, multiple resistant species were identified, showing that
failure to control one species can affect the control of other vulnerable species.
Glyphosate resistance was identified in A. viridis and S. americanum, marking
the first reported cases worldwide for these species.

Key words: gene overexpression; enzymatic activity; A. viridis; S. americanum;
herbicide resistance, Pro-106 mutation.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa o segundo lugar como maior produtor de citros no
mundo, seguindo a China (FAO, 2021). As variedades predominantes cultivadas
no pais incluem laranjeiras, tangerineiras, limeiras acidas e limdes verdadeiros
(LOPES et al., 2011). Em 2019, a producédo nacional de citros atingiu 19,6
milhdes de toneladas (FAO, 2021). Destaca-se especialmente a producdo de
laranja, classificada como a nona cultura mais significativa em termos de valor
de producéo. O Estado de Sao Paulo lidera como o maior produtor de laranja do
Brasil, alcancando mais de 13 milhdes de toneladas na safra de 2022 (IBGE,
2022).

A produtividade de citros sofre interferéncia devido a presenca de
plantas daninhas (FAO, 2009). Embora essas plantas ndo sejam o fator biotico
que mais chame atencdo por ndo causarem danos diretos as plantas, seus efeitos
em alguns pomares de citros podem resultar em perdas de até 80%, ja seja pela
reducdo do rendimento ou reducédo da qualidade dos frutos (MARTINELLI et
al., 2017; AZEVEDO et al., 2020). Em culturas perenes, como 0s citros, 0s
citricultores brasileiros preferem o controle quimico de plantas daninhas,
principalmente utilizando o herbicida glifosato ((N-(fosfonometil)glicina))
(MARTINELLI et al., 2022).

O glifosato é uma escolha frequente devido ao seu amplo espectro
de controle, acdo ndo-seletiva e alta sistemicidade, especialmente diante da
complexidade em manejar as plantas daninhas que crescem junto com as plantas
cultivadas (CESCO et al., 2024). Sua principal caracteristica é sua capacidade de
ser translocado, principalmente para os sumidouros metabolicos e 0s meristemas
de crescimento, mesmo que estejam distantes do ponto de aplicacdo. Com alta
mobilidade no floema e uma agdo gradual, o herbicida consegue se disseminar

por toda a planta, alcancando os meristemas e mostrando-se eficaz no controle



de plantas daninhas perenes (DUKE, 2020). Lan¢cado no mercado em 1974, o
uso global do glifosato aumentou consideravelmente, superando em mais de 100
vezes 0 Vvolume inicialmente aplicado. Esse aumento foi impulsionado
principalmente pela perda da patente em 2000, devido ao custo relativamente
baixo em comparacdo com outros herbicidas e ao aumento das doses utilizadas
para enfrentar as ervas daninhas que desenvolveram resisténcia aos herbicidas
(MYERS et al., 2016; MARTINELLI et al., 2022).

Considerando esse fato, a evolucdo de biotipos resistentes ao
glifosato tem sido inevitavel. Em todo o mundo, ha registros de 364 plantas
daninhas resistentes a esse herbicida, enquanto no Brasil existem 20 relatos
confirmados. O primeiro caso foi reportado em 2003, e entre 2003 e 2013 foram
documentados apenas 7 casos. No entanto, a partir de 2014, o nimero de relatos
praticamente dobrou (HEAP, 2024).

O mecanismo de acdo do glifosato é Unico, atuando na via do acido
chiquimico, inibindo a 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) ao
ocupar o sitio de ligacdo do fosfoenolpiruvato (PEP) (AMRHEIN et al., 1980).
Isso inibe a formacdo de corismato, que é um precursor do acido salicilico
(hormdnio de defesa das plantas) e de trés aminoacidos aromaticos (triptofano
(Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe)). O corismato serve como precursor de
uma ampla variedade de compostos aromaticos que desempenham papéis
cruciais no crescimento, desenvolvimento, reproducdo e defesa das plantas
(HASLAM, 1993; HERMANN, 1995).

Nesse contexto, € fundamental realizar estudos a fim de caracterizar
0s mecanismos de resisténcia, identificar estratégias eficazes de manejo de
plantas daninhas e desenvolver alternativas sustentaveis para proteger a

producdo de citros e garantir a seguranca alimentar e econémica do pais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CITROS

Os citros compreendem uma vasta gama de plantas do género
Citrus (Linnaeus) e outros géneros relacionados, como Fortunella e Poncirus,
além de hibridos da familia Rutaceae. Esse grupo é predominantemente
representado por laranjas (Citrus sinensis), tangerinas (Citrus reticulata e Citrus
deliciosa), limdes (Citrus limon), limas &cidas como o Tahiti (Citrus latifolia) e
0 Galego (Citrus aurantiifolia), bem como por variedades doces, como a lima da
Persia (Citrus limettioides), pomelo (Citrus paradisi), cidra (Citrus medica),
laranja-azeda (Citrus aurantium) e toranjas (Citrus grandis) (LOPES et al.,
2011).

As espécies de citros, que tiveram sua origem em regides tropicais e
subtropicais da Asia e do arquipélago Malaio ou Insulindia, antes de se
dispersarem para outras partes do mundo, alcancando as Americas no final do
século XV, adaptaram-se principalmente a regides subtropicais, concentrando-se
em latitudes superiores a 20° N e 20° S. Esta observacdo é confirmada pela
situacdo no Brasil, onde mais de 80% da producdo estd localizada acima da
latitude 20° Sul (EMBRAPA, 2013).

De modo geral, as plantas do género Citrus sdo arvores de porte
médio, geralmente alcancando cerca de quatro metros de altura, com uma copa
densa e formato arredondado. As folhas sdo persistentes, podendo ou né&o
apresentar espinhos e sdo, geralmente simples e aromaticas. As flores séo
pequenas, brancas e atrativas para abelhas, sendo utilizadas na producéo de dgua
de flor de laranjeira. Os frutos sdo ricos em vitamina C, vitaminas do complexo

B e pré vitamina A, além de conterem sais minerais como célcio, potassio,
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sodio, fosforo e ferro. As raizes tém baixa capacidade de absor¢do de nutrientes
devido ao pequeno namero de pélos absorventes e alta necessidade de oxigénio.
A distribuicdo e quantidade de raizes dependem do tipo de porta-enxerto, da
copa, da idade da planta e das condicOes do solo (TALON et al., 2020).

A histdria da citricultura brasileira remonta aos primeiros anos apos
a descoberta do pais, quando os portugueses introduziram, em 1930, as
primeiras sementes de laranja doce na Bahia e em S&o Paulo. No entanto, apenas
a partir de 1930 é que a citricultura comecou a se desenvolver comercialmente
nos estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro e Bahia, expandindo-se posteriormente
por todo o territério nacional (EMBRAPA, 2019).

A citricultura no Brasil tem énfase na producéo de laranja, tanto em
area cultivada quanto em volume de producdo. Além disso, essa atividade
também € concentrada geograficamente: S&do Paulo e Minas Gerais abrigam o
maior polo citricola do pais, respondendo por cerca de 70% da area cultivada e
83% da producéo nacional de laranja (VIDAL, 2022).

Dados divulgados pela FAO referentes a 2019 destacam o papel do
Brasil como o segundo maior produtor global de citros, com énfase na producéo
de laranja, tangerinas, limas e limdes, totalizando 19,6 milhdes de toneladas,
ficando apenas atrds da China. Além disso, o pais liderou a producédo de laranja,
alcancando 17,1 milhdes de toneladas, superando China, India, Estados Unidos
da América e México, respectivamente. No segmento de tangerinas, o Brasil
ocupou a setima posicdo no ranking mundial com 0,98 milhdo de toneladas,
sendo superado por China, Espanha e Turquia, os trés principais produtores,
respectivamente. No que diz respeito a limas e limdes, o Brasil se posicionou
como o quinto maior produtor global registrando 1,5 milhdo de toneladas,
ficando atrds de India, China, México e Argentina, respectivamente (FAO,
2021).

Na producdo de laranjas, o Brasil ocupou a segunda posicdo em

produtividade, com 28,9 t.hal. No grupo das tangerinas e tangores, o Brasil
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conquistou a quarta posicdo, com 18,7 t.ha, enquanto no segmento de limas e
limdes, ficou em terceiro lugar, alcancando uma produtividade de 26,8 t.ha*
(FAQ, 2021). Em 2022, a area de plantio de laranja no pais ultrapassou 568 mil
hectares, resultando em uma producdo de quase 17 milhGes de toneladas. O
valor total da producdo neste mesmo ano foi superior a 14 bilhdes de reais.
(FAO, 2021).

A producdo de citros estd concentrada, principalmente, na regido
Sudeste do Brasil, especialmente no Estado de S&o Paulo, responsavel por mais
de 75% da producdo nacional em 366.446 hectares (60% da area de cultivo de
citros) (INCAPER, 2024).

Em 2022, o Brasil reafirmou sua posi¢cdo como um dos principais
produtores de laranjas do mundo, com um valor de producdo acima de 14
milhdes de reais e uma producéo total de 16,9 milhdes de toneladas (IBGE,
2022). Para alcancar esses numeros impressionantes, uma area consideravel de
568.132 hectares foi dedicada ao cultivo de laranjas, mostrando 0 compromisso
e o esforco dos agricultores em todo o pais. Com um rendimento médio de
29.799 kg.hat, fica evidente a eficiéncia e a expertise dos produtores brasileiros
na obtencdo de altos indices de produtividade (IBGE, 2022).

Esses resultados sdo ainda mais notaveis quando se considera o
grande numero de estabelecimentos envolvidos na producdo de laranjas no
Brasil, totalizando 55.912 unidades em 2017 (IBGE, 2022). Com um total de
259,596 milhdes de pés de laranja em todo o pais no mesmo ano, fica claro o
alcance e a amplitude da industria citricola brasileira (IBGE, 2022).

Sdo Paulo, um dos Estados mais proeminentes do pais, liderou
como o maior produtor de laranjas em 2022, responsavel por mais de 75% da
producdo nacional em 366.446 hectares (60% da area de cultivo de citros)
(MARTINS et al., 2023). Isso contribui significativamente para 0S
impressionantes nimeros alcancados pelo Brasil neste setor. Esses dados ndo

apenas ressaltam a relevancia econdmica dos citros para o pais, mas também



evidenciam o papel crucial que o Brasil desempenha no cenario global da
producdo de laranjas.

Em continuidade a essa lideranga, em 2022, a producao de laranjas
no Brasil continuou robusta, demonstrando sua importancia econdmica (IBGE,
2022). Com um valor de producdo de 10.723.088 milhdes de reais e uma
quantidade de 13.025.994 toneladas colhidas, o setor de citros reafirma sua
relevancia. Apesar da reducdo no numero de estabelecimentos agricolas
dedicados a citricultura, a alta eficiéncia dos agricultores resultou em um
rendimento médio de 36.443 kg.hat. Com 177,248 milhdes de pés de laranja, o
pais mostra sua vasta extensdo e diversidade na producéo citricola, destacando a
resiliéncia dos produtores diante dos desafios enfrentados (IBGE, 2022).

As exportacOes brasileiras de suco de laranja na safra 2022/23
alcancaram numeros impressionantes, segundo dados da Secretaria de Comércio
Exterior (SECEX), compilados pela Associagdo Nacional dos Fabricantes de
Sucos Citricos (CITRUSBR, 2024). O volume total atingiu 1,029 milhdo de
toneladas, gerando uma receita de US$ 2,038 bilhdes. Essas exportacoes
englobam tanto o suco concentrado e congelado quanto a versdo pronta para
consumo (CITRUSBR, 2024).

A laranja é considerada um alimento funcional devido as suas
varias propriedades nutracéuticas. Essas propriedades tém o potencial de
retardar o processo de envelhecimento e ajudar na prevencdo de doengas
cronicas, como as cardiovasculares e o cancer. A presenca de vitamina C na
polpa desempenha um papel fundamental nesse processo, pois ajuda a manter o
sistema imunologico saudavel, prevenindo infecgdes e neutralizando os radicais
livres, que sdo prejudiciais as células, ao DNA e as proteinas. Além disso, a
vitamina C beneficia a salde dos o0ssos, das cartilagens, dos musculos e dos
vasos sanguineos (EMBRAPA, 2021).

E crucial ressaltar que o Brasil mantém sua posicdo de lideranca

nesse setor, sendo responsavel por mais de 80% das exportacfes mundiais de



suco de laranja. Esse dominio é ainda mais evidente quando consideramos 0S
desafios enfrentados pelos Estados Unidos durante o mesmo periodo. Esses
dados destacam a forca e a competitividade do mercado brasileiro de citros,
contrastando com a relativa insignificancia das exportacdes de frutas citricas
frescas do pais em comparacdo com o volume massivo de suco de laranja
enviado para o exterior (CITRUSBR, 2024).

No entanto, apesar do sucesso na producéo, os desafios persistem.
A matocompeticdo pode causar perdas de até 80% na producdo de citros,
portanto, 0 manejo de plantas daninhas é essencial para manter pomares
altamente produtivos (AZEVEDO et al. 2020).

2.2 MANEJO DE PLANTAS DANINHAS EM CITROS

As plantas daninhas, assim como pragas e doencas, acarretam
perdas significativas na citricultura. Os efeitos das doencas e pragas sao mais
evidentes, portanto, os danos das plantas daninhas muitas vezes passam
despercebidas pelos citricultores. No entanto, o manejo adequado delas é
igualmente crucial para o sucesso da producao citricola.

As plantas daninhas, como fator bidtico, ttm o potencial de
interferir diretamente no crescimento e na producdo das plantas de citros. Elas
competem por recursos essenciais ao crescimento das plantas, além de liberarem
substancias alelopéaticas (BLANCO; OLIVEIRA, 1978). Indiretamente, atuam
como hospedeiras intermediarias de pragas e patdégenos (CHIAVEGATO,
1986). Somente no Brasil, sdo conhecidas 47 espécies de plantas daninhas que
hospedam o acaro-da-leprose dos citros (Brevipalpus phoenicis) e sete espécies
que hospedam o fungo causador da podriddo-floral-dos-citros (Colletothicum
acutatum), entre outras (NUNES 2007; FRARE 2011).



O controle quimico de plantas daninhas é frequentemente preferido
pelos citricultores brasileiros e a maioria usa apenas glifosato (N-
(fosfonometil)glicina). Além disso, suas aplicagcdes geralmente sdo direcionadas
a linha de plantio, sob a copa das plantas, mas podem ser realizadas em toda a
entrelinha do pomar. O glifosato € um herbicida ndo seletivo que é translocado
principalmente para drenos metabolicos, que podem estar distantes do local de
aplicacdo. Além disso, suas propriedades moveis no xilema e floema e acao
lenta permitem que o herbicida se mova por toda a planta para matar todos os
meristemas, tornando-o eficaz até mesmo no controle de plantas daninhas
perenes (DUKE, 2020).

A capacidade de mobilidade no xilema e floema e acdo gradual
permitem que o glifosato se dissemine por toda a planta, atingindo e
eliminando todos os meristemas, 0 que o torna eficaz mesmo no controle de
plantas daninhas perenes. O amplo e repetido uso deste herbicida pela
maioria dos citricultores, que chegam a realizar até 10 aplicacdes por ano
agricola, tem contribuido para a selecdo de biotipos de plantas daninhas
resistentes ao glifosato (MARTINELLI et al. 2022). A ocorréncia dessa
resisténcia é um desafio a mais com o qual os produtores tém que lidar para

manter produtividades rentaveis no setor citricola.

2.3 EVOLUCAO DA RESISTENCIA

A definicéo de resisténcia a herbicidas pela Weed Science Society of
America (WSSA) é “a capacidade hereditaria de uma planta de sobreviver e
reproduzir-se apés a exposicdo a uma dose de herbicida normalmente letal para

a variante selvagem. Numa planta, a resisténcia pode ocorrer naturalmente ou



ser induzida por técnicas tais como a engenharia genética ou a selecdo de
variantes produzidas por cultura de tecidos ou mutagénese”.

No ano de 1952, os primeiros casos registrados de resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas ocorreram, envolvendo um bidtipo de Commelina
diffusa nos Estados Unidos e um bidtipo de Daucus carota no Canada, ambos
demonstrando resisténcia ao 2,4-D. No Brasil, o primeiro caso de resisténcia foi
oficialmente confirmado em 1993, envolvendo a planta Bidens pilosa e sua
resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS),
identificado em uma plantacdo de soja no estado do Mato Grosso do Sul
(ADEGAS et al., 2015).

O primeiro relato de resisténcia de plantas daninhas ao glifosato no
mundo foi registrado em 1996 e, no Brasil, o primeiro caso ocorreu em 2003
(SILVA et al., 2023). Desde entdo, essa tendéncia tem aumentado
progressivamente, com o registro da presenca de biotipos resistentes em diversas
regides do pais. Atualmente, o mecanismo de acdo do glifosato (inibicdo da
EPSPS) ocupa o terceiro lugar em risco de selecdo de resisténcia, com 59 casos,
sO atras dos inibidores da acetolactato sintase (ALS) e do fotossistema 11 (PSII)
(Heap, 2024). No Brasil, 12 espécies de plantas daninhas tém sido identificadas
com bidtipos resistentes ao glifosato (HEAP, 2024) (FIGURAS 1 e 2).



FIGURA 1. Mapa mundial dos casos de resisténcia ao glifosato
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No Brasil, a resisténcia de plantas daninhas a herbicidas ¢ uma
preocupacdo crescente na agricultura, com 59 espécies identificadas como
resistentes. Dessas, 20 sao resistentes ao glifosato (HEAP, 2024). A resisténcia
das plantas daninhas a herbicidas no Brasil destaca a importancia de abordagens
de manejo diversificadas. Estratégias como rotacdo de culturas e uso criterioso
de herbicidas sdo essenciais para controlar a resisténcia e promover a

sustentabilidade na agricultura brasileira.

2.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA A HERBICIDAS

A resisténcia a um herbicida surge da selecdo de biotipos resistentes
previamente existentes, os quais, devido a pressdo de selecdo resultante de
aplicacOes repetidas do mesmo herbicida ou mecanismo de agdo, encontram
condicdes favoraveis para sua multiplicacdo (VENCILL et al., 2012).

Os mecanismos de resisténcia a herbicidas referem-se aos processos
pelos quais as plantas daninhas desenvolvem a capacidade de sobreviver a
exposicdo e aos efeitos dos herbicidas. Isso pode ocorrer de varias maneiras,
sendo mecanismos dentro do sitio de acdo (target-site) e fora do sitio de acdo
(no target-site).

Conforme apontado por Gains et al., (2020), a resisténcia aos
herbicidas é atribuida a cinco mecanismos primarios, sendo os mecanismos 1 a 3

no target site e 0s mecanismos 4 e 5 target site:

1. A diminuicdo da absorcdo e/ou translocacdo é a restricdo do
movimento de um herbicida em quantidade suficiente até o local de

acdo que permite a planta sobreviver.
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2. O sequestro de um herbicida nas paredes celulares ou nos
vacuolos reduz a concentracdo do herbicida que alcanca o local de
acdo e pode resultar em resisténcia.

3. O metabolismo aprimorado é o aumento da capacidade de uma
planta para metabolizar (degradar) substancias ndo toxicas de um
herbicida antes que a mate.

4. A resisténcia no local alvo (frequentemente uma enzima) resulta
da substituicdo de nucleotideos na sequéncia de DNA da enzima
alvo, causando mutacdes que alteram sua traducdo em proteinas,
mas sem perder sua funcdo, limitando ou reduzindo a capacidade de
um herbicida de se ligar ao local de acao.

5. A amplificacdo génica/superexpressdo aumenta a producdo da
enzima alvo, exigindo uma concentracdo mais alta do herbicida

para inibir a enzima alvo e causar a morte.
Esses mecanismos podem resultar na ineficacia dos herbicidas para

controlar as plantas daninhas, representando um desafio significativo para a

gestdo de plantas daninhas em agricultura e paisagismo (HEAP, 2014).

2.5 GLIFOSATO

2.5.1 Propriedades quimicas

O glifosato, principio ativo, foi inicialmente sintetizado por Henri
Martin em 1950, na Cilag Company, localizada na Suica. Posteriormente, em

1970, John Franz, da Monsanto Company nos Estados Unidos, identificou suas
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propriedades herbicidas (PARROT et al., 1995). O glifosato, cujo nome quimico
é N-(fosfonometil)glicina de acordo com a nomenclatura da International Union
of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), possui uma formula empirica de
C4H1oNOsP (FIGURA 3). Este composto é um acido organico fraco, composto
pela metade de glicina e metade de fosfonometil. Geralmente, € formulado como
um sal do &cido desprotonado e um cation. Sua pureza tipica é superior a 90%.
Fisicamente, o glifosato € um po6 branco cristalino, inodoro, com densidade
especifica de 1,704 g/mL, baixa pressdo de vapor e alta solubilidade em agua.
Ele € anfotérico, o que significa que pode reagir tanto como acido quanto como
base, e dependendo do pH pode existir como diferentes espécies idnicas. Essas
propriedades fisicas e quimicas contribuem para sua eficacia como herbicida e
sua ampla aplicabilidade em préticas agricolas (MENSINK; JANSSEN, 1994).

FIGURA 3. Estrutura quimica do glifosato.
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O glifosato € um herbicida de pds-emergéncia, pertencente a familia
quimica das glicinas substituidas. Ele é classificado como ndo-seletivo e de acdo
sistémica. Sendo um herbicida total, possui um amplo espectro de acéo, 0 que
possibilita o controle de infestantes anuais ou perenes, tanto monocotiledoneas
quanto dicotileddneas, em areas agricolas, florestais e ndo cultivadas. Sua
versatilidade permite seu uso em uma variedade de locais, incluindo sistemas de
agua, como irrigacdo e aguas temporariamente drenadas, além de areas urbanas,
como parques, bermas de estradas e jardins (GALLI; MONTEZUMA, 2005;
MENSINK; JANSSEN, 1994). No contexto nacional, o glifosato é o herbicida

mais utilizado, o que o torna suscetivel ao desenvolvimento de resisténcia por
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parte das plantas daninhas. Por essa razdo, € considerado um herbicida de
elevado risco de resisténcia (MENDES et al., 2012).

2.5.2 Modo de acio e comportamento nas plantas

O glifosato é um herbicida sistémico aplicado em po6s-emergéncia,
que é prontamente absorvido pelas folhas das plantas. A absor¢do ocorre nos
orgaos que possuem clorofila, como folhas e tecidos verdes, enguanto sua
translocacdo é facilitada pelo floema, movendo-se em direcdo aos tecidos
meristematicos (GALLI; MONTEZUMA, 2005). Sua eficacia depende de varios
processos, incluindo a retencdo da molécula na superficie foliar, sua penetracédo
nas folhas, translocacédo na planta até o local de acéo e a subsequente inibicéo da
enzima-alvo, a EPSPS (KIRKWOOD; MCKAY, 1994; MONQUERO et al.,
2004).

A absorcdo do glifosato é um processo bifasico, iniciando-se com
uma rapida penetracdo inicial atraves da cuticula, seguida por uma absorcéo
simplastica mais lenta. A duracdo desse processo é influenciada por diversos
fatores, como a espécie e idade da planta, condicdes ambientais e concentracao
do herbicida na calda. Uma vez dentro da planta, ocorre a translocacéo
simpléastica pelos tecidos vasculares, movendo-se em direcdo aos sitios-alvo do
herbicida (SATICHIVI et al., 2000).

O movimento do glifosato pelo floema segue a rota dos produtos da
fotossintese, direcionando-se das folhas fotossinteticamente ativas para as partes
que utilizam esses agucares, como raizes, tubérculos, rizomas, folhas jovens e
zonas meristematicas. A quantidade de acUcar translocada para cada parte varia
durante o ciclo de vida da planta, influenciando o movimento do herbicida
(DELLACIOPPA et al.,, 1986). Condicdes que favorecem a fotossintese
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auxiliam na translocacdo do glifosato. A translocacdo é um processo
fundamental para a eficacia do herbicida (WANAMARTA; PENNER, 1989).

Além disso, a absorcdo e o metabolismo, assim como em outros
estudos com o glifosato, podem afetar a suscetibilidade da planta ao herbicida.
Ao nivel celular, existem pelo menos dois mecanismos de absorcédo do glifosato:
um sistema ativo, operando em baixas concentracGes, e um sistema passivo de
fluxo de massa, contribuindo para a compreensdo do complexo processo de
absorcao e translocacao do herbicida (SHANER, 2009).

Nas plantas, a absorcdo e liberagdo de substancias ocorrem de
forma seletiva. Entretanto, devido ao fato de que o glifosato é derivado da
glicina, um aminoacido essencial encontrado nas plantas, ele ndo € percebido
como uma substancia agressora e, consequentemente, € liberado em quantidades
minimas pelas raizes (COUPLAND; PEABODY, 1981).

O glifosato atua como um forte inibidor da atividade da enzima
EPSPS. Esta enzima, sintetizada no nucleo e ativa no cloroplasto, possui um
peptideo de transporte que € liberado ao atingir o cloroplasto (SAMMONS E
GAINES, 2014). A EPSPS catalisa uma etapa crucial na via do chiguimato,
especificamente na formacdo da EPSPS e fosfato inorgéanico a partir de
fosfoenolpiruvato (PEP) e chiquimato-3-fosfato (S3P). Assim, o glifosato inibe
a sintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano,
essenciais para a biossintese de proteinas (JABLONKAI, 2011). Além disso,
interrompe a polimerizacdo do monolignol, a sintese da lignina e outros
metabdlitos secundarios responsaveis por desempenhar funcdes essenciais no
desenvolvimento das plantas, tais como crescimento, reproducdo e mecanismos
de defesa (HASLAM, 1993; HERMANN, 1995). Esses compostos representam
aproximadamente 30% do carbono fixado pela fotossintese e aproximadamente
30% da massa seca da planta. Dessa forma, o glifosato também interfere no
fluxo de carbono e no funcionamento de outras vias bioquimicas (MAEDA E
DUDAREVA, 2012; ORCARAY et. al., 2012). Esse mecanismo de acdo €
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exclusivo entre todos os herbicidas conhecidos e é caracteristico de plantas e
microrganismos. Os animais ndo possuem a via metabolica dos aminoacidos
aromaticos nem a enzima EPSPS, explicando assim a seletividade do glifosato
para mamiferos e invertebrados. (SZEKACS E DARVAS, 2012).

As sete reacdes enzimaticas da via do chiquimato estdo associadas
ao metabolismo central do carbono e a rede de aminoacidos, realizando a
conversdo do fosfoenolpiruvato (PEP) e do D-eritrose 4-fosfato (E4P) -
intermediarios nas vias da glicélise e do fosfato de pentose, respectivamente -
em corismato. Este é o precursor universal para todos os aminoacidos e
numerosos metabdlitos derivados deles (DUKE; POWLES, 2008) (FIGURA 4).

FIGURA 4. A via do chiquimato, a sua relacdo com outras vias metabolicas e o

sitio da sua inibicao pelo glifosato.
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Os numeros indicam as enzimas responsaveis por catalisar as reagcdes na via do
acido chiquimico: (1) 3-desoxid-arabinoheptulosonato-7-fosfato sintase; (2) 3-
desidroquinato sintase; (3) desidroquinato desidratase; (4) chiquimato
desidrogenase, (5) chiquimato quinase; (6) 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato
sintase, que € inibida pelo glifosato, e (7) corismato sintase.
Fonte: (Adaptado de Yamada e Castro, 2004)
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Nesta via metabolica, uma molécula de D-eritrose 4-fosfato (E4P) e
duas de fosfoenolpiruvato (PEP) sdo utilizadas na biossintese do corismato. O
triptofano é produzido a partir do corismato pela via do triptofano, enquanto a
fenilalanina e a tirosina sdo sintetizados pelas vias do arogenato ou do
fenilpiruvato/4-hidroxifenilpiruvato. Em plantas, as enzimas desidroquinato
desidratase (DHD) e chiquimato desidrogenase (SDH) formam uma enzima
bifuncional DHDSDH, enquanto as aminodesoxicorismato sintase a (Asa) e a
aminodesoxicorismato sintase S (Asp), assim como as subunidades a e S da
triptofano sintase (TSa e TSp, respectivamente), formam complexos
enzimaticos ndo covalentes AS e TS, respectivamente (MAEDA et al., 2012).

A enzima EPSPS catalisa o penultimo passo da via do chiguimato,
onde ocorre a formacdo do enolpiruvil-3-fosfato de chiquimato (EPSP),
transferindo a porcdo enolpiruvil do PEP para a posicdo 5-hidroxila do
chiquimato 3-fosfato. Essa unidade C3 enolpiruvil da origem a cadeia lateral da
fenilalanina e tirosina e € eliminada durante a biossintese do triptofano. O
glifosato age como inibidor competitivo da EPSPS, atuando no nivel do segundo
substrato, o PEP, ocupando o sitio de ligacdo do PEP ao complexo enzimatico
chiquimato 3-fosfato. As EPSPS de diferentes organismos sé@o classificadas em
duas categorias com base na sensibilidade ao glifosato: todas as plantas e a
maioria das bactérias, incluindo a Escherichia coli, possuem enzimas EPSPS de
classe I, altamente suscetiveis ao glifosato, algumas bactérias, como a estirpe
CP4 de Agrobacterium sp., possuem enzimas EPSPS de classe IlI, menos
sensiveis ao glifosato. Desse modo, essas enzimas tém sido exploradas para a
producdo de culturas geneticamente modificadas tolerantes ao glifosato
(MAEDA et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Identificar plantas daninhas (Amaranthus deflexus, A. hybridus, A.
viridis, Bidens pilosa, Chloris elata, Conyza bonariensis, Digitaria insularis,
Solanum americanum e Tridax procumbens) resistentes em pomares de citros de

diferentes regides de Sao Paulo e avaliar seu nivel de resisténcia.

3.2 ESPECIFICOS

e Confirmar a ocorréncia de resisténcia ao glifosato nessas
populacdes;

e Caracterizar o nivel de resisténcia e 0s principais mecanismos
target site (TSR) ou no target site (NTSR) envolvidos nos casos

de resisténcia.
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4 CAPITULO 1 — OCORRENCIA DE PLANTAS DANINHAS
RESISTENTES AO GLIFOSATO EM POMARES DE
CITROS DO BRASIL

4.1 INTRODUCAO

Ao produzir 1,1 milhdo de toneladas de suco de laranja, o Brasil ird
produzir trés quartos do suco de laranja do mundo na temporada 2022/2023
(USDA, 2024). A producéo de citros esta principalmente concentrada na regido
Sudeste do Brasil, especialmente no Estado de Sdo Paulo, que é responsavel por
mais de 75% da producdo nacional em 366.446 hectares (60% da area plantada
com citros) (IBGE, 2019). Além de competir com as arvores citricas, as plantas
daninhas causam reducdes de rendimento de até 80% podendo hospedar insetos
vetores e patogenos e dificultar praticas culturais; assim, seu manejo € essencial
para manter pomares saudaveis e altamente produtivos (FAO, 2021,
MARTINELLI et al., 2023).

Embora algumas praticas ndo quimica de manejo de plantas
daninhas estejam sendo adotadas em pequena escala por produtores de citros
(SINGH; SHARMA, 2008), seu manejo em citros e principalmente baseado em
herbicidas, direcionando aplicacdes nas areas intra (sob a copa das arvores) e
inter-ruas dos pomares (ALCANTARA-DE LA CRUZ et al., 2019). No entanto,
devido ao fato de que, no Brasil, hd poucos herbicidas autorizados (apenas 10
ingredientes ativos) para essa finalidade (BRACAMONTE et al.,, 2018), o
herbicida mais utilizado é o glifosato, tanto pelo amplo espectro de plantas
daninhas que é capaz de controlar quanto pelo seu baixo custo (ALCANTARA-
DE LA CRUZ et al., 2019; CAETANO; CHRISTOFFOLETI; VICTORIA-
FILHO, 2001; DUKE, 2018; SINGH; SHARMA, 2008).
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O glifosato € um homélogo do fosfoenolpiruvato na via do acido
chiguimico, interrompendo a biossintese do 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato
(EPSP) ao inibir a atividadem da EPSP sintase (VAZQUEZ-GARCIA et al.,
2020). A interrupcdo dessa via metabolica causa o acumulo de &cido
chiguimico, afetando a sintese de trés aminoacidos aromaticos essenciais:
fenilalanina, tirosina e triptofano (VAZQUEZ-GARCIA et al., 2020). Portanto,
é possivel determinar a susceptibilidade/resisténcia ao glifosato através da
concentragdo de acido chiquimico presente nas plantas (HEAP, 2020). Este
herbicida, além de ser barato e eficaz, possui outras propriedades interessantes,
como baixa atividade residual no solo, baixa toxicidade para mamiferos,
impacto ambiental minimo, entre outros (CARVALHO et al., 2011; MOREIRA
et al., 2007), tornando-o0 o pesticida quimico agricola mais utilizado no mundo
(VAZQUEZ-GARCIA et al., 2020).

A baixa rotacdo de herbicidas e a auséncia de estratégias
economicamente viaveis de manejo integrado de plantas daninhas levaram a
uma dependéncia extensiva e excessiva do glifosato. Como resultado, os relatos
de baixa eficacia em relacdo ao glifosato na aplicacdo para controlar plantas
daninhas aumentaram ano apés ano. Além disso, a maioria dos produtores de
citros comumente aumentam a concentracdo e a frequéncia de aplicacdo de
glifosato em vez de usar herbicidas com outros mecanismos de acéo
(ALCANTARA-DE LA CRUZ et al., 2019; MARTINELLI et al., 2017).
Levantamentos revelaram que 98% dos produtores de citros brasileiros utilizam
glifosato, sendo que 73% aplicam doses entre 1.000 e 2.000 g de equivalente
acido (ea).ha e 11% doses > 2.000 g(ea).ha™. A frequéncia de aplicacdo varia
e apenas 11% dos produtores aplicam glifosato uma vez ao ano; a maioria (78%)
aplica glifosato duas a quatro vezes por ano, enquanto 11% aplicam mais de
cinco vezes por ano (DUKE, 2018).

Em pomares de citros brasileiros, populacbes de Conyza

bonariensis, Conyza canadensis e Digitaria insularis com resisténcia ao
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glifosato foram relatadas desde antes de 2010 (ALCANTARA-DE LA CRUZ et
al., 2020; SELLERS et al., 2003). As condicdes tropicais em que 0s citros séo
produzidos também favorecem o crescimento de plantas daninhas anuais e
perenes (GARCIA et al., 2019; THOMAS et al., 2006). Espécies dos géneros
Amaranthus, Bidens, Chloris, Conyza, Eleusine, Lolium, entre outros, sao
plantas daninhas que apresentam alto risco de evolugdo de resisténcia a
herbicidas (RAIMONDI et al., 2015) e algumas delas ja foram relatadas como
resistentes a herbicidas em outras culturas no Brasil (FRANCISCHINI et al.,
2014). Como as espécies desses géneros ocorrem em altas densidades em
pomares de citros (ALCANTARA-DE LA CRUZ et al., 2020), e também
apresentam altas taxas de sobrevivéncia no campo apds aplicacGes de
herbicidas, &€ provavel que novas espécies de plantas daninhas tenham
desenvolvido resisténcia ao glifosato. Além disso, os produtores de citros
exercem forte pressdo de selecdo sobre populacdes de plantas daninhas com
glifosato (ALCANTARA-DE LA CRUZ et al., 2019; DUKE, 2018), entdo é
provavel que mais de uma espécie resistente ocorra no mesmo pomar. A
ocorréncia de varias espécies de plantas daninhas resistentes a herbicidas na
mesma area aumenta consideravelmente os custos de manejo da resisténcia
(KUPPER et al., 2017).

Como o glifosato € o herbicida mais utilizado no Brasil, 0 objetivo
deste capitulo foi identificar plantas daninhas resistentes ao glifosato em
pomares de citros de diferentes regides do Estado de Sdo Paulo e verificar
quantas especies de plantas daninhas resistentes podem ser encontradas dentro
do mesmo pomar. O nivel de resisténcia foi determinado por ensaios de dose-

resposta e acumulo de &cido chiquimico.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Material vegetal

Foram realizados levantamentos de campo em pomares de laranja
doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) e lima &cida Tahiti (C. latifolia Tan.) nos
municipios de Araras, Cordeirépolis, Mogi-Mirim e Olimpia, estado de S&o
Paulo. Nesses pomares, sementes de pelo menos 20 espécimes de cada espécie
que sobreviveram a Ultima aplicacdo de glifosato (>720 g(ea).ha') foram
colhidas, e segundo os produtores, apresentaram sinais de resisténcia ao
glifosato devido a grandes falhas de controle. As sementes foram identificadas e
armazenadas em sacos de papel. Sementes susceptiveis da mesma espécie foram
coletadas em um pomar de lima &cida Tahiti manejado ecologicamente (sem o
uso de herbicidas) no municipio de Mogi-Mirim e no campus da Universidade
Federal de Sdo Carlos (campus Séo Carlos) em areas ndo cultivadas. A lista de

especies de plantas daninhas coletadas em cada local esta detalhada na Tabela 1.

TABELA 1. Identificacdo de populaces de plantas daninhas com suspeita de
resisténcia ao glifosato coletadas em diferentes pomares de citros do estado de
Séo Paulo, Brasil.

Caracteristica

Populacao Espécies . Pomar Municipio Coordenadas Ano(s
pufac P botanica P (s)
Bidens pilosa Dicotiled6nea
Chloris elata Monocotiledénea Tahiti
. Conyza A L L 22°25'S 2018 e
S-Lim bonariensis Dicotileddnea é:::rir:jz Mogi-Mirim 47°10'0 2019
I_:)lgltar!a Monocotileddnea
insularis
Amaranthus Dicotileddnea
deflexus
Amaranthus T
. Dicotileddnea o
S-UFSCar hybridus sem S&o Carlos 21°58'S 2019
Solanum T colheita 47°52' O
; Dicotileddnea
americanum
Tridax

procumbens

Dicotileddnea
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Caracteristica

Populacéo Espécies botanica Pomar Municipio Coordenadas Ano(s)
Conyza . Dicotileddnea
bonariensis
Chloris elata Monocotiledénea Tahiti, onon
R . 22°18'S,
R-Ara Digitaria Monocotileddnea lima Araras 47°93' O 2019
insularis acida
Solgnum Dicotileddnea
americanum
Amaranthus Dicotileddnea
deflexus
Amara_nthus Dicotileddnea
hybridus
Bidens pilosa Dicotileddnea Péra
Conyza T N . 22 °20'S 2018 e
R-IAC bonariensis Dicotileddnea I?jrggéa Cordeirdpolis 47 °27' 0 2019
Chloris elata Monocotiledénea
Digitaria Monocotileddnea
insularis
Solgnum Dicotileddnea
americanum
Amaranthus Dicotileddnea
deflexus
Amarapthus Dicotileddnea
hybridus
Bidens pilosa Dicotileddnea
Conyza T .
Ri-lar bonariensis Dicotileddnea |§;rna'é Modi-Mirim 22°25'S 2018 e
Chloris elata Monocotiledénea docé g 47°09'0 2019
Digitaria Monocotileddnea
insularis
Solgnum Dicotileddnea
americanum
Tridax Dicotileddnea
procumbens
Bidens pilosa Dicotileddnea
R-NS Chloris elata Monocotiledbnea Laranja Olimpia T — 20°51'S 2019
Tridax L hamlin Nossa Senhora 48°58' W
Dicotileddnea
procumbens
Amara_nthus Dicotileddnea
hybridus Péra
Bidens pilosa Dicotileddnea N Olimpia T — 20°46'S
R-OdA Chloris elata Monocotiledbnea I%rggéa Olhos D'agua 49°0'W 2019
Digitaria Monocotileddnea
insularis
Amara_nthus Dicotileddnea
hybridus Péra
R-PT Bldér;sn P;;osa Dicotileddnea laranja gggswgtl:n'} ; igo 4&3\5 2019
yza Dicotiled6nea doce P
bonariensis
Chloris elata Monocotileddnea

7O segundo nome do municipio de Olimpia reflete os nomes das fazendas das

quais as amostras de sementes foram coletadas.

As sementes de cada populacdo foram germinadas em bandejas

plasticas (31 x 15 x 10 cm) contendo uma mistura de substrato comercial
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umedecido na capacidade do campo e areia (1:1 v/v) e cobertas com vermiculita
expandida. As bandejas foram seladas e mantidas em casa de vegetacdo até a
germinagdo (3-6 d). Mudas com 1-2 folhas verdadeiras foram transplantadas
individualmente para vasos de 250 mL contendo substrato, areia e vermiculita
(2:2:1 vIviv) e adubadas com ~100 mg de 14-14-14 (Nitrogénio (N), Foésforo (P)
e Potassio (K) (NPK)) (Forth Cote, Osmocote, Froth Jardim Ltda., Cerquilho,
Brasil). As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo até que fossem

necessarias para uso nNos experimentos.

4.2.2 Ensaios de Dose-resposta

Mudas de diferentes espécies com 3-4 folhas verdadeiras (roseta de
6-9 folhas no caso de C. bonariensis) foram tratadas com glifosato (Roundup®
Original DI, 370 g ea L, Monsanto, Sdo Paulo, Brasil). As diferentes doses de
glifosato testadas foram as seguintes: 0; 23,12; 46,25; 92,5; 185; 370; 740;
1.110; 1.480; 2.220 e 2.960 g(ea).ha. As aplicacdes foram realizadas com um
pulverizador costal pneumatico equipado com um bico de leque plano (110,015,
KGF Spray Nozzles, Vinhedo, Brasil) a 50 cm de altura do dossel. A pressao de
aplicacdo foi de 30 psi, medida com um mandmetro com glicerina (Modelo
GCN, Cotergavi Instrumentos de Medicédo Ltda., S&o Paulo, Brasil) e adaptada a
barra de aplicacdo para entregar 200 L.ha. Conjuntos de 10 plantas de cada
populacdo de plantas daninhas foram tratados por dose de herbicida. Doses de
23,12 e 46,25 g.ha* foram aplicadas apenas a plantas daninhas dicotiledoneas, e
a dose mais alta (2.960 g.ha) apenas em monocotiledoneas.

No 21 dias ap0s o tratamento, foram registrados o peso fresco e a
mortalidade das plantas, e os valores foram convertidos em porcentagens

relativas ao controle ndo tratado para estimar o0 GRsy (dose que reduz o massa
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fresca em 50%) e/ou LDsp (dose que mata 50% dos individuos em uma
populacdo) por meio de andlise de regressdo ndo linear, e calcular o fator de
resisténcia (RF = R/S). Os experimentos foram repetidos para populagdes que

apresentaram resisténcia ao glifosato.

4.2.3 Actimulagio de Acido Chiquimico

Conjuntos de pelo menos 10 plantas de cada populagédo de plantas
daninhas foram tratadas com 370 e 740 g(ea).ha? de glifosato. Um conjunto de
plantas néo tratadas de cada populacdo foi reservado como grupo de controle
para construir a curva de calibragcdo com concentracdes conhecidas de acido
chiquimico (0; 0,01; 0,05; 0,1 e 0,2 pg). Apbs 96 horas do tratamento, foram
coletadas amostras de 50 mg de tecido fresco (das segundas e terceiras folhas)
das plantas tratadas e ndo tratadas, as quais foram colocadas em tubos de 1,5 mL
contendo 1 mL de HCI 0,25 N, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas
a -80 °C até o momento de uso. O acumulo de &cido chiquimico foi determinado
seguindo a metodologia de Cromartie e Polge (2002). As amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente e posteriormente incubadas por 45
minutos a 37 °C. Aliquotas de 50 pL foram transferidas para novos tubos
contendo 200 pL de &cido periodico a 0,25% (p/v) e metaperiodato de sodio a
0,25% (p/v). Apds nova incubacéo a 37 °C por 30 minutos, foram adicionados
200 pL de hidréxido de sodio a 0,6 N e sulfito de sodio a 0,22 N, seguido de
homogeneizagcdo. Volumes de 300 pL foram transferidos para cubetas
espectrofotomeétricas e entdo complementados com 600 pL de dgua destilada.

A absorbancia das amostras foi medida em um comprimento de
onda de 380 nm em um espectrofotdmetro de matriz de diodos (HP 8425A, Palo

Alto, CA, EUA). O acumulo de acido chiquimico foi determinado a partir da
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diferenca entre as plantas tratadas e ndo tratadas, e os resultados foram
expressos em pg de acido chiquimico por grama de tecido fresco. Cinco
amostras com trés réplicas técnicas foram analisadas por populacdo em um

delineamento completamente aleatorio.

4.2.4 Analises Estatisticas

Os valores de GRsy e LDsy foram calculados usando a seguinte
equacéo: parametros Y = ¢ + {(d - ¢)/[1 + (x/g)"]} (RITZ et al., 2015). Nesta
equacdo, y é a resposta a 50% do parametro de interesse, d € o limite superior da
curva, ¢ é o limite inferior da curva, b é a inclinacdo da curva, x € a(s) dose(s) do
herbicida, e g é o ponto de inflexdo da curva (GRsy ou LDsp). As analises de
regressao foram realizadas usando o SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc., San
Jose, CA, EUA).

Apos verificar a normalidade dos dados de acumulo de &cido
chiquimico usando o teste de Shapiro-Wilk, os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA). Quando necessario, 0 teste de Tukey com
probabilidade a = 0,05 foi realizado para comparar médias. As analises
estatisticas foram realizadas usando o software Statistics 9.0 (Analytical
Software, Tallahassee, FL, EUA).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Ensaios de Dose-resposta

Os bidtipos com suspeita de resisténcia (A. deflexus, A. hybridus, B.
Pilosa e T. procumbens) mostraram-se sensiveis ao glifosato, apresentando
valores de GRsy e LDsy similares aos determinados para suas contrapartes
suscetiveis. Em todos os casos, esses valores ficaram proximos ou abaixo de 100
g(ea).ha?, exceto as populagdes de B. pilosa da regido de Olimpia (R-NS, R-PT
e R-OdA), que apresentaram valores de LDsy que variaram de 355 a 460
g(ea).hat. Todas as populacées de C. bonariensis, C. elata e D. insularis foram
resistentes ao glifosato. Para C. elata e D. insularis, os fatores de resisténcia
(RF) variaram de 1,9 a 8,3 em relacdo as suas contrapartes suscetiveis. Conyza
bonariensis foi a espécie mais resistente, com RF de até 27,6 e, em alguns casos,
ndo foi possivel determinar o LDsg, uma vez que 50% das plantas em uma
populacdo ndo morreram com a dose méaxima avaliada para dicotiledGneas
(2.220 g ea ha). Solanum americanum apresentou RF variando de 4,3 a 32,5
para GRsp e de 6,8 a 25,4 para LDsy quando comparados com suas populagdes
suscetiveis correspondentes (FIGURA 5, TABELA 2).
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FIGURA 5. Curvas dose-resposta da porcentagem de mortalidade de plantas
dentro de uma populacdo de espécies de plantas daninhas com suspeita de
resisténcia ao glifosato coletadas em pomares de citros de diferentes regides do

estado de Sao Paulo, Brasil.
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TABELA 2. Doses médias eficazes de glifosato para reduzir a massa seca
(GRso) e/ou a sobrevivéncia das plantas (LDsp) em 50% nas plantas daninhas
coletadas em pomares de citros do estado de Sdo Paulo, Brasil.

GRso L Dso
Espécies Populacéo RF RF
(1C95%) (1C95%)

S-UFSCar 21,2 (3,5) - 64,9 (4,1) -
A. deflexus R-IAC 25,6 (2,8) 1,2 82,3 (6,7) 1,3
R-Lar 26,7 (1,6) 1,3 113,1 (8,6) 1,7

S-UFSCar 40,9 (5,6) - 56,9 (0,9) -
R-IAC 39,6 (2,8) 1,0 46,7 (3,5) 0,8
A. hybridus R-Lar 41,9 (6,0) 1,0 60,7 (2,1) 0,5
R-OdA 45,6 (1,7) 1,1 72,6 (8,7) 1,3
R-PT 47,2 (4,6) 1.2 68,2 (6,4) 15

S-Lim 38,1 (3.,8) - 113,1(8,1) -
A viridis* R-1IAC 259,5 (52,4) 6,8 726,7 (59,2) 6,4
R1-Lar 301,8 (39,4) 7,9 706,3 (45,4) 6,2
R2-Lar 205,5 (42,5) 5,4 639,7 (75,1) 57

S-Lim 46,1 (3,7) - 109,6 (12,6) -
R-IAC 22,1 (3,3) 0,5 79,3 (8,3) 0,7
_ R-Lar 32,5(1,8) 0,7 87,2 (6,7) 0,8

B. pilosa

R-NS 74,4 (6,7) 1,6 434,2 (32,1) 4,0
R-OdA 102,5 (5,9) 2,2 459,4 (27,5) 42
R-PT 56,3 (4,9) 1,2 355,8(17,8) 32

S-Lim 39,4 (2,2) - 157,6 (8,6) -
R-Ara 793,2 (63,6) 20,1 1643,1 (142,1) 10,4
C. bonariensis R-1AC 1085,9 (136,5) 27,6 - <9,3
R-Lar 201,8 (34,2) 5,1 732,5 (68,2) 46
R-PT 912,5 (53,4) 23,2 - <9,3

S-Lim 67,2 (14,6) - 105,0 (13,4) -
R-Ara 193,4 (14,3) 2,9 380,1(24,3) 3,6
R-IAC 174,9 (29,4) 2,6 703,7 (15,6) 6,7
C. elata R-Lar 243,7 (39,4) 3,6 534,4 (55,3) 51
R-NS 125,3 (16,5) 1,9 702,4 (53,8) 6,7
R-OdA 157,2 (11,8) 2,3 429,4 (28,1) 41
R-PT 148,6 (13,6) 2,2 370,7 (36,4) 3,5

S-Lim 1149 (8,3) - 130,7 (0,8) -
R-Ara 265,9 (13,7) 2,3 1052,3 (54,1) 8,1
D. insularis R-IAC 658,9 (65,4) 5,7 917,0 (35,6) 7,0
R-Lar 406,3 (80,9) 35 995,6 (66,7) 7,6
R-OdA 732,0 (62,4) 6,4 1081,3 (71,8) 8,3

S. americanum S-UFSCar 22,4 (1,8) - 56,2 (1,9) -
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GRsp LDso
Espécies Populagéo RF RF
(1C95%) (1C95%)
R-Ara 97,4 (40,8) 43 387,3 (41,6) 6,8
R-IAC 261,5 (25,4) 11,6 757,3 (56,5) 135
R-Lar 728,2 (25,8) 325 1430,7 (135,8) 25,4
S-UFSCar 25,2 (2,4) - 64,9 (3,8)
T. procumbens R-Lar 34,3 (2,3) 1,4 80,5 (6,7) 1,2
R-NS 28,7 (3,4) 11 72,0 (4 ,6) 1,1

Limites de 1C95% dos intervalos de confianca a 95% (n = 10). RF = Fatores de
resisténcia sao as razbes R-para-S GRsy ou LDsg

A maioria dos pomares de citros amostrados com problemas de
manejo de plantas daninhas com glifosato apresentou a ocorréncia de mais de
uma espécie resistente a esse herbicida. Nos pomares de laranja da fazenda
Nossa Senhora, a resisténcia foi identificada apenas para C. elata. Os pomares
de citros das fazendas Olhos D'agua (C. elata e D. insularis) e Passatempo (C.
bonariensis e C. elata) apresentaram duas espécies resistentes ao glifosato. No
entanto, todos os pomares da regido de Olimpia mostraram sinais de resisténcia
a B. pilosa. Quatro espécies (C. bonariensis, C. elata, D. insularis e S.
americanum) com diferentes niveis de resisténcia ao glifosato foram
identificadas no pomar de lima &cida (Tahiti) na regido de Araras e, nos pomares
de laranja doce (Péra) dos municipios de Cordeirdpolis e Mogi-Mirim, foram
observadas quatro espécies resistentes (C. bonariensis, C. elata, D. insularis e S.

americanum).

4.3.2 Acumulagio de Acido Chiquimico

O acumulo de &cido chiquimico difere entre espécies e populacdes
dentro das espécies. Similar aos resultados dos ensaios de dose-resposta, A.

deflexus, A. hybridus e T. procumbens foram suscetiveis ao glifosato, uma vez
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que acumularam grandes quantidades de acido chiquimico tanto a 370 quanto a
740 g(ea).ha. Plantas de B. pilosa de Olimpia e C. elata tratadas com 370
g(ea).ha! acumularam entre 2 e 4 vezes menos acido chiquimico do que suas
contrapartes suscetiveis (S-Lim); no entanto, quando tratadas com uma dose de
740 g(ea).ha?, essas espécies acumularam quantidades de &cido chiquimico
similares as populacdes S-Lim. Populacdes resistentes de C. bonariensis, D.
insularis e S. americanum acumularam até 10 vezes menos acido chiquimico do
que suas contrapartes suscetiveis quando tratadas com 370 g(ea).ha, e mesmo
quando houve um aumento na dose de 740 g(ea).ha™, o acimulo foi menor do

que nas populagdes suscetiveis (FIGURA 6).
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FIGURA 6. Acumulo de acido chiguimico em plantas daninhas coletadas em
pomares de citros de diferentes regides do estado de S&o Paulo, Brasil.
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A mesma letra indica que ndo ha diferencas entre os tratamentos, conforme
determinado pelo teste de Tukey (p < 0,05). Ns = ndo significativo. Barras
verticais * desvio padréo (n = 3).
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4.4 DISCUSSAO

A dose recomendada de glifosato pelos fabricantes varia de 370 a
2.220 g(ea).ha?, dependendo da cultura e da espécie de planta daninha a ser
controlada (BRADFORD, 1976). Devido a necessidade de mdaltiplas aplicacfes
por ano agricola, muitos produtores adotaram uma dose de 740 g(ea).ha, que
foi considerada a dose padrdo em anos anteriores (CAETANO;
CHRISTOFFOLETI; VICTORIA FILHO, 2001). No entanto, devido ao
aumento das falhas no manejo de plantas daninhas, a maioria dos produtores
aplica doses de pelo menos 1.080 a 1.110 g(ea).ha® (MARTINELLI et al.,
2022). Embora os produtores tenham relatado resisténcia ao glifosato em A.
deflexus, A. hybridus, B. Pilosa e T. procumbens, as populacGes testadas dessas
espécies foram suscetiveis tanto nos ensaios de resposta-dose quanto no
acumulo de &cido chiquimico. As falhas de controle observadas podem estar
relacionadas a variabilidade envolvida no estagio fenologico das plantas
daninhas. Embora os fabricantes recomendem a aplicacdo no estagio fenoldgico
inicial de 4-6 folhas verdadeiras (BRADFORD, 1976) (como neste trabalho), o
clima tropical do Brasil (RITZ et al., 2015) e a germinacdo escalonada das
plantas daninhas (FERNANDEZ-ESCALADA et al., 2016) tornam impossivel a
aplicacdo de herbicidas em populac¢des uniformes de plantas daninhas. O estagio
fenoldgico influencia diretamente a eficacia dos herbicidas. Por exemplo,
populacdes suscetiveis de C. bonariensis no estagio de roseta apresentaram um
GRs de 15,7 g(ea).ha*; no entanto, nos estagios de crescimento e florescimento,
os valores foram de 87 e 118 g(ea).ha?l, respectivamente, ou seja, a
suscetibilidade ao glifosato nesses estagios fenoldgicos foi 5,4 e 7,3 vezes
menor do que no estagio de roseta (LORENTZ et al.,, 2014). O efeito de
sombreamento imposto por plantas maiores sobre plantas menores também afeta

a eficacia dos herbicidas (ADAPAR, 2024), e muitos produtores acabam
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associando a resisténcia com as altas taxas de sobrevivéncia das plantas em seus
pomares; no entanto, em muitos casos, as plantas podem néo ter sido atingidas
pelo herbicida ou foram atingidas por concentrac6es nao letais.

As populagbes de B. pilosa observadas neste estudo, com base na
reducdo significativa de peso com baixas doses de glifosato, podem ser
classificadas como suscetiveis. Elas requerem atencdo especial, pois as
populacdes da regido de Olimpia mostraram sinais de resisténcia ao glifosato,
com valores de LDs, variando entre 350 e 450 g(ea).ha. Bidens pilosa é uma
espécie que ja foi relatada como altamente resistente ao glifosato, de acordo com
estudos em pomares de citros no México (HEAP, 2005). Em um estudo paralelo
deste grupo de pesquisa, foram identificadas populagcOes resistentes dessa
espécie com valores de LDsy de até 880 g(ea).ha® (DUKE, 2018). Isso sugere
que ja existem populacOes de B. pilosa com diferentes niveis de resisténcia em
pomares de citros em Sao Paulo. Em contraste, todas as populacdes de C.
bonariensis, C. elata e D. insularis testadas neste estudo foram consideradas
resistentes ao glifosato. Conyza bonariensis e D. insularis ja haviam sido
identificadas como tendo resisténcia ao glifosato em pomares de citros
brasileiros (ALCANTARA-DE LA CRUZ, 2020; SELLERS et al., 2003), e C.
elata em culturas de soja (TAKANO et al., 2017). N&o ha estudos que relatem a
distribuicdo de resisténcia ao glifosato em espécies em pomares de citros no
Brasil, ao contrario de outras culturas (ALCANTARA-DE LA CRUZ et al.,
2016). No entanto, com base nestes resultados, pode-se concluir que populagdes
resistentes dessas espécies estdo amplamente distribuidas na regido de producéo
de citros em S&o Paulo. Além da dispersdo de sementes, a resisténcia pode ter
sido produzida por eventos independentes (SALAS et al., 2015), uma vez que 0s
niveis de resisténcia variaram entre as populacdes de cada espécie.

Solanum americanum é um caso inédito de resisténcia ao glifosato
no Brasil e no mundo. Em 2020, Amaranthus viridis também foi relatada como

resistente ao glifosato em alguns dos pomares de citros avaliados neste estudo
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(R-Lar e R-IAC) (CAETANO et al., 2001), ou seja, essas duas novas espécies
resistentes ao glifosato se juntam a espécies resistentes amplamente distribuidas,
como C. bonariensis, C. elata e D. insularis, aumentando o desafio do manejo
de plantas daninhas em pomares de citros no Brasil. A identificacdo de até cinco
espécies resistentes reforca a situacdo complexa da resisténcia ao glifosato em
alguns pomares de citros em S&o Paulo. Varios estudos j& caracterizaram oS
mecanismos de resisténcia envolvidos em populacdes resistentes de C.
bonariensis, C. elata e D. insularis no Brasil (ALCANTARA-DE LA CRUZ et
al., 2020; SHANER et al., 2005; TAKANO et al., 2017), e embora seja possivel
que as populacOes deste estudo apresentem mecanismos diferentes dos relatados
na literatura, os estudos futuros se concentrarao em caracterizar 0s mecanismos
de resisténcia em S. americanum, assim como em A. viridis.

A ocorréncia de maultiplas espécies resistentes ao glifosato no
mesmo pomar de citros € preocupante, pois 0 manejo de plantas daninhas se
torna mais dificil e dispendioso. O custo médio do manejo quimico de plantas
daninhas na soja em condicdes brasileiras foi estimado em R$ 120,00 ha*.ano
(KUPPER et al., 2017). Esse custo aumenta com a presenca de plantas daninhas
resistentes a herbicidas. Quando ocorre apenas uma espécie resistente, o custo
aumenta em R$ 83,50 para espécies de Conyza sp., R$ 98,00 para Lolium sp. e
R$ 227,00 para D. insularis; no entanto, quando varias espécies ocorrem
(Conyza sp. + D. insularis), o aumento médio é de R$ 312,00 (KUPPER et al.,
2017), ou seja, o custo do manejo de resisténcia quase quadruplica (R$ 120,00 +
R$ 312,00 = R$ 432,00), pois a aplicacdo de herbicidas com diferentes
mecanismos de acdo é necessaria.

Os produtores geralmente relutam em adotar estratégias integradas
de manejo de plantas daninhas (GAINES et al., 2010), pois esses custos muitas
vezes aumentam, e é compreensivel que eles queiram reduzir os custos de
producdo. Além disso, na maioria das vezes, os produtores ndo tém uma

projecdo do aumento na produtividade e nas margens de lucro (NANDULA et
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al., 2013). Pesquisas realizadas por este grupo de pesquisa mostram que, embora
0s custos crescentes do manejo de plantas daninhas em pomares de citros
possam complicar suas estratégias de manejo, o potencial produtivo dos
pomares e 0S retornos econdbmicos potenciais também aumentam
(MARTINELLI et al., 2017). O controle mecéanico de plantas daninhas é
ineficiente e caro (R$ 696,00 hal), mas ao implementar a rogagem ecolégica, 0s
retornos econdmicos podem dobrar em comparagdo com pomares nao
gerenciados (R$ 7.212,00 vs. R$ 3.344,00 ha'). O manejo de plantas daninhas
com herbicidas pos-emergentes foi trés vezes mais barato do que com herbicidas
pré-emergentes (R$ 435,00 vs. R$ 148,00 ha?'); no entanto, o retorno econémico
foi semelhante, e a maioria dos agricultores adota esse método porque, além de
ser barato, também é mais facil de executar do ponto de vista pratico. No
entanto, a associacdo de herbicidas pre e pos-emergentes e rocagem ecoldgica
(R$ 500,00 ha') aumentou o rendimento, melhorou a qualidade das frutas e
triplicou os retornos econémicos (R$ 11.124,00 ha?). Portanto, os pesquisadores
tém a responsabilidade de produzir e transferir informacGes sobre estratégias de
manejo de resisténcia a herbicidas que sejam logisticamente, tecnicamente e
economicamente viaveis, uma vez que, na maioria das vezes, estudos que
avaliam alternativas de manejo ndo avaliam os custos de cada estratégia, muito

menos o potencial produtivo.

4.5 CONCLUSOES

A ocorréncia de multiplas espécies de plantas daninhas resistentes
ao glifosato foi identificada em pomares de citros de diferentes regides de S&o
Paulo, Brasil. O manejo incorreto de espécies amplamente distribuidas e

resistentes ao glifosato, como C. bonariensis e D. insularis, dificulta o controle
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de espécies suscetiveis, como observado com A. deflexus, A. hybridus, B. pilosa
e T. procumbens. Além disso, este trabalho identificou a resisténcia ao glifosato
em S. americanum pela primeira vez. Pesquisas futuras se concentrardo em
caracterizar 0s mecanismos de resisténcia de populagbes resistentes,
principalmente de S. americanum, com o objetivo de desenvolver estratégias de
manejo de resisténcia que considerem o custo e o potencial produtivo dos
pomares de citros.

Os resultados dessa pesquisa foram divulgados no artigo intitulado
“Occurrence of Multiple Glyphosate-Resistant Weeds in Brazilian Citrus

Orchards”, publicado na revista AgriEngineering em 2023.
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5 CAPITULO 2 - RESISTENCIA AO GLIFOSATO EM
Amaranthus viridis EM POMARES DE CITROS
BRASILEIRO

5.1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de citros (USDA,
2024). O estado de S&o Paulo (SP) responde por aproximadamente 77% da
producdo nacional de laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck), sendo o principal
exportador de suco concentrado de laranja (IBGE, 2017). No entanto, o
rendimento de frutas citricas ndo é o melhor do mundo, principalmente devido
ao manejo inadequado das plantacGes pelos agricultores (MARTINELLI et al.,
2017). O rendimento médio de laranja € de 27,6 toneladas por hectare, ocupando
a 132 posicdo no ranking mundial (FAO, 2023). A presenca de plantas daninhas
pode ser diretamente ou indiretamente responsavel por até 80% das perdas de
rendimento em pomares de citros de arvores jovens e em crescimento
(MARTINELLI et al.,, 2017; SINGH e SHARMA, 2008; AZEVEDO et al.
2020). Em pomares de citros maduros em plena producéo, as plantas daninhas
ndo tém um grande impacto no rendimento, mas podem dificultar as operacdes
agricolas (BRACAMONTE, 2018; ALCANTARA-DE LA CRUZ et al., 2019).

Praticas culturais e ecoldgicas em pequena escala, como 0 uso de
coberturas mortas de residuos de Brachiaria, sdo implementadas para o controle
de plantas daninhas em citros brasileiros (MARTINELLI et al., 2017); no
entanto, um método quimico baseado no uso de herbicidas é o mais utilizado
pelos agricultores (CAETANO; CHRISTOFFOLETI e VICTORIA FILHO,
2001). O glifosato é o herbicida mais utilizado e, em alguns casos, a Unica

ferramenta de controle de plantas daninhas, que é aplicada até quatro vezes por
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ano em altas doses (>720 g(ea).ha!) (MARTINELLI et al., 2017). Em plantas
suscetiveis, este herbicida inibe a atividade da EPSPS, causando o acumulo de
4cido chiquimico (DUKE, 2018; VAZQUEZ-GARCIA, 2020). O uso extensivo
e excessivo de glifosato para controlar plantas daninhas levou a selecéo de pelo
menos 57 espécies com resisténcia a este herbicida no mundo (DUKE, 2018;
HEAP, 2024). Especificamente, em pomares de citros brasileiros, Conyza
bonariensis, Conyza canadensis e Digitaria insularis (DE CARVALHO, 2011;
MOREIRA, 2007) foram relatados como resistentes ao glifosato. No entanto,
espécies dos géneros Amaranthus, Bidens, Chloris, Conyza, Eleusine, Lolium,
entre outros, que apresentam altas taxas de ocorréncia em pomares de citros
(CAETANO; CHRISTOFFOLETI e VICTORIA FILHO, 2001), tém um grande
risco de evolucdo de resisténcia ndo apenas ao glifosato, mas também a outros
herbicidas (ALCANTARA-DE LA CRUZ et al., 2020).

A taxa de crescimento, capacidade reprodutiva, variabilidade
genética e tolerancia ao estresse sdo todas altas em espécies de Amaranthus
(GARCIA et al.; 2019; SELLERS, 2003). Essas caracteristicas lhes conferem
uma grande capacidade de evoluir resisténcia a herbicidas (SELLERS, 2003), o
que torna dificil controlar essas espécies. A caruru-de-mancha (Amaranthus
viridis L.) esta amplamente disseminada em regiBes tropicais e subtropicais em
mais de 80 paises (THOMAS et al., 2017). Essas espécies, assim como outras
espécies de Amaranthus, sdo as plantas daninhas mais abundantes nas regides
sul e centro-oeste do Brasil (RAIMONDI et al., 2015). Em 2010, essa planta
daninha foi relatada com resisténcia multipla aos herbicidas inibidores da sintase
acetolactato (ALS) e do fotossistema Il em algodao nos estados da Bahia e Mato
Grosso, Brasil (FRANCISCHINI et al., 2014) e, em 2015, Amaranthus palmeri
foi encontrada com resisténcia ao glifosato e a herbicidas inibidores de ALS na
soja no estado de Mato Grosso, Brasil (KUPPER et al., 2017).

Este estudo partiu da hipdtese de que o caruru-de-mancha pode ter

desenvolvido resisténcia ao glifosato devido as altas taxas de sobrevivéncia
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observadas no campo apos aplicacdes do herbicida ao longo das ultimas safras.
Os objetivos foram avaliar a resisténcia ao glifosato, monitorar as taxas de
acumulacdo de acido chiquimico e verificar a atividade da EPSPS em trés

populagdes de caruru-de-mancha suspeitas de resisténcia.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Material Biologico e Propagacdo de Mudas em Estufa

Sementes de trés populacdes de Amaranthus viridis com suspeita de
resisténcia ao glifosato foram coletadas de pelo menos 20 plantas que
sobreviveram 4 ultima aplicagdo de glifosato (>720 g(ea).ha) em dezembro de
2018. As populacbes R1 e R2 foram coletadas em pomares de laranja doce
distantes 500 metros no municipio de Mogi-Mirim, SP, Brasil (22°25’ S, 47°09’
W). A populacdo R-IAC foi coletada no campo experimental de citros do
Instituto Agronémico (IAC) em Cordeirépolis, SP, Brasil (22°32° S, 47°27° W).
Sementes de uma populacdo suscetivel (S-Lim) usada como controle foram
coletadas em um pomar organico (sem o uso de herbicidas) de lima é&cida
(Tahiti), também em Mogi Mirim (MARTINELLI et al., 2017).

Sementes de cada populacdo foram germinadas em recipientes de
plastico (10 x 20 x 8 cm) contendo substrato (Insumax, Nova Europa, SP,
Brasil) e areia (1:2, v/v), umedecidos até a capacidade de campo. Algumas
dessas sementes foram semeadas e cobertas com vermiculita (2 mm), e 0s
recipientes foram fechados.

As plantulas germinadas foram transplantadas de modo individual

para vasos de 250 mL preenchidos com substrato, areia e vermiculita (2:2:1,
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v/viv). Dois dias apos o transplante, as plantulas foram fertilizadas com cerca de
100 mg (5-6 granulos) de 14-14-14 (Forth Cote, Osmocote, Froth Jardim Ltda.,
Cerquinho, SP, Brasil) e irrigadas conforme necessario até o uso. Plantulas com
3-5 folhas verdadeiras foram utilizadas em todos o0s experimentos, 0s quais
foram mantidos sob condicGes de estufa (25-32°C, umidade relativa de 60 +

10% e fotoperiodo de 16 horas) desde a germinacéo até as avaliacOes.

5.2.2 Ensaios de Dose e Resposta de Glifosato

As plantas das populagbes R e S foram tratadas com as seguintes
doses de glifosato (Roundup Original DI, 370 g(ea).L?, Monsanto do Brasil
Ltda.): O; 45,25; 92,5; 185; 370; 740 (dose de campo de referéncia), 1.480 e
2.960 g(ea).ha. O glifosato foi pulverizado utilizando um pulverizador costal
pneumatico equipado com um bico LBD-110015E (KGF Bicos para
Pulverizacgdo, Vinhedo, SP), calibrado para aplicar 200 L.ha a 30 psi (presséo
medida com um mandmetro de glicerina - Modelo GCN, Cotergavi
Instrumentos de Medicdo Ltda., S&o Paulo, Brasil - acoplado a barra de
pulverizacdo). O delineamento experimental (completamente aleatério) incluiu
seis repeticdes por dose de glifosato. Quando os experimentos de resposta a dose
foram repetidos, a dose de 2.960 g(ea).ha de glifosato foi excluida, mas uma
dose de 22,63 g(ea).ha* foi incluida. Em ambos os experimentos, 0 massa fresca
foi determinado cortando as plantas ao nivel do solo, e as taxas de mortalidade
das plantas foram determinadas 21 dias apds o tratamento. Os dados foram
expressos como porcentagem em relacdo ao controle néo tratado, e as doses
médias eficazes que reduzem a massa fresca (GRsp) e causam a mortalidade das

plantas (LDsg) em 50% foram determinadas por analise de regressao ndo linear.
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5.2.3 Acumulagdo do Acido Chiquimico

A acumulacdo do acido chiquimico foi determinada por meio de
duas abordagens. Na primeira delas, foi seguida a metodologia de Cromartie e
Polge (2002). Um conjunto de plantas de cada populagéo de A. viridis foi tratado
com 370 g(ea).ha' de glifosato, e outro conjunto de plantas ndo tratadas foi
mantido como controle para construir a curva de calibragdo com concentracoes
conhecidas de acido chiquimico (0; 0,01; 0,05; 0,1 e 0,2 ug). A primeira e a
segunda folha das plantas tratadas e néo tratadas foram cortadas em pequenos
segmentos 96 horas apos o tratamento (HAT). Amostras de 50 mg de tecido
foliar fresco foram colocadas em tubos contendo 1 mL de HCI 0,25 N,
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C para anélises
posteriores. As amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e, em
seguida, incubadas por 45 minutos a 37 °C. Aliquotas de 50 pL foram
transferidas para novos tubos contendo 200 pL de acido periddico 0,25% (p/v) +
m-periodato de sodio 0,25% (p/v) (Solucdo 1). As amostras foram incubadas a
37 °C por 30 minutos, apos o que, 200 pL de hidréxido de sodio 0,6 N + sulfito
de sbédio 0,22 N (Solucdo 2) foram adicionados e, finalmente, foram
homogeneizadas. Volumes de 300 pL foram transferidos para cubetas
espectrofotométricas contendo 600 pL de agua destilada. A absorbancia foi
medida a 380 nm em um espectrofotometro de arranjo de diodos (HP 8425A,
Palo Alto, CA, EUA). A acumulacdo de acido chiquimico foi determinada a
partir da diferenca entre plantas tratadas e ndo tratadas, e os resultados foram
expressos em g de acido chiquimico por g de tecido fresco. Cinco amostras
com trés repeticbes foram analisadas por populacdo em um delineamento
completamente aleatorio.

Na segunda abordagem, o &cido chiquimico foi quantificado in

vivo, de acordo com Dayan et al. (2015), com modificagdes. Diferentes
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concentracdes de glifosato (0, 10, 50, 100, 200, 500 e 1.000 pM) foram
preparadas em solucdo de fosfato monobéasico de aménio 10 mM (pH ajustado
para 4,4 com HCI 01 mol.L?). Amostras de segmentos de folha jovem de 50 mg
(4 x 4 mm) foram colocadas em tubos contendo 1 mL da concentragdo
correspondente de glifosato. Os tubos foram incubados por 24 horas em uma
camara de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) a 25 °C sob luz fluorescente
(150 pM m~2s71). Apds a incubacéo, os tubos foram rapidamente congelados em
nitrogénio liquido, descongelados a temperatura ambiente e incubados a 60 °C
por 30 minutos. As amostras receberam 250 pL de HCI 1,25 N e foram
incubadas novamente a 60 °C por 15 minutos. Volumes de 75 pL das amostras
foram transferidos para cubetas espectrofotométricas contendo 300 pL da
solugdo 1 e incubados a 25 °C por 90 minutos em uma camara de DBO.
Finalmente, as amostras receberam 300 pL da solucdo 2, e a absorbancia foi
medida a 380 nm, como descrito anteriormente. O experimento foi conduzido
com um delineamento completamente aleatério com trés repeticbes (trés
replicatas cada uma) por concentracdo de glifosato. Os resultados foram

expressos em pg de chiquimato por mL de solucédo de HCI (ug.mL™?).

5.2.4 Ensaios de Atividade da Enzima EPSPS

Cinco gramas de tecido foliar fresco de cada populacao de A. viridis
foram colhidos, congelados imediatamente em nitrogénio liquido e armazenados
a -80 °C. A extracdo da enzima EPSPS foi realizada seguindo o protocolo
descrito por Dayan et al. (2015). A proteina solavel total (TPS) no extrato
(atividade basal da EPSPS na auséncia de glifosato) foi determinada pelo ensaio
de Bradford (1976). A atividade especifica da EPSPS foi avaliada na presenca
de glifosato (0, 1, 10, 100, 1.000 uM) usando o Kit de Ensaio de Fosfato
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EnzChek (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para determinar a quantidade de
fosfato inorganico (umol) liberado por pg* TSP min~! em comparagdo com o
controle (atividade basal). Trés repeticdes por concentragdo de glifosato foram
avaliadas. Os resultados foram expressos como a taxa de inibicdo da EPSPS em
50% (Iso).

5.2.5 Andlise Estatistica

Os valores de GRsp e LDsy foram calculados usando um modelo
log-logistico de quatro parametros Y = ¢ + {(d - ¢)/[1 + (x/9)"]} (RITZ et al.,
2015) onde: Y = resposta em 50%; d e ¢ sdo os limites superior e inferior da
curva; b é a inclinacéo da linha; x € a dose do herbicida e g € a taxa de herbicida
no ponto de inflexdo da curva. O SigmaPlot 10.0 (Systat Sofware Inc., San Jose,
CA, EUA) foi utilizado para obter esses parametros. Os fatores de resisténcia
(RF = R/S) foram calculados como as razbes de GRsp ou LDsy de R para S.
Como os valores estimados de LDsy e GRso para a populacdo S diferiram entre
as repeticbes dos experimentos de resposta a dose, os resultados foram
apresentados separadamente para cada repeticao.

Analise de variancia unidirecional (ANOVA) foi realizada para a
anélise dos dados de acumulacéo de acido chiquimico. Diferencas com p < 0,05
foram consideradas significativas, e o teste de Tukey com probabilidade o =
0,05 foi conduzido para comparacdo das médias. As analises estatisticas foram
realizadas usando o software Statistics 9.0 (Analytical Software, Tallahassee,
FL, EUA).
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Reducéo da massa fresca e sobrevivéncia da planta

A reducdo do massa fresca foi maior nos individuos da populacdo
de amaranthus S-Lim do que nas populacbes R. No primeiro experimento, a
GRs estimada para a populagdo S foi de 22 g(ea).ha* (TABELA 3). Assim, 0s
FR das populagGes R variaram de 7,5, 8,7 e 11,3 para as populagdes R2, R-1AC
e R1, respectivamente. ApoOs repeticdo de experimentos dose-resposta, valor
mais representativo de GRs, foi estimado para a populagdo S-Lim (38
g(ea).ha?) devido a menor dose de glifosato incluida; enquanto os valores de
GRs das populacdes R foram semelhantes (de acordo com os intervalos
confidenciais) aos estimados no primeiro experimento. Como o0 GRsy da
populacdo S-Lim foi maior no segundo experimento, a razdo do nivel de
resisténcia ao glifosato em relacdo as populagcdes R diminuiu e variou de 5,4 a
7,9 (FIGURA 7).

TABELA 3. Parametros das equacdes sigmoidais! utilizadas para estimar a dose
média eficaz (g(ea).ha?) de glifosato necessaria para reduzir o massa fresca em
50% (GRsp) e para causar mortalidade de plantas em 50% (LDso) em populagdes
resistentes (R1, R2 e R-IAC) e suscetivel (S-Lim) de caruru-de-mancha
(Amaranthus viridis L.), coletadas em pomares de citros no estado de Séo Paulo,
Brasil.

Reducéo do Massa fresca Mortalidade das Plantas

Pop. — d b  GRw+Cl RF2 ¢ d b LD+ Cl  RF2

Experimento |

S-lim 0,3 99,9 0,9 22074 - 19 1022 28 1495+ 11,8 -
R1 1,8 100,2 2,2 248,4 £ 17,7 113 11 100,7 34 9189+ 31,4 6,1
R2 0,6 100,1 1,9 1659+ 16,1 7,5 22 1003 34 607,8 15,1 4,1

R-IAC 29 101,3 1,9 192,2+17,4 8,7 41 10,1 23 768,3 + 32,6 51

Experimento Il

S-Lim 1,7 1000 16 38,1+38 - 04 1014 34 113,1+8,1 -
R1 0,4 98,4 2,1 301,8+39,4 7,9 0 99,4 3,4 706,3+ 45,4 6,2
R2 55 98,4 1,4 205,5+425 54 4,6 96,7 3,6 639,7 £ 75,1 5,7

R-IAC 3,7 97,9 15 259,5+52 4 6,8 4,9 97,0 2,7 726,7 £59,2 6,4
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Y =c¢+ {(d - c)/[1 + (x/g)’]}, onde Y = reducéo de massa fresca ou mortalidade
de plantas em 50% em relacdo ao controle, ¢ = limite inferior, d = limite
superior, b = inclinacgdo da curva, g = dose de herbicida no ponto de inflexao (ou
seja, GRsp ou LDsp), e x = dose de herbicida. Os valores de IC sdo os limites de
confianga de 95% (n = 6).

2Qs fatores de resisténcia sdo as razdes de GRsp ou LDsp de R para S.

FIGURA 7. Curvas de dose-resposta de glifosato em relagdo a percentuais de
reducdo de massa fresca e sobrevivéncia de plantas caruru-de-mancha
(Amaranthus viridis L.) Suscetiveis e resistentes, coletadas em pomares de citros
no estado de S&o Paulo, Brasil.
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As barras verticais nos graficos de reducdo de massa fresca representam o erro
padrdo da média (n = 6).

Com base na sobrevivéncia das plantas, a populacdo S-Lim
apresentou valores de LDz, de 149 e 113 g(ea).ha™ nos experimentos | e Il,

respectivamente. No entanto, os individuos dessa populacdo nédo sobreviveram a
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doses de glifosato maiores que 370 g(ea).ha™. Nas populacOes resistentes,
embora seus individuos tenham tido uma perda de peso significativa em relacéo
aos respectivos controles ndo tratados, cerca de 50% de seus individuos
sobreviveram a dose de campo de 720 g(ea).ha™. Além disso, as plantas das
populacdes R1 e R-IAC sobreviveram a 1.480 g(ea).ha™*. Assim, as populagdes
R apresentaram entre 4,1 e 6,4 vezes mais resisténcia do que a populagdo S-Lim.
Em ambos os experimentos, a populacdo R1 foi a mais resistente com base na
menor redugdo de peso ou na maior taxa de sobrevivéncia de seus individuos
(FIGURA 7, TABELA 3).

5.3.2 Actimulo de Acido Chiquimico

Ao monitorar o acido chiquimico 96 horas apos a aplicacdo (HAT),
a populagdo S-Lim acumulou cerca de ~26 pg.g ! de massa fresca. Essa
quantidade de &cido chiquimico encontrada na populacdo S foi entre 6 e 9 vezes
maior do que a acumulada nas populacdes R, que acumularam menos de 4
1g.g ! de massa fresca (FIGURA 8A). Nos ensaios in vivo, a maior quantidade
de acido chiquimico também foi encontrada na populacdo S-Lim, que comegou
a acumula-lo a partir da menor concentracéo de glifosato (6.4 pg.mL™* em 10
UM de glifosato). O acimulo aumentou a medida que as concentragbes de
glifosato aumentaram, atingindo cerca de ~240 pg de &cido chiguimico por mL
a 1.000 uM de glifosato. As populacdes R comecaram a acumular acido
chiguimico somente a partir de 50 uM de glifosato; no entanto, tal acimulo foi
muito menor do que na populagdo S-Lim. A 1.000 pM de glifosato, as
populacdes R1, R2 e R-IAC acumularam 16, 43 e 33 pg de acido chiguimico
por mL, respectivamente (entre 5,6 e 15 vezes menos do que a populacdo S-
Lim) (FIGURA 8B).
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FIGURA 8. Acumulo de &cido chiquimico em populacdes de caruru-de-mancha
(Amaranthus viridis L.) suscetiveis e resistentes ao glifosato, coletadas em
pomares de citros no estado de Sao Paulo, Brasil.
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(A) acimulo de acido chiquimico em plantas pulverizadas com 360 g(ea).ha™ as
96 horas ap0s o tratamento. (B) acumulo in vivo de acido chiquimico em
diferentes concentracGes de glifosato.

As barras verticais representam o erro padrdo da média (n = 9).

5.3.3 Ensaios de Atividade da Enzima EPSPS

As populacOes de A. viridis resistentes apresentaram atividade basal
mais elevada da enzima EPSPS em comparac¢do com a populacao S (0,22 pumol
de Pi pg* TSP min™t), mas houve diferencas entre elas (variando de 0,38 a 0,52
umol de Pi pug* TSP min?) (FIGURA 9A). Para inibir a atividade da EPSPS na
populacdo S-Lim, foram necessarios apenas 4 uM de glifosato. A populacdo R1
foi 20 vezes mais resistente do que a populacdo S-Lim, e as populacdes R2 e R-
IAC foram 9 e 12 vezes mais resistentes, respectivamente (FIGURA 9B,
TABELA 4).
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FIGURA 9. Atividade da EPSPS (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase) em
populacbes de caruru-de-mancha (Amaranthus viridis L.) suscetiveis e
resistentes ao glifosato, coletadas em pomares de citros no Estado de S&o Paulo,
Brasil.
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(A) atividade basal da EPSPS (auséncia de glifosato). Letras iguais acima das
barras ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 95%. (B) curvas de
dose-resposta da atividade da enzima EPSPS, expressa como porcentagem do
controle ndo tratado, exposta a diferentes concentragdes de glifosato (m).

Os histogramas representam as médias, e as barras verticais, o erro padrdo (n =
3).

TABELA 4. Parametros das equacgles sigmoidais® utilizadas para estimar a
concentracdo de glifosato (um) necessaria para inibir a EPSPS em 50% (lso) em
populacbes de caruru-de-mancha (Amaranthus viridis L.) resistentes e
suscetiveis ao glifosato, coletadas em pomares de citros no estado de Séo Paulo,
Brasil.

Pop. c d b Iso + ClI RF 2
S-Lim 0,5 99,9 11 4,0%0,3
R1 11 99,2 0,9 82,4*6,3 20,6
R2 2,6 99,4 0,9 36,4%3,6 9,1
R-IAC 2,1 98,9 1,0 48,4*4.4 12,1

Y =c + {(d - c)/[1 + (x/g)b]}, onde Y = inibicdo da EPSPS em 50% em relacéo
ao controle, ¢ = limite inferior, d = limite superior, b = inclina¢do da curva, g =
concentracdo do herbicida no ponto de inflexdo (ou seja, lsp), € X = dose do
herbicida. Os valores de IC representam os limites de confianca de 95% dos
intervalos (n = 3).

2Fatores de resisténcia sdo as razées GRsy ou LDsp de R para S.
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5.4 DISCUSSAO

Os valores de GRsy encontrados para a populacdo S-Lim de caruru-
de-mancha foram inferiores a 100 g(ea).ha® e mostraram a grande
suscetibilidade desta espéecie ao glifosato. Populagdes suscetiveis de Amaranthus
hybridus (GARCIA et al., 2019), A. palmeri (FERNANDEZ-ESCALADA et al.,
2016) e Amaranthus tuberculatus (LORENTZ et al., 2014) também
apresentaram valores de GRs, inferiores a 100 g(ea).ha™ (17, 89 e 61 g(ea).ha?,
respectivamente). Em geral, as espécies de Amaranthus sdo muito sensiveis ao
glifosato, de modo que as doses recomendadas pelos fabricantes variam de 370
(estagio inicial de crescimento) a 740 (estagio adulto) g(ea).ha™?, enquanto para
outras espécies de plantas daninhas, como Panicum maximum, Richardia
brasiliensis e Sida rhombifolia, a dose minima é de 1.850 g(ea).ha (ADAPAR,
2020). Considerando o estagio fenoldgico das plantas utilizadas nestes
experimentos (3 a 5 folhas verdadeiras), a dose de referéncia deve ser de 370
g(ea).ha™. No entanto, uma dose de 740 g(ea).ha™* foi considerada como a dose
de referéncia de campo, pois é a dose minima de glifosato aplicada pelos
produtores de citros brasileiros (MARTINELLI et al., 2017).

Um dos principais critérios para considerar uma planta daninha
como um novo caso de resisténcia a herbicidas é que os individuos sobrevivam a
uma dose normalmente letal para individuos de uma populacdo selvagem
(suscetivel) da mesma espécie, e esses individuos sejam capazes de se
reproduzir sexualmente, ou seja, a resisténcia deve ser herdavel (HEAP, 2020;
TAKANO et al. 2017). Os valores estimados de LDs, para as populacdes R de
A. viridis foram préximos a 740 g(ea).ha, com fatores de resisténcia variando
de 4,1 a 6,4 em relacdo a populacdo S-Lim (LDsy < 150 g(ea).ha™). Esses
resultados demonstraram que a dose de referéncia de campo ndo controlou

satisfatoriamente cerca de 50% dos individuos das populacdes R. Embora néo
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seja arbitrario, a quantidade de herbicida suficiente para alcancar um nivel de
controle aceitdvel em uma populacdo de plantas daninhas resistentes
frequentemente requer pelo menos duas vezes sua LDsy (ALCANTARA-DE LA
CRUZ, FERNANDEZ-MORENO e OZUNA, 2016). No entanto, aumentar a
dose de herbicida ndo é recomendado, pois a pressdo seletiva também aumenta,
assim como o nivel de resisténcia, dependendo do mecanismo de resisténcia
envolvido (SALAS et al., 2015).

Em ambos os experimentos, as plantas R de A. viridis acumularam
menos &cido chiquimico do que as plantas S-Lim, demonstrando a baixa
sensibilidade das populacbes R a esse herbicida. O menor acumulo de acido
chiquimico em plantas resistentes se deve ao fato de que o glifosato ndo atinge a
EPSPS em quantidade suficiente para inibir essa enzima (SHANER et al., 2005).
A populacdo R1 apresentou um padrdo de acumulo de acido chiquimico
diferente daqueles observados nas populagbes R2 e R-1AC, sugerindo que 0s
mecanismos que conferem resisténcia ao glifosato entre as populacdes R eram
diferentes entre si.

Testes de atividade enzimatica ndo revelaram diretamente o
mecanismo envolvido na resisténcia, mas podem indicar se € um mecanismo de
sitio-alvo ou ndo sitio-alvo. Nesse caso, as trés populacfes R apresentaram
niveis elevados de atividade basal da enzima em comparacdo com a populacéo
suscetivel, o que poderia sugerir gue uma superexpressdao da EPSPS participou
da resisténcia. Esse mecanismo tem sido 0 mais comum entre as espécies de
Amaranthus resistentes ao glifosato, como A. palmeri, A. tuberculatus e
Amaranthus spinosus, que apresentaram diferentes numeros de cépias do gene
EPSPS, variando de 5 a mais de 160 (GAINES et al., 2010; GAINES et al.,
2019; NANDULA et al., 2013; RIGGINS et al., 2010). Esse mecanismo pode
conferir um nivel imprevisivel de resisténcia ao glifosato (GIACOMINI,
WESTRA e WARD, 2019); no entanto, o Isp mais elevado da populacdo R1

sugere que outro mecanismo também esteja envolvido na resisténcia. Mutacdes
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simples na posi¢do 106 do gene EPSPS conferem niveis baixos de resisténcia ao
glifosato (2 a 4 vezes a dose recomendada); reducdo da translocacédo do glifosato
e sequestro no vacuolo conferem niveis moderados de resisténcia (4 a 8 vezes), e
mutacdes duplas ou triplas nas posi¢des 102, 103 e 106 conferem niveis altos de
resisténcia (>10 vezes) (GARCIA et al., 2019; GIACOMINI, WESTRA e
WARD, 2019; YU et al., 2015). Estes resultados ndo nos permitiram confirmar
0(s) mecanismo(s) que confere(m) resisténcia ao glifosato nas populacdes R de
A. viridis; portanto, estudos bioquimicos e moleculares sdo necessarios para

desvenda-los.

55 CONCLUSOES

Estes resultados confirmaram que o caruru-de-mancha (A. viridis)
foi o primeiro caso relatado no mundo para esta espécie. Pelo menos um
mecanismo do tipo sitio-alvo participou dessa resisténcia ao glifosato; no
entanto, mais experimentos sdo necessarios para elucidar os mecanismos de
resisténcia envolvidos.

Os resultados dessa pesquisa foram divulgados no artigo intitulado
“Glyphosate Resistance in Amaranthus viridis in Brazilian Citrus Orchards”,

publicado na revista Agriculture em 2020.
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6 CAPITULO 3 — IDENTIFICACAO E MECANISMOS DE

RESISTENCIA DE Solanum americanum e Amaranthus viridis

6.1 INTRODUCAO

Os métodos de melhoramento de plantas possibilitaram o
desenvolvimento de culturas resistentes a herbicidas, trazendo beneficios
significativos para o controle de plantas daninhas. A introducdo das culturas
resistentes ao glifosato (GR) em 1996 revolucionou as praticas de manejo de
plantas daninhas (DOMINGUEZ-MENDEZ et al., 2019). A adocéo inadequada
de culturas resistentes ao glifosato (GR), caracterizada pelo uso de doses
elevadas e mais aplicacOes de glifosato do que as recomendadas pelo fabricante,
resultou na selecdo de uma variedade extensa de plantas daninhas resistente ao
glifosato, reduzindo assim a sua eficacia (GARCIA et al., 2019). Lolium rigidum
foi a primeira erva daninha caracterizada como resistente ao glifosato, também
em 1996, atualmente ha 59 espécies identificadas como resistentes ao glifosato
ao redor do mundo (HEAP, 2024).

Para as espécies do género Solanum ja relatadas, existem apenas 22
casos registrados em todo o mundo, sem nenhum relato no Brasil. O primeiro
caso foi documentado em 1978, com resisténcia a herbicidas inibidores da
fotossintese no fotossistema I, em uma lavoura de milho na Italia. Os inibidores
que conferem resisténcia a espécies desse género até 0 momento sdo trés tipos
distintos. Em 1995, foi feito o primeiro relato da espécie S. americanum com
resisténcia a herbicidas inibidores da fotossintese no fotosistema | — desvio de
elétrons, nos Estados Unidos (Florida), em um pomar de tomates. Em 2009, foi

reportado um novo caso dessa espécie com resisténcia ao mesmo herbicida pelo
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mesmo inibidor, no entanto, esse relato ocorreu na Nova Zelandia, em um
pomar de batata doce (HEAP, 2024).

H& 258 relatos de espécies de Amaranthus resistentes a pelo menos
um mecanismo de acgdo. Dessas, 92 sdo resistentes ao glifosato, com apenas 3
casos reportados no Brasil. Destes, dois sdo para a espécie Amaranthus palmeri
com resisténcia a herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS) e
EPSPS, e um para Amaranthus hybridus com resisténcia a herbicidas inibidores
da EPSPS. Para a espécie A. viridis, ha apenas um relato, também no Brasil, em
uma lavoura de algodao, com resisténcia a herbicidas inibidores do fotossistema
Il e inibidores da enzima acetolactato sintase (HEAP, 2024).

O objetivo deste estudo foi identificar os mecanismos de resisténcia
ao glifosato presentes em S. americanum e A. viridis, uma vez que nao ha

relatos na literatura sobre essas espécies.

6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Amplificacdo e Sequenciamento do Gene EPSPS

Aproximadamente 100 mg de tecido foliar jovem de Amaranthus
viridis e Solanum americanum foram coletadas de Amaranthus viridis e
Solanum americanum das populagdes AVR2, AVR2-1 e AVR3 e de S1 a S9
respectivamente. A amostras foram moidas com nitrogénio liquido em almofariz
e pistilo obtendo um po6 fino. O DNA gndmico foi extraido seguindo a
metodologia descrita por Dellaporta (2009). A integridade do DNA foi
verificada em gel de agarose a 1% e quantificada por um espectrofotometro
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, Walthman, MA, EUA).
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A Tabela 5 lista as sequéncias dos primers utilizados para ambas as
espécies. As amplificacbes de DNA foram realizadas em uma mistura de reacao
contendo 1 pL (10 mg.L?) de DNA; 2,5 pL de tamp&o 10x (com 15 mM de
MgCly); 1 uL (2,5 mM) da mistura de dNTP; 1 pL (1 pM) dos primers Forward
(F) e Reverse (R) e 0,5 pL (5 U/uL) de Tag DNA polimerase (BIOTOOLS) por
25 pL de mistura de reacdo. A PCR foi realizada em um termociclador Bio-Rad
programado para 35 ciclos, como segue: 1 ciclo de 3 min a 95 °C; 35 ciclos de 1
mim a 95 °C, 1 mim a (52 °C para as amostras de S. americanum e 54 °C para as
amostras de A. viridis) e 1 min a 72 °C; e um ciclo final de extensdo de 7 min a
72 °C. O produto amplificado foi visualizado em um gel de agarose a 3%,
corado com gel red 10000x (Biotium) e fotografado sob luz UV (Chemidoc
XRS+ Bio-Rad). O tamanho dos fragmentos foi estimado em relagdo a uma
escada de DNA de 200 pares de bases (PB) (Fisher; faixa de 50 a 2.000). Pelo
menos duas amplificacbes foram realizadas para cada amostra para garantir a

consisténcia dos tamanhos dos fragmentos durante a eletroforese em gel.

TABELA 5. Conjunto de primers utilizados

Espécie Primers Sequéncia do Primers
F1-Am 5-CACAACTGTGGTCGACAACTT-3'
A. viridis F2-Am 5-TGGACGCTCTCAGAACTCTT-3’
R1-Am 5-CTTGAATTTCCTCCAGCAACG-3'
F1-Sol 5-GTCGGCAAGAAGTCTGAG-3'
F2-Sol 5-GGACTGTTGTTGACAATTTAC-3'
S. americanum F3-Sol 5-CATTACATGCTTGGTGCATTG-3'
R1-Sol 5-AATGTCCACCAGCTRCAGT-3'

R2-Sol 5-CAGCTRCAGTAACTGCTGC-3'
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6.2.2 PCR semiquantitativa (PCR-SQ)

Foi realizada uma PCR semiquantitativa para determinar a
contagem de copias de genes expressas pela planta, conferindo-lhe resisténcia
por meio do mecanismo de superexpressao génica.

A PCR foi realizada utilizando um termociclador Bio-Rad
programado para 32 ciclos, com as seguintes etapas: 1 ciclo de 3 min a 95 °C; 32
ciclos de 1 mim a 95 °C, 1 mim a 54 °C para as amostras de A. viridis e 1 min a
72 °C. Apos os ciclos 24, 28 e 32, foram retiradas aliquotas de 4 L, as quais
foram transferidas para novos microtubos de centrifugacdo contendo 1 pL do
reagente de carregamento, e posteriormente transferidas para um gel de agarose

a 3% para analise.

6.2.3 Absorcao e translocacéo de glifosato

Diferencas na absorcdo e translocacdo de glifosato marcado com
carbono 14 (**C-glifosato) foi avaliada em populacdes resistentes e susceptiveis
de A. viridis e S. americanum. Os experimentos foram realizados no Laboratério
de Ecotoxicologia do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP),
Piracicaba, SP, Brasil. Foram avaliadas duas populages resistentes e uma
susceptivel de cada populacéo, as quais foram tratadas com solucdo comum de
glifosato comercial + 4C-glifosato com uma atividade especifica de 15 dpm’s
uL. Cada planta foi tratada com cinco gotas de 1 pL™* (75,000 dpm.planta?) e
as amostras (3 plantas de cada populacdo em cada tempo de avaliagcdo) foram
coletadas as 12, 24, 48 e 72 horas apds o tratamento seguindo a metodologia

descrita detalnadamente no capitulo de livro publicado sobre o tema
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(ALCANTARA-DE LA CRUZ et al. 2020). As porcentagens de absorgio e
translocacdo de *C-glifosato foram estimadas para cada populacdo em relagéo

ao total de herbicida aplicado e a porcentagem absorvida, respectivamente.

7.2.2. Analise Estatistica

Os dados da atividade basal, absorcéo e translocacéo de *C-glifosato foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) no programa Statistix 9.0
(Analytical Software, Tallahassee, FL, USA). A distribuicdo normal dos erros e
a homogeneidade das variancias foram verificadas graficamente no mesmo
programa. Diferencas de p<0.05 foram consideradas significantes e as medias

foram comparadas pelo teste de Tukey.

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Amplificacédo e Sequenciamento do Gene EPSPS

A melhor combinacéo de primers para a espécie S. Americanum foi
F3Sol (5-CATTACATGCTTGGTGCATTG-3") e R1Sol (5'-
AATGTCCACCAGCTRCAGT-3"), para essa combinacdo era esperado
fragmentos de 199 pb, na Figura 10 é possivel observar a amplificagéo e ao
tamanho do fragmento.
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FIGURA 10. Gel de agarose 3% (m/v) mostrando a eficiéncia da pcr realizada
para as amostras (R) S1 A S9 da espécie S. americanum.

Para a espécie A. viridis a melhor combinacgéo de primers foi F2Am
(5’-TGGACGCTCTCAGAACTCTT-3") e RI1IAm (5'-
CTTGAATTTCCTCCAGCAACG-3'), para essa combinacdo era esperado
fragmentos de 199 pares de pb e o valor obtido foi proximo (FIGURA 11).

FIGURA 11. Gel de agarose 3% (m/v) mostrando a eficiéncia da PCR realizada
para as amostras (R) AVR2 e AVR2-1da espécie A. viridis

AVR2 AVR2-1

200 pb —» E — S—

ladder

Tendo a confirmacdo da amplificacdo de ambas as espécies, o
material genético foi encaminhado para o laboratério de Biologia Molecular da

UNESP/Araraquara a fim de realizar o sequenciamento.
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Na espécie Solanum americanum, identificou-se uma dupla
mutacdo. Na posicdo 105, onde naturalmente ocorre a presenca de uma arginina
(R), observou-se a substituicdo por uma glutamina (Q). Além disso, na posicéo
106, identificou-se uma mutacao da prolina (P) para alanina (A). Portanto, essa

mutacdo caracteriza um caso inédito, como ilustrado na Figura 12.

FIGURA 12. Alinhamento parcial de nucleotideos e aminoacidos previstos dos
genes EPSPS para a espécie Solanum americanum.

Position 98 102 106 110
Capsicum annum gga aat gca gga act gca atg cgg cca ttg aca gca gca
(IN160845) G N A G T A M R P L T A A

gga aat gca gga aca gca atg cgg ccg ttg aca gca gca
N A G T A M R P L T A A

gga aat gca gga aca gca atg cag gcc ttg aca gca gca
N A G T A M Q A L T A A

gga aat gca gga aca gca atg cgg ccg ttg aca gca gca
G N A G T A M R P L T A A

Os nucleotideos destacados em azul ndo resultam em substituicdo de
amino&cidos. Os nucleotideos destacados em amarelo resultam na substituicéo
de aminoécidos. As caixas laranja destacam uma substituicdo tripla de
aminoacidos de RP (plantas suscetiveis ao glifosato ou tipo selvagem) para QA
(plantas resistentes ao glifosato).

S. americanum S

S. americanum R1

S. americanum R2

Nenhuma mutacédo foi identificada na espécie A. viridis; entretanto,
os resultados globais sugerem gque 0 mecanismo de resisténcia encontrado nessa
especie ¢, de fato, do tipo "target site”, implicando uma causa genética na planta
(FIGURA 13).
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FIGURA 13. Alinhamento parcial de nucleotideos e aminoacidos previstos dos

genes EPSPS para a espécie Amaranthus viridis.

Position 98 102 106 110
A. palmeri S ggt aat gca gga aca gcg atg cgc cca ttg aca gct  geg
(MK069608) G N A G T A M R P L T A A
A. palmeri R ggt aat gca gga aca gcg atg cgc tca ttg aca gct geg
(MK069609) G N A G T A M R S L T A A

A viridis S ggt aat gca gga aca gca atg cgt cca ctt acc gct geg
G N A G T A M R P L T A A

A. viridis R1 ggt aat gca gga aca gca atg cgt cca ctt acc gct gcg
G N A G T A M R P L T A A

A. viridis R2 ggt aat gca gga aca gca atg cgt cca ctt acc gct geg
G N A G T A M R P L T A A

Os nucleotideos

aminoacidos.

destacados em azul ndo resultam em substituicdo de

6.3.2 PCR semiquantitativa (PCR-SQ)

Esses experimentos foram realizados somente coma espécie

Amarathus viridis. Na analise da PCR semiquantitativa da amostra AVR2-3,

evidenciou-se a auséncia de amplificacdo do gene para a combinagdo F2XR1 no

ciclo 24. No entanto, a amplificacdo foi observada a partir do ciclo 28. Neste

ponto, o controle demonstrou uma producdo de cerca de 5,8 vezes mais copias

de genes em comparacdo com a amostra. No ciclo 32, a quantidade de copias de

genes na amostra foi 1,6 vezes maior em relagdo ao controle (FIGURA 14).
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FIGURA 14. Gel de agarose 3% (m/v) comparando da PCR semiquantitava
realizada para as amostras (R) AVR2-3 e o0 ALS

Na analise da PCR semiquantitativa da amostra AVR2, observou-se
a deteccdo da amplificacdo a partir do ciclo 24. Nesse ponto, a quantidade de
copias de genes produzidas pela amostra foi aproximadamente 6,6 vezes maior
em relagdo ao controle. A medida que os ciclos progrediam, a quantidade de
copias de genes diminuiu em relacdo ao ponto de amplificacdo inicial. No ciclo
28, a amostra ainda apresentou uma amplificacdo, resultando em cerca de 1,5
vezes mais copias de genes do que o controle. No entanto, no ciclo 32,
observou-se uma reducdo na quantidade de cépias de genes produzidas pela
amostra, sendo cerca de 1,5 vezes menor em comparacdo com o controle
(FIGURA 15).
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FIGURA 15. Gel de agarose 3% (m/v) comparando da PCR semiquantitava
realizada para as amostras (R) AVR2 e 0 ALS
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Para a amostra AVR2-3 ndo houve amplificacdo do gene para a
combinacdo F2XR1 até o ciclo 24. A partir do ciclo 28, houve amplificacéo,
com o controle demonstrando uma producdo de cerca de 5,8 vezes mais copias
de genes em comparacdo com a amostra. No ciclo 32, a quantidade de copias de
genes na amostra foi 1,6 vezes maior em relacé@o ao controle.

Para a amostra AVR2 a deteccao da amplificacdo comecou no ciclo
24, com a quantidade de cdpias de genes produzidas pela amostra sendo
aproximadamente 6,6 vezes maior em relacdo ao controle. A medida que 0s
ciclos progrediam, a quantidade de copias de genes diminuiu em relacdo ao
ponto de amplificacdo inicial. No ciclo 28, a amostra ainda apresentou uma
amplificacdo, resultando em cerca de 1,5 vezes mais cépias de genes do que o
controle. No ciclo 32, observou-se uma reducdo na quantidade de cépias de
genes produzidas pela amostra, sendo cerca de 1,5 vezes menor em comparacgao

com o controle.
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6.3.3 Absorcao e translocacéo de glifosato

Absorcdo e translocacdo de *C-glifosato foi avaliado em A. viridis e S.
americanum por ser novos casos de resisténcia a glifosato no mundo. A
absorcao de glifosato oscilou de 28 a 34% as 12 HAT em plantas de A. viridis e
aumento, dependendo da populacdo, em pequenas percentagens a cada periodo
avaliado, sendo que as 72 HAT a quantidade de !*C-herbicida absorvido
oscilava de 35% a 44%. A populagdo R2 apresentou 0 mesmo padrdo de
absorcdo que a populacdo S, no entanto, em todos os horarios avaliados a
populagdo R1 absorveu em média 5% menos *C-glifosato. As plantas de S.
americanum absorveram quantidades semelhantes de herbicida as 12 HAT
(~35%), mas a partir das 24 HAT, plantas das populacbes S e R1 absorveram
entre 10 e 15% mais *C-glifosato que as planta da populacéo R2. Plantas destas
populagdes chegaram a absorver mais de 50% do *C-glifosato aplicado as 72
HAT (FIGURA 16).

FIGURA 16. Absorcdo de !C-glifosato em populacdes resistentes (R) e
susceptiveis (S) de A. viridis e S. americanum das 12 as 72 h ap0s tratamento
(HAT).

60

Amaranthus viridis Solanum americanum
s s
50 CIR1 50 CIR1 ]]E {
E R2 {_ Ji E R2 {
40 Ji { { { 40 JJE { { {

n
-]
L

N
o
% '“C-glyphosate abosrvido
w
(=]

% '“C-glyphosate abosrvido
w
o

-
o
-
=)

o
=)

T T
12 24 48 72 12 24 48 72
HAT HAT

A translocacdo de *C-glifosato diferiu entre populacdes de A.

viridis como de S. americanum. Das 12 as 24 HAT, as quantidades de *C-
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herbicida translocado foi semelhante entre as populagbes de A. viridis; no
entanto, a partir das 48 HAT, a populacdo R2 reteve a maior quantidade de **C-
glifosato nas folhas tratadas translado menos do 30% ao resto de planta (23%) e
raizes (7.5%), enquanto plantas das populacdes R1 e R2 translocaram mais de
50% do herbicida fora da folha tratada. As plantas de S. americanum
translocaram grandes quantidades de 4C-herbicida da folha tratada ao resto de
planta desde as 12 HAT; no entanto, a populacdo R1 reteve mais herbicida na
folha tratada a partir das 48 HAT, o que se viu refletido na menor quantidade de
14C-glifosato translocado ao resto de planta e raizes em plantas desta populacéo
em comparagdo com plantas das populacbes S e R2 (TABELA 5 e FIGURA 17).

TABELA 6. Translocacédo de **C-glifosato das 12 as 72 horas ap6s o tratamento
(HAT) em plantas de populacbes de A. viridis e S. americanum suscetiveis e
resistentes ao glifosato

Translocacédo (% do “C-glifosato absorvido)

HAT Populagao Folha tratada Resto de planta Raiz
Amaranthus viridis
S 79,2+59 139+29a 70+3,2
12 R1 85,4+2,6 92+0,7b 54+28
R2 845+44 99+27ab 56+19
S 799+14 152+16a 49+15ab
24 R1 80,3+2,9 12,7+0,7 ab 70+24a
R2 82,2+54 13,6 £ 3,6 ab 42+23ab
S 48,7+48b 410+38a 10,4+23a
48 R1 48,7+4,7b 400+15a 11,3+38a
R2 706 +59a 22,7+31b 6,7+ 3,3ab
S 495+3,1b 37,7+2,1a 12,8+2,1ab
72 R1 48,3+56D 37,1+3,7a 146+45a
R2 67,4+6,1a 247+46Dh 79+24b
Solanum americanum
S 58,1+45a 354+33b 6,5+1,3ab
12 R1 40,0+4,1b 50,4+57a 96+33a
R2 43,6+42b 52,3+4.6a 40+14b
S 458+49b 458+ 4,8 83+1,1
24 R1 48,4+ 45ab 424+34 9,3+2,7
R2 523+49a 416+35 6,1+1,0
S 38,8+3,0b 445+26b 16,704 a
48 R1 444+45a 412+48b 145+2,6ab
R2 40,6 £3,0ab 53,1+3,8a 63+11c
S 350+£4,0b 486 +49a 16,4+36a
72 R1 529+28a 31,1+52b 16,0+30a
R2 39,1+35b 495+42a 11,3+ 3,1ab

Médias com letras diferentes dentro de um periodo de avaliagdo para uma
determinada secdo da planta s@o estatisticamente diferentes a 5% de
probabilidade determinada pelo teste de Tukey. + Erro padréo da média (n = 3).
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FIGURA 17. Conjunto de imagens digitais (com fundo cinza) e imagens
autorradiograficas (com fundo branco) de *C-glifosato em plantas suscetiveis e
resistentes de (A) S. Americanum e (B) A. viridis.

A ) &

S. americanum S S. americanum R1 S. americanum R2

B
.

A. viridis S A. viridis R1 A. viridis R2

6.4 DISCUSSAO

De maneira geral, mutacdes que conferem resisténcia ao glifosato
devem ocorrer na regido conservada dos genes da EPSPS, que compreende da
posicdo 95 a posicdo 107 (PADGETTE et al. 1190). Até hoje. Se tem descrito
mutacbes nas posicdes 102, 103 e 106, o que evidencia um cendrio de
ineditismo para mutacdo observada na posicdo 105 nesta pesquisa. A mutagéo
na posic¢do 105, por ocorrer na regido conservada do gene da EPSPS junto com

uma mutacao na posi¢ao 106, pode representar uma alteracao significativa que
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contribui a resisténcia ao glifosato. Essas muta¢des confirmam que a resisténcia
dessa espécie é causada por um mecanismo target site.

Estudos realizados sobre a resisténcia ao glifosato na regido
conservada da EPSPS identificou uma nova uma nova variante do gene EPSPS,
ELs-EPSPS, com cinco mutagOes distais (E112V, D142N, T351S, D425G e
R496G) que conferiram alta insensibilidade ao glifosato (Xu et al., 2024). Logo,
é possivel que a mutacdo encontrada nesse trabalho (posicdo 105) também
confira maior resisténcia ao glifosato.

A resisténcia ao glifosato € conferida pela amplificacdo do gene
EPSPS, o que ocasiona maior producdo dessa enzima (GAINES et al., 2010). A
variacdo do namero de copias desse gene € um mecanismo de resisténcia ao
glifosato que esta se tornando cada vez mais disseminado (FERNANDEZ-
ESCALADA, 2017). Plantas do género Amaranthus tem apresentado essa
caracteristica a qual confere alto indice de resisténcia., em especial Amaranthus
tuberculatus (LORENTZ et al., 2014) e Amaranthus spinosus (NANDULA et
al., 2014).

A reduzida absorcéo e translocacdo de “C-glifosato na populagdo
R2 de A. viridis e R1 de S. americanum demonstrou que estes mecanismos de
resisténcia do sitio ndo alvo foram responsaveis de conferir a resisténcia nestas
populacdes. A absorcdo reduzida € um mecanismo menor que confere baixos
niveis de resisténcia a herbicidas (MOSS, 2017), mas que, sem davida, pode
contribuir na resisténcia ao glifosato. J& a reduzida translocacdo € um
mecanismo mais frequente e melhor caraterizado que se deve ao rapido
sequestro e inativacdo do glifosato no vactolo (GE et al. 2014; ALCANTARA
DE LA CRUZ et al. 2021).
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6.5 CONCLUSOES

Com esses resultados foi possivel fazer a identificacdo da
resisténcia a glifosato em A. viridis e S. americanum, sendo 0s primeiros casos
relatados para estas espécies. A resisténcia de A. viridis se deve a um
mecanismo do tipo TSR, visto que foi uma supexpressdao que conferiu a
resisténcia ao glifosato a essa espécie. Para a espécie S. americanum foi
encontrada uma dupla mutacdo, sendo uma dela na posicdo 105, ainda néo

relatada na literatura.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As diversas prospeccdes de campo realizadas para coletar espécies
de plantas daninhas suspeitas de resisténcia ao glifosato em varias regides
produtoras de citros permitiram identificar a presenca de multiplas espécies
resistentes em pomares de citros especificos. 1sso ressalta a importancia de um
manejo integrado de plantas daninhas, onde a falha no controle de uma
determinada espécie pode complicar o controle de outras espécies suscetiveis,
como observado nos casos de A. viridis, B. pilosa e T. decumbens.

Além disso, os resultados destacam a necessidade urgente de
explorar novas estratégias de controle de plantas daninhas e desenvolver novos
herbicidas, dada a identificacdo de resisténcia ao glifosato em espécies como A.
viridis e S. americanum, representando os primeiros casos relatados no mundo
para essas espécies. A resisténcia em algumas populacbes dessas espécies
envolve mecanismos até entdo ndo documentados, como a reduzida absor¢éo e
translocacdo de glifosato, bem como mutagcbes e superexpressdao no gene da
EPSPS. Essas descobertas enfatizam a importancia continua da pesquisa e do
desenvolvimento de novas ferramentas e estratégias para o controle eficaz de

plantas daninhas e a preservacdo da produtividade agricola.
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