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Herbicidas na cultura do café — fundamentacao sobre os
mecanismos de acao e resistencia de plantas daninhas
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Principais herbicidas recomendados para a cultura do café

Sulfentrazone (Boral)
Oxyfluorfen (Goal)
Ametryn (Gesapax)
Diuron (Karmex)
Metribuzin (Sencor)
Simazina (Gesatop) )

Alachlor (Laco) - Inibidores sintese de ac. graxos
Pendimethalin (Herbadox) - Inibidores da mitose

} - Inibidores da Protox

N

> - Inibidores do PSII

Glyphosate (varias) - Inibidor da EPSPs

Paraquat (Gramoxone)

Paraquat + Diuron (Gramocil) L _|nibidores do PSI
Diguat (Reglone)

Amonio glufosinato (Finale) - Inibidor do GS
Carfentrazone (Aurora)

Flumioxazin (Flumizyn) - Inibidor da Protox
Saflufenacil (Heat)
Clethodin (Select)

- Inibid da ACC
Fluazifop-butil (Fuzilade) S~ 001 &° GaALLASE




Objetivos da palestra

v' Informagdes relevantes dos mecanismos de acao

v Principais mecanismos de resistér
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Glifosato

v’ Inibe a Producédo de aminoacidos aromaticos

v'Inibicdo competitiva com a PEP pela 5-enol-
niruvilshikimato-3-fosfato sintase ou EPSP sintase.

v'Nao seletivo, sem atividade no solo

v' A Monsanto desenvolveu culturas resistentes
como soja, milho, beterraba acucareira, alfafa e
algodao.




v Estruturalmente sao similares
v' A dissociacao do glyphosate da EPSP é
2.300 vezes mais lenta que a PEP!




A molécula de shiquimato-3-fosfato liga-se primeiro a EPSPS sintase







Neste caso, o glifosato compete com a PEP e liga-se a EPSP sintase




Descobertas recentes sobre os mecanismos de
resisténcia de plantas daninhas ao glifosato

Devido a pressédo de selecao, e o numero de ha tratados com
glifosato; mecanismos de resisténcia incomuns tém sido
descobertos

buva azevém
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‘0 Dias ap6s a aplicagdo do glifosato




Vink, UG

1 dia depois da aplicagéo de glifosato




Vink, UG

7 dia depois da aplicacao de glifosato




Vink, UG
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Mecanismos de resisténcia ao
glifosato conhecidos

Alteracao no
sitio de acao Translocacao

(Proline 106)

Amplificacao

Sequestracao génica




Alteracao no sitio de acao (Ng, 2002) \

i Argi24

" Gluz4l

GiInl 71

Ser197

Arg27

Glifosato

Shiquimato-3-fosfato

Aminoacidos residuais conservados no sitio ativo

do glyphosate e do shiquimato




Modificacao do sitio de acao do herbicida (EPSPS) em
Eleusine indica - Malasia

NUmero do Aminoacido
Aminoacido
SequUéncia de bases

Chaah (S}t
Lenggeng (S}

Bidor (S)

Temerloh (5)
Chash (R) (Ng, 2002)

Lenggeng (R)
Bidor (R)
Temerloh (R)




Mutacao dupla na EPSPs

GTAMRPF




Capim pe de galinha - Vialasia |
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Gene amplification confers glyphosate resistance in
Amaranthus palmeri

Todd A. Gaines®', Wenli Zhang®, Dafu Wang®, Bekir Bukun?, Stephen T. Chisholm?, Dale L. Shaner?, Scott J. Nissen?,
William L. Patzoldt®, Patrick J. Tranel®, A. Stanley Culpepper’, Timothy L. Greyf, Theodore M. Webster®,
William K. Vendill", R. Douglas Sammons®, Jiming Jiang®, Christopher Preston’, Jan E. Leach?, and Philip Westra®?

v Susceptible

suscetiveis resistentes

-
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A ng shikimate pL™

NUumero de copias

T T T T T T T
6 40 60 80 100 120 140 160

Numero de copias

Um incremento no numero de copias gendmicas da EPSPS correlaciona-se
com acumulo reduzido de shikimato em 12 individuos (circulos cheios) e
suscetiveis circulos vazios em Amaranthus palmeri.




Definicao de Introns e exons

introns sdo regides ndo-codificantes do RNA mensageiro, enquanto os
éxons sao regioes codificantes do RNA m. Eles estao relacionados a uma
etapa muito importante do processo de sintese proteica dos eucariontes,
denominada “splicing”. Neste processo (cujo nome significa “ato de
cortar” em portugués), regioes especificas do RNA mensageiro (os
introns) sao recortadas e eliminadas.




Numero de cépias gendmicas medidas usando primers qPCR dentro
de um intron é semelhante ao numero de cépias medida usando o
prime qPCR dentro de um exon de individuos Re S

-EPSPS:ALS Relative Genomic Copy Number-

R1 R2 R3 S1 S2 S3

Exon 108 (44) 84 (8.6) 60 (0.5) 1.0 (0.06) 0.9 (0.02) 0.9 (0.01)
Intron 106 (1.2) 73 (3.0) 57 (5.1) 0.8 (0.04) 0.9 (0.07) 1.0 (0.07)

Data are means with standard errors in parentheses.
doi:10.1371/journal.pone.0065819.t001

Gaines TA, Wright AA, Molin WT, Lorentz L, et al. (2013) Identification of Genetic Elements Associated with EPSPS

Gene Amplification. PLoS ONE 8(6) e65819 d0| 10.1371/journal.pone.0065819
L] L
@ PLOS | one



http://www.plosone.org/article/info:doi/10.1371/journal.pone.0065819

Translocacao diferenciada do glifosato
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Feng et al., 2004 — Weed Sci. v.54, p.498-505




Sequestracao através do vacuolo

Chloroplast
pH ~7

Pallsade '
Cells
Dr. Neela Shivakumar‘and Dr. Crist

o

Cytoplasm
pH ~7

Vacuole
pH 4.5-6

¥
Spongy |
Mesophyl

Cellsq
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Sammons 2010




O mecanismo de resisténcia nao ocorre no frio

Buva resistente é

suscetivel quando
em condicoes de

frio

W

» G
B 1\
5"1?
i
3

Y.
o
’ﬁ;§!
~
2

S
24
iy

. Iy
T

e
AN

- -
736

bz




Ha necessidades de mudancas do sistema de producao

N S T oA ' LA T SO T et

Culpepper, 201
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Evutar a produgao de sementes de mfestagoes tardias

York 2010
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Relatos de biotipos resistentes ao glifosato

-
Weeds Resistant to Glycines (G/9)

by species and country
Ed Species Country First Year
1 Amaranthus palmeri 2005 - United States (Georgia) 2005
Palmer Amaranth 2005 - United States (North Carolina)

2006 - United States (Arkansas)

2006 - United States (Tennessee)

2007 - United States (New Mexico)

2008 - United States (Alabama)

2008 - United States (Georgia) *Multiple - 2 SOA’s
2008 - United States (Mississippi) *“Multiple - 2 SOA’s
2008 - United States (Missouri)

2009 - United States (Tennessee) “Multiple - 2 SOA's
2010 - United States (lllinois)

2010 - United States (Louisiana)
2010 - United States (Ohio)

2011 - United States (Kansas)
2011 - United States (Michigan)
2011 - United States (Virginia)
2012 - United States (Arizona)
2012 - United States (California)

2012 - United States (Delaware)




Relatos de biotipos resistentes ao glifosato

19 Lolium rigidum 1996 - Australia (Victoria)

Rigid Ryegrass 1997 - Australia (New South Wales )
1998 - United States (California)

1999 - Australia (South Australia)

1999 - Australia (Victoria) *Multiple -4 SOA’s
2001 - South Africa

2003 - Australia (Western Australia)

2003 - South Africa "Multiple - 3 SOA’s

2005 - France

2006 - Spain

2007 - Israel *Multipie - 3 SOA’s

2007 - Ital
2008 - Australia (South Australia) "Multiple - 2 SOA’s

2010 - Australia (South Australia) *Multipie - 2 SOA’s

Parthenium hysterophorus 2004 - Colombia
Ragweed Parthenium

Plantago lanceolata 2003 - South Africa
Buckhorn Plantain

Poa annua 2010 - United States (Missouri)
Annual Bluegrass 2011 - United States (Tennessee)

Sorghum halepense 2005 - Argentina

Johnsongrass 2007 - United States (Arkansas)
2008 - United States (Mississippi)
2010 - United States (Louisiana)

Urochloa panicoides 2008 - Australia (New South Wales )
Liverseedgrass




Paraquat

Nitrogénio quaternario

+ + -
CHy— NN —chge

O Nitrogénio quaternario confere:

- Alta adsortividade Koc = 1.000.000 mL/g

- Adsorcéao irreversivel aos coloides de argila e M.O.S.
- Alta toxicidade a animais e mamiferos



Paragquat

PS | ADP

Complexo de + P
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Paraquat** (estavel)

=N\ T Cl , .
. @ @ “' superoxido

Paraquat (instavel)
oxidado




As moléculas reativas tais como oxigénio singlet, radical hidroxila e
clorofilatriplet, sdo resultantes da interacao dos herbicidas. A acao
destas moléculas ira resultar na peroxidacao das membranas e
consequente destruicao

Oxigénio Radical Clorofila
singlet hidroxila triplet




A moléculareativa € capaz de remover o
hidrogénio do lipideo e iniciar uma série de

reacoes, resultando na destruicao da
membrana

Acidos graxos poli-
insaturados




destruicao da
membrana

Hot @t

Water >




Resisténcia ao paraquat é possivel?
N

o Os bipiridilios ndo sao metabolizados facilmmente nas
plantas.

o Dois mecanismos de resisténcial/tolerancia sao
conhecidos:

o Altos niveis das enzimas envolvidas na detoxificagcdo das espécies
reativas de oxigénio (catalase, superéoxido dismutase, etc.)

o Rapida sequestracao do herbicida no apoplasto através da retengao
do herbicida na parece celular.



Resisténcia ao paraquat é possivel?

o Mais do que um mecanismo pode estar atuando
simultaneamente na mesma planta

o Muitos dos casos do paraquat e diguat sao
atribuidos a um unico gene principal

o Conyza bonariensis - um unico gene nuclear dominante,
aumentado o nivel da enzima de detoxificagcao

o Hordeum glaucum, H. leporinum, Arctotheca calendula —
unico genes, nuclear, incompletamente dominante

o Lolium perenne — a resisténcia é herdada como resultados
de varios genes.



Inibidores da PROTOX — sulfentrazone, oxyfluorfen,
flumioxazin, cafentrazone e saflufenacil
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PROTOX Inhibitors l
Formas
reativas de

OXIgenio



Injuria tipica dos inibidores da PROTOX
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PPO INHIBITORS (E/14) RESISTANT WEEDS
by species and country

# |Species Country Year
(Click for Details)

|. Acalypha australis 2011 - China 2011
Asian Copperleaf

2. Amaranthus quitensis 2005 - Bolivia 2005
Pigweed (quitensis)

3. Amaranthus tuberculatus 2001 - USA (Kansas) *Multiple - 2 MOA's 2001
(syn. rudis) 2002 - USA (lllinois) *Multiple - 3 MOA's
Common Waterhemp 2005 - USA (Missouri) *Multiple - 3 MOA's

2009 - USA (lowa)
2009 - USA (lowa)

4. Ambrosia artemisiifolia 2005 - USA (Delaware) *Multiple - 2 MOA's 2005
Common Ragweed 2006 - USA (Ohio) *Multiple - 2 MOA's

5. Descurainia sophia 2011 - China 201
Flixweed

6. Euphorbia heterophylla 2004 - Brazil *Multiple - 2 MOA's 2004

Wild Poinsettia
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u Planta de caruru remstente aos |n|b|dores da PROTOX
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Resumo dos mecanismos de resisténcia

Dois eventos principais conterem resistencia:

v" Remocao de trés nucleotideos que codificam a
glicina na posicao 210

v" Desvio da Protox mitocondrial, que é naturalmente
tolerante, para o cloroplasto

dos herbicidas

Aumento significativo no valor do lg,
v lactofen 60 a 12.500 nM (208 vezes)
v aciflurofen 60 a 29.900 nM (498 vezes)

v. MC15608 50 a 21.100 nM (422 vezes)



Simulacao da dinamica molecular

Dayan, F. E. et al. 2010. Biochemica et Biophysica Acta 1804:1548-1566

Enzima da planta suscetivel Enzima da planta resistente
apos simulacao apos simulacao




Inibidores do Fotossistema ll:
ametrina, diuron, meftribuzin e simazina

Fotossistema ll
P680

ATP
H Cytochrome NADP+ Synthase

H Complex Reductase /

o
-

Membrana tilacoide




Resisténcia aos inibidores do PSII
N

- Mutantes resistentes tém sido usados para estudos
bioquimicos da D1

- Aplicagoes repetidas de s-triazinas tém resultados
em pelo menos 31 espécies resistente na Europa

o Mutantes resistentes exibem uma mudanca na ser-
264 para glicina (AGT>GGT).

- Nivel de Resistencia de 10 X a quando testada
plantas, e 1.000 X quando testado cloroplastos
isolados

o Planta resistente é menos adaptada que a suscetivel



Inibidores da sintese de microtubulos - pendimethalin

préfase

=

Pro - metafase

metafase




Inibidores dos microtubulos

Ceélula afetada pelo herbicida

herbicida herbicida
Célula normal

Inibicao Inibicao




Sintomas comuns de injuria




Resisténcia aos herbicidas dinitroanilinas

Poa annua 1997 - United States (North Carolina)
Annual Bluegrass 2007 - United States (Tennessee)
2012 - United States (Alabama)

Setaria viridis 1988 - Canada (Manitoba)
Green Foxtail 1989 - Canada (Alberta)

1989 - United States (North Dakota)

1991 - Canada (Saskatchewan)

1992 - Canada (Manitoba) *Multiple - 2 SOA’s
1996 - Canada (Saskatchewan) *Multiple - 2 SOA’'s

Sorghum halepense 1992 - United States (Mississippi)
Johnsongrass

v Mutacao na formacao do
microtubulo, resultando
em uma modificacdo da
o tubulina




Relacao entre a producao de acidos graxos no

cloroplasto e no reticulo endoplasmatico

Stearic acid Sitio de acao do Metolachlor

C18:0 \
|

Palmitic acid

c160 Arachidic acid —p Behenic acid . Lignoceric acid

C20:0 C22:0 C24:0

Cerotic aCid wmp MoNtanic acid w=—p Merysic acid

Oleic acid C26:0 A <
C18:1 C28:0 C30:0

Chloroplast j
EicosenoiC aCid g ETUCIC ACId . Nervonic acid

—— i \ C20:1 C22:1 C24:-1
Long Chain Fatty Acid
(C16~C18) Endoplasmic reticulum

Sitio de acao dos Very Long Chain Eatty Acid :VLCFA
inibidores da ACCase (C20~C30)




Herbicidas inibidores da sintese de acidos graxos ao
nivel do reticulo endoplasmatico — VLCFA - Metolachlor

Avaliacao das plantas sobreviventes de 100 milhoes de
plantas — 200 ha de Azevem

Pyroxasulfone = KIH 800 (Sakura) —
mesmos mecanismo de acao do metolachlor

« Mortalidade massiva
© 99,999%

«» Poucos sobreviventes
© 22 plantas apenas

© Todos os sobreviventes
foram recultivados para
teste na préxima geragao

© Nenhuma era resistente




Quando populacdes de Lolium de resisténcia multipla foram testadas
durante varias geracoes com subdoses de Piroxasulfone 90 g ha-

Plantas com resisténcia multipla (metabdlica) a outros mecanismos de acao




Pyroxasulfone (g ha‘l)
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Progénie 3 ja sao consideradas resistentes
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Resistencia nao especifica em Lolium

0 Resisténcia nao especifica (RNE)
o Geralmente envolve a detoxificagcdao do herbicida

o Mecanismos complexos

o Familia de genes — Citocromo P450, Glutationa S-
transferase, glucosil transferase, tfransportadores abcs

o CytP450: mais de 300 genes em Arabidopsis
o Dificil de medir sua atividade in vitro
o Inibidores do CytP450 podem reverter a resisténcia

o Familias de gene que sao dificeis de serem
identificadas e clonadas



Inibidores da ACCase — FOPs e DINs
Clethodin e Fluazifop butil

Q que e ACCase 7

E a conversio da Acetil Coenzima A a Malonil Coenzima,
que é a chave para iniciar o processo de biossintese dos
lipideos no cloroplasto da planta

acetyl-CoA
carboxylase il
~S5-CoA+HCO; + ATP mmmmmp HOC— H:— ~S-CoA

bicarbonate

malonyl-CoA




Estrutura basica da ACCase




Exemplos de resisténcia a ACCase

Aveia brava e azevém tém sido as espécies de maior

numero de casos de resisténcia

32 Lolium rigidum 1982 - Australia (South Australia) *Multipie - 7 SOA's 1982
Rigid Ryegrass 1982 - Australia (Western Australia) *Multiple - 3 SOA’s
1984 - Australia (Victoria) *Multiple - 3 SOA's
1985 - Australia (New South Wales ) *Multiple - 3 SOA's
1992 - Saudi Arabia
1992 - Spain *Multiple - 2 SOA's
1992 - Spain
1993 - France
1993 - South Africa *Multiple - 2 SOA's
1996 - Tunisia
1997 - Chile
1997 - Greece
1998 - Israel
1999 - Australia (Victoria) *Multiple -4 SOA's
2003 - Chile *Multiple - 2 SOA’s
2003 - South Africa *Multiple - 3 SOA’s
2007 -Iran_
2007 - Israel *Multipie - 3 SOA’'s
2010 - Australia (South Australia) *Multiple - 2 SOA’s




Todas as mutacoes podem ser facilmente “stackeadas”

7 substituicoes de aminoacidos resultam em resisténcia
em populagées de Lolium

1781 1999 2027 2041 2078 2088 2096

lle-Leu Tryp-Lys Trp-Cys lle-Asn  Asp-Gly Cys-Arg Gly-Ala



Sumario da resisténcia a ACCase
I

v Atualmente existem 43 espécies sao
resistentes aos inibidores da ACCase.

v Aresisténcia pode ser pelo sitio de acao,
sendo a mais comum:

v isoleucina substituida pela leucina na
posicao 1769

v' Resisténcia metabodlica também ocorre em
azevem



Glufosinate € um herbicida de
origem natural

= ) NH,
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Bialaphos =
L-Alanyl-L-alanyl-L-phosphinothricin

Streptomyces hygroscopicus
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Glufosinate-ammonium
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Glufosinato fosforilado no sitio ativo da GS

A GS do milho foi cristalizada na presenca do ATP e glufosinato

Unno et al. {200€) J. Blal. Chem. 251:
= 29267-23296

A inibicdo da GS leva a um acumulo de altos niveis de amdnia toxica




Culturas tolerantes ao glufosinate

Culturas transgénicas resistentes ao glufosinate sao geradas pela expressao
recombinante dos genes de microrganismos pat e par que codificam a
fosfonitricina N-acetiltransferase

o
Acetyl- CoA CoA

NH
ron L gor \ \H)\/\" g
N
o

L-Glufosinate N-Acetyl-L-glufosinate

j phytotoxic lnon-ph‘ﬂotoxic

Canola, milho, algodéao e soja tolerantes ao glufosinate sdao comercializadas
como Liberty Link



Linhagens de céelulas resistentes ao glufosinate

Fator de resisténcia 120, mas sem diferencas
significativas na especificidade de atividade da GS

A comparacao entre a GS de células resistentes com
a isoenzima GS1 citosodlica revela mudanca de 4 aa




Imagens da area com problema de resisténcia de
capim pé de galinha ao glufosinate na Malasia

Capim pé de galinha em viveiro de produgao de palmaceas perto da cidade de
Jerantut, tratada com glufosinate pelo menos 12 vezes por ano durante cinco
anos consecutivos

e
—uma 55
semana apods tratamento, ey i
eficacia inicial de 70 a 80% T o WS T
: o SO ARWE B, o
Depois de 2 a 3 semanas N SRR S ARSI ) S
da dessecagao iniciou se Rebrota total depois de
a rebrota e perfilhamento poucas semanas sob

irrigacao por gotejo



Ha indicacoes de que a resisténcia
pode ser metabodlica
N

_ 22 aplicacao durante estadios
Um més apds a aplicagao iniciais de crescimento




Resistencia de capim pé de galinha na Malasia

» Depois de 24 aplicacoes de
glufosinate

» R/S 3,4

» Plantas completamente
controladas na dose de 4x a
recomendada
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» Resisténcia multipla com o

Glufosinate rate (kg al ha')
Susceptible (<) and resistant {e) biotypes of goosegrass, whole- p araq u at

plant bicassay, 7 days after treatment under glasshouse conditions. . .
» Mecanismo desconhecido




Resistencia de azevem em Oregon

= QOcorreu em pomares de frutiferas com histérico de uso do glyphosate.
Nunca tinha sido pulverizado com glufosinato

= Resisténcia multipla com glyphosate
w [,daGSentre31e137uyMparaaSe 2432 yMparaaRe R/S=18 -78

Aviia-Garcla et 3 (2012) Pest. Manag. Scl. €3, 1243-1254
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Glufosinaie dose-response curves of Itakan ryegrass populations Effect of giufosingte concaniration on GS activity




Azevem resistente ao
glufosinate em Oregon — USA
Esta populacao nunca foi

pulverizada com glufosinate

& n,‘ g '.-. “ 2
EWS TR e
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Testemunha = &
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sate 1500 g/ha

~



Detectar a resisténcia o mais rapido possivel







Coleta das sementes no campo

Bons resultados somente sao obtidos dependendo da qualidade de
coleta das sementes no campo:

A — Coletar sementes somente quando a maioria atingir a maturidade
B — Coletar as sementes de forma cuidadosa colocando em sacos




Bioensaio com plantas inteiras

v Avaliagao visual da mortalidade e peso verde ou seco da
fitomassa

v Sempre é necessario uma populacao suscetivel para
comparagao

v No delineamento do experimento é importante ter
assessorial estatistica
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Digitaria insularis (Glifosato)

Nome comercial _- Dose rotulo (I/ha; eq.ac.)

Roundup Original Isopropilamina 360 15t04,0 54031440
6,00
Roundup WG Amanio 720 15 1080 5.00
AN 2oman

4,00 devwiogrment
3.00
200
1,00

Machado et al. [2006)

Roundup Transorb Isopropilamina 480 20t045 96032160
Roundup Ultra Amonio 650 05t025 325a1625
Roundup Transorb R Potassio 480 10t03,0 48021440

MSR (g planta)

0 14 28 42 56 70 B4 98 112
Days after emergence
Roundup Ready Milho  Isopropilamina 480 d MS8 = root + rhizomes

Roundup Ready |Isopropilamina 480 -

5760 11520 2880 57¢0 11520




Consideracoes finais

v Glyphosate ... Cuidado com os mecanismos multiplos de resisténcia
... a pratica inadequada de uso pode ser a féormula de selegao —
DIVERSIFICACAO E ESSENCIAL

v Paraquat ... Importante ferramenta para a cafeicultura... Nao
podemos perde-la - RESISTENCIA TEM MENOR PROBABILIDADE

v Inibidores da Protox em café ... A RESISTENCIA PODE SER
SELECIONADA PELA PERDA DE AMINOACIDOS NA PROTOX

v DOSES ABAIXO DA RECOMENDADA pode ser uma forma muito
efetiva de selecao de resisténcia nao especifica (metabdlica)

v USO RESPONSAVEL, e boa pratica agricola sdo fundamentais para a
manutengao dos herbicidas atualmente empregados

v APESQUISA deve encontrar formas para demonstrar ao meio
produtor dos potenciais riscos futuros com resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas
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