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RESUMO - As plantas daninhas constituem um dos fatores que reduzem a produtividade do milho e, portanto, ¢
importante conhecer o mecanismo de tolerancia da cultura aos herbicidas, de forma a fornecer informacdes que
minimizem os riscos de danos aos cultivos. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a resposta de linhagens
de milho e o controle genético envolvido na tolerancia aos herbicidas nicosulfuron e tembotrione. Duzentas e cinco
linhagens de milho foram avaliadas quanto a reacéo aos herbicidas. Para a avaliagdo do controle genético de tolerancia
aos herbicidas foram empregadas duas linhagens tolerantes e duas sensiveis, as quais foram intercruzadas empregando
um dialelo de meia tabela. As linhagens e as populagdes oriundas desses cruzamentos foram avaliadas quanto a reagao
aos herbicidas em delineamento de blocos casualizados com quatro repetigdes. As dosagens foram de 60 g ha' de
nicosulfuron (Sanson®) e 100 g ha! de tembotrione (Soberan®). A avaliagdo fenotipica constituiu-se de namero de
plantas sensiveis e/ou tolerantes ¢ o teste do Qui-quadrado (y?) foi utilizado nas andlises. Quanto a resposta a aplicagdo
dos agroquimicos verificaram-se linhagens tolerantes ou sensiveis a ambos os herbicidas ou apenas a um deles. Nas
avaliagdes do controle genético, as analises evidenciaram um gene com dominancia completa que, pela analise de
segregacdo das familias F3, permitiu levantar a hipotese de genes fortemente ligados ou pleiotropicos. Os resultados
obtidos, associados ao retrocruzamento assistido por marcadores moleculares (RCAM), auxiliaram o processo de
introgressao da tolerancia nas linhagens sensiveis aos herbicidas nicosulfuron e tembotrione.

Palavras-chave: Zea mays L., heranca, melhoramento genético, marcadores moleculares.

GENETIC TOLERANCE OF MAIZE LINES
TO TEMBOTRIONE AND NICOSULFURON

ABSTRACT - As weeds are one of the factors that reduce maize productivity it is important to know the mechanism of
crop tolerance to herbicide in order to minimize the risk of damage to the plants. Thus, the objective of this work was
to evaluate the response of maize inbred lines and the genetic control of the tolerance to the herbicides nicosulfuron
and tembotrione. Two hundred and five maize inbred lines were evaluated for herbicides reaction. For the evaluation
of the genetic control of tolerance to herbicides, two tolerant and two sensitive inbred lines were used, which were
intercrossed using a half diallel table. The inbred lines and the populations obtained from these crosses were evaluated
for reaction to the herbicides in a randomized complete block design with 4 replicates. The dosages were 60 g ha'!
of nicosulfuron (Sanson™) and 100 g ha! of tembotrione (Soberan™). The phenotypic evaluation was based on the
number of sensitive and / or tolerant plants and the chi-square test (y2) was used in the analysis. Regarding the response
to the application of the agrochemicals, inbred lines were tolerant or sensitive to one or both herbicides. The analysis of
genetic control showed a gene with complete dominance, and the segregation analysis of the F3 families hypothesized
the occurrence of strongly linked or pleiotropic genes. The data obtained associated to marker-assisted backcrossing
allowed the tolerance introgression in sensitive inbred lines to nicosulfuron and tembotrione.

Keywords: Zea mays L., inheritance, plant breeding, molecular markers.
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O sucesso do controle quimico de plantas da-
ninhas em lavouras de milho tem se destacado prin-
cipalmente pela eficiéncia, pelo rendimento operacio-
nal e pelo custo-beneficio (Dan et al., 2010). Dentre
os herbicidas aplicados em pds-emergéncia disponi-
veis no mercado para a cultura do milho destaca-se o
ingrediente ativo nicosulfuron, pertencente ao grupo
quimico das sulfoniluréias, que promove a inibi¢ao
da enzima ALS - acetolactato sintase (Trezzi & Vi-
dal, 2001). Este herbicida possui ampla aplicabilida-
de, mas ¢é necessario ndo negligenciar o hibrido, que
pode apresentar elevada tolerancia ao nicosulfuron
e reduzida para outros herbicidas, sendo dependente
do estadio fenologico no momento da aplicacao e o
intervalo entre a aplicagdo do herbicida e a do inseti-
cida organofosforado, ou da adubagao nitrogenada de
cobertura (Lopez-Ovejero et al., 2003). Como alter-
nativa, tem crescido o uso de herbicidas inibidores de
carotenoides, principalmente os que inibem a enzima
HPPD - 4-hidroxifenilpiruvato desoxigenase (Ha-
wkes, 2007), tais como o tembotrione. Este herbici-
da nao exige manejo especial em relagcdo a adubacao
com ureia em cobertura para a cultura do milho (Dan
et al., 2009).

A resposta dos hibridos de milho a aplicacao
de herbicidas pos-emergentes do grupo das sulfonilu-
réias € bastante variavel, de baixa a elevada toleran-
cia (Cavalieri et al., 2008). Entretanto, os herbicidas
com ingrediente ativo tembotrione aplicados em cul-
tivos de milho tém sido seletivos, ou seja, altamente
tolerante (Karam et al., 2009). No entanto, a aplica-
¢do desses herbicidas em campos de linhagens e de
populagdes segregantes, obtidas a partir de alguns
cruzamentos com genotipos tolerantes, tem revelado
o aparecimento de sintomas de fitotoxicidade, indi-
cando a existéncia de fatores genéticos que conferem

sensibilidade ao nicosulfuron e tembotrione.

O conhecimento do controle genético de de-
terminada caracteristica ¢ essencial no processo de
selecdo de genotipos de interesse, na defini¢ao de es-
tratégias de melhoramento (Cruz et al., 2014) e no
manejo a ser adotado pelos produtores para o controle
das plantas daninhas (Vargas et al., 2001; Christoffo-
leti & Ovejero, 2008; Dan et al., 2009). Os atribu-
tos genéticos de uma espécie podem ser qualitativos,
governados por um ou poucos genes e apresentando
classes fenotipicas facilmente distinguiveis umas das
outras, ou quantitativos, determinados por varios ge-
nes e muito influenciados pelas condi¢des de ambien-
te. Nesse contexto, a tolerancia genética as diferentes
classes de herbicidas tem sido atribuida a heran¢a mo-
nogénica com domindncia completa ou incompleta
(Christoffoleti & Ovejero, 2008), como o gene CYP,
que controla a tolerancia natural do milho, incluindo
aqueles herbicidas a base de nicosulfuron (Pataky et
al., 2009). Contudo, a influéncia de genes modifica-
dores pode resultar na varia¢do do padrdo fenotipico
que, segundo Délye et al. (2013), pode ser resultante
do aumento da metabolizacdo e/ou compartimenta-
¢do da molécula herbicida, pela redugdo da absorc¢ao
ou translocacdo diferencial. Liu et al. (2015), avalian-
do o transcriptoma de linhagens tolerantes e sensiveis
submetidas a aplica¢ao de nicosulforon, identificaram
treze genes candidatos envolvidos na metabolizagdo
desse ingrediente ativo.

Quando a caracteristica de interesse ¢ qualitati-
va, condicionada por poucos genes e de alta herdabi-
lidade, a sua introgressao tem sido realizada por meio
de retrocruzamentos. Associado a isso, o advento dos
marcadores moleculares, principalmente os SSR (se-
quéncias simples repetidas, microssatélites), e mais
recentemente os marcadores SNP (polimorfismo de
nucleotideo unico) tornou realidade o retrocruzamen-

to assistido por marcadores em programas de melho-
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ramento genético (Ruane & Sonnino, 2007; Jiang,
2015).

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi ava-
liar a resposta de linhagens de milho a aplicagao dos
herbicidas tembotrione e nicosulfuron, bem como
elucidar o controle genético associado a tolerancia,
visando a selecdo de genotipos tolerantes a esses

agroquimicos.

Material e Métodos

A experimentagdo foi realizada em trés etapas
na Estacdo Experimental da Cooperativa Central de
Pesquisa Agricola (Coodetec), Cascavel (PR): a) ca-
racterizagdo das linhagens quanto a resposta a aplica-
¢do dos herbicidas; b) elucidagdo do controle genético
envolvido na tolerancia; c) realizagdo da introgressao
da tolerancia aos herbicidas, assistida por marcadores

moleculares.

Avaliacio fenotipica da reagao de linhagens
de milho aos herbicidas

Na safra de verao de 2012/13 foram semeadas
205 linhagens de milho do Programa de Melhoramen-
to da Coodetec, em delineamento inteiramente casua-
lizado com duas repetigdes, sendo cada linhagem re-
presentada por uma fileira de 5 m, com espagamento
de 0,75 cm nas entrelinhas. Na semeadura utilizou-se
430 kg ha' do formulado 12-28-16 (NPK), sendo a
adubac¢do de cobertura realizada com 150 kg ha! de
ureia, sete dias apds a aplicagdo dos herbicidas.

Para o controle de pragas e aplicacdo dos her-
bicidas utilizou-se um pulverizador contendo pontas
AXI 110.03, distanciadas entre si de 0,5 m, em pres-
sdo de trabalho de 300 kPa, constituindo volume de

calda de 200 L ha'. A primeira aplicagdo de inseticida

foi realizada imediatamente apos o plantio com me-
tomil (86 g ha'), sendo que no estadio V2 realizou-
-se a segunda aplicagdo com espinosade associado ao
imidacloprid, nas doses de 48 ¢ 110 g ha’!, respectiva-
mente. Os herbicidas' foram aplicados nas linhagens
de milho no estadio de V3 utilizando 60 e 100 g ha’!
de nicosulfuron (Sanson®) e tembotrione (Soberan®),
respectivamente. As aplica¢des dos herbicidas foram
realizadas em 2,5 m de cada fileira empregando pul-
verizador costal motorizado e cortinas de contensao
contra deriva.

No decorrer do desenvolvimento da cultura,
irrigagdes por aspersdo em sistema de carretel auto-
propelido foram realizadas, sendo uma logo apds o
plantio, com lamina d’agua de aproximadamente 10
mm, e uma suplementar com 20 mm, aos 7 dias apos
a aplicagdo dos herbicidas.

Para evitar dificuldades na identificacdo dos
sintomas de fitointoxica¢@o nas plantas, sendo os her-
bicidas sist€micos, os experimentos foram realizados
em areas distintas. A avaliacao fenotipica da rea¢ao das
plantas aos herbicidas foi realizada aos 7 e 14 dias da
aplicagdo (DAA), empregando a escala de notas des-
crita por Velini et al. (1995): A (sem injurias); B (in-
jurias leves e/ou reducdo de crescimento com rapida
recuperagdo); C (injurias moderadas e/ou redugdes de
crescimento com lenta recuperacdo ou definitivas); D
(injurias severas e/ou reducdes de crescimento nao re-
cuperaveis e/ou redugdes de estande) e E (destruicao
completa da cultura ou somente algumas plantas vivas).

Os diferentes experimentos foram conduzidos
em condi¢des ambientais favoraveis considerando-se
as médias de dados climatologicos e velocidade do
vento no dia da aplicacdo dos herbicidas (Tabela 1),

associados a irrigagdo suplementar.

'A men¢ao do nome comercial ndo significa recomendagio técni-
ca por parte dos autores.
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Tabela 1. Médias de dados climatolégicos dos periodos de conducao dos experimentos e velocidade do vento

no dia da aplicagdo dos herbicidas.

Experimento Temperatura Temperatura Temperatura  Velocidade do UR
maxima (°C) Media (°C) minima (°C) vento m/s (%)

Reacio das

linhagens aos 30,55 24,14 18,60 0,97 67,69
herbicidas

Controle

Genético da

Tolerancia aos 27,10 21,22 15,84 1,74 75,40
Herbicidas

Avaliagdo das 28,85 23,31 18,20 1,33 69,81

Familias F3

Controle genético da tolerancia aos herbicidas

Para a elucidagdo do controle genético da tole-
rancia ao nicosulfuron e tembotrione foram selecio-
nadas linhagens tolerantes (CD0O1 28 e CD02 06)
e sensiveis (CD03 07 e CD04 72) do experimento
de caracterizagdo de linhagens. Essas linhagens fo-
ram cruzadas em esquema dialélico de meia tabela.
A partir de cada populacao F1 foi obtida a respectiva
populacdo F2 e os retrocruzamentos com ambos os
genitores, RC1F1. Dessa forma, para cada cruzamen-
to entre as linhagens selecionadas foram obtidas trés
populagdes (F1, F2 e RC1F1).

As linhagens e as populacdes segregantes e
ndo-segregantes foram avaliadas quanto a respos-
ta aos herbicidas, em delineamento experimental de
blocos casualizados com quatro repeti¢cdes, na Safra
de Verdo 2013/14. As linhagens e as populagoes F1 e
RCI1F1 tiveram a parcela constituida de 4 fileiras de 5
m e as populagdes F2 de 8 fileiras de 5 m. A aplicagao
dos herbicidas foi realizada nas mesmas condi¢des do
experimento de caracterizacdo ¢ a avaliag@o da fitoin-
toxicacdo aos 14 DAA, conforme Velini et al. (1995)

com algumas modificagdes: plantas tolerantes (con-
ceitos A e B) e plantas sensiveis (conceitos C, D ¢ E).

Além dos experimentos que envolveram a
avaliagdo das geracdes progenitoras, Fls, F2 e re-
trocruzamentos foram instalados dois experimentos
adicionais na safra de verdao 2014/15, contendo 189
familias F3 oriundas do cruzamento entre as linha-
gens contrastantes, CD02_06 e CD03_07, respectiva-
mente, tolerante e sensivel a ambos os herbicidas. A
parcela experimental foi constituida de uma fileira de
4 m com duas repeti¢des, sendo uma para avalia¢ao
da resposta ao nicosulfuron e a outra ao tembotrio-
ne. Os dados de segregagao dessas familias F3 foram

submetidos ao teste do qui-quadrado ().

Retrocruzamento assistido

por marcadores SSR

Cento e oito plantas da geragao RC1F1 do cru-
zamento entre as linhagens CD03 07 e CDO02 06,
respectivamente, sensivel e tolerante a ambos os her-
bicidas, foram conduzidas em casa de vegetagdo com

condi¢des controladas de temperatura ¢ umidade, e
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fenotipadas quanto a resposta ao nicosulfuron e tem-
botrione.

O DNA das plantas da geragao RC1F1 foi ex-
traido de tecido foliar, coletado empregando perfu-
rador de papel, conforme metodologia descrita por
Fernandes et al. (2015). Foram selecionados 12 mar-
cadores SSR polimorficos entre os parentais e empre-
gados para identificagdo das plantas com maior recu-
peragdo do parental recorrente.

As plantas RC1F1 selecionadas foram aquelas
que apresentaram a maior recuperagdo do genoma do
parental recorrente, ou seja, menor distancia genética
em relacdo ao recorrente, e tolerdncia aos herbicidas.
Essas plantas selecionadas foram autofecundadas e
avaliadas para confirmagdo da tolerancia aos herbi-

cidas.

Resultados e Discussao

Nas avaliagoes visuais de fitointoxicagao pelo
nicossulfuron realizadas aos 7 DAA as 205 linhagens
de milho do Programa da COODETEC, 84% apre-
sentaram conceito A, 10,24% B, 2,44% C, 2,44% D
e 0,49% E (dados nao demonstrados). Cavalieri et al.
(2012), verificaram aumento da fitotoxicidade em mi-
lho pipoca aos 7 DAA, porém na dosagem de 17,5 g
ha'!. Aos 14 DAA houve decréscimo no percentual
de linhagens sem sintomas (A), 70,73%, e incremen-
to nos nimeros de genotipos com injurias leves (B)
17,56%, de sintomas moderados (C) 6,83%, e de da-
nos totais das plantas (E) 4,39%. Esse aumento nas
injurias visuais pode ser atribuido ao efeito tardio do
herbicida, corroborando os dados obtidos por Liu et
al. (2015), que verificaram aos 7 DAA em linhagens
sensiveis, a forma¢do de manchas clorodticas e enru-
gamento das margens de folhas, que progrediram até
a morte aos 14 DAA.

Aos 7 DAA, a resposta ao herbicida tembo-
trione, empregando as mesmas 205 linhagens elites,
verificou-se que 72,14% ndo apresentavam branque-
amento foliar, sendo caracterizadas segundo Velini et
al. (1995) como conceito A. Entretanto, aos 14 DAA,
verificou-se aumento de 20,89% no nimero de linha-
gens sem sintomas, ¢ decréscimo no numero de linha-
gens com conceito B. Os outros conceitos mantive-
ram-se estaveis aos 7 ¢ 14 DAA, apresentando 1,49%
de linhagens com conceito C, 2,49% com conceito
D, ndo sendo detectada morte de plantas (conceito
E) (dados ndo demonstrados). Esses resultados cor-
roboram os obtidos por Constantin et al. (2006), que
observaram reducao de sintoma foliar em hibridos de
milho a partir dos 17 DAA. Entretanto, nas linhagens
de milho estudadas verificou-se redugdo na expressao
do sintoma foliar ligeiramente mais precoce, consta-
tada aos 14 DAA.

De forma geral, as linhagens analisadas foram
tolerantes ao nicosulfuron e tembotrione, destacando-
-se as linhagens CDO1 28 e CD02_06, enquanto que
as linhagens CD03 07 e CD04_72 foram sensiveis a
ambos os herbicidas. Além disso, trés linhagens tole-
rantes ao tembotrione foram sensiveis ao nicosulfu-
ron. Contudo, a tolerdncia ou a sensibilidade dupla
aos herbicidas desperta interesse estratégico, uma
vez que ambos apresentam diferentes mecanismos de
acdo. Esses resultados permitem aventar a possibili-
dade de ocorréncia de ligagdo génica ou pleiotropia
na determinacdo da tolerancia aos herbicidas, sendo
necessaria uma analise de segregacao para elucidar a
hipotese genética para o padrdo fenotipico detectado
nas linhagens de milho.

A resposta das linhagens elites aos herbicidas
por apresentarem tolerancia, CD01 28 e CDO02 06,
ou sensibilidade, CD03 07 e CD04 72, e suas res-

pectivas populacdes segregantes e nao-segregantes
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obtidas pelo esquema de cruzamentos dialélicos de
meia tabela, permitiu inferir sobre o controle genético
da tolerancia ao nicosulfuron e tembotrione, por meio
das propor¢des fenotipicas observadas e esperadas,
comparadas pelo teste do y* (Tabelas 2 e 3).

As plantas das populacdes F1 oriundas do cru-
zamento entre linhagens tolerantes e¢ sensiveis aos
herbicidas nicosulfuron e tembotrione (Tabelas 2 e 3),
nado apresentaram sintomas visuais de fitointoxicacao,
indicando dominancia genética para o carater toleran-
cia a esses herbicidas. Na populacdo F1, resultante
do cruzamento entre as linhagens sensiveis, 100%

das plantas mostrou-se sensivel aos dois herbicidas,

indicando que CD03 07 e CD04 72 apresentam o
mesmo fator genético que condiciona a sensibilidade.
Teste do Qui-quadrado de aderéncia das frequéncias
observadas as esperadas de plantas tolerantes e sen-
siveis das populacdes F2, oriundas dos cruzamentos
das linhagens tolerantes, CDO1_28 e CD02_ 06, com
as linhagens sensiveis, CD03 07 e CD04_ 72, apre-
sentou probabilidade superior a 5% para a hipotese
de segregacdo de 3:1. Esses resultados demonstram
heranca monogénica com dominancia completa para
tolerancia aos herbicidas. A hipdtese de um gene
dominante responsavel pela tolerancia ao nicosulfu-

ron e tembotrione (Tabelas 2 e 3) foi confirmada por

Tabela 2. Frequéncias observadas e esperadas para tolerancia e sensibilidade ao herbicida nicosulfuron,

valores de y2 e respectivas probabilidades.

Genotipo Numero de Plantas ?‘op oreao
~ sperada B ...
Geragao ou — X Probabilidade
Populacio Tolerantes Sensiveis (T:S)*
(D ()

P, CDO0O1_28 298 0 1:0 - -

P, CDO02_06 296 0 1:0 - -

Ps CDO03 07 0 277 0:1 - -

P, CD04 72 0 286 0:1 - -

F1 P xP, 304 0 1:0 - -

F1 P, xP; 304 0 1:0 - -

F1 P, xP, 302 0 1:0 - -

F1 P,xP3 299 0 1:0 - -

F1 P,xPy 308 0 1:0 - -

F1 Pyx P, 0 317 0:1 - -

F2 FZPle2 641 0 1:0 - -

F2 F2pixp3 463 164 3:1 0,45 50,37%

F2 FZPle4 231 77 3:1 0,00 100%

F2 F2poxps 466 133 3:1 2,50 11,39%

F2 F2poxps 454 156 3:1 0,11 74,34%

F2 F2p3xp4 0 613 0:1 - -
RC, (P1xP2) x P, 310 0 1:0 - -
RC, (P1xP2) x P, 322 0 1:0 - -
RC, (P1xP3) x P, 308 0 1:0 - -
RC, (P1xP3) x P; 155 148 1:1 0,16 68,75%
RC, (P1xP4) x P, 303 0 1:0 - -
RC, (P1xP4) x P4 105 120 1:1 1,00 31,73%
RC, (P2xP3) x P, 154 0 1:0 - -
RC, (P2xP3) x P; 146 149 1:1 0,03 86,13%
RC, (P2xP4) x P, 308 0 1:0 - -
RC, (P2xP4) x P4 155 154 1:1 0,01 95,46%
RC, (P3xP4) x P; 0 317 0:1 - -
RC, (P3xP4) x P3 0 308 0:1 - -

* Proporgao esperada de plantas tolerantes para plantas sensiveis
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meio do teste do qui-quadrado pela segregacao 1:1
das plantas oriundas dos retrocruzamentos com o pa-
rental sensivel. Nas populagdes de retrocruzamentos
com o parental tolerante, 100% das plantas ndo apre-
sentaram sintomas visuais de injlrias causadas pelos
herbicidas.

Segundo Oliveira Junior ¢ Inoue (2011), a sele-

tividade de um herbicida depende de diversos fatores,

incluindo as condi¢des edafo-climaticas, dosagem e
tecnologia de aplicagdo. Nos experimentos conduzi-
dos, a variagdo entre as frequéncias observadas pode
ser justificada pela interagdo desses fatores, uma vez
que experimentos em campo sofrem maior influéncia
ambiental. Contudo, a qualidade da condugdo dos en-
saios, a forma de aplicacdo dos herbicidas e o elevado

numero de plantas das populagoes avaliadas permiti-

Tabela 3. Frequéncias observadas e esperadas para tolerancia e sensibilidade ao herbicida tembotrione, e os

valores de y* e respectivas probabilidades.

Genotipo Numero de Plantas I]);OP Oreao
~ sperada P .
Geragdo ou — % Probabilidade
Populacio Tolerantes Sensiveis (T:S)*
(M )

P, CDO01 28 220 0 1:0 - -

P, CD02 06 220 0 1:0 - -

P; CDO03_07 0 208 0:1 - -

P, CD04 72 0 211 0:1 - -

F1 P1 X P2 233 0 1:0 - -

F1 Py xPs 224 0 1:0 - -

F1 Py xPy 228 0 1:0 - -

F1 P2 X P3 213 0 1:0 - -

F1 P,x Py 232 0 1:0 - -

F1 P;x P, 0 229 0:1 - -

F2 F2,, 444 0 1:0 - -

F2 F2,, 347 114 3:1 0,02 89,30%
F2 F2;5 122 35 3:1 0,61 43,34%
F2 F2,4 327 102 3:1 0,34 55,83%
F2 F2;5 338 134 3:1 2,89 8,89%
F2 F2, 0 446 0:1 - -
RC, (P1xP2) x Py 228 0 1:0 - -
RC, (P1xP2) x P, 229 0 1:0 - -
RC, (P1xP3) x Py 231 0 1:0 - -
RC, (P1xP3) x P; 119 98 1:1 2,03 15,39%
RC, (P1xP4) x P, 230 0 1:0 - -
RC, (P1xP4) x Py 72 63 1:1 0,60 43,86%
RC, (P2xP3) x P, 69 0 1:0 - -
RC, (P2xP3) x P; 114 111 1:1 0,04 84,15%
RC, (P2xP4) x P, 232 0 1:0 - -
RC, (P2xP4) x Py 118 115 1:1 0,04 84,42%
RC, (P3xP4) x P, 0 233 0:1 - -
RC, (P3xP4) x P, 0 295 0:1 - -

* Proporcao esperada de plantas tolerantes para plantas sensiveis
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ram elucidar que o controle genético da tolerancia ao
nicosulfuron e ao tembotrione ¢ de natureza qualita-
tiva, sendo determinado por um alelo dominante. E
importante ressaltar que, independente da ocorréncia
de diferencas nos niveis de expressao, foi possivel re-
alizar a sele¢do de forma visual.

Um gene com dominancia completa conferin-
do resisténcia a herbicidas inibidores da enzima Ace-
tolactato Sintase (ALS) também foi verificado por
Vargas et al. (2001), mas na planta daninha Euphor-
bia heterophylla. Em relagdo as espécies cultivadas, a
tolerancia tem sido fundamental para o registro desse
grupo de herbicidas, o que tem tornado viavel a apli-
cac¢do em cultura importante como o milho.

As bases bioquimicas ¢ moleculares da tole-
rancia aos herbicidas com agdo sobre a enzima ALS,
grupo que inclui o nicosulfuron, tém sido extensiva-
mente estudadas em plantas daninhas que se tornaram
tolerantes a sua aplicagdo (Hernandez et al., 2015).
Essa enzima € muito labil, apresentando-se como iso-
enzimas em uma variedade de plantas (Shah et al.,
2012). Deng et al. (2017) constataram que tanto a po-
si¢d0 da mutag@o no gene ALS ¢ o tipo de aminoacido
substituido promovem altera¢des na estrutura e fun-
cdo da proteina ALS, podendo resultar em diferente
atividade enzimatica.

Em relagdo ao herbicida tembotrione, o contro-
le genético da tolerancia em milho doce foi descrito
como monogénica com variagdo no grau de dominan-
cia (Williams & Pataky, 2008, 2010). Esse gene foi
mapeado no brago curto do cromossomo 5 ¢ estaria
associado a regulagdo da atividade de enzimas do ci-
tocromo P450 (Williams & Pataky, 2008). Em traba-
lho realizado por Pataky et al. (2009) com o herbicida
mesotrione, que apresenta 0 mesmo grupo quimico
do tembotrione, foi identificada sensibilidade cruzada

com nicosulfuron em linhagens de milho doce, sendo

que o controle genético foi atribuido a um gene ma-
peado no cromossomo 5, associado a pelo menos sete
fatores genéticos relacionados a metabolizagdo dos
herbicidas, e que se encontram localizados na mesma
regido gendmica dos mutantes nsfl e benl do gene
CYP.

Nesse estudo testou-se a hipdtese de interacdo
génica, avaliando-se a resposta das plantas das fami-
lias F3 aos herbicidas nicosulfuron e tembotrione.
Dentre essas familias, 42 foram tolerantes, 47 sensi-
veis e 100 apresentaram segregagdo para resposta a
esses herbicidas. Por meio do teste y* e testando-se
a hipodtese de segregagdo 1:2:1 (¥*=0,35 e Probabili-
dade = 83%) entre familias F3, foi possivel sugerir a
ocorréncia de co-segregagdo ou de pleiotropia, uma
vez que foram detectadas apenas plantas tolerantes
ou sensiveis a ambos os herbicidas dentro das fami-
lias avaliadas. A hipotese de ligacdo génica € a mais
provavel, uma vez que os herbicidas apresentam di-
ferentes mecanismos de agdo estando, dessa forma,
envolvidos grupos génicos distintos no controle da
expressao da tolerdncia.

Independente da ocorréncia de ligacdo génica
ou de pleiotropia entre os fatores génicos envolvidos
na tolerancia aos herbicidas nicosulfuron e tembo-
trione, ¢ importante que os alelos que condicionam
a sensibilidade sejam eliminados das populagdes de
melhoramento e de cultivares comerciais. As infor-
magOes obtidas nesse estudo, sendo a tolerdncia a
esses herbicidas qualitativa e de alta herdabilidade,
permitiu a introgressdo genética de maneira eficiente
por meio de retrocruzamento assistido por marcado-
res moleculares SSR. Nesse contexto, a conversiao
da linhagem sensivel CD03 07, tendo como genitor
doador a linhagem tolerante CD02_06 e empregan-
do o RCAM, permitiu identificar plantas tolerantes
a ambos os herbicidas contendo de 70 a 97,37% do
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genoma recorrente em apenas um ciclo de retrocru-

zamento.
Conclusoes

Existe variabilidade genética na resposta aos
herbicidas nicosulfuron e tembotrione, sendo a tole-
rancia conferida por um gene com dominancia com-
pleta.

O retrocruzamento assistido por marcadores
SSR permitiu acelerar o processo de introgressdo da
tolerancia aos herbicidas nicosulfuron e tembotrione

em linhagens de milho.
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