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Introducgao

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas € um desafio crescente na agricultura
brasileira que impacta a produtividade e aumenta os custos de producdo. Espécies de buva,
especialmente Conyza sumatrensis e C. bonariensis, destacam-se como problematicas no Brasil
devido a ampla distribuicdo, elevada variabilidade genética e capacidade de evoluir para
resisténcia a multiplos herbicidas (Bajwa et al. 2016; Kalsing et al. 2024). Numerosos casos de
resisténcia a herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS) tém sido registrados em
diversas regides do pais devido ao amplo uso desses herbicidas em pré e pés-emergéncia para
controle de buva, principalmente em areas de cultivo de soja (Mendes et al. 2021; Lorenzetti et
al. 2024). Com a introducao da rotagdao com soja em areas de terras baixas no sul do pais, houve
um incremento nos relatos de ocorréncia de buva também nessas areas, com sobrevivéncia
principalmente em taipas.

Diante da problematica da resisténcia a herbicidas torna-se essencial identificar e mapear
populacdes resistentes e compreender os mecanismos envolvidos na resisténcia em uma
abordagem epidemiolégica. Essas informagdes contribuem para o desenvolvimento de
programas de manejo integrado de plantas daninhas que incluem rotagdo de culturas,
diversificagdo de grupos quimicos e mecanismos de agao dos herbicidas e adogéo de praticas
culturais que reduzam a pressao de selecao por resisténcia. Este estudo tem como objetivo
avaliar a frequéncia da resisténcia de populagbes de buva a herbicidas inibidores da ALS em
diferentes regides do Brasil e associar esses casos aos mecanismos de resisténcia relacionados
ao local de acao predominantes.

Material e Métodos

Entre 2016 e 2024, foram coletadas sementes de 70 populagdes de C. sumatrensis e C.
bonariensis em areas agricolas de diferentes estados brasileiros, incluindo lavouras de arroz em
terras baixas em rotagdo com soja no estado do RS. Plantas no estagio de 6 a 8 folhas foram
submetidas a aplicagao de herbicidas inibidores da ALS: clorimuron-etil (sulfonilureias - SU),
imazetapir (imidazolinonas - IMI) e cloransulam-metil (triazolopirimidinas - TDP), em 50% e 100%
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da dose de bula, sendo 20 e 40 g ha™ de clorimuron-etil (Classic, 250g Kg™, WG, Corteva
Agriscience) + adjuvante Veget'Oil (EC, Oxiquimica Agrociéncia LTDA) a 0,05% v/v; 50 e 100g
ha™ de imazetapir (Zaphir, 106g L™, SL, UPL) + adjuvante Dash (EC, Basf) a 0,5% v/v; e 17 e
34g ha™ de cloransulam-metil (Pacto, 840g Kg™', WG, Corteva Agriscience) + adjuvante Dash a
0,5% v/v. As aplicagbes foram realizadas em camara de pulverizagdo automatizada (Generation
[ll, Devries Manufacturing) com volume de calda de 200 L ha™. Cada tratamento foi composto
por cinco repeti¢cdes bioldgicas. A eficacia do controle foi avaliada visualmente aos 28 dias apos
a aplicacédo utilizando escala percentual onde 0% representa auséncia de injuria e 100% indica
morte das plantas. Populagbes com controle inferior a 85% foram classificadas como resistentes.

Vinte popula¢des de buva foram sequenciadas para o gene ALS. Trés conjuntos de primers
foram desenhados para cobrir todas as regides conhecidas com mutagdes associadas a
resisténcia a herbicidas - Ala122, Pro197, Ala205, Phe206, Asp376, Arg377, Trp574, Ser653 e
Gly654. Ambas as espécies sdo hexaploides e possuem trés coépias do gene ALS, no
cromossomo 2 em C. bonariensis € nos cromossomos 3, 22 e 23 em C. sumatrensis (Coértes
Gomes et al. 2025). Os primers foram desenhados para amplificar todas as copias do gene em
ambas as espécies. O DNA total foi extraido pelo método (CTAB). O gene foi amplificado em
PCR convencional e sequenciado pelo método Sanger. As sequéncias obtidas foram alinhadas
com o gene ALS de Arabidopsis thaliana como referéncia (X51514.1). Os cromatogramas foram
analisados com o software SnapGene® (https://www.snapgene.com/).

Marcadores do tipo SNAP (single-nucleotide amplified polymorphism) foram desenvolvidos
para cinco mutacgdes identificadas no estudo de sequenciamento do gene ALS em ambas as
espécies: Ala122Thr, Pro197Ser, Pro197Arg, Pro197His e Trp574Le. Os marcadores foram
analisados em RT-qPCR.

A variagao no numero de copias (CNV) e a superexpressao do gene ALS também foram
investigadas através de RT-gPCR, utilizando um par de primers que amplifica os trés genes ALS
das espécies de buva. O estudo de CNV foi conduzido com DNA gendémico e a avaliagao da
superexpressao foi realizada com cDNA proveniente de RNA extraido de plantas nao tratadas.
A extracéo de RNA foi realizada com Concert™ (Invitrogen), e o cDNA foi sintetizado utilizando
a transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen). CNV e superexpressdao do gene ALS foram
calculadas em relagéo as populagdes suscetiveis utilizando o método 2*-AACt. O gene HSP70
foi utilizado como gene de referéncia (Moretti et al. 2017).

Resultados e Discussao

Resisténcia a herbicidas inibidores da ALS em buva apresentou variagbes regionais
significativas no Brasil. Apenas 11% das 70 populagbes avaliadas foram suscetiveis aos trés
herbicidas testados. Resisténcia cruzada a clorimuron-etil, imazetapir e cloransulam-metil foi
observada em 21% das populacdes, enquanto 3% foram resistentes apenas a clorimuron-etil,
27% a imazetapir e 3% a cloransulam-metil (Figura 1A). A resisténcia a esses herbicidas foi
identificada em todas as regides avaliadas, com padrdes especificos. No Mato Grosso do Sul, a
resisténcia ao imazetapir predominou. No Parana, cerca de metade das populag¢des foram
resistentes a todos os herbicidas testados, com destaque para Toledo, onde a resisténcia ao
imazetapir sugere uma possivel origem uUnica seguida de dispersdo. No Rio Grande do Sul, a
resisténcia a todos os herbicidas foi predominante, especialmente em populagcées de C.
bonariensis, inclusive nas cinco populagdes provenientes de terras baixas das cidades de Capéao
do Ledo, Vila Nova do Sul, Santa Maria e Uruguaiana (Figura 1B).
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Figura 1. Resisténcia a herbicidas inibidores da ALS em 70 populacdes de buva (A) e sua
distribuicdo no Brasil (B). SUSC - suscetivel; SU - resistente apenas a sulfunilureias; IMI -
resistente apenas a imidazolinonas; TDP - resistente apenas a triazolopirimidinas; ALL -
resisténcia cruzada aos trés grupos quimicos.

O sequenciamento do gene ALS de 20 populagdes indicou presenca das substituicdes
Thr122, Ser197, Arg197, His197 e Leu574 em 1, 2, 1, 3 e 3 populagdes, respectivamente. Uma
populacado de C. sumatrensis apresentou duas substituicdes de aminoacidos nas posi¢des 122
e 197 (Ala122Thr + Pro197His). Essa populagao apresentou resisténcia aos trés grupos de
herbicidas inibidores da ALS avaliados. Das cinco populag¢des coletadas na regiao sul do RS,
duas delas apresentaram a mutagcdo Ser197 (Santa Maria e Uruguaiana), e nas outras trés
populacdes nao foram identificadas mutagdes.

A genotipagem de 57 populagdes resistentes de buva através de marcadores moleculares
SNAP para as mutagdes Thr122, Ser197, Arg197, His197 e Leu574 foi positiva em uma, quinze,
seis, sete e cinco populagdes, respectivamente, totalizando 34 populagdes (Figura 2A). No
entanto, 27 populacdes resistentes nao apresentaram amplificacdo para nenhuma das mutacoes
testadas, indicando que a resisténcia em mais de 45% das populagdes resistentes possivelmente
€ causada por outras mutagdes ou outros mecanismos de resisténcia.

Cruzando os resultados das analises fenotipica e genotipica, de forma geral, as mutagoes
Thr122, His197 e Leu574 conferem resisténcia as sulfonilureias, imidazolinonas e
triazolopirimidinas. Em contraste, os resultados para Ser197 e Arg197 sao mais variaveis,
provavelmente devido a contribuicdo de outros mecanismos de resisténcia na resposta de
resisténcia. Nos casos em que as populagdes sao resistentes a apenas um ou dois grupos de
herbicidas inibidores da ALS, herbicidas dos grupos restantes ainda podem controlar
eficientemente plantas com essas mutagdes especificas.

Complementarmente ao sequenciamento do gene ALS, a resisténcia relacionada ao local
de acao foi avaliada através da analise do numero de copias relativo do gene e da expressao
génica relativa. Aproximadamente 50% das populagdes resistentes apresentaram o mesmo
numero de cépias que as populacdes suscetiveis. Entretanto, 38%, 10% e 2% apresentaram
numero de copias 2, 3 e 4 vezes maior, respectivamente (Figura 2B). Em relagdo a expressao
génica, 54% das populagbes apresentaram niveis de expressdo semelhantes aos das
populagbdes suscetiveis. Em contraste, 30%, 2%, 10% e 4% das populagdes apresentaram
expresséo do gene ALS 2, 3, 4 e 6 vezes maior, respectivamente (Figura 2B).
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Figura 2. Frequéncia nas populagdes de buva das muta¢des Thr122, Ser197, Arg197, His197 e
Leu574 (A) e frequéncia de 1, 2, 3, 4 e 6 vezes 0 numero de copias e a expressao relativa do
gene ALS nas populagdes resistentes em relagao as populagoes suscetiveis (B).

Conclusoes

Este estudo revelou grande variabilidade de resisténcia em buva a herbicidas inibidores da
ALS em diversas regides agricolas do Brasil, inclusive em regides de terras baixas. Mutagdo no
gene ALS na posi¢ao Pro197 resultou em resisténcia em 47% das populagdes. A mutagao mais
frequente foi Ser197, encontrada em 25% das populagbes resistentes. Cinco diferentes
mutagdes no gene ALS, até quatro vezes maior numero de cdpias e até seis vezes maior
expressao génica do gene ALS resultaram em grandes variagdes nos niveis de resisténcia e nos
padrdes de resisténcia cruzada nas populacdes. Esses resultados destacam a contribuicdo de
multiplos mecanismos de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS, niveis variaveis de
resisténcia cruzada e potencial de uso de herbicidas de outros grupos quimicos da ALS em
populacdes resistentes de buva. O estudo também sinaliza a necessidade de atencao para
manejo dessa espécie em areas de terras baixas para controle da sua dispersao nessas regides.
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