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Resumo

A obtengdo de um girassol resistente a herbicidas latifoliadicidas seria uma das
solugdes para o controle das plantas daninhas dicotileddneas que infestam as areas com a
cultura. Dentro desta linha de pesquisa, o presente trabalho teve o objetivo de estudar a
introdugdo do gene de resisténcia aos herbicidas do grupo das imidazolinonas, na cultura do
girassol. Foram semeados, no campo, trés gendtipos americanos resistentes as
imidazolinonas, denominados de IMI Early (multi capitulado de ciclo precoce), de IMI Late (multi
capitulado de ciclo semi precoce) e de IMI B (uni capitulado), que foram cruzados com dois
genotipos da Embrapa Soja, o HA 30379NW22 (IMI B) e RHA 89V2396/5321 (IMl's Early e
Late). Pelo teste do qui-quadrado, a 5%, foi aceito a frequéncia de segregacdo de 3:9:4, para a
populagdo F, indicando que a resisténcia ¢ controlada por dois genes, sendo um maior
dominante (A) e outro secundario (B), com dois pares de alelo cada. A resisténcia so foi
expressa quando o gene dominante estava em homozigose e o gene secundario em
homozigose ou heterozigoze, representado pela classe AAB-, Sintomas intermediarios de
filotoxicidade, como cloroses, diminuigdo de altura das plantas e deformagéo foliar foram
observados nas classes Aa--. A morte das plantas aconteceu quando o gene maior era
recessivo, portanto aa--. Portanto, para a obteng&o de uma linhagem, ou um hibrido de
girassol, resistente as imidazolinonas & necessario que ambos os parentais possuam o fator de
resisténcia, tanto no gene dominante como no gene secundario.

Abstract

The achievement of a sunflower genotype resistant to broad leaf wed herbicides would
be one of the solutions in controlling dicotyledonous weed plants that infest areas with this crop.
Within this research line, this study had the objective of studying the introduction of the
resistance gene to herbicides of the imidazolinone group in the sunflower plant. Under field
conditions, three American genotypes, which are resistant to the imidazolinones were sown: 1)
IMI R Early (multi-flower headed and with early cycle); 2) IMI R Late (multi-flower headed and
with semi-early cycle); and 3) IMI B (uni-flower headed). These genotypes were crossed with
two Embrapa soybean genotypes: 1) HA 30379NW22 (x IMI B); and 2) RHA 89V2396/5321 (x
IMI's Early and Late). By the Chi-square test at 5% probability the segregation frequency of
3:9:4 was accepted for the F, population, indicating that the resistance is controlled by two
genes: a main dominant (A) and a secondary one (B), with two alleles each. The resistance was
only expressed when the main gene was homozygotic and the secondary gene was in
homozygosis or in heterosis, represented by the class AAB-. Intermediary symptoms of
phytotoxicity such as chlorosis, decrease in plant height and foliar deformation were observed in
the classes Aa--. Plant death occurred when the larger gene was recessive (aa--). Therefore, to
obtain a sunflower line or a hybrid resistant to the imidazolinone it is necessary that both
parental possesses the resistance factor, either in the main gene as in the secondary gene.

Introdugao

No Brasil, a cultura do girassol vem ganhando destaque nos Uultimos anos,
principalmente na regido do cerrado, mas tem apresentado no controle das plantas daninhas
uma das suas limitagdes, devido principalmente a inexisténcia de herbicidas especificos para
espécies dicotileddneas, que sdo as principais infestantes das areas de exploragao (Brighenti
et al., 2003). Uma opgéo interessante para a solugdo deste problema seria a obteng@o de um
cultivar de girassol resistente a um herbicida latifoliadicida, pois neste caso seria possivel
controlar as principais infestantes dicotiledoneas, sem causar injurias a cultura.
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AL-Khatib et al. (1998) relatam que os primeiros trabalhos para obtengdo de um
girassol resistente a herbicidas latifoliadicidas foram iniciados a partir da coleta de sementes de
bidtipos espontdneos de girassol, suspeitos de resisténcia, que infestavam uma lavoura
comercial de soja, em Rossville, no Estado do Kansas. Esses biétipos receberam a aplicagéo
de até trinta e duas vezes a dose normal de Imazethapyr, comprovando a resisténcia. Genes
de resisténcia a ALS, a partir dos bidtipos de girassol selvagem, tém sido introduzidos em
genotipos comerciais de girassol, resultando em variedades e hibridos também resistentes aos
inibidores da ALS (Miller e Al-Khatib, 2002). Atualmente cultivares de girassol resistente as
imidazolinonas estdo sendo comercializados em paises como Estados Unidos, Argentina,
Espanha, Italia, Hungria, Roménia e Bulgaria (Doley, 2001).

No Brasil esta tecnologia ainda nao foi desenvolvida, sendo o principal objetivo deste
trabalho estudar a introdugdo do gene de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS em
gendtipo de girassol, do banco de germoplasma da Embrapa Soja.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado em condigdes de campo, na Embrapa Soja, Londrina-PR. As
semeaduras foram realizadas nos meses de agosto/setembro (denominada safra
primavera/verao) e no més de margo (denominada safra outono/inverno), em areas diferentes
em cada safra, no espagamento de 0,70 m entre linhas, com 3,2 plantas por metro linear.

Na safra outono/inverno de 2001 foi instalado um experimento preliminar, composto por
trés linhagens de girassol resistente aos herbicidas Imazamox e Imazethapyr, do grupo quimico
das imidazolinonas, adquiridas do banco de germoplasma do USDA-ARS, Fargo (ND) e do
North Dakota Agricultural Experiment Station, Fargo (ND), registrados por Al-Khatib e Miller
(2000). Estes gendtipos foram denominados de IMI Early (multi capitulado de ciclo precoce),
IMI Late (multi capitulado de ciclo semi precoce) e IMI B (uni capitulado). Na mesma area foi
semeado o hibrido BRS-191, da Embrapa Soja. A semeadura foi realizada em trés linhas de 10
metros e quando as plantas atingiram o estadio V6, com trés pares de folhas verdadeiras
(Castiglioni et al., 1997), foi aplicado o herbicida Imazamox, na dose de 98 g i.a/ha, que
representa duas vezes a dose recomendada pelo fabricante, seguindo o mesmo procedimento
de Miller e Al-Khatib (2002). A seletividade dos tratamentos para a cultura foi avaliada
visualmente aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a aplicagdo (DAA), utilizando-se a escala percentual,
onde zero (0%) representa nenhuma injuria e 100% representa morte das plantas. Antes do
inicio do florescimento foram selecionadas dez plantas de cada linhagem resistente e cruzadas
com as linhagens HA 30379NW22 (IMI B) e RHA 89V2396/5321 (IMl's Early e Late),
pertencentes ao banco de germoplasma da Embrapa Soja. Estas plantas foram colhidas e os
F; denominados de F; IMI B (uni capitulado), Fy IMI EARLY (multi capitulado de ciclo precoce)
Fy IMI LATE (multi capitulado de ciclo semi-precoce).

Os Fy foram semeados na safra primavera/verdao de 2001, sendo realizado a auto
fecundagao de 30 plantas de cada gendtipo, resultando na geragao F,.

Na safra seguinte, outono/inverno de 2002 foram semeados 400 m? de cada um dos
gendtipos F, (IMI B, EARLY e LATE). Quando as plantas atingiram o estadio V6, foi aplicado o
Imazamox na dose de 98 g i.a /ha. Aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a aplicagao foi realizada a
avaliagdo visual de seletividade, com quatro niveis de fitotoxicidade: sem injuria, injaria leve
(pequena clorose), injuria moderada (clorose moderada, diminuigdo da altura e
redugao/deformagéo da area foliar) e injuria elevada (morte das plantas). Foram selecionadas
30 plantas de cada genétipo e retrocruzadas com os mesmos HA 30379NW22 (IMI B) e RHA
89V2396/5321 (IMI's Early e Late), resultando na geragao F;RC, de cada genotipo. Na mesma
safra foi semeada mais duas parcelas de 50 m? de cada genotipo, que quando atingiram o
mesmo estadio V6 receberam a aplicagdo de Chlorimuron, em uma parcela, e de Metsulfuron
na outra, nas doses de 20,0 e 3,0 g i.a./ha, respectivamente.

Na primavera/verao de 2002 os gendtipos foram semeados, as plantas foram §
selecionadas e submetidas a auto fecundagao, resultando na geracdo F,RC;, cujos gendtipos
foram semeados no outono/inverno de 2003, novamente submetidos a aplicagéo de Imazamox,
sendo selecionadas as melhores plantas para serem novamente retrocruzadas com o HA
30379NW22 (IMI B) e RHA 89V2396/5321 (IMI's Early e Late), resultando na geragdo FsRC,. &

O experimento foi finalizado na safra primavera/verao de 2003, com a semeadura dos 4
genotipos, selegdo de plantas e auto fecundagao, resultando nas linhagens da geragdo FgRC;.




As aplicacdes foram realizadas com com pulverizador costal pressurizado com CO,,
equipado com barra de 1,5 m, contendo 4 bicos DG 11002, com pressao de trabalho de 2,15
kg.cm? e consumo de calda de 190 l.ha”, sempre dentro de condigdes climaticas favoraveis.

A herancga genética foi avaliada atraves dos dados obtidos na avaliagdo da aplicagao
do Imazamox na geragao F, dos cruzamento entre os IMl e as linhagens HA 30379NW22 (IMI
B) e RHA 89V2396/5321 (IMI's Early e Late), sendo submetidos a analise estatistica pelo teste
do qui-quadrado, a nivel de 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

O experimento preliminar, realizado na safra outono/inverno de 2001, resultou na morte
de todas as plantas do BRS 191, enquanto que as linhagens americanas de girassol foram
fotalmente seletivas ao dobro da dose de Imazamox, demonstrando que os genotipos sao
realmente resistentes a este herbicida do grupo das imidazolinonas, conforme ja havia
comprovado Al-Khatib e Miller (2000).

Na avaliagdo de fitotoxicidade da geragao Fy, realizada na safra outono/inverno de
2002, os sintomas de injuria ja estavam presentes aos 7 DAA e a toda a mortalidade de plantas
ocorreu até o 14 DAA, resultados que comprovam o mecanismo de a¢ao do Imazamox (Leite et
al., 1998). Nas plantas com injdria leve 0s sintomas praticamente desapareceram aos 28 DAA,
enquanto que as injurias moderadas, mesmo diminuindo no geral, ainda estavam presentes
nas plantas quando da Ultima avaliagdo. Os resultados estao exposto na tabela 1, sendo os
gendtipos classificados como resistente (sem. sintomas de fitotoxicidade), intermediario
(sintomas leves e moderados) e susceptivel (morte das plantas).

Tabela 1. Teste do qui-quadrado, para populagao F2 de girassol resistente aos herbicidas do
grupo quimico das imidazolinonas. Londrina-PR, 2005.

| Numero de plantas ' 2

- Razdo de 3:9:4
o Resistente Intermediario Susceptivel e
Genotipo Total 3
Obs Esp Obs Esp Obs Esp b P
Late 266 270,0 819 810,0 355 366,0 1440 0,2287 0,89

Early 284 2754 823 826,3 362 367,3 1469 0,3550 0,84
Imi B 204 198,2 585 594,6 268 264,3 1057 0,3779 0,83
rTotal 754 743,6 2227 22309 985 991,5 3966 0,1941 091 |

"Niveis de seletividade: sem sintomas (resistente), sintomas leve/moderado (intermediario), morte (susceptivel)
? Dbs=observada e Esp= esperada na razao de 3:9:4
1 valor do qui-quadrado, P valor da probabilidade

Foram obtidas e avaliadas 3966 no total, sendo 1440 plantas do gendtipo IMI Late,
1469 plantas do IMI Early e 1057 plantas do IMI B. A segregacgao para os trés genotipos foi
muito semelhante e dentre os modelos de frequéncia, testados pelo teste do qui-quadrado, o
que melhor se adaptou foi a segregacéo de 3:9:4, para resistente, intermediario e susceptivel,
respectivamente. Dentro desta proporgao, os valores da probabilidade do qui-quadrado foram
de 0,89 para o IMI Late, de 0,84 para o IMI Early, de 0,83 para o IMi B e de 0,91 para a media
geral dos gendtipos, mostrando a consisténcia dos resultados obtidos. Bruniard e Miller (2001)
analisando a heranca do cruzamento entre os genotipos de girassol HA 425, resistente ao
imazamox e o HA 89, susceptivel, em casa-de-vegetagao nos Estados Unidos e em condigoes
de campo na Argentina, tambem obtiveram o mesmo modelo de segregacao, de 3:9:4, obtendo
intervalos de probabilidade do qui-quadrado de 0,75 a 0,95 para o experimento em casa-de-
vegetagdo e de 0,50 @ 0,75 para o experimento de campo.

O modelo obtido indica que a resisténcia para o Imazamox & controlada por dois genes
de distribuigdo independente com dois alelos cada. O controle genético pode ser explicado pela
acao de um gene principal dominante, denominado A, e outro gene secundario, denominado B.
A resisténcia se expressa quando o gene maior esta em homozigose e o gene secundario sob
a agao do alelo dominante para resisténcia, seja em homozigose ou em heterozigose, portando
a sequéncia seria AABB ou AABD
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Quando o gene principal se encontra em heterozigose o resultado de resisténcia &
sempre intermediario, seja qual for a condigdo do gene secundario, portanto dentro da estrutra
Aa--. A avaliagao visual mostrou que houve variagdo nos sintomas de fitotoxicidade da classe
intermediaria, com diferentes niveis de clorose, com alteragdo na altura das plantas e
deformagdes diversificadas nas folhas, que s&o sintomas tipicos dos herbicidas do grupo das
imidazolinonas (Shaner, 1991). Estas classes de resisténcia foram estudas por Bruniard e
Miller (2001), através do retrocruzamento da geragdo F, (resistente x susceptivel) com o
genotipo susceptivel, obtendo quatro classes de fitotoxicidade: intermediario mais,
apresentando clorose leve; intermediario menos, apresentando clorose moderada: susceptivel
menos, apresentando clorose extrema e susceptivel mais, apresentando morte das plantas, na
frequéncia de segregagdo de 1:1:1:1, confirmando a estrutura genética para resisténcia e
susceptibilidade ao Imazamox.

Para que ocorra a susceptibilidade do girassol e portanto a morte das plantas, o gene
principal deve estar recessivo, com o gene secundario em qualquer conformagao, tendo a
estrutura aa--, portanto o alelo a & o unico epistatico presente, por impedir a expresséo de B e
b, caracterizando esta situagdo como epistasia recessiva.

No outro experimento realizado nesta safra, as plantas tratadas com o Chlorimuron e
com o Metsulfuron ndo mostraram seletividade aos herbicidas, estando 72% mortas aos 7 DAA
e 100% mortas aos 14 DAA, comprovando que os genotipos ndo possuem resisténcia cruzada
ao grupo quimico das sulfuniluréias. Isto ocorreu devido aos genotipos resistentes, introduzidos
dos Estados Unidos da América, terem sofrido uma mutagdo na alaninays por valina (White et
al., 2003) sendo que esta modificagdo na cadeia de aminoacidos confere ao girassol alta
resisténcia a imidazolinonas e baixa resisténcia a sulfoniluréias (Kolkman et al., 2004)

Conclusodes

Os resultados deste trabalho permitem concluir que para a obtengao de uma linhagem
ou um hibrido de girassol resistente as imidazolinonas & necessario que ambos os parentais
possuam o fator de resisténcia, tanto no gene dominante como no gene secundario.

Para a obteng&o da linhagem final resistente as imidazolinonas, seria necessario mais

um retrocruzamento com o genétipo HA 30379NW22 e posteriormente mais uma auto
fecundacao.
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