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RESUMO

Euphorbia heterophylla (L.) (amendoim-bravo ou leiteira) é uma planta
daninha infestante de diversas culturas ao redor do mundo. No Brasil, destaca-se
principalmente pelos danos causados na cultura da soja. O controle desta espécie
tornou-se dificultoso devido principalmente a resisténcia aos herbicidas. Foram
identificados biotipos com resisténcia multipla aos herbicidas inibidores das
enzimas ALS e PROTOX. Este trabalho teve como objetivos: a) verificar a
ocorréncia de resisténcia cruzada aos cinco grupos quimicos dos inibidores da
ALS; b) determinar o tipo de heranga, o niumero de genes e o nivel de resisténcia
em parentais e geragao F1; c) determinar o nivel de ploidia, descrever o cariotipo,
analisar o comportamento meidtico e quantificar a viabilidade dos gréos de polen;
d) determinar a base molecular da resisténcia; e) determinar o padrdo de
germinacao; e f) investigar a ocorréncia de resisténcia triplice. Os resultados
mostraram que 0s biotipos resistentes apresentam resisténcia cruzada aos cinco
grupos quimicos dos herbicidas inibidores da ALS, assim como, a resisténcia a
estes herbicidas € governada por um gene nuclear com dominancia completa. A
analise citogenética constatou tetraploidia (2n=28), meiose regular e elevada
viabilidade de grdos de pdlen. Na determinacdo da base molecular néo foi
identificado mutacdes no fragmento do gene als de Euphorbia. Entretanto,
estudos complementares devem ser realizados visando obter o fragmento
completo do gene. Pela primeira vez se tem relatos de um pequeno fragmento do
gene als identificado nesta espécie. O padrédo de germinacao variou de acordo
com a idade das sementes e entre bidtipos suscetivel e resistente. Em relagcéo a
resisténcia triplice, os bidtipos resistentes evoluiram resisténcia ao herbicida
glifosato. Porém, o mecanismo responsavel por esta resisténcia ndo é devido a
absorcao e translocacao reduzida do herbicida. Os resultados obtidos no presente
evidenciam que o mecanismo de resisténcia deve-se a alteracbes no local de
acao sugerindo a ocorréncia de mutacdes no gene ALS. Porém, a ocorréncia de
outro mecanismo de resisténcia ndo pode ser descartada para explicar o alto nivel
de resisténcia encontrado, uma vez que, a espécie de estudo apresenta
resisténcia triplice.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (128p.) Julho, 2013.
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MULTIPLE HERBICIDE RESISTANCE OF Euphorbia heterophylla (L.) TO ALS
AND PROTOX INHIBITHORS

Author: Ana Carolina Roso
Adviser: Ribas Antonio Vidal

ABSTRACT

Euphorbia heterophylla (L.) (wild poinsettia) is a troublesome weed in many
crops around the world. In Brazil, may result in severe economic losses in
soybean crop field. The control of this weed became difficult mainly due to
herbicide resistance. Were identified biotypes with multiple resistances to ALS and
PROTOX herbicide inhibitors. This study aimed to: a) verify the occurrence of
cross-resistance to the five chemical groups of ALS inhibitors, b) determine the
type of inheritance, the number of genes and resistance level in parental and F1
offspring, c) determine the ploidy level, describe the karyotype, analyze the meiotic
behavior and quantify the pollen viability, d) determine the molecular basis of
resistance, e) determine the pattern of germination, and f) investigate the
occurrence of triple resistance. The result showed that the resistant biotypes are
cross-resistant to five chemical groups of ALS inhibitors, as well as, the resistance
to these herbicides is governed by a single nuclear gene with complete
dominance. Cytogenetic analysis showed tetraploidy (2n = 28) as ploidy level,
regular meiosis and high viability of pollen grains. In the molecular basis
determination were not identified mutations in the fragment correspond to als gene
of Euphorbia. However, further studies should be conducted to obtain the full
gene. For the first time in the literature was reported a small fragment of als gene
in this species. The standard germination varied with the age of the seed and
between susceptible and resistant biotypes. The resistant biotypes have evolved
resistance to glyphosate. However, the mechanism responsible for this resistance
is not due to reduced absorption and translocation of the herbicide. The results
obtained in this study suggest the altered target site as mechanism of resistance
and also the occurrence of mutations in the ALS gene. However, the occurrence of
another resistance mechanism cannot be excluded to explain the high level of
resistance encountered, since the studied species is triple resistant to ALS,
PROTOX and EPSPS.

! Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (128p.) July, 2013.
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1 INTRODUCAO

A presenca de plantas daninhas nos ecossistemas agricolas pode acarretar
em perdas na ordem de 5 até 40% na produtividade das culturas (VIDAL et al.,
2010). O controle quimico é o método de manejo de plantas daninhas mais
empregado. Entretanto, o uso continuo de herbicidas com o mesmo modo de
acao, acarretou na resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas. Atualmente,
no mundo foram identificadas 217 espécies resistentes distribuidas em 61 paises
(HEAP, 2013). No Brasil das 31 espécies resistentes, oito apresentam resisténcia
multipla, entre elas Euphorbia heterophylla (L.).

A leiteira, E. heterophylla (EPHHL), € uma planta daninha distribuida
mundialmente afetando diversas culturas. No Brasil causa danos severos
principalmente na cultura da soja. Um dos principais fatores que dificultam o
controle desta espécie é a resisténcia a mais de um modo de acado herbicida, a
resisténcia multipla.

O controle quimico de plantas daninhas com resisténcia multipla se torna
dificultoso frente a inexisténcia de moléculas herbicidas alternativas eficientes e
de baixo custo. Outro fator relevante é a questdo do numero de genes envolvidos.
Em individuos com resisténcia multipla, a heranca da resisténcia é poligénica, ou
seja, devido a acdo de dois ou mais genes. Nesse caso, 0s estudos moleculares

buscando a identificagdo do(s) mecanismo(s) de resisténcia, bem como todo o



conhecimento gerado em funcdo da elucidacdo destes mecanismos, se tornam
muito mais complicados.

Adicionalmente, a natureza poliploide das espécies também dificulta o
estudo da resisténcia aos herbicidas. Isto ocorre porque, uma vez ocorrendo
alteracoes no local de acdo do herbicida, mutacdes no gene alvo, estas teriam a
oportunidade de ocorrer em mais de um genoma da planta. Desta forma, a
identificacdo deste mecanismo também é dificultada. Estima-se que grande parte
das plantas daninhas sejam poliploides, incluindo E. heterophylla.

A evolucdo da resisténcia maltipla em bidtipos de EPHHL sugere
possivelmente a ocorréncia de diferentes mecanismos de resisténcia devido ao
historico de uso dos herbicidas para o controle desta infestante e além disso a
ocorréncia de mecanismos ja relatados em outras espécies. O controle de EPHHL
durante sucessivos anos era exclusivamente realizado apenas com a utilizacao
dos herbicidas inibidores da ALS e consequentemente surgiram biotipos
resistentes a estes herbicidas. Como alternativa de controle a estes biotipos
resistentes fez-se uso continuo dos herbicidas inibidores de PROTOX resultando
no quadro atual de biétipos com resisténcia maltipla.

Além disto, nessa espécie ocorreu a evolucdo da resisténcia a um terceiro
modo de acéo, os inibibidores da EPSPS, sendo o herbicida glifosato o principal
representante deste grupo. A resisténcia triplice, neste caso, seria a resisténcia
aos inibidores de ALS, PROTOX e EPSPS. A hipétese da resisténcia ao glifosato
nestes bidtipos fundamenta-se no predominio de mecanismos de resisténcia que
envolvem alteracbes na absorcdo e translocacdo deste herbicida, comumente
encontrados nas plantas daninhas resistentes a este herbicida.

Estudos basicos elucidando o0s mecanismos de resisténcia séo

fundamentais devido ao conhecimento gerado, uma vez que a identificacdo do
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mecanismo de resisténcia aos herbicidas em plantas daninhas permite avangar o
conhecimento de um processo fisioldgico vegetal até entdo desconhecido.

O ineditismo a que este trabalho se propfe consiste em elucidar o
mecanismo de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS, até entdo né&o
identificado, em E. heterophylla com resisténcia mdltipla e ainda, polipldide.
Estudos deste tipo sédo eventualmente encontrados na literatura dado as
dificuldades existentes para a execucgéo e obtencéo de resultados.

Portanto, dada a auséncia da abordagem molecular e também genética da
resisténcia multipla aos herbicidas inibidores de ALS e de PROTOX em bi6tipos
de leiteira, o presente trabalho objetiva estudar este tema e desta forma, fornecer
subsidios para auxiliar no manejo desta importante planta daninha.

Este trabalho foi dividido em diferentes linhas de estudo (LE) de acordo
com cada hipotese e objetivo especifico.

As hipoteses deste trabalho foram:

i. Os bhidtipo resistentes de E. heterophylla apresentam resisténcia
cruzada aos herbicidas inibidores da ALS, ou seja, sé@o resistentes a
mais de um grupo quimico;

ii. Um gene maior de grande efeito fenotipico com heranca nuclear € o
responsavel pela resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS;

ii. A planta daninha E. heterophylla possui natureza poliploide;
iv. O mecanismo de resiténcia nos biotipos resistentes de E. heterophylla
deve-se a alteracdes no local de acdo da enzima ALS;

v. Sementes velhas (12 meses de idade) germinam menos do que
sementes novas (2 meses), e que sob temperaturas mais elevadas ha

maior germinagao do que em temperaturas mais baixas;
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vi.  Os bidtipos de E. heterophylla com resisténcia maltipla aos inibidores da
ALS e PROTOX, também desenvolveram resisténcia ao herbicida
glifosato.

Os objetivos deste trabalho foram:

a) Verificar a ocorréncia de resisténcia cruzada aos cinco grupos quimicos
dos herbicidas inibidores da ALS;

b) Determinar o tipo de heranca, o nimero de genes que conferem a
resisténcia e o nivel de resisténcia em bidtipos de E. heterophylla com
resisténcia multipla aos inibidores da ALS e PROTOX;

c) Determinar o nivel de ploidia em biotipos suscetivel e resistentes aos
herbicidas, descrever o caridtipo, analisar o comportamento meiético e
guantificar a viabilidade dos gréos de podlen da espécie E. heterophylla;

d) Determinar a base molecular da resisténcia nessa espécie.

e) Comparar a adaptabilidade ecologica em relacdo a germinabilidade entre
bidtipos de E. heterophylla com resisténcia multipla aos inibidores da ALS e
PROTOX;

f) Investigar a ocorréncia de resisténcia triplice.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisao bibliografica realizada no presente trabalho visa relatar aspectos
relacionados a resisténcia mdltipla na espécie daninha E. heterophylla.
Inicialmente serdo relatados aspectos ecofisioldgicos sobre a biologia da planta
daninha E. heterophylla. Um tépico particular sera abordado sobre a cultuta da
soja devido a importancia desta cultura em funcéo da interferéncia com a planta
daninha em estudo.

Os itens seguintes apresentados nesta revisao irdo discutir temas como: a
resisténcia aos herbicidas de forma geral, a resisténcia aos herbicidas em E.
heterophylla, a germinacdo, a genética e a biologia molecular na evolucédo da
resisténcia e a determinacédo do nivel de resisténcia aos herbicidas por meio de

curvas de dose-resposta.

2.1 A planta daninha Euphorbia heterophylla L.

Neste item serdo abordados caracteristicas da planta daninha como:
nomenclatura; taxonomia; distribuicdo; centro de origem; carateristicas botanicas,
reprodutivas e de dorméncia; e as principais culturas agricolas prejudicadas em
funcdo da competicdo com E. heterophylla.

2.1.1 Nomenclatura

E. heterophylla é uma planta de ciclo anual considerada uma das espécies

de plantas daninhas mais nocivas das lavouras (LORENZI, 2006). Popularmente
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€ conhecida como amendoim-bravo ou leiteira. A nomenclatura popular deve-se
ao fato desta espécie possuir latex leitoso em todas as partes da planta. Também
pode ser identificada como EPHHL (atual cédigo EPPO ou antigo cédigo Bayer),
cujas trés letras inicias descrevem o género e as duas letras finais a espécie
(EPPO, 2013).

2.1.2 Taxonomia

A espécie E. heterophylla de acordo com a classificacdo taxon6mica
pertence ao reino Plantae, filo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem
Euphorbiales, familia Euphorbiaceae, subfamilia Euphorbioideae e género
Euphorbia (RADCLIFFE-SMITH, 2001). O género Euphorbia perfaz o segundo
maior dentro das angiospermas (MABBERLEY, 2008) sendo composto por 2150
espécies (BRUYNS et al., 2006). O elevado numero de espécies dentro de um
mesmo género caracteriza o potencial de algumas destas espécies se tornarem
plantas daninhas devido ao potencial de propagacdo, competicdo e de adaptacéo
em diferentes condicdes ambientais. Outro fator relevante na determinacdo de
espécie como daninha é a sua distribuicdo ao redor do mundo.

2.1.3 Distribuicao e centro de origem

E. heterophylla apresenta centro de origem compreendido na regido Brasil-
Paraguai (CRONQUIST, 1981). Porém, distribui-se em mais de 40 paises das
Américas, Africa e Asia sendo no Brasil amplamente dispersa nas regides sul,
sudeste e centro-oeste (KISSMANN & GROTH, 1992). A dispersdo da espécie
fica fortemente relacionada ao modo de reproducdo bem como outras
caracteristicas botanicas e anatbmicas da planta.

2.1.4 Caracteristicas botanicas e reprodutivas

A leitera é considerada altamente prolifera podendo produzir até 4.500

sementes por ano (FAO, 2013). A rapida multiplicacdo explica-se pelo fato de
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apresentar ciclo anual curto, sendo possiveis duas a trés geragdes em uma Unica
temporada (KISSMAN & GROTH, 1992). O tipo de reproducéo pode ser tanto por
autofecundacao como por fecundacao cruzada (CRONQUIST, 1981; BARROSO,
1984; INGROUILLE, 1992). Essa espécie se desenvolve bem em quase todos 0s
tipos de solo, preferindo, no entanto, os férteis e bem drenados. A via
fotossintética do leiteiro € C4 (KISSMANN & GROTH, 1992).

Em relacdo a sua morfologia apresenta porte médio de 30 a 100 cm de
altura com caules ocos simples ou com ramificagdes angulares (CRONQUIST,
1981). As folhas ocorrem tanto no caule quanto nos ramos e tém formas variaveis
(como sugere o nome da espécie). As folhas inferiores sao alternadas e as folhas
superiores sdo opostas e muitas vezes tém uma base vermelha esbranquicada ou
brilhante (FAO, 2013). Esta coloragdao explica o nome comum em inglés ‘wild
poinsettia’ para esta planta.

As plantas podem comecar a florescer cedo até 30 dias apos a
emergéncia. A polinizacéo é realizada por insetos que séo atraidos pelas grandes
guantidades de néctar nas flores. No género euphorbia cada flor individualmente
€ uma estrutura bissexual chamada ciatio. Cada ciatio abriga de 30 a 40
androceus e apenas um gineceu.

Os androceus sdo formadas por estames articulados no peddnculo. O
gineceu é constituido pelo ovéario e por estiletes fendidos até a metade, apoiada
em grosso pedunculo que logo apés a fecundacao se alonga posicionando o fruto
de forma pendente ao lado do invélucro (bracteas fusionadas). Conjuntos de
ciatios formam a inflorescéncia que fica localizada na parte terminal do caule e
dos ramos (KISSMANN & GROTH, 1992).

Apesar de ser considerada uma planta de reproducdo mista, a estrutura

botanica reprodutiva descrita sugere a predominancia da autofecundacdo. Dessa
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forma, os estudos de heranca desta espécie necessitam de técnicas de
polinizacdo cruzada especificas (VARGAS et al., 1999). Para o entendimento da
genética desta planta é necessario o entendimento da botanica bem como de
detalhes no desenvolvimento do botdo floral, de forma a garantir a maior
guantidade de frutos produzidos.

Os frutos sdo compostos de trés lobulos e quando maduros apresentam
deiscéncia explosiva, dispersando as sementes 1 m ou mais a partir da planta-
mée (CRONQUIST, 1981; KISSMAN & GROTH, 1992). As sementes sao
formadas de 20 a 25 dias ap6s a polinizacdo, porém a confirmacdo da
fecundacdo pode ser visualizada 24 horas apds a polinizacdo (observacéo
pessoal). As sementes podem ser globosas, ovoides, cOnicas, mais ou menos
angulares, com 2,5 a 3 mm de comprimento por 2,5 mm de largura e possuem
dois cotilédones e testa escura (CRONQUIST, 1981; BARROSO, 1984,
KISSMANN & GROTH, 1992).

A emergéncia das sementes durante o processo de germinacdo € maior
guando estas estdo de 0-8 cm de profundidade (40 a 47%) e cai para 22% a 10
cm, 12% a 12 cm e de zero a 14 centimetros (FAO, 2013). Esta capacidade de
emergir em tais profundidades aumenta a capacidade competitiva e a dificuldade
no controle de E. heterophylla.

A dorméncia também € uma das caracteristicas de plantas daninhas que
explicam a competitividade com as culturas.

2.1.5 Dorméncia

Em &reas tropicais com temperaturas alternadas entre 25 a 35°C as
sementes recém-colhidas ndo sdo dormentes (FAO 2013), pois nestas
temperaturas a germinacdo é estimulada (KISSMANN & GROTH, 1992).

Entretanto, em regides temperadas as sementes estao dormentes (FAO 2013).
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Esta € uma adaptacdo evidente para ambientes mais frios pois se as
sementes germinassem seriam mortas devido as temperaturas de inverno. A
germinacao de sementes durante um periodo prolongado no campo e as taxas de
crescimento elevado, sao fatores que tornam esta planta daninha extremamente
competitiva com as culturas.

2.1.6 Culturas infestadas

E. heterophylla infesta diversas culturas, legumes, pastagens e terrenos
baldios e é particularmente problematica em soja, ervilhas, milho e cana de
acucar (FAO, 2013). E planta daninha de ervilhas na Nigéria; mandioca em Gana;
de citros, abacate e manga, na Florida (EUA); de soja na Nigéria, Brasil e nos
EUA; de cacau, cha e arroz de sequeiro em Sumatra, e de algoddo em Israel
(FAO, 2013). A diversidade de culturas afetadas, bem como a distribuicdo global,
mostram a capacidade desta planta em crescer e competir em diversos ambientes
e diferentes sistemas de cultivo.

No Brasil E. heterophylla infesta diversas culturas de interesse econémico
como: soja, milho, arroz, banana (LORENZI, 2006), feijao (COBUCCI et al., 1999)
e amendoim (WILLARD & GRIFFIN, 1993). Porém a principal cultura afetada por

esta planta daninha, cujos danos séo relatados com frequéncia na literatura é a

cultura da soja.

2.2 A cultura da soja

Neste item serdo apresentados informacfes sobre: historico; area e
producdo; uso de defensivos agricolas; e danos na produtividade devido a
competicdo com plantas daninhas de forma geral e devido exclusivamente a

competicdo com E. heterophylla.
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2.2.1 Historico

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € destague entre as principais oleaginosas
produzidas no mundo (SILVA et al.,, 2009). Pertencente a familia botanica
Fabaceae (leguminosas), € originaria da costa leste da Asia onde inicialmente
eram cultivadas espécies selvagens, principalmente na China (EMBRAPA, 2013).

No oriente é cultivada a mais de cinco mil anos enquanto no ocidente a
exploracdo da cultura iniciou apenas na segunda década do século vinte nos
Estados Unidos (EUA). Inicialmente como forrageira e, posteriormente, como
grdo. Em meados dos anos 60, a area cultivada para a producdo de gréos
comecou a crescer de forma exponencial, ndo apenas nos EUA, como também no
Brasil e Argentina (EMBRAPA , 2013).

2.2.2 Area e producéo

EUA, Brasil e Argentina sdo responsaveis por mais de 80% da producéo
global. Mundialmente sdo produzidas cerca de 252 milhdes de toneladas sendo
os EUA responsaveis por 33%, Brasil 29% e Argentina 19% (SOYSTAT, 2013). O
Brasil € o segundo maior produtor e exportador mundial da cultura da soja
(FAOSTAT, 2013). Segundo levantamentos da safra 2012/13 a area plantada foi
de 27 milhdes de hectares e a previsdo de producdo supera 83 milhdes de
toneladas (CONAB, 2013). Baseado nessas estatisticas o Brasil passa a ser o
maior produtor mundial desse gréo.

Nos ultimos doze anos a producdo de soja teve um acréscimo de 62%
(FAOSTAT, 2013). Este aumento de producdo deve-se a alguns fatores como:
elevado teor de 6leo nos graos (20%), farelo amplamente utilizado na formulacao
de racdo, elevada producdo de proteina (40%), grdos ricos em qualidades
nutricionais e funcionais para a alimentacdo humana, e recentemente pela

possibilidade da utilizagcdo de seu 6leo como biocombustivel (MENEGATTI &
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BARROS, 2007; RIZZARDI et al., 2010). Estes fatores somados ao langcamento
da soja transgénica, no ano de 1996, resistente ao herbicida glifosato,
culminaram em aumento crescente da demanda pelo produto e na multiplicacao
das éareas cultivadas (OWEN, 2008).

2.2.3 Uso de defensivos agricolas

Para suprir a elevada demanda mundial por alimentos € necesséria a
utilizacdo de ferramentas agricolas que otimizem a produgdo como o0 uso de
defensivos agricolas. A demanda mundial de pesticidas é estimada em torno de
U$ 45 bilhdes (McDOUGALL, 2008), sendo os herbicidas responsaveis por quase
metade (46%) deste mercado (COBB & READE, 2010). No Brasil somente a
cultura da soja consome aproximadamente 30% de todos os produtos agricolas
comercializados para protecdo de plantas, estimado em mais de U$ 2,1 bilhdes,
sendo a maior parte constituida pelos herbicidas (ANDEF, 2006). As culturas de
forma geral sdo muito dependentes dos herbicidas devido a necessidade do
controle de plantas daninhas.

2.2.4 Danos na producéao devido a competi¢cdo com plantas daninhas

Plantas daninhas, mais do que insetos ou doencas, sdo as maiores
causadoras de perdas potenciais de producdo nas culturas (MEYER &
CEDERBERG, 2010). Na cultura da soja o dano potencial estimado € 40% de
perda de producéo, entretanto essa estimativa pode ser reduzida a apenas cerca
de 5-16%, gracas ao uso de herbicidas para o controle de plantas daninhas
(RIZZARDI et al., 2010). Porém, as perdas de producdo de soja causadas pelas
plantas daninhas, em condi¢cdes de clima tropical e subtropical, sdo bastante
variaveis conforme o tipo de controle (manejo de controle empregado) e conforme

o tipo de soja (convencional ou transgénica).
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Também foram relatadas perdas potenciais de 40% na média mundial,
caso nao fosse empregado manejo de infestantes (OERKE, 2004; VIDAL et al.,
2010). Com a utilizacdo de estratégias de manejo, tende-se a minimizar estes
prejuizos. Porém as medidas de controle nem sempre atingem a plenitude
desejada. Desta forma, estima-se que ainda ocorram 5 a 16% de perda de graos
devido a presenca de plantas daninhas, mesmo com a utilizagdo de medidas de
controle (OERKE, 2004).

2.2.5 Danos na producéao devido a competicdo com E. heterophylla

Dentre as plantas daninhas mais nocivas na cultura da soja destaca-se E.
heterophylla. No Brasil, redu¢cbes na produtividade na ordem de 50% foram
relatadas quando a cultura foi mantida sob densidade de infestacdo de 32
plantas/m? durante todo o ciclo da cultura (BRIDGES et al., 1992). H& ainda
relatos de reducdo de 12% sob competicdo de 42 plantas/m? (KARAM et al.,
1993). Na convivéncia durante 45 dias, 12 e 52 plantas/m? de E. heterophylla,
reduziram o rendimento em 6% e 16%, respectivamente, e convivendo durante
115 dias, reduziram o rendimento em 22% e 50%, respectivamente (CHEMALE &
FLECK, 1982). Nos EUA, 8 plantas/m? durante todo o ciclo da cultura, resultaram
em perdas de 33% na produtividade (FAO, 2013).

Os dados de competicdo versus perdas de producdo sao divergentes pois
dependem de diferentes fatores como clima, solo, densidade de plantas daninhas
e principalmente da metodologia utilizada para a obtencdo destes resultados. Ha
ainda as perdas na cultura da soja relacionadas com perdas indiretas, como por
exemplo, prejuizos na morfologia e desenvolvimento da cultura.

Reducbes na estatura da planta, nimero de trifélios, matéria seca e
acumulo de macronutrientes foram relatados quando a soja foi mantida sob

competicdo com mais de 15 plantas/m? de E. heterophylla (CARVALHO et al.,
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2010). Menor absorcdo de &gua e nutrientes pelas plantas de soja devido a
interferéncia imposta pela planta daninha justificam a reducdo de trifélios
(ADELUSI et al., 2006). Essa competicdo também resultou em reducdo no
acumulo de matéria seca em soja sob a presenca de plantas de E. Heterophylla
convivendo com a cultura (RIZZARDI et al., 2004). A competicdo por nutrientes
fica evidenciada quando plantas de soja sob competicdo com essa planta daninha
resultaram em reducdo nos teores de macronutrientes (BIANCO et al., 2007,
CARVALHO et al., 2010). Além dos danos diretos de produtividade e indiretos no
desenvolvimento da cultura, ha um outro fator de extrema relevancia responsavel

por dificultar o controle desta planta daninha, a resisténcia aos herbicidas.

2.3 Resisténcia aos herbicidas

Os itens seguintes dessa revisdo irdo abordar temas como a resisténcia
aos herbicidas (histérico e espécies resistentes, tolerancia vs resisténcia,origem e
mecanismos de resisténcia).

2.3.1 Historico e espécies resistentes

O primeiro caso de planta daninha resistente no mundo foi documentado
em 1952, quando foram identificados bi6tipos de Daucus carota resistentes ao
herbicida 2,4-D, no Canadada (SWITZER, 1952). Posteriormente, foram
identificados bidtipos de Commelina difusa, também resistentes ao 2,4-D, nos
Estados Unidos (HILTON, 1957; WHITEHEAD & SWITZER, 1967). No ano de
1970, também nos Estados Unidos foram constatados bidtipos de Senecio
vulgaris resistentes ao herbicida simazine, uma triazina pertencente ao grupo dos
herbicidas inibidores do fotossistema Il (RYAN, 1970). Desde entdo, ano a ano

novos casos de resisténcia sao registrados mundialmente (HEAP, 2013).
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No Brasil o primeiro caso registrado de planta daninha resistente, ocorreu
em 1992, com a identificacdo de E. heterophylla resistente aos herbicidas
inibidores da ALS (GAZZIERO et al., 1998). No ano seguinte, foram identificados
biétipos de Bidens pilosa (L.) resistentes aos herbicidas inibidores da enzima ALS,
no estado do Mato Grosso do Sul (PONCHIO, 1997; CHRISTOFFOLETI &
FOLONI, 1999).

Atualmente foram identificados 400 bidtipos e 217 espécies (129
dicotiledoneas e 88 monocotiledbneas) de plantas daninhas resistentes aos
herbicidas (HEAP, 2013). Estas desenvolveram resisténcia aos 21 dos 25 modos
de acao dos herbicidas e a 148 diferentes moléculas quimicas conhecidas. Além
disto, foram identificados plantas daninhas resistentes em 65 culturas distribuidas
em 61 paises (HEAP, 2013). Estes dados séo oficialmente registrados em banco
de dados com plantas daninhas resistentes aos herbicidas (HEAP, 2013).
Entretanto, o niumero de plantas daninhas resistentes atinge valores bem mais
elevados se for considerado os casos que nao foram depositados on-oline.

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas € um problema global e
um dos maiores desafios da agricultura moderna. Quando uma nova espécie
resistente é identificada perde-se um modo de acéo de herbicida para o controle
desta espécie. A escassez de alternativas para a rotacdo de herbicidas com
diferentes modos de acdo € um dos fatores relevantes no surgimento de novos
bidtipos resistentes. Dessa forma € necessario o conhecimento de todas as
caracteristicas que envolvem a resisténcia comecando pela correta definicdo do
termo e do ndo-confundimento com tolerancia.

2.3.2 Tolerancia versus resisténcia

Na ciéncia das plantas daninhas ha um confundimento em relacdo a

definicdo dos termos tolerancia e resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas.
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Por este motivo a Weed Science Society of America (WSSA) definiu ambos os
termos (VENCILL et al., 2012). Tolerancia é a capacidade inata de algumas
espécies em sobreviver e se reproduzir mesmo sofrendo injarias, apds o
tratamento com o herbicida (VARGAS et al.,, 2009). Exemplos classicos de
plantas tolerantes ao herbicida glifosato podem ser citados como Richardia
brasiliensis (poaia) e Ipomea spp (corda de viola) (MONQUERO et al., 2004). A
tolerancia implica em n&o haver nenhum fator de selecdo ou manipulacdo
genética, ou seja, a planta € naturalmente tolerante.

A resisténcia aos herbicidas é definida como a capacidade herdavel de
uma planta em sobreviver e se reproduzir ap0os exposicdo a uma dose
normalmente letal de herbicida para o tipo selvagem (VIDAL & MEROTTO, 2001;
COBB & READE, 2010). Na planta a resisténcia pode estar ocorrendo por um
processo de evolucao independente envolvendo varios processos, via técnicas de
engenharia genética ou por fluxo génico com culturas resistentes aos herbicidas
(VENCILL et al., 2012).

2.3.3 Origem daresisténcia aos herbicidas

Para uma espécie sensivel, ha plantas naturalmente tolerantes a
determinados herbicida (s). Plantas resistentes aos herbicidas desenvolvem-se
em funcdo de processos especificos como evolugdo independente devido a
pressao de selecdo, manipulacdo génica ou fluxo génico.

A pressao de selecdo ocorre pelo uso continuo de um herbicida com um
mesmo mecanismo de acao durante sucessivos ciclos de cultivo ocasionando em
selecdo de bidtipos resistentes. Algumas plantas podem sobreviver a aplicacao do
herbicida, se reproduzem e cada geracdo € exposta ao mesmo herbicida. O
resultado é o aumento do nimero de plantas resistentes até que estas dominem a

populagdo de plantas suscetiveis (VENCILL et al., 2012).
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A evolucdo independente da resisténcia caracteriza-se por ser um
processo dinamico. Os fatores que atuam influenciado esse processo podem ser
fatores genéticos, biologia da planta daninha, caracteristicas do herbicida e
fatores operacionais (POWLES & YU, 2010). Dentre os fatores genéticos
destacam-se a frequéncia, nimero, dominancia e valor adaptativo dos genes de
resisténcia; fatores da biologia da planta daninha: fecundacdo cruzada e/ou
autofecundacéo, capacidade de producdo de sementes, dorméncia, capacidade
de dispersdo de semente e polen; fatores relacionados ao herbicida: estrutura
guimica, local de acédo, atividade residual; e dentre os fatores operacionais: doses
de herbicidas utilizadas, frequéncia de aplicacdo e manejo da cultura (POWLES &
YU, 2010).

A origem da resisténcia aos herbicidas também pode ocorrer por
intermédio de técnicas de engenharia genética, como € o caso das culturas
resistentes aos herbicidas. A resisténcia aos herbicidas em plantas cultivadas
pode ser adquirida por meio de manipulacdo génica sendo os métodos divididos
em transgénicos e em nao-transgénicos (ROSO & VIDAL, 2011). O primeiro caso
consiste em um processo artificial de insercdo de um gene de interesse
promovendo insensibilidade ao local de ac&o, superexpressao da enzima-alvo ou
metabolizacdo do herbicida (DUKE & POWLES, 2008).

Os métodos nédo-transgénicos caracterizam-se basicamente pela busca de
mutantes (TAN et al., 2005). A selecao de individuos mutantes pode ser por meio
de variacdo somaclonal, mutacdo induzida, selecdo de células ou sementes
contendo mutacgdes, e ainda por meio de hibridizacdo simples (DUKE & POWLES,
2008). Métodos nao-transgénicos sao utilizados com maior frequéncia no
desenvolvimento de culturas resistentes aos herbicidas inibidores da enzima ALS

(TAN et al., 2006).
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Outro processo responsavel pela origem da resisténcia é o fluxo génico.
Fluxo génico engloba etapas como a polinizacdo entre espécies sexualmente
compativeis, seguido de introducao de alelos ou genes novos em uma populacao
receptora, a partir de outra populacdo (GEALY et al., 2003). Algumas culturas
possuem espécies silvestres relativas onde pode haver compatibilidade sexual. O
fluxo génico das culturas para os tipos silvestres adiciona novos genes a essas
plantas introduzindo combinacdes inéditas. Estas combinacfes podem ocasionar
impacto substancial na evolucéo das populacdes silvestres, resultando em plantas
daninhas mais agressivas (COLWELL et al., 1985; ARIAS & RIESEBERG, 1994,
ARRIOLA & ELLSTRAND, 1997) e/ou em plantas daninhas resistentes aos
herbicidas.

Podem ser citados exemplos classicos de fluxo génico, como por exemplo,
hibridizacdo entre o sorgo cultivado (Sorghum bicolor (L.) Moench) e o sorgo
selvagem (Sorghum propinquum (Kunth) Hitchc.), resultando em uma das
principais espécies de planta daninha no mundo o capim-massambara (Sorghum
halepense (L.) Pers), (PATERSON et al., 1995). Ainda, pode-se citar o caso
critico de arroz vermelho resistente aos herbicidas imidazolinonas via fluxo génico
entre cultivares de arroz Clearfield® (GEALY et al. 2003; ZHANG et al. 2006;
SHIVRAIN et al. 2007; ROSO et al., 2010; GOULART et al., 2012).

O fluxo de genes ocorre tanto via polen quanto por meio de sementes. Em
geral, o fluxo génico via polen ocorre em distancias relativamente curtas, pois o
polen é viavel por apenas algumas horas ou dias. A circulacdo de sementes, no
entanto, pode ocorrer em qualquer ponto desde o inicio do plantio até o destino
final da safra (VENCILL et al., 2012).

Evolucao independente, manipulacdo génica e fluxo génico sdo trés casos

gue explicam a origem da resisténcia aos herbicidas nas plantas. Uma vez
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resistente, existem processos fisiogenéticos que alteram a fisiologia da planta
acarretando na resisténcia. Esses processos fisiogenéticos sdo denominados
mecanismos de resisténcia aos herbicidas.

2.3.4 Mecanismos de resisténcia aos herbicidas

Os mecanismos de resisténcia aos herbicidas dividem-se em mecanismos
onde ocorrem alteracbes na enzima alvo do herbicida (TSR -‘target-site
resistance’) e em mecanismos que nao envolvem o local de acgéo alterado (NTSR-
‘non-target site’) (POWLES & YU, 2010).

TSR envolvem altera¢des no gene que codifica a proteina alvo do herbicida
causando reducao direta na eficacia da acdo do herbicida sobre o seu alvo
(DELYE et al., 2013). Estas alteracbes podem ser mutacbes no gene,
superexpressao de proteinas ligadas a enzima alvo (POWLES & SHANER, 2001)
e multicopias da enzima alvo (GAINES et al., 2010).

NTSR incluem processos de absorcdo e/ou translocacédo reduzida do
herbicida, compartimentalizacdo do produto (ROSO & VIDAL, 2010) e
metabolizacdo acentuada. NTSR é considerado ‘the dark side’ da resisténcia,
porque muito pouco se sabe sobre ele em comparacdo com TSR (DELYE et al.,
2013). O mecanismo de resisténcia predominante em plantas daninhas
resistentes aos inibidores da ALS é TSR devido a ocorréncia de mutacdes no
gene ALS (TRANEL & WRIGHT, 2002; McNAUGHTON et al., 2005;
CHRISTOFFERS et al., 2006; WHALEY et al., 2007).

Plantas daninhas s@o capazes de se adaptar as mais diferentes situacdes
e evoluirem as mais inusitadas condicdes em prol da manutencdo da sua
sobrevivéncia. Lolium rigidum com resisténcia multipla (resisténcia a mais de um

modo de acdo herbicida) a glifosato, ACCase e paraquat, exemplifica bem essa



19
condigcdo. Nesta planta daninha foram identificados mais de um mecanismo de
resisténcia, mutacdes no gene alvo e translocacéo reduzida (YU et al., 2007).

Casos de resisténcia multipla somados a diferentes mecanismos de
resisténcia podem resultar em efeitos aditivos nos niveis de resisténcia tornando o
manejo destas plantas ainda mais dificil. E. heterophylla também é um caso de

resisténcia multipla (TREZZI et al., 2005).

2.4 Resisténcia em E. heterophylla

Neste item serdo abordados aspectos da resisténcia aos herbicidas na
planta daninha E. heterophylla destacando a resisténcia cruzada e multipla nesta
espécie.

2.4.1 Resisténcia cruzada

Resisténcia cruzada ocorre pela alteracdo bioquimica no local de acdo do
herbicida conferindo resisténcia a diferentes grupos quimicos dentro do mesmo
modo de acdo (POWLES & PRESTON, 1998). Adicionalmente, a metabolizacéo
de herbicidas também pode ser um dos mecanismos envolvidos na resisténcia
cruzada.

A resisténcia cruzada ndo confere necessariamente resisténcia de todos os
herbicidas com o mesmo local de acao e ainda podem existir variagcdes nos niveis
de resisténcia dentro dos grupos quimicos (AGOSTINETO & VARGAS, 2009). Por
definicdo este tipo de resisténcia € conferido por um Unico mecanismo de
resisténcia (BECKIE & TARDIF, 2012). Um uUnico gene é responsavel por um
anico mecanismo, entretanto mais de um gene também pode contribuir para o
mesmo mecanismo de resisténcia (PRESTON & MALLORY-SMITH, 2001), como

no caso de metabolizacgéo.
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Exemplos de plantas daninhas com resisténcia cruzada podem ser citados
como bidtipos de Bidens pilosa resistentes a dois grupos quimicos dos inibidores
de ALS (MONQUERO & CHRISTOFFOLETI, 2001). Também Bidens
subalternans resistente aos quatro grupos quimicos de inibidores de ALS
(LAMEGO et al, 2009b). A resisténcia aos inibidores da ALS deve-se
majoritariamente a ocorréncia de mutagcdes no gene ALS.

Acetolactato sintase (ALS; EC 4.1.3.18; AHAS, acetohidroxiacido sintase)
catalisa o primeiro passo na biossintese dos aminoacidos de cadeia ramificada
valina, leucina e isoleucina (MAZUR et al., 1987). Plantas e microorganismos
conseguem sintetizar os esqueletos de carbonos destes aminoacidos a partir de
piruvato (valina), piruvato mais acetil-CoA (leucina) ou piruvato mais 2-
cetobutirato (isoleucina) (DUGGLEBY et al., 2008).

Atualmente foram identificados no gene ALS de levedura, bactéria e
plantas pelo menos 22 posicbes de aminoacidos em que foram encontradas
mutacdes responsaveis por conferir resisténcia aos herbicidas (Gly-121, Ala-122,
Met-124, Arg-142, Val-196, Pro-197, Arg-199, Ala-205, Phe-206, Lys-256, Met-

351, His-352, Arg-373, Asp-375, Asp-376, Arg-377, Met-570, Val-571, Trp-574,

Phe-578, Ser-653 and Gly-654) (POWLES & YU, 2010; MASSA et al., 2011). Nas
espécies de plantas daninhas 8 destas posicdes (sublinhadas acima) totalizam 24
substituicbes de aminoéacidos identificadas (TRANEL et al., 2011, HAN et al.,
2012).

Os herbicidas inibidores da ALS compreendem 5 grupos quimicos:
sulfoniluréias (SU) (CHALEFF & MAUVAIS, 1984), imidazolinonas (IMI) (SHANER
et al., 1984), pirimidiniltio-benzoatos (PTB) (STIDHAM, 1991), triazolpirimidinas
(TP) (GERWICK et al, 1990) e sulfonilamino-carbonil-triazolinonas (SCT)

(SANTEL et al., 1999). O padrdo de resisténcia cruzada pode ser definido de
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acordo com a mutagdo presente no biétipo, como por exemplo, a ocorréncia da
mutacdo Trp-574 confere resisténcia aos 4 grupos enquanto Pro-197 confere
resisténcia a SU e a IMI (TRANEL & WRIGHT, 2002; YU et al., 2003; PRESTON
et al., 2006).

Desta forma definiu-se uma relacao entre os grupos quimicos de herbicidas
inibidores da enzima ALS e a substituicdo especifica (mutacéo) relativa a posicéo
do aminoacido na enzima ALS afetada (SHANER, 1999). Essa relacdo entre
alteracdo no local de acgdo versus nivel de resisténcia por grupo quimico foi
recentemente revisado (BECKIE & TARDIF, 2012).

2.4.2 Resisténcia multipla

A resisténcia multipla € um problema de maior complexidade. Neste caso
a planta daninha é resistente a diferentes modos de acdo de herbicidas
(AGOSTINETO & VARGAS, 2009). Comumente este tipo de resisténcia é
atribuido a dois ou mais mecanismos de resisténcia envolvidos (BECKIE &
TARDIF, 2012).

Cada vez mais casos de plantas daninhas com resisténcia multipla sédo
identificados (FOES et al., 1998; TREZZI et al., 2005; PATZOLDT et al., 2005;
VIDAL et al., 2007; YU et al.,, 2007; LEGLEITER et al., 2008; KRUGER et al.,
2009; MALIK et al., 2010; DELYE et al., 2011; SENG et al., 2011; SOSNOSKIE et
al., 2011). Esse fato evidéncia a forte capacidade de adaptacdo frente as
condi¢cdes de manejo impostas.

No Brasil das 31 espécies de plantas daninhas resistentes, oito apresentam
resisténcia multipla: E. heterophylla (aos herbicidas inibidores da ALS e PROTOX)
(TREZZI et al., 2005); E. heterophylla (aos herbicidas inibidores da ALS e EPSPS)
(VIDAL et al., 2007); Bidens subalternans (aos herbicidas inibidores da ALS e aos

herbicidas inibidores do fotossistema II - PSIl) (HEAP, 2013); Echinochloa
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crusgalli (aos herbicidas inibidores da ALS e auxinas sintéticas) (HEAP, 2013);
Sagitaria montevidensis (aos herbicidas inibidores da ALS e PSII) (EBERHARDT
& NOLDIN, 2011); Lolium multiflorum (aos inibidores da ACCase e EPSPS)
(HEAP. 2013); Conyza sumatrensis (aos inibidores da ALS e EPSPS) (HEAP,
2013); Amaranthus retroflexus (aos inibidores da ALS e PSIl) (HEAP, 2013); e
Amaranthus viridis (aos inibidores da ALS e PSII) (HEAP, 2013).

2.4.3 E. heterophylla com resisténcia maltipla

A resisténcia multipla em E. heterophylla foi identificada pela primeira vez
no Brasil em 2004 (TREZZI et al., 2005). Esse fato, preocupante por si s6, tem o
agravante de ser o0 sexto caso no mundo de planta daninha resistente aos
inibidores de PROTOX e o primeiro caso brasileiro de resisténcia a mais de um
mecanismo de acdo. Até entdo, os casos de resisténcia aos herbicidas inibidores
de PROTOX estavam restritos aos biétipos de Amaranthus spp, identificados nos
estados do Kansas e lllinois (SHOUP et al., 2003), nos Estados Unidos.

Protoporfirinogénio oxidase (PROTOX, EC 1.3.3.4), também denominada
PPO em algumas literaturas, € uma enzima chave na sintese de compostos
tetrapirrdis e catalisa a oxidacdo de protoporfirinogen IX (Protogen) para
protoporfirina IX (Proto) (LERMONTOVA et al., 1997). A inibicdo de PROTOX leva
a formacédo de protoporfirina 1X, altamente fotossensivel, gerando a formacao de
oxigénio singleto causando peroxidacdo de lipideos e morte celular
(LERMONTOVA et al., 1997).

Casos de resisténcia como o de E. heterophylla geram bastante apreensao
no meio agricola, pois os principais herbicidas alternativos, seletivos para culturas
como a soja, para controle de plantas resistentes aos inibidores da ALS em pés-
emergéncia sdo compostos que inibem a enzima PROTOX (MEROTTO Jr. &

VIDAL, 2001). Esse cenario reflete a dificuldade dos agricultores no manejo
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destas plantas resistentes, sendo necessaria a ado¢édo de formas alternativas de
controle que por muitas vezes acarretam em custos de producao mais elevados.

Na tentativa de contornar essa questdo, sojicultores brasileiros com
problemas de leiteira resistente aos inibidores da ALS e/ou com resisténcia
multipla aos inibidores da ALS e PROTOX, vém utilizando soja com o gene
Roundup Ready (RR). Porém, a soja RR ja ndo é uma solugéo para o problema,
uma vez que bidtipos de EPHHL também com resisténcia multipla foram
identificados no RS, porém neste caso a resisténcia ocorre aos inibidores da ALS
e ao herbicida glyphosate (VIDAL et al., 2007).

A evolucdo da resisténcia multipla em E. heterophylla sugere
possivelmente a ocorréncia de diferentes mecanismos de resisténcia (TREZZI et
al., 2005). Evidéncias apontam a ocorréncia de mecanismos que nao envolvem o
local de acdo alterado em bidtipos de EPHHL com resisténcia multipla aos
inibidores de ALS e PROTOX (R ALS/PPO) (TREZZI et al., 2009). Possivelmente
0 mecanismo que determina a resisténcia aos inibidores de PROTOX nestes
bidtipos com resisténcia multipla, estaria relacionado aos mecanismos de
absorcao e/ou translocacéo e talvez estivessem sinergizando-se nos biotipos R
ALS/PPO, ampliando o grau de resisténcia dos mesmos e dificultando seu
controle no campo.

Diferentes métodos de manejo podem ser utilizados visando mitigar a
evolucdo da resisténcia aos herbicidas. Entretanto, quando a resisténcia de
plantas daninhas ja esta presente, € necessario conhecer as caracteristicas
biolégicas dos bidtipos resistentes e suscetiveis, bem como sua adaptabilidade
ecolégica visando o desenvolvimento de estratégias alternativas de manejo

(VIDAL, 2007).
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2.5 Adaptabilidade ecoldgica - Germinacgao

A probabilidade de infestacdo de uma area com individuos resistentes
depende de vérios fatores, como a adaptabilidade ecologica (MAXWELL et al.,
1990). A adaptabilidade ecolégica € a combinacdo de caracteristicas de
crescimento, sobrevivéncia e producdo de sementes viaveis (HOLT &
RADOSEVICH, 1983). Deste modo, o estudo do processo de germinacdo em
bidtipos resistentes aos herbicidas auxilia na compreensdao da evolucdo da
resisténcia nestas plantas daninhas, bem como informac¢des adicionais de
adaptabilidade sao importantes para tracar estratégias alternativas de manejo.

Para que medidas de prevencdo e manejo possam ser recomendadas de
forma racional e com base em informacdes consistentes de previsao da evolugéo
da resisténcia em populacbes de plantas daninhas, € necessario que o
comportamento bioldgico dos bidtipos suscetiveis e resistentes seja caracterizado
(GILL et al.,, 1996). De forma geral, mundialmente ndo se tém observado
penalidades de adaptacdo de bidtipos de plantas daninhas resistentes aos
inibidores de ALS (SYBONI & RUBIM, 2003; CROOKS et al., 2005; PARK et al.,
2004; MASSINGA et al., 2005; DUFF et al., 2009; LAMEGO et al., 2011). Estes
resultados indicam que na auséncia do herbicida, o bi6tipo resistente permanece
na populacdo com frequéncia similar ao bidtipo suscetivel. Penalidades de
adaptacao foram relatadas em Amaranthus powelli resistente aos inibidores da
ALS (TARDIF et al., 2006).

Bidtipos resistentes as triazinas foram menos vigorosos do que os biotipos
suscetiveis da mesma espécie (VAUGHN, 2003). Resultados similares foram
encontrados em Datura stramonium L., Amaranthus spp., Brassicus napus L.,

Chenopodium album L., Senecio vulgaris L. e em Poa annua L. (McCLOSKEY &
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HOLT, 1990; WARWICK, 1991). Estes resultados mostraram que o gene de
resisténcia as triazinas possuem penalidades de adaptacao.

No Brasil, caracteristicas morfofisiologicas e adaptabilidade ecolégica de
bidtipos de EPHHL resistentes aos inibidores da ALS foram comparadas com o
bidtipo suscetivel e ndo se observou prejuizo ao desenvolvimento do biédtipo
resistente (VIDAL & TREZZI, 1999; TREZZI & VIDAL, 2000; BRIGHENTI et al.,
2001). No entanto, ainda é desconhecido o comportamento dos bidtipos de
EPHHL com resisténcia simultanea aos inibidores da ALS e PROTOX, em relagao
as caracteristicas de adaptabilidade ecoldgica.

O estudo do tipo de resisténcia somados ao mecanismo e a adaptabilidade
ecoldgica constituem aspectos importantes para definir estratégias de manejo em
areas com biotipos resistentes. Além destes fatores o estudo genético, molecular
e evolutivo também constituem aspectos importantes para 0 manejo e prevencgao

da evolucao da resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas.

2.6 Genética e biologia molecular na evolugcéo da resisténcia

Existem diversos fatores relacionados a populacdo de plantas que
interagem e determinam a probabilidade e o tempo de evolucdo da resisténcia,
dentre os quais se destacam: numero de alelos envolvidos na expressao da
resisténcia; frequéncia do(s) alelo(s) da resisténcia na populacdo inicialmente
suscetivel; modo de heranca do(s) alelo(s) da resisténcia (materna ou paterna);
caracteristicas reprodutivas da espécie; pressdao de selecdo; e taxa de
cruzamentos entre biotipos resistentes e suscetiveis (MORTIMER, 1998).

2.6.1 Numero de genes envolvidos naresisténcia

O conhecimento do numero de genes que envolvem a resisténcia aos

herbicidas € importante. A freqiéncia de alelo de resisténcia nas populacdes
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nativas geralmente esta entre 10™° e 10° (MORTIMER, 1998), e, quanto maior for
a frequéncia do alelo, maior serd a probabilidade de selecdo de um bidtipo
resistente (JASIENIUK et al., 1996). Ainda, um alelo dominante raro tem maior
probabilidade de fixar-se em uma populacdo de plantas daninhas do que um alelo
recessivo, apds o tratamento herbicida. O papel dos genes dominantes na
evolucao adaptativa se destaca, principalmente, se a espécie € forcada a adaptar-
se rapidamente a uma nova e elevada presséo de selecdo (MERREL, 1981).

O efeito de gargalo da garrafa € um evento evolutivo no qual uma
percentagem significativa da populacdo de uma espécie morre ou é impedida de
se reproduzir (DOORDUIN et al., 2010). Neste caso em particular esse efeito faz
aumentar a deriva genética numa populacdo, ou seja, ocorrem modificacdes na
frequéncia dos alelos e a predominancia de certas caracteristicas na populacao.
O efeito de gargalo pode ocorrer com a aplicacdo de herbicida na populacéo
suscetivel.

A relacdo da genética de populacfes com resisténcia de plantas daninhas
pode ser descrita da seguinte maneira: a populacdo suscetivel expressa elevada
variabilidade genética e quando sofre o processo de selecdo devido a sucessivas
aplicacbes do herbicida restam apenas poucos individuos na populacéao
caracterizando o efeito de gargalo, logo populacdes resistentes irdo apresentar
baixa variabilidade genética.

A variabilidade genética de populacdes de Chenopodium album resistente
aos herbicidas inibidores do fotossistema Il foi investigada por meio da utilizacédo
de 416 marcadores do tipo AFLP (APER et al., 2010). Os resultados mostraram
menor variagcdo genética nos bidtipos resistentes quando comparados aos

bidtipos suscetiveis, comprovando a acéo do efeito gargalo.
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Quanto maior a diversidade de genes entre populagbes, maior serd a
probabilidade de selecionar alelos resistentes frente a pressdo de selecéo
imposta pelo herbicida (WINKLER et al., 2002). No caso de E. heterophylla,
estudos identificaram alta diversidade genética dentro e entre populacbes
avaliando o loco da a e B-esterase em 12 populacdes (FRIGO et al.,, 2009).
Analisando 40 populagbes de EPHHL resistentes aos inibidores da ALS, foi
possivel concluir que ha variabilidade genética quanto a resisténcia, pois o
coeficiente de similaridade encontrado entre estas populacbes foi de 40%
(WINKLER et al., 2003).

Muitos exemplos da evolucdo adaptativa em populacbes de plantas e
animais sao observados pela selecédo de fenoétipos devido ao resultado de muitos
genes (poligenes), cada um com pequeno efeito (LANDE, 1983). Isto ocorre
devido ao fato de que mutacdes com efeitos menores estdo presentes nas
populacdes a freqiéncias mais elevadas do que aquelas com efeitos maiores, as
guais podem ser deletérias ou pleiotrépicas (LANDE, 1983). A maioria dos casos
estudados de resisténcia em plantas daninhas aos herbicidas demonstra que esta
caracteristica tem sido causada por um unico gene de grande efeito (VARGAS et
al., 2001; VOLENBERG & STOLTENBERG, 2002; WANG et al., 2003).

2.6.2 Heranca daresisténcia

O tipo de heranca € outro aspecto fundamental na evolucéo da resisténcia
em uma populacado de plantas. Ha dois tipos basicos de heranca: a citoplasméatica
(materna), onde os caracteres hereditarios sdo transmitidos via citoplasma
(mitocbndria e cloroplasto) e, a nuclear, onde a heranca é transmitida via
cromossomos nucleares; neste caso, tanto o genitor feminino como o masculino
pode transmitir a resisténcia. Dentre 0os casos de resisténcia registrados no

mundo até hoje, apenas bi6tipos de plantas daninhas resistentes as triazinas
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apresentam heranca citoplasmética, enquanto os demais sdo de heranca nuclear
(POWLES & SHANER, 2001).

Mutacbes na enzima ALS, por exemplo, tém sido observadas como
dominantes ou parcialmente dominantes, sendo a heranca de gene nuclear
(TRANEL & WRIGHT, 2002). Nas espécies daninhas Lactuca spp. e Solanum
nigrum (L.), a resisténcia aos inibidores de ALS é controlada por um anico gene
nuclear, com dominancia incompleta (MALLORY-SMITH et al, 1990;
VOLENBERG & STOLTENBERG, 2002).

Um Unico gene nuclear com dominancia incompleta também controla a
resisténcia aos inibidores de ACCase na espécie Solanum ptychanthum (ASHIGH
et al., 2008). A resisténcia ao herbicida quinclorac e aos inibidores de ALS em
Galium spurium é conferida por dois genes distintos sendo um recessivo e o outro
dominante, respectivamente (EERD et al., 2004). A heranca da resisténcia ao
herbicida 2,4-D em Lactuca serriola (L.) € governada por um Udnico gene
codominante (RIAR et al., 2011). Bidtipos de Lolium rigidum com mecanismo de
resisténcia por metabolizacdo (P450) mostraram ser a heranca governada por um
anico gene nuclear dominante (BUSI et al., 2011).

A heranca da resisténcia na espécie E. heterophylla foi investigada apenas
em bidtipos resistentes aos inibidores da ALS sendo governada por um gene
dominante nuclear com dominancia completa (VARGAS et al., 2001). A heranca
aos inibidores da ALS em bidtipos com resisténcia mdltipla ainda nado foi
investigada.

2.6.3 Implicacdes do nivel de ploidia na resisténcia

A poliploidia pode ser definida como a existéncia de mais de dois genomas
no mesmo nucleo, foi descoberta no ano de 1907 e é considerada a principal

forca evolutiva em plantas (GRANT 1971; HOVAV et al.,, 2008; WOOD et al.,
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2009). A grande maioria dos eucariotos possuem histérias de eventos de
poliploidizacdo em seus ancestrais pela diploidizacdo seguido de poliploidizagbes
repetidas (SALMON & AINOUCHE, 2010).

A poliploidia é provavelmente a alteragdo citogenética mais importante na
especiacdo e evolucdo vegetal (WITTMANN, 2004). Também é considerada a
maior forca evolutiva em plantas (MUNTZING, 1936; LEWIS, 1980a, b) porque
acarreta, em nivel populacional, a diferenciacdo no modo reprodutivo e/ou habitat.
As plantas polipldides também s&o Uteis na genémica funcional para o estudo da
expressdo de genes em um complexo ‘background’ genético (YANG et al., 2011).
Estima-se que grande parte das espécies daninhas sejam poliploides.

A natureza poliploide de algumas espécies daninhas torna o estudo da
resisténcia aos herbicidas um processo mais complexo, pois mutacdes
especificas teriam a oportunidade de ocorrer em dois ou mais genomas
(CHRISTOFFERS, 1999). Para uma espécie daninha alopoliploide, ou seja,
formada a partir de duas espécies diploides, a dispersdo da resisténcia, uma vez
dominante, ndo sera tao rapida quanto para um autopoliploide (originados a partir
da duplicacdo do proprio genoma da espécie) devido aos autopoliploides
possuirem na geracdo seguinte, frequiéncia fenotipica semelhante a espécies
diploides, o que ndo ocorre com os alopoliploides (WANG et al., 2003).

A natureza poliploide de E. heterophylla poderia explicar a evolucédo da
resisténcia nesta espécie bem como os mecanismos envolvidos na heranca deste
carater. Estudos conduzidos identificaram diferentes nimeros cromossémicos em
E. heterophylla (2n= 14, 26, 28, 32 ou 56) (HANS, 1973). A tetraploidia nesta
espécie foi determinada pela contagem do numero cromossémico em células

somaticas (2n=28) e assumindo numero basico X=7 (SUDA, 2001). Em outro
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trabalho, também foi identificado 0 mesmo nimero cromossémico (AARESTRUP
et al., 2008a).

O numero cromossémico também foi determinado em outras espécies do
género Euphorbia L.(SHEIDAI et al.,, 2010). Foi possivel determinar espécies
diploides como E. spinidens, E. marschalliana, E. bungei, E. buhsei e E. szovitsii
(2n=2x=20) e E. orientalis (2n=2x=18), assim como espécies tetraploides como E.
helioscopia com 2n=4x=42 (SHEIDAI et al., 2010). A andlise de 131 biotipos de E.
esula mostrou que todas as plantas analisadas foram hexaploides (2n=6X=60)
(STAHEVITCH et al.,, 1988). Outra espécie diploide estudada foi E. palustris
(2n=2x=20) (WARNER et al., 2011). A literatura mostra diversidade em relacdo ao
nivel de ploidia para espécies do género Euphorbia L. A natureza poliploide de E.
heterophylla ainda n&o foi caracterizada, nem foi analisada sua relagdo com a

resisténcia multipla aos herbicidas.

2.7 Determinacao do nivel de resisténcia por meio de curvas de
dose-resposta

O diagnéstico de plantas daninhas resistentes em uma lavoura é essencial
para nortear modificacées no seu manejo. Este diagndstico deve ser inequivoco e
rapido permitindo maior agilidade e maior eficiéncia das medidas a serem
implantadas. O primeiro passo na caracterizacdo do bidtipo resistente (R) requer
uma detalhada curva de dose-resposta em que as doses utilizadas variam de 10 a
1000 vezes da dose que seria letal ao bi6tipo suscetivel (S) e a resposta da planta
ao herbicida é baseada em andlise visual, mortalidade, inibicdo do crescimento
em relacdo a testemunha nédo tratada (BECKIE et al., 2000). A resisténcia é

confirmada quando a curva dose-resposta dos bidtipos € estatisticamente
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diferente e o bidtipo R ndo é mais controlado com as doses que controlam o
biétipo S (BECKIE et al., 2000).

Ensaios realizados em casa-de-vegetacdo de curva dose-resposta
correspondem a experimentos classicos para identificar ou confirmar casos de
resisténcia. Nestes ensaios, sementes dos bidtipos sob suspeita sdo coletadas,
semeadas e quando as plantas alcancam a fase de desenvolvimento adequada a
aplicacdo do herbicida (em geral de duas a quatro folhas completamente
expandidas) € realizada a aspersdo dos herbicidas nas diversas doses e 0s
resultados sdo comparados com biétipos sabidamente suscetiveis (GAZZIERO et
al., 1998; VIDAL & TREZZI, 1999; GAZZIERO et al., 2000).

Os resultados das avaliacbes de curva dose-resposta destes testes sdo
frequentemente baseados em ajustes de modelos de regressao néo linear, como
os descritos por STREIBIG et al. (1993) e BRAIN & COUSENS (1989). Dois
modelos para curvas de dose-resposta sigmoidais sdo amplamente utilizados, o
modelo logistico e 0 modelo de Gompertz (RITZ & STREIBIG, 2005). Destes, o
modelo log-logistico, no qual se utilizam parametros que sao biologicamente
significativos quando aplicados a resposta da planta ao herbicida, € o mais
apropriado na analise da maioria dos estudos de dose-resposta (SEEFELDT et

al., 1998). O modelo logistico de quatro parametros é dado pela formula:

d-c

f(x(b.c.de)=c+— exp o(log(x) — log(e))]

em que f(x) representa a varidvel dependente a ser estimada, d representa o
limite superior da curva, c representa o limite inferior, b € a inclinacdo da curva no
ponto em que esta produz a metade da resposta entre os valores inferior e

superior e 0 parametro e, também conhecido como GR50, é a dose em que é
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produzida metade da resposta entre os limites inferior e superior (RITZ &
STREIBIG, 2005).

Por estes modelos € possivel encontrar a dose responsavel por controlar
50% dos bidtipos (C50) ou a dose que reduz 50% da massa seca de plantas
(GR50), ou ainda, a reducdo da atividade enzimética (150) em 50% (LAMEGO,
2008). O fator de resisténcia (FR) € obtido pela relacdo do C50, GR50 ou 150
entre o gendtipo resistente e 0 suscetivel, expressando quantas vezes que o

genotipo R € mais resistente que o S (HALL et al., 1998).



3 MATERIAL E METODOS

A metodologia sera composta por experimentos relacionados a hipétese e
objetivo, citados no presente trabalho. Cada experimento foi denominado de linha
de estudo (LE). Inicialmente, sera caracterizada o local de origem da resisténcia
aos herbicidas em E. heterophylla. Posteriormente, serdo abordados os
procedimentos realizados com o detalhamento de cada linha de estudo.

O padrao de resisténcia cruzada aos cinco grupos dos hebicidas inibidores
da enzima ALS determinado por meio de curvas de dose-resposta e ensaio
enzimatico in-vivo constituem a LE1. A seguir serdo descritos aspectos genéticos
da resisténcia como a heranca do gene ALS (LE2), citogenética (LE3) e estudos
moleculares (LE4). Também sera relatado o estudo de uma importante
caracteristica de adaptacao ecoldgica que é o estudo da germinacédo de sementes
com diferentes idades (LE5).

Finalizando este trabalho sera discutido a possibilidade da ocorréncia de
resisténcia triplice desta espécie ao herbicida glifosato por meio de estudos de
curvas de dose resposta e por meio de experimentos de translocacao e absorcao

monitorados pelo herbicida glifosato radiomarcado (C**-Glifosato) (LE6).

3.1 Material Vegetal
Os bidtipos resistentes aos herbicidas inibidores da enzima ALS (R ALS),

resistentes aos herbicidas inibidores das enzimas ALS e PROTOX (R ALS/PPO) e
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0s bidtipos suscetiveis (S) foram coletados, respectivamente, em areas de lavoura

de soja pertencentes aos municipios de Pato Branco (26°13'44" Sul de latitude e

52°40'15" Oeste de longitude), Vitorino (26°16'37" S, 52°47'2" O) e Renascenca

(26°09'29" S, 52°58'08" O), todos localizados na regido sudoeste do Parana

(TREZZI et al., 2009) (Figura 1). A confirmacgdo dos bibtipos com resisténcia aos

inibidores da ALS e dos bidtipos com resisténcia multipla aos herbicidas inibidores

da ALS e PROTOX foi documentada, respectivamente, por Trezzi et al. (2005) e

Trezzi et al. (2006).
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FIGURA 1.

Mesorregides do estado do Parana destacando a regido sudoeste
como o local de origem dos bi6tipos de E. heterophylla resistentes aos
inibidores da enzima ALS, com resisténcia multipla aos inibidores da
ALS e PROTOX e a origem do bi6tipo suscetivel. A seta indica a
localizagdo dos municipios de Renascenca, Vitorino e Pato Branco de
onde o material vegetal foi coletado. Porto Alegre-RS, 2013.

3.2 Resisténcia cruzada aos inibidores da ALS (LE1)

A confirmacdo da resisténcia assim como a verificagcdo da ocorréncia de

resisténcia cruzada nos bidtipos suscetivel, resistente a ALS e com resisténcia

multipla foi determinada por meio de experimentos de curvas de dose-resposta

sob o crescimento de plantas e via ensaios enzimaticos in vivo.
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3.2.1 Curvas de dose-resposta aos inibidores da ALS

Os experimentos de curva de dose-resposta foram realizados em casa de
vegetacdo do Laboratério da Flora Ruderal (LaFlor), localizado na Faculdade de
Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto
Alegre-RS e em casa de vegetacdo na University of Arkansas, Fayetteville-AR
(USA).

No Brasil foram conduzidos o0s experimentos para o0s herbicidas
imazetaphyr, nicosulfuron, bispyribac-sodium e cloransulam-methyl sendo estes
representantes dos respectivos grupos quimicos: imidazolinonas (IMI),
sulfoniluréias (SU), pirimidiltiobenzoatos (PTB) e triazolopirimidinas (TP). Nos
EUA foi conduzido o ensaio de curva dose-resposta para o herbicida flucarbazone
sendo este pertencente ao grupo quimico sulfonil-aminocarbonil-triazolinona
(SCT). O motivo da realizacao desta etapa nos EUA € o fato deste herbicida ndo
ser comercializado no Brasil.

No Brasil os experimentos foram conduzidos utilizando vasos com
capacidade volumétrica de 300 mL preenchidos com mistura de solo e areia na
proporcdo 3:1. Uma planta foi estabelecida por vaso. As condicdes de
crescimento foram médias de entre 38/21°C de temperatura do ar e 52% de
umidade relativa. Os vasos foram colocados em bandejas plasticas contendo
agua para manter o solo constantemente irrigado por capilaridade.

O solo foi coletado na Estacdo Experimental Agrondnica da UFRGS
localizada no municipio de Eldorado do Sul-RS (EEA/UFRGS). A coleta foi
realizada em camada de 0 a 10 cm do perfil do solo em area sem contaminacao
com herbicidas. A anélise quimica mostrou que o solo utilizado contém 280 g Kg™

de argilas, 15 g Kg* de matéria organica, fésforo livre superior a 100 mg L™,
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potassio trocavel superior a 400 mg L™, CTC efetiva igual a 15 cmocl™ e pH em
aguaigual a 6,0.

As doses utilizadas foram diferentes entre o bi6tipo S e os bidtipos R ALS e
R ALS/PPO (Tabela 1). Todos os tratamentos herbicidas foram acrescidos de
surfactante, com excessdo do herbicida nicosulfurom. Para imazethapyr
adicionou-se Assist a 0,05% v/v; para bispiribaque-sodico, lharaguen-S a 0,25%
v/v; e para cloransulam-metilico, Dash a 0,2% v/v. As aplicacdes dos herbicidas
foram realizadas com pulverizador pressurizado a CO, munido com bico do tipo
leque com ponta 110.02, aplicando-se volume de calda correspondente a 200 L
ha e pressdo de trabalho de 200 Kpa. No momento da aplicacéo a temperatura
era de 26°C e umidade de 85%. O estadio de desenvolvimento das plantas por
ocasiao da aplicacao era de quatro a seis folhas.

Para o herbicida flucarbazone o experimento foi conduzido utilizando vasos
com capacidade volumétrica de 500 mL preenchidos com mistura comercial de
substrato (“Sunshine mix”) . Uma planta foi mantida por vaso. As condi¢cdes de
crescimento foram médias entre 35/20°C de temperatura do ar e 72% de umidade
relativa. Os vasos foram colocados em bandejas plasticas contendo agua para
manter o solo constantemente irrigado por capilaridade e mantidos em casa de
vegetacao até atingirem o estadio de quatro a seis folhas.

Foram aplicadas nove doses para o biétipo S variando de 0 até 1X a dose
recomendada de flucarbazone (30 g ia.ha™) e nove doses para os biétipos
resistentes variando de 0 até 40X a dose recomendada (Tabela 1). A todos os
tratamentos foi acrescido surfactante ndo-iénico Induce na dose 0,25% v/v. Para
a aplicacdo este herbicida utilizou-se camara de aspersdo equipada com trés
bicos do tipo leque 110.02, com volume de calda correspondente a 187,8 L ha*

(20 GPA).
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TABELA 1. Tratamentos herbicidas utilizados no ensaio de curva de dose-resposta
em bidtipos de E. heterophylla suscetivel (S) e resistentes (R) aos
herbicidas inibidores da ALS e PROTOX. Porto Alegre-RS, 2012;
Fayetteville-AR, 2013.

Herbicidas e grupo quimico

Doses (g i.a. ha™)
Biotipos -==---==--- , gmmmmmmrmmmm—mmnee
P imazethapyr* nicosulfuron® bispyribac® cloransulam®  flucarbazone®
IMI SU PTB TP SCT

0 0 0 0 0

2 12 1 0.8 2

4 2.4 2 16 4

S 8 48 4 3.2 75
16 9.6 8 6.4 15

40 24 25 20 30*

100* 60* 50* 40* 60
120
179

0 0 0 0 0

50 60* 50* 40* 7.5

100* 120 100 80 15

R 300 180 150 120 30*
1000 240 200 160 60
2000 300 250 200 120
4000 360 300 240 179
239
300

*Dose recomendada;

'Vezir 106 SC, Milenia Agrociéncias;

2sanson 40 SC, FMC Quimica do Brasil, Ltda;
*Nominee 400 SC, lhara;

“Pacto 840 WG, Dow Agrosciences;

®Everest 70 WDG, Arysta Lifesciences.

Para todos os tratamentos o delineamento experimental utilizado foi
completamente casualizado, com quatro repeticbes, organizados em esqguema
fatorial hierarquico. Ao fator A foram atribuidos os biotipos de EPHHL (S, R ALS,
R ALS/PPO), ao fator B os herbicidas e ao fator C as doses.

As avaliacBGes de controle para todos os herbicidas foram realizadas aos 7,
14, 21 e 28 dias apos a aplicacéo dos tratamentos (DAT). O método utilizado foi o
visual utilizando escala de notas de zero a 100% conforme o nivel de injaria
ocasionado pelo herbicida as plantas. A nota zero equivale a auséncia de injurias
enquanto a nota 100% equivale a morte da planta. Aos 28 DAT a parte aérea das
plantas foi coletada e colocada para secar em estufa de ventilacdo forcada a 60°C
por 72h, quando a massa seca da parte aérea (MSPA) das plantas foi

determinada.
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3.2.2 Ensaio enzimatico ‘in vivo’

Foram realizados ensaios enzimaticos in vivo para o0s herbicidas
imazethapyr, chlorimuron-ethyl, pyrithiobac-sodium e cloransulam-methyl sendo
estes respectivos representantes dos grupos quimicos IMI, SU, PTB e TP. O
herbicida flucarbazone (SCT) foi excluido deste experimento devido aos
resultados observados no experimento de curva de dose-resposta.

Estes experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao na University
of Arkansas, Fayetteville-AR (USA).

Nestes experimentos realizou-se a mesma abordagem experimental citada
anteriormente nos ensaios de curva dose-resposta sobre o crescimento de
plantas até a etapa de aplicacdo dos herbicidas. Como € um ensaio enzimatico in
Vivo é necessario anteriormente ao protocolo de extracdo da enzima a aplicacao
dos herbicidas sob diferentes niveis de doses.

Similarmente, os experimentos foram conduzidos utilizando vasos com
capacidade volumétrica de 500 mL preenchidos com mistura comercial de
substrato (“Sunshine mix”) . Uma planta foi mantida por vaso. As condi¢des de
crescimento foram maxima e minima de 35/11°C e médias de 24°C de
temperatura do ar e 84% de umidade relativa. Os vasos foram colocados em
bandejas plasticas contendo agua para manter o solo constantemente irrigado por
capilaridade e mantidos em casa de vegetacdo até atingirem o estadio de quatro
a seis folhas.

As doses utilizadas foram diferentes entre o biotipo S e os biétipos R ALS e
R ALS/PPO (Tabela 2). Todos os tratamentos herbicidas foram acrescidos do
surfactante ndo iénico induce a 0,25% v/v. Para a aplicacdo dos herbicidas

utilizou-se camara de aspersdo equipada com trés bicos do tipo leque 110.02,
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com volume de calda correspondente a 187,8 L ha™ (20 GPA). Foi realizada a

aplicacao de um herbicida a cada dia.

TABELA 2. Tratamentos herbicidas utilizados no ensaio enziméatico em bi6tipos de E.
heterophylla suscetivel (S) e resistentes (R) aos herbicidas inibidores da
ALS e PROTOX. Fayetteville-AR, 2013.

Herbicidas e grupo quimico

Doses (g i.a. ha™)
Biotipos imazethapyr* chlorimuron® pyrithiobac® cloransulam®
IMI SuU PTB TP
0 0 0 0
05 0,01 0,7 0,15
2,5 0,1 35 0,75
S 5 0,5 7 1,5
25 1 35 75
50 10 70 15
100 20 140* 30
0 0 0 0
25 1 70 15
50 5 140 30
R 100* 10 350 60
250 50 700 120
500 100 3500 750
5000 1000 7000 1500

*Dose recomendada;

"Newpath 22,87% SC (solugéo concentrada), Basf;

2Classic 25% DF (granulos dispersiveis), DuPont;

3staple 85% SC (solug&o concentrada), DuPont;

*First Rate 84% WDG (granulos dispersiveis em agua), Dow Agrosciences.

Para todos os tratamentos o delineamento experimental utilizado foi
completamente casualizado, com quatro repeticdes, organizados em esquema
fatorial hierarquico. Os experimentos foram repetidos duas vezes.

O protocolo utilizado tem por base a inibicdo da enzima cetoacido
reductoisomerase (KARI) (adaptado de GERWICK et al. 1993 e LAMEGO et al.
2009b). A enzima KARI catalisa a reacao posterior a da enzima ALS na rota de
sintese dos aminoacidos de cadeia ramificada (Figura 2). O acido ciclopropano
dicarboxilico (CPCA) atua como inibidor de KARI levando ao acumulo de
acetolactato que sofre descarboxilacdo e forma acetoina. A acetoina reage com
creatina e naphtol formando uma coloragéo rosada. Por este motivo este método

também é chamado de método colorimétrico.
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FIGURA 2. Rota de sintese simplificada dos aminoacidos de cadeia ramificada
valina, leucina e isoleucina. A inibicdo de KARI pelo CPCA leva ao
acumulo de acetolactato que sofre descarboxilacédo e se transforma em
acetoina. A acetoina reage com creatina e naphtol formando uma
coloracdo rosada indicando a atividade enzimatica da ALS. KARI:
cetoacido reductoisomerase; CPCA: acido ciclopropano dicarboxilico;
ALS: acetolactato sintase. Porto Alegre-RS, 2013.

O CPCA foi aplicado trés horas apés a aplicacdo dos herbicidas. Testes
preliminares foram realizados visando determinar o periodo mais adequado de
tempo entre a inibicdo pelo CPCA até a extracdo enzimatica. Niveis superiores de
acetoina foram obtidos com o tempo de 48 horas apds o tratamento (HAT) com
CPCA. Deste modo, a atividade da enzima ALS foi avaliada 51 horas apés a
aplicacdo dos herbicidas através da quantificacdo de acetoina acumulada.

Passados 48 HAT com CPCA as plantas foram conduzidas ao
laboratorio para a extracdo protéica. Foram utilizados 0,8 g de tecido vegetal
jovem sendo este imediatamente macerado em N liquido apos o corte. Apos a
maceracdo com o material ndo completamente congelado (descansar 1 min na
bancada) foi adicionado 10 mL da solucdo 0,25% v/v do surfactante ndo-iénico
Triton. Essa solucdo foi homogeineizada com o auxilio de um pistilo e apés

ocorreu a filtragem do homogeneizado. Essa etapa foi realizada com o auxilio de

bomba a vacuo utilizando o filtro GF/C (Whatman). Aproximadamente 3 mL do
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filtrado foi colocado em tubo falcon de 15 mL e acondicionado em gelo. Essa
etapa pode ficar overnight desde que mantido em ultrafreezer (-60°C).

AplGs etapa de obtencdo do extrato protéico foi realizada a etapa de
reacdo enzimatica propriamente dita. Para isto foi adicionado 150 pL de H,SO4
6N nos tubos falcons contendo o extrato e agitado com vortex. O acido sulfarico
tem a funcdo de descarboxilar o acetolactato em acetoina. A mistura foi entdo
incubada durante 30 min a 60°C em banho-maria. Durante esse periodo de
descarboxilacdo procedeu-se o preparo da solucdo colorimétrica contendo 2 mg
mL™ de creatina e 20 mg mL™ de B-naphtol diluidos em NaOH 25M. Ap6s 30 min
de incubacdo 1 mL desta solucédo foi adicionada a mistura e agitada no vortex e
voltou a incubacdo por mais 1 hora para o desenvolvimento da cor. Em seguida
os tubos foram centrifugados a 13.000 g por 5 min. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo. Apos resfriar em temperatura ambiente a absorbancia foi
determinada em espectofotémetro (NanoDrop 2000 Thermo Scientific) a 530 nm.
O resumo da metodologia utilizada pode ser observada na Figura 3. Os dados

foram expressos como porcentagem das plantas ndo tratadas com herbicidas.

LABORATORIO |—> [ Maceragao e obtengao
extrato protéico

V

| Reacao de descarboxilagao |

| Reagao colorimétrica |

9 v
- (—{ Leitura acetoina |

oee

FIGURA 3. Resumo das etapas do protocolo de extragdo da enzima ALS in vivo
por meio do método colorimétrico (adaptado de Gerwick et al. 1993 e
Lamego et al. 2009b). Porto Alegre-RS, 2013.

Aplicacao
do CPCA
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3.2.3 Analise estatistica

Ambos experimentos enziméticos e curvas de dose-resposta sobre o
crescimento de plantas foram realizados em replicatas. Deste modo, ndo havendo
interacdo entre os tratamentos herbicidas e experimentos, os dados foram
agrupados e analisados como um Unico experimento.

Os dados foram analisados quanto & homocedasticidade, sendo que na
variavel MSPA foi necessério a transformacao dos dados para porcentagem em
relacdo a testemunha ndo tratada. Para a variavel atividade enzimatica (l) os
dados também foram expressos como porcentagem das plantas nao tratadas com
herbicidas.

Na variavel controle os dados foram transformados utilizando (100 -
controle). Neste caso esta transformacdo foi necessaria para estimar valores
precisos de Csp (equivale ao parametro Xaso da equagdo 1), uma vez que a
assintota maxima para os bidtipos sera sempre 100%.

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada através do teste F, adotando-
se como limites de aceitacdo de significancia o nivel de 5% de probabilidade,
tanto para efeitos individuais dos fatores quanto para a interacdo. A ANOVA foi
realizada através do programa SAS (SAS, 1989).

As médias dos tratamentos entre os diferentes bidtipos foram comparadas
aplicando-se o teste da diferenca minima significativa (DMS) enquanto as médias
dos tratamentos de um mesmo bi6tipo foram comparadas pelo desvio padrao da
amostra (SE com n=4). Os dados foram ajustados pela equacado logistica de

guatro ou trés parametros, através do programa Sigma Plot 11.0:

_ a _ a
}"—}"nr;|+—}iLr ou ¥ =

—% Equacio 1.
b b
1+ (Xam} 1+ (Xam}
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onde: Y= variavel dependente (controle, MSPA, atividade enzimética); X= variavel
independente (dose do herbicida); a= assintota maxima; YO=assintota minima; b=
declividade da curva; e Xaso= dose herbicida responsavel por reduzir a variavel
dependente ao nivel correspondente a 50% do valor da assintota de maxima (a).
Assim, foi possivel calcular pela equacéo o valor da dose responséavel por reduzir
50% do controle (Csp), reduzir 50% a MSPA (GRsp) e reduzir em 50% a atividade
da enzima ALS (Iso). O fator de resisténcia (FR) foi calculado através da razdo
entre o0 Csp, GRsp € Iso do resistente (R) pelo suscetivel (S) (CsoR/CsoS,

GR50R/G Rsos e |50R/|508).

3.3 Heranca do gene ALS (LE2)

A descricdo do material vegetal bem como a origem do mesmo esta
descrita detalhadamente no item 3.1 da descricdo dos material e métodos desta
tese. Na metodologia da LE2 serdo apresentados os procedimentos para a
geracao dos parentais homozigotos bem como o detalhamento dos cruzamentos
realizados para a obtencdo das geracdes F1 e F2. Adicionalmente sera relatado
como foi feito o estudo da segregacao fenotipica com vistas a determinacédo da
origem da resisténcia e o estudo da heranca e dos niveis de resisténcia por meio
de curvas dose-resposta.

3.3.1 Geracéao dos parentais homozigotos

A obtencédo de parentais homozigotos foi realizada de acordo com Vargas
et al. (2001). Para a obtencdo dos parentais homozigotos foram realizadas
autopolinizacdes tanto nos biétipos R ALS e R ALS/PPO, quanto no biétipo S.
Inicialmente foram realizadas autopolinizacdes em aproximadamente 300 plantas

por biétipo totalizando uma média de 1200 plantas autofecundadas.
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As sementes produzidas de cada planta autopolinizada foram colhidas e
armazenadas separadamente em geladeira (4°C) para a quebra de dorméncia.
Para testar a homozigose foram semeadas 15 sementes de cada planta
autopolinizada em vasos com capacidade volumétrica de 300 mL preenchidos
com mistura de solo e areia na propor¢éao 3:1. Quando atingiram o estadio de 4-6
folnas aplicou-se o herbicida imazethapyr na dose equivalente a 2X a
recomendada (200 g i.a. ha™) (Figura 4). Os parentais onde ocorreu morte de pelo
menos uma das 15 plantas testadas foram descartados, sendo selecionados
como parentais resistentes homozigotos apenas aqueles onde ocorreu a
sobrevivéncia das 15 plantas testadas. Os parentais suscetiveis homozigotos

foram selecionados onde ocorreu 100% de controle das plantas testadas.

Imazethapyr
(200 g i.a. ha™)

Teste em 15 plantas oriundas de cada parental autofecundado

FIGURA 4. Geracdo dos parentais para 0s cruzamentos. A selecdo de parentais
homozigotos resistentes ocorreu quando 100% das plantas
autofecundadas sobreviveram e os parentais homozigotos suscetiveis
foram obtidos quando houve 100% de morte das plantas. Porto Alegre-
RS, 2010.

3.3.2 Cruzamentos genéticos para obtencéo Fle F2
Os cruzamentos foram realizados conforme metodologia proposta por
Vargas et al. (1999). A polinizacao entre os biétipos foi realizada de forma manual

(Figura 5).
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-
Remocgao das anteras ¢  Manualmente o pélendoR é Desenvolvimento
nectario deixando colocado sob o estigma do S. da semente.

apenas o estigma.

FIGURA 5. Esquema mostrando o procedimento de polinizacdo manual utilizado
nos cruzamentos para a obtencdo da geracdo F1. Porto Alegre-RS,
2011.
Foram realizados os seguintes cruzamentos: S x JR ALS e 2S x 4R

ALS/PPO. As sementes de F1 foram semeadas em vasos e as plantas originadas

destas sementes foram autofecundadas para ontencéo da F2 (Figura 6).

P: $Sx ARALS P: 2S x YR ALS/PPO
|
F1 (RALS) F1 (R ALS/PPO)
X
F2 (RALS) F2 (RALS/PPO)

FIGURA 6. Esquema dos cruzamentos realizados para a obtencdo das geracbes
F1 e F2. Porto Alegre-RS, 2011.

3.3.3 Analise da segregacdao fenotipica

Para a analise da segregacao fenotipica da resisténcia aos herbicidas
inibidores da enzima ALS as sementes F1, F2 e dos parentais foram semeadas
em bandejas grandes (8 x 31 x 50 cm) preenchidas da mistura de solo e areia ha
proporcao 3:1; quando atingiram o estadio de 4-6 folhas aplicou-se o herbicida
imazethapyr (200 g i.a. ha™). Avaliou-se a sua reacéo ao herbicida quanto a morte
ou sobrevivéncia caracterizando as classes obtidas R e S, respectivamente. A

frequéncia das classes foram testadas pelo teste do qui-quadrado.
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A origem da resisténcia (nuclear ou mitocondrial) aos inibidores da ALS
nesses biotipos foi verificada através da andlise dos resultados da segregacao
fenotipica observada em relacdo a esperada. A probabilidade significativa dos
valores obtidos superiores a 90% indica que a heranca segue o padréo
mendeliano de segregacdo. Desta forma, a heranca € determinada como nuclear
e 0 numero de genes envolvidos também pode ser determinado.

3.3.4 Determinacgdo da heranca e nivel de resisténcia

Para a determinacdo da heranca foram realizados ensaios de curvas de
dose-resposta sobre o crescimento de planta. Os experimentos foram conduzidos
na casa de vegetacdo do Laboratério da Flora Ruderal (LaFlor), localizado na
Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), em Porto Alegre-RS.

Foram utilizados vasos com capacidade volumétrica de 300 mL
preenchidos com mistura de solo e areia na proporcdo 3:1. Uma planta foi
estabelecida por vaso. As condicbes de crescimento foram 38/21°C de
temperatura do ar e 52% de umidade realativa do ar. Os vasos foram colocados
em bandejas plasticas contendo agua para manter o solo constantemente irrigado
por capilaridade.

Os tratamentos foram dispostos em delineamento experimental
completamente casualizado, com quatro repeti¢cdes, organizados num esquema
fatorial hierarquico. Ao fator A foram atribuidos os biétipos parentais (S, R ALS, R
ALS/PPO) e a progénie F1 (?S x dR ALS; 2S x JR ALS/PPO) , ao fator B as
doses do herbicida imazetaphyr (S: 0, 2, 4, 8, 16, 40 e 100 g i.a. ha™; R e F1: 0,
50, 100, 300, 1000, 2000 e 4000 g i.a. ha™). Todos os tratamentos herbicidas
adicionou-se Assist a 0,05% v/v. As aplicacdes dos herbicidas foram realizadas

com pulverizador pressurizado a CO, munido com bico do tipo leque com ponta
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110.02, aplicando-se volume de calda correspondente a 200 L ha™ e presséo de
trabalho de 200 Kpa. No momento da aplicacdo a temperatura era de 26°C e
umidade de 85%. O estadio de desenvolvimento das plantas por ocasido da
aplicacao era de 4-6 folhas.

Avaliagcbes de controle foram realizadas aos 7, 14, 21 e 28 dias apds a
aplicacdo dos tratamentos (DAT). O método utilizado foi o visual utilizando escala
de notas de zero a 100% conforme o nivel de injuria ocasionado pelo herbicida as
plantas. A nota zero equivale a auséncia de injarias enquanto a nota 100%
equivale a morte da planta. Aos 28 DAT a parte aérea das plantas foi coletada e
colocada para secar em estufa de ventilacdo forcada a 60°C por 72h, quando a
massa seca da parte aérea (MSPA) das plantas foi determinada.

O tipo de heranca (dominante ou semidominante) foi determinado de
acordo com a analise dos fatores de resisténcia obtidos com as curvas dose-
reposta. A comparacdo entre os Xa50 dos parentais e seus respectivos F1 é

fundamental na determinacéo da heranca desse carater.

3.4 Citogenética (LE3)

Assim como na LE2 o material vegetal utilizado para o estudo da
citogenética de E. heterophylla esta descrito anteriormente (item 3.1).

Na LE3 serd reportado os procedimentos experimentais utilizados na
determinacdo do numero cromossdmico somatico e do cariétipo; e na analise do
comportamento meiético e na viabilidade de graos de polen.

Estes experimentos foram conduzidos no Laboratério de Citogenética da

Faculdade de Agronomia da UFRGS, durante os anos de 2010 e 2011.
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3.4.1 Determinagdo numero cromossdmico e descri¢cdo cariotipo

A determinagd@o do numero cromossémico somatico foi efetuada através da
contagem de cromossomos em células somaticas de ponta de raiz. A andlise
destes cromossomos também permitiu realizar a descricdo do cari6tipo da
espécie.

Sementes dos bidtipos R e S foram colocadas para germinar apos
tratamento de desinfeccdo com hipoclorito de sodio (10%), em placas de petri.
Estas foram mantidas em temperatura ambiente até a germinacdo. Quando as
raizes atingiram 0,5 cm de comprimento foi realizada a coleta para a preparacao

das laminas (Figura 7).

FIGURA 7. Germinagdo de E. heterophylla em placas de petri com papel filtro
utilizadas na determinacdo do ndimero cromossdmico somatico e na
descricdo do carittipo. Porto Alegre-RS, 2010.

Apés a coleta das raizes estas foram submetidas ao pré-tratamento com
solucdo de paradiclorobenzeno (PDB) por 18-20h a 4°C, fixadas em solucdo 3:1
(etanol-acido acético) por 12-24h e estocadas em alcool 70% em -20°C.

As laminas foram preparadas com hidrélise das raizes em HCI| 1N a 60°C
por dez minutos, coradas com Feulgen (24h), pré-tratadas com pectinase (2%),
esmagadas em carmim propidnico (2%) e, posteriormente, lamina e laminula
foram seladas com breu. Foram analisadas cinco plantas de cada bidtipo (R
ALS/PPO, R ALS e S) e em cada lamina foram analisadas aproximadamente 50

células com bom espalhamento dos cromossomos.
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3.4.2 Anélise do comportamento meidtico e viabilidade do pdlen
Para a analise do comportamento meidtico e viabilidade dos grdos de
polen, foram coletadas flores em diversos estadios de desenvolvimento de plantas
j estabelecidas em casa-de-vegetacdo do Departamento de Plantas de Lavoura

da UFRGS no ano de 2011 (Figura 8).

FIGURA 8. Inflorescéncia de E. heterophylla usada na determinacdo do
comportamento meidético e na andlise da viabilidade de graos de pdlen.
A) Vista com lupa anterior ao processo de fixacdo; B) Vista com lupa
posterior ao processo de fixacdo. Porto Alegre-RS, 2011.

As flores foram coletadas e fixadas em solucdo de alcool e acido acético na
proporcao 3:1. O material foi mantido em temperatura ambiente por 24 horas,
posteriormente transferido para alcool 70% e armazenado em -20°C para o
preparo das laminas.

Para as andlises, as laminas foram preparadas com todas as anteras de
cada flor, as quais foram separadas, cortadas e maceradas com bastdo de vidro,
sendo retirado da lamina o excesso de tecido vegetal, sobre a qual foi adicionada
uma gota do corante carmim propidnico (2%). Posteriormente, adicionou-se uma
laminula sobre a lamina e esta foi pressionada com a extremidade mais larga de
uma agulha histologica para obter um bom espalhamento das células. Depois de
confeccionadas, as laminas foram seladas com luto (breu e cera de abelha, na

proporcdo de 3:1), identificadas e observadas em microscopio ou colocadas em

caixas e armazenadas em geladeira para avaliacdo no dia seguinte.
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Para o estudo do comportamento meiotico, foram analisadas todas as
células meidticas observadas e em todas as fases da meiose | e meiose Il. As
células que apresentavam todos 0os cromossomos em associagfes bivalentes e
sem retardatarios foram consideradas normais e as que apresentavam
cromossomos univalentes, trivalentes, quadrivalentes, associacfes multiplas,
retardatarios e pontes cromossémicas foram consideradas como irregulares.

A andlise da viabilidade dos grdos de pdlen foi conduzida com botdes
florais bem desenvolvidos, mas ainda fechados. Para cada bidtipo foram
analisadas cinco laminas, contando todos os graos por lamina. Os grédos de polen
viaveis foram classificados em diferentes graus de coloracéo: bem corados (BC),
pouco corados (PC) e nao corados (NC). Os graos foram considerados inviaveis

guando vazios, sendo a viabilidade estimada em porcentagem.

3.5 Estudos moleculares (LE4)

Na LE4 serdo descritos os procedimentos realizados na tentativa de isolar
0 gene als de E. heterophylla. Estes experimentos foram conduzidos durante os
anos de 2012 e 2013, no Laboratorio de Biologia Molecular da University of
Arkansas, Arkansas-EUA.

Esta etapa do trabalho foi dividida em trés partes de acordo com a
evolucdo no desenho dos primers utilizados. Na primeira e segunda tentativa,
optou-se pela utilizacdo de DNA como material gendmico para as reacdes de
PCR.

Na terceira etapa os primers desenhados foram utilizados em reacdes de
PCR que utilizaram RNA ao invés de DNA e uma Taq polimerase inativa a
temperaturas ambientes e ativada apenas com a elevagao da temperatura (Taq

Hotstart-Invitrogen).
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3.5.1 Extracao do material genémico

O material vegetal utilizado na extragdo do DNA foi aproximadamente
150 mg de tecido foliar jovem dos biétipos S, R ALS e R ALS/PPO.
Imediatamente apds a coleta, o material foi macerado em N liquido. A extracao
de DNA foi realizada conforme protocolo adaptado de Murray e Thompson (1980).
A concentracdo em nanogramas por microlitro (ng pL™) das amostras de DNA
foram obtidas pela quantificacdo em Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

Para a extracdo de RNA o mesmo material vegetal foi utilizado, porém para
a coleta foi necessério limpar todos os instrumentos bem como a superficie de
trabalho com alcool 70% e RNaseZap (Spyglass). Imediatamente apos a coleta o
material foi congelado em N3 liquido. Previamente a realizacdo do protocolo para
a extracdo de RNA foram realizados os procedimentos de descontaminagcédo de
RNases do material com agua DEPC (dietilpirocarbonato) e autoclavagem. Estes
procedimentos foram realizados de forma a diminuir a contaminagcdo com RNAses
das solucdes, equipamentos, vidrarias e reagentes. O RNA foi extraido utilizando
o PureLink® RNA Mini Kit (Ambion by Life Thecnologies).

Imediatamente ap0ds a extracdo o RNA foi limpo e concentrado utilizando o
kit RNA Clean & Concentrator™ (Zymo Research). Em seguida foi realizada a
sintese de cDNA utilizando o kit GoScript Reverse Transcription System
(Promega). Apoés a sintese o cDNA foi quantificado em Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific).

3.5.2 Desenho dos primers

O gene als € composto por cinco dominios altamente conservados onde
foram identificadas as mutacBes responsaveis pela resisténcia aos herbicidas
(HAN et al., 2012). A primeira regido do gene (sentido 5’ 3’) € denominada CAD

(regido 1), seguida pela regido intermediaria F (regido 2) e na regido terminal do
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gene localizam-se os dominios B e E (regido 3) (TRANEL et al., 2011). Os primers
foram desenhados de forma a amplificarem todos os dominios do gene. Assim,
primers sobrepostos foram desenhados utilizando as ferramentas Sequencher
(versao 4.8) e o programa Oligo Analyzer 3.1 (IDT, Integrated DNA Technologies,
http://www.idtdna.com). Todos o0s primers utilizados neste trabalho foram
sintetizados pela IDT.

A espécie E. heterophylla ndo possui seu genoma sequenciado e ndo ha
dados na literatura e nem em bancos de dados genéticos a respeito do seu
genoma. Por este motivo, abordagens utilizando diferentes espécies foram
utilizadas no desenho dos primers para tentar isolar o gene als nesta espécie. Em
todas as etapas as sequéncias nucleotidicas do gene als foram alinhadas
utilizando o programa Sequencher (versdo 4.8) ou pelo programa ClustalW
(EMBL-EBI, European Bioinformatics Institute, http://www.ebi.ac.uk/clustalw).

Na primeira etapa os primers foram desenhados com base em sequéncias
do gene als de 10 diferentes espécies dicotiledoneas. As seguintes espécies e
respectivos niumeros de acesso no GenBank (National Center of Biotechnology
Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) foram utilizadas no alinhamento:
Arabidopsis thaliana (AY042819), Amaranthus powelli (AF363370), Amaranthus
retroflexus (AF363369), Amaranthus tuberculatus (EF157820), Bassia scoparia
(EU517465), Medicago trunculata (XM003602758), Glycine max (FJ581423),
Brassica napus (M600668), Salsola tragus (GU271180) e Bidens pilosa
(AJ514934). Estas espécies representam diversas familias de plantas onde o

gene ALS foi sequenciado. Foram selecionados um total de 9 primers (Tabela 3).
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TABELA 3. Sequéncias nucleotidicas dos primers regulares e degenerados utilizados
para isolar astrés regides conservadas do gene als em E. heterophylla.
Fayetteville-AR, 2012 e 2013.

Primers Sequéncia (5>3’) Tm (°C) GC (%) Fragmento (pb) Regido
1FW ALS AAACCTAAACCTCCGCTCCG 60,04 55 747 CADeF
1RV ALS ACTTCAAGCAACCACCACCA 60,03 50
3 FW ALS ATCCTGATGCGGTTGTTGGT 59,96 50 395 BE
3 RVALS ACGATCACATCAAGCAGCCA 60,04 50
5 FW ALS GAAAGCCCCCAACCCCATTA 59,96 55 556 CAD
5RVALS CTACTGGACGCGTTGGAGTT 60,04 55
7 FW ALS TACAAACTCCAACGCGTCCA 59,90 50 732 CADeF
7 RV ALS GCAAGACCGGATGACGAGAT 59,90 55
2 FW ALS TGGTGGTGGTTGCTTGAAGT 60,03 50 890 BEeF
8 RVALS AGCTATCTGCGAACCGCATT 60,18 50
1 deg FW ALS MWACSTVMABCKCYKCTYCK
1deg RV ALS AVYTCMADYAWCCABCACMR
3 deg FW ALS VBVYYGRWGCDRBWGTYGSK
3deg RV ALS ACRATYABWKSMADSWDVYA Mesmas caracteristicas dos respectivos primer regulares acima
7 FW ALS TACAAACTCCAACGCGTCCA ’

7 deg RV ALS GCDARDCCVGMTRW SDAVRW
2 deg FW ALS YKGTGVTGGWTRHTKGARBT
8 deg RV ALS RGVTANSWRYRWRYHBBRWK

Tm: Temperatura de anelamento; GC: Contetido de guanina e citosina em porcentagem; pb: Pares de bases.

Os primers utilizados na primeira etapa foram desenhados de forma

sobreposta com vistas a amplificar todas as regidoes do gene als (Figura 9).

Sequéncia consenso

1FW_ ARV
i N 3FW, 3RV
5 FW 5RV T
AL <=
7FW,_ _TRV
- - 2FW,_ _8RV
Cd )

FIGURA 9. Representacdo esquematica do gene als e primers utilizados para a
sua amplificacdo. Os primers estdo descritos na Tabela 3. Fayetteville-
AR, 2012 e 2013.

Na segunda etapa os primers foram desenhados com base na sequéncias
do gene als de Arabidopsis thaliana (AY042819) e de duas espécies pertencentes
a familia euphorbiaceae Ricinus communis (XM002529773) e Manihot esculenta
(JGI, Joint Genome Institute, http://www.phytozome.net). Nesta etapa o
alinhamento, em ClustalW, foi realizado com a sequéncia de aminoacidos ao
invés da nucleotidica. Deste modo foi possivel encontrar regiées do gene com

maior similaridade. Em seguida as sequéncias destas regifes foram traduzidas
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em bases para a geragdo da sequéncia consenso para ser entdo utilizada no

programa Oligo Analyzer 3.1 no desenho dos primers (Tabela 4).

TABELA 4. Sequéncias nucleotidicas dos primers regulares desenhados a partir de
espécies da familia euphorbiaceae utilizados para isolar as trés regides
conservadas do gene als em E. heterophylla. Fayetteville-AR, 2012 e

2013.

Primers Sequéncia (5'>3’) Tm (°C) GC (%) Fragmento (pb) Regido
CAD ALS FW GAATTCTGAGCCACGCGTTC 59,90 55 575 CADeF
CAD ALS RV TCTGCCAAGCCACTTACGAG 60,04 55
FALS FW CATGAGCAAGGTGGGGTCTT 59,96 55 717 F
F ALS RV CTTGCCTGTCACCCTGTCAT 59,96 55
BE ALS FW ATGACAGGGTGACAGGCAAG 59,96 55 414 BEeF
BE ALS RV TAGCCCCTAATCCCCCTGAC 60,10 60

Tm: Temperatura de anelamento;
GC: Contetdo de guanina e citosina em porcentagem;
pb: Pares de bases.

Os primers da segunda etapa também foram desenhados de forma

sobreposta com vistas a amplificar todas as regides do gene als (Figura 10).

Sequéncia consenso

CAD ALS FW_ _CAD ALS RV
” -~

FALS FW_ _FALS RV
L -

BEALS FW _BEALS RV
L .-

FIGURA 10. Representacdo esquematica do gene als e primers utilizados na
segunda etapa para a sua amplificagdo. Os primers estdo descritos na
Tabela 4. Fayetteville-AR, 2012 e 2013.

Nas etapas 1 e 2 as reacfes de PCR (reacdo da polimerase em cadeia)
foram conduzidas em um volume final de 15 pL de reacdo composta da mistura
de 0,5 X de PCR Taq buffer (Promega), MgCl, (1,5 mM), dNTPs (200 uM), cada
primer forward e reverse (0,6 uM), 1 U de Tag DNA polimerase (Promega), 50 ng

de DNA gendmico e agua miliQ para completar o volume final. A amplificacéo foi
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realizada em termociclador MJ Research-PTC100 utilizando o seguinte ciclo: 3
min a 94°C para a desnaturagdo inicial do DNA, seguidos por 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 1 min, 55°C por 1 min para o anelamento dos primers e
1,5 min a 72°C de elongagéo da fita de DNA. Finalizando a amplificagdo as
amostras foram submetidas por mais 10 min de elongagéo final a 72°C.

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 1,5%
corados com brometo de etideo (10 mg mL™) usando ladder de 50 ou 1000 pb
(Promega) como referéncia e em seguida fotografados com auxilio do programa
KODAK DIGITAL SCIENCE 1D. Os produtos de PCR foram purificados utilizando
0 Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) e encaminhados para o
sequenciamento no DNA Resource Center of the University of Arkansas, EUA,
utilizando o sequenciador ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Na terceira etapa os primers foram desenhados com base nas sequéncias
de aminoacidos da mesma forma como descrito na abordagem utilizada na
segunda etapa. Entretanto foram utilizadas espécies diferentes das citadas
anteriormente. As sequéncias do gene als foram: Gossypum hirsutum (Z46960),
Ricinus communis (XM002529773), Amaranthus tuberculatus (EF157819),
Helianthus anus (AY541455), Conyza canadensis (HM067014) e Bidens
subalternans (EU622538). As sequéncias foram alinhadas com o auxilio do
ClustalW e os primers foram desenhados manualmente de acordo com as regifes
conservadas observadas no alinhamento. A ocorréncia de dimeros, formacéo de
hairpin e hetero-dimeros foi verificada pelo programa Oligo Analyzer (verséo 3.1).
Os primers desenhados na terceira etapa (Tabela 5) amplificam apenas as

regides 1 e 2 do gene (Figura 11).
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TABELA 5. Sequéncias nucleotidicas de um primer regular e dois degenerados
utilizados para isolar as regibes CAD e F do gene als em E.
heterophylla. Fayetteville-AR, 2013.

Primers Sequéncia (5>3’) Tm (°C) GC (%) Fragmento (pb) Regido
ALS 1FW HATGGAGATYCACCARGC 522 52 758 CAD e F
ALS 1RV TCATCAAAYCKNACMCCAAA 52 40
ALS 2FW CCDGTTTTNTATGTNGGDGGTGG 57 51 223 CAD
ALS 2RV TCATCAAAYCKNACMCCAAANGC 57 46
ALS 3FW TCCTTGGAGATCCACCAAGCTC 59 55 169 CAD
ALS 3RV AACCGCTGACGAGATTGGTGGC 62 59

Tm: Temperatura de anelamento;
GC: Contetdo de guanina e citosina em porcentagem;
pb: Pares de bases.

ALS 1FW> <ALS 1RV

ALS 2FW, ALS 2RV
— e —

ALS 3FW ALS 3RV

FIGURA 11. Representacdo esquematica do gene ALS e primers utlizados na
terceira etapa para a sua amplificacdo. Os primers estdo descritos na
Tabela 4. Fayetteville-AR, 2012 e 2013.

Na terceira etapa a enzima Taq polimerase HotStart (Qiagen) foi utilizada
para a amplificacdo das regides do gene ALS. As reacOes foram conduzidas em
um volume final de 25 pL da mistura de 1 X PCR Taq buffer, Q-solution 1 X,
MgCl; (0,5 mM), dNTPs (200 uM), cada primer forward e reverse (0,5 uM), 2,5 U
de Taq Hotstart (Invitrogen), 50 ng de DNA gendmico e agua miliQ para completar
o volume final. A amplificacdo foi realizada em termociclador MJ Research-
PTC100 utilizando o seguinte ciclo: 15 min de incubacéo a 95°C, seguidos por 30
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 min, 63°C por 1 min para o anelamento dos
primers e 1,5 min a 72°C de elongacéao da fita de DNA. Finalizando a amplificacdo

as amostras foram submetidas por mais 10 min de elongagéo final a 72°C. A
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visualizacdo dos produtos amplificados bem a purificagdo e sequenciamento foi

realizada da mesmo forma como descrito anteriormente para as etapas 1 e 2.

3.6 Germinabilidade em E. heterophylla (LE5)

As sementes dos bidtipos R ALS, R ALS/PPO e as sementes dos biotipo S
possuem a mesma origem descrita no item 3.1. E importante destacar que as
sementes foram armazenadas em geladeira. A confirmag¢do dos bidtipos com
resisténcia aos inibidores da ALS e dos biétipos com resisténcia multipla aos
inibidores da ALS e PROTOX foi documentada, respectivamente, por Trezzi et al.
(2005) e Trezzi et al. (2006). As sementes utilizadas apresentaram duas idades
distintas: sementes com 2 meses de idade e sementes com 12 meses de idade.

Os experimentos de germinacdo foram conduzidos durante os anos de
2010 e 2011 no laboratério de biotecnologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). Cada ano constituiu uma replicata de cada experimento,
totalizando desta forma duas replicatas experimentais. Placas de petri com 6 cm
de diametro foram utilizadas e dispostas em camaras de crescimento sob
temperatura e luminosidade controladas. As temperaturas analisadas foram: 16,
20, 26 e 32°C; a as condi¢des de luminosidade foram 12 horas de fotoperidédo.
Em cada placa de petri foram acondicionadas 25 sementes de cada biotipo (S, R
ALS e R ALS/PPO) (Figura 12). Cada placa de petri constituiu uma unidade
experimental. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
guatro repeticdes totalizando 12 unidades experimentais por idade de sementes e

por temperatura.
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FIGURA 12. Preparacao das unidades experimentais para a analise da germinacao
de sementes de E. heterophylla resistentes e suscetivel aos herbicidas
inibidores da ALS. Porto Alegre-RS, 2010.

As avaliacdes ocorreram todos os dias durante as duas semanas de
incubacdo. Avaliou-se 0 niumero de sementes germinadas por placa de petri.
Consideravam-se germinadas sementes que apresentavam o coledptilo com mais

de 3 mm de comprimento (Figura 13).

FIGURA 13. Estadio de desenvolvimento da semente considerado na contagem de
sementes germinadas. Porto Alegre-RS, 2010.

Os resultados foram analisados quanto a homocedasticidade, e,
posteriormente, submetidos a ANOVA adotando-se como limites de aceitagéo de
significancia o nivel de 5% de probabilidade (p>0,05), tanto para efeitos
individuais dos fatores quanto para a interacdo. A ANOVA foi realizada através do

programa SAS (SAS, 1989). Quando houve significancia para o teste F, os dados
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foram ajustados ao modelo logistico de trés parametros (SEEFELDT et al., 1995),

utilizando-se a equacéao:

a
¥Y=¥0+ —% Equacio 2.

onde, Y = germinacdo acumulada (%); YO = minimo (Y) germinacao obtido; a =
maximo (Y) germinacao obtido; X = datas de avaliagdo; X0 = data correspondente
a 50% de germinacéo; b = parametro do modelo que descreve a declividade da
curva.

O tempo médio de germinacdo em dias (MLIT) foi determinado de acordo

com Czabator (1962) apud Ranal & Santana (2006):

(G1T1 + ---+ GnTn) .
MLIT = (G1+—+6n) Equacio 3.

onde, G1= namero de sementes germinadas no dia 1 e T1= tempo em dias. A

taxa de germinacéo (TG) foi calculada de acordo com Maguire (1962) apud Ranal

& Santana (2006):
TG = (ﬂ + ot @) Equacio 4
=\t guacdo 4.

e o coeficiente de velocidade de germinacdo (CVG) em percentagem foi

determinado de acordo com Kotowski (1926) apud Ranal & Santana (2006):

VG = 100 E do 5
= MLTI gquacdo 5.
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As varidveis MLIT, TG e CVG foram determinados para os bidtipos S, R
ALS e R ALS/PPO em cada temperatura analisada e nas diferentes idades de

sementes.

3.7 Resisténcia triplice em E. heterophylla (LEG6)

A verificacdo da ocorréncia de resisténcia triplice nos biotipos resistente a
ALS e com resisténcia multipla foi determinada por meio de experimentos de
curvas de dose-resposta sob o crescimento de plantas e via ensaios de absorcao
e translocagéo utilizando o herbicida radiomarcado. O material vegetal utilizado

nesses experimentos foi 0 mesmo descrito anteriormente (item 3.1).

3.7.1 Curva de dose-resposta ao glifosato

Experimentos foram conduzidos durante o ano de 2011, em casa de
vegetacao localizada na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
Porto Alegre, Brasil. As sementes foram semeadas em vasos, com uma
capacidade de volume de 300 ml, cobertos com uma mistura de solo e areia na
proporcao 3:1. ApGs a emergéncia das plantas, apenas uma unica planta foi
mantida por vaso. As condicdes de crescimento foram de 38/21°C (dia/noite) de
temperatura. Os vasos foram colocados em bandejas plasticas contendo agua
para manter o solo constantemente irrigada.

Os tratamentos foram arranjados em um delineamento experimental
inteiramente casualizado, fatorial com quatro repeticbes. Ao fator A foi atribuido
os biotipos (S, R ALS, R ALS/PPO), ao fator B as doses de glifosato (0, 50, 100,
200, 400, 600, 800 e 1200 g e.a. ha™). A aplicacéo dos herbicidas foi realizada
com pulverizador costal pressurizado com CO», a 200 kPa, e equipado com bico

110,02, simulando vazdo de 200 L ha™ de calda. Durante a aplicacdo, a
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temperatura do ar era de 26°C e a humidade relativa do ar era de 85%. O estadio
de desenvolvimento das plantas no tempo de aplicacéo foi de quatro a seis folhas
desenvolvidas.

O efeito do herbicida foi avaliado aos 28 dias apds o tratamento (DAT)
onde avaliou-se o controle de plantas daninhas, utilizando-se uma escala visual
de zero a 100% (zero representava nenhuma injdria visual enquanto que 100%
equivale a morte da planta), e massa seca da parte aérea (apdés secagem em
ventilagdo forgcada a 60°C durante 72 h).

3.7.2 Absorcéo e translocacéo de **C-glifosato

Biotipos resistentes e suscetivel foram semeados em vasos com
capacidade volumétrica de 500 mL preenchidos com mistura comercial de
substrato (“Sunshine mix”) e mantidos em casa-de-vegetacédo localizada na
University of Arkansas, EUA, durante o ano de 2013. Uma planta foi mantida por
vaso.

As condi¢cdes de crescimento foram médias entre 28/17°C de temperatura
do ar e 63% de umidade relativa. Os vasos foram colocados em bandejas
plasticas contendo agua para manter o solo constantemente irrigado por
capilaridade e mantidos em casa de vegetacdo até atingirem o estadio de
aplicacdo do herbicida glifosato (5-6 folhas).

O experimento foi conduzido em delineamento experimental
completamente casualizado com quatro tratamentos: 4, 8, 48 e 72 HAT (horas
ap6s a aplicacdo do herbicida radiomarcado); e trés bidtipos: S, R ALS e R
ALS/PPO, totalizando desta forma 12 tratamentos com 4 repeticbes por bidtipo

(48 unidades experimentais) (Tabela 6).
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TABELA 6. Tratamentos utilizados para a analise de absor¢do e translocagdo do
herbicida *C-glifosato em bidtipos de E. heterophylla. Fayetteville-AR,

2013.

Tratamentos Biotipos HAT*
1 s 4
2 s 8
3 s 24
4 s 72
5 RALS 4
6 RALS 8
7 RALS 24
8 RALS 72
9 R ALS/PPO 4
10 R ALS/PPO 8
11 R ALS/PPO 24
12 R ALS/PPO 72

*HAT: Horas apds o tratamento.

No momento da aplicacdo do herbicida glifosato uma folha individual
completamente expandida de E. heterophylla foi marcada com caneta sharpie e
coberta com papel aluminio. Imediatamente ap0s a marcacdo o herbicida néo-
radiomarcado glifosato (formulacdo comercial Roundup Power) foi aplicado na
dose equivalente a 870 g e.a. ha™. O herbicida foi aplicado em camara de
aspersao equipada com trés bicos do tipo leque 110.02, com volume de calda
correspondente a 187,8 L ha® (20 GPA). Uma aliquota de 5 mL da calda de
aplicacao foi mantida para o preparo da solucéo de trabalho radiomarcada.

A solucdo de trabalho foi preparada contendo 443,7 uL da solucdo de
aplicacdo (aliquota retirada da calda de aplicacéo) e 56,3 pL da solucéo estoque
contendo o herbicida radiomarcado (*C-glifosato). A atividade especifica do
herbicida radiomarcado **C-glifosato é de 50 mCi mmol™* (=1,85 GBq mmol™)
sendo este utilizado para o preparo da solucdo estoque onde foi utilizado agua
estéril como solvente. Portanto, a concentracdo da solucédo estoque € de 0,1 pCi
uL™ enquanto a concentracdo da solucdo de trabalho é de 25.000 DPM pL™ ou
0,0112 pCi pL?t (1 PCi = 2.220.000 DPM).

Imediatamente apés a aplicacdo do herbicida comercial as plantas foram

levadas para o laboratério e com o auxilio de uma microseringa de 50 pL
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(Hamilton) quatro gotas (1 pL) da solucdo de trabalho contendo *C-glifosato
foram aplicadas nas folhas marcadas que estavam inicialmente cobertas com
papel aluminio. As plantas foram coletadas 4, 8, 48 e 72 HAT cortando a planta
na superficie do solo e seccionando em quatro partes: folha tratada (FT), folhas
nao-tratadas (NT), parte aérea (PA) e raizes (R).

Para remover o herbicida radiomarcado ndo absorvido a folha tratada foi
colocada dentro de um vial de plastico contendo 5 mL da solugcdo metanol:agua
(1:1 viv) e lavadas por meio de agitacdo manual durante 30 s. Apés a folha foi
retirada do vial e colocada em envelope. A esta solucdo foi adicionado 10 mL do
coquetel de cintilacdo (Ultima Gold, PerkinElmer) e em seguida procedeu-se com
a leitura em espectroscopia de cintilacdo liquida - LSS (Liquid scintillation
spectroscopy).

Para a determinacdo da translocacdo do '*C-glifosato as demais partes
seccionadas da planta juntamente com as folhas tratadas foram acondicionadas
individualmente em envelopes de papel e secas em estufa de ventilacao forcada a
60°C por 72 h. ApGs a secagem as partes das plantas foram oxidadas utilizando o
oxidador biolégico OX500 (R.J. Harvey Instrument Corporation) onde o CO;
produzido foi capturado em 15 mL do coquetel de cintilacdo sendo a
radioatividade obtida pelo LSS.

A absorcdo foi expressa em relacdo a porcentagem de C-glifosato
aplicado inicialmente enquanto a translocacdo foi expressa de acordo com a
porcentagem de radioatividade recuperada nas plantas. A andlise de variancia
(ANOVA) foi realizada através do teste F, adotando-se como limites de aceitacao
de significancia o nivel de 5% de probabilidade, tanto para efeitos individuais dos
fatores quanto para a interacdo. A ANOVA foi realizada através do programa SAS

(SAS, 1989). As médias dos tratamentos entre os diferentes bidtipos foram
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comparadas aplicando-se o teste da diferenca minima significativa (DMS)
enquanto as medias dos tratamentos de um mesmo bibtipo foram comparadas

pelo desvio padréo da amostra (SE com n=4).



4 RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos nas LE
desenvolvidas pelo presente trabalho. Semelhantemente ao apresentado no
capitulo anterior, este capitulo também sera dividido de acordo com as LE. Essa

divisdo em topicos particulares visa facilitar o entendimento do leitor.

4.1 Resisténcia cruzada aos inibidores da ALS (LE1)

Os experimentos desenvolvidos na LE1 buscaram a confirmagdo da
resisténcia assim como a verificacdo da ocorréncia de resisténcia cruzada nos
bidtipos S, R ALS e R ALS/PPO. Para isso, foram realizados experimentos de
curvas de dose-resposta sob o crescimento de plantas e ensaios enzimaticos in
vivo. Este tdpico inicia apresentando os resultados obtidos com as curvas de
dose-resposta e, posteriormente, 0s resultados obtidos com a atividade
enzimatica in vivo da enzima ALS.

4.1.1 Curvas de dose-resposta sobre o crescimento de plantas

A andlise dos dados através do teste F demonstrou interacdo significativa
entre herbicida x dose por biétipo (p < 0,05). Assim, os dados de controle foram
ajustados a equacado log-logistica de trés parametros (Tabela 7). Por meio da
analise visual de controle a resisténcia cruzada em ambos bi6tipos resistentes
testados foi confirmada nos cinco grupos quimicos dos herbicidas inibidores da

ALS (IMI, SU, PTB, TP e SCT) (Tabela 7). A excecao ocorreu no herbicida
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flucarbazone em que nenhuma das doses testadas foram observados injdrias no
biétipo com resisténcia multipla e por este motivo os dados ndo se ajustaram a
equacdo logistica de trés parametros (Tabela 7). Deste modo, o fator de
resisténcia (FR) para este herbicida s6 pode ser atribuido para o biétipo R ALS

(Tabela 7).

TABELA 7. Parametros da equacdo logistica utilizada para determinar a dose dos
herbicidas necessaria para obter 50% de controle (Cso) de biétipos de E.
heterophylla suscetivel (S) e resistente (R) aos herbicidas inibidores da
ALS e da PROTOX, aos 28 dias apoés a aplicacdo dos tratamentos. Porto
Alegre-RS, 2012 e Fayetteville-AR, 2013.

Parametros da regressdo”

Bidtipos Herbicidas a b oo e =2 FR
S imazethapyr 96,9(3,6)°***° 1,4(0,2)* 10,6(1,1)*** 11 0,99%** -
R ALS 98,4(5,6)*** 0,8(0,1)* 614,4(152)** 614 0,98*** 56
R ALS/PPO 93,9(5,6)*** 1,2(0,3)** 643,5(144)** 644 0,98%** 59
S nicosulfuron 98,7(3,1)*** 1,1(0,1)*** 4,5(0,4)*** 5 0,99%+* -
R ALS 94,1(6,2)*** 1,9(0,5)* 257(29,3)*** 257 0,97+ 51
R ALS/PPO 100,9(2,2)*** 1,1(0,1)*** 409(29,9)*** 409 0,99*** 82
S bispiribaque-sédico 98,2(5,1)*** 0,9(0,1)* 4,5(0,8)*** 5 0,99%** -
R ALS 98,4(1,5)*** 2,0(0,4)** 491,3(53)*** 491 0,98%** 98
R ALS/PPO 98,9(1,4)*** 3,0(0,9)* 486,6(74)* 487 0,97** 97
S cloransulam-metil 99,5(4,5)*** 0,4(0,1)* 11,8(3,6)* 12 0,98*** -
R ALS 99,7(1,6)*** 0,6(0,1)* 3376(2378)™ 3376 0,97** 281
R ALS/PPO 99,9(0,5)*** 1,1(0,3)* 2851(1695)™ 2851 0,97** 238
S flucarbazone-sédico 102,8(3,9)**  0,9(0,08)*** 12,7(7,2)* 13 0,99%** -
R ALS 100,6(11,8)*** 0,4(0,2)** 175,6(140)* 176 0,86%* 14
R ALS/PPO ND’

"Equagao logistica de 3 parametros f= a/(1+abs(x/x0)"b);

Valores entre parénteses correspondem ao erro padrdo da média;

3Significéncia pelo teste ‘t’ ao nivel de: *5%, **0,1% e ***0,01% de probabilidade do erro experimental; ns=auséncia de significancia;
*N3o determinado devido ao néo ajuste a esquacao logistica. Ajuste apenas a equagdo linear.

De maneira geral, foram identificados elevados valores de FR para todos
os herbicidas testados (Tabela 7). O maior FR determinado foi 281 e 238 para o0s
bidtipos R ALS e R ALS/PPO, respectivamente, com o herbicida cloransulam-
metil. Os valores de Cso para este herbicida superaram a maior dose testada de
240 g ha™ equivalente a 6X a dose de rétulo (40 g ha™) (Tabela 7).

Para os herbicidas nicosulfuron e bispiribague também foi possivel
determinar valores de Csp superiores a maior dose testada (6X a dose

recomendada). Ja para o herbicida imazethapyr os valores de Cs, equivalentes a

614 e 644 g ha™ para os biétipos R ALS e R ALS/PPO, respectivamente, foram
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inferiores a maior dose testada (4000 g ha). Entretanto, mesmo sendo inferiores
a maior dose testada ainda assim configuram FR elevados pois equivalem a mais
de 6x a dose recomendada (Tabela 7).

Para os resultados de controle as curvas de resposta as doses sobre o
crescimento de planta indicam que para ambos o0s bi6tipos o nivel de
sobrevivéncia diminuiu com o incremento da dose (Figura 14). Porém nos biotipos
R a sobrevivéncia reduziu em menor magnitude e de forma mais gradual do que
no bidtipo S. As doses necessarias para controlar 50% do biétipo S foram 11, 5, 5,
12 e 13 g ha’ para os herbicidas imazethapyr, nicosulfuron, bispiribaque,
cloransulam e flucarbazone, respectivamente (Tabela 7). Essas doses sdo muito
baixas e equivalem a 0,1X; 0,08X; 0,1X; 0,3X e 0,4X da dose recomendada dos
herbicidas imazethapyr, nicosulfuron, bispiribaque, cloransulam e flucarbazone,
respectivamente.

De acordo com os dados de controle o bi6tipo S foi controlado 100% com a
dose de rétulo do herbicida imazethapyr (100 g ha™), enquanto os bidtipos R ALS
e R ALS/PPO foram controlados 27 e 20%, respectivamente (Figura 14A). O
controle superior a 80% dos bidtipos R para este herbicida foi obtido na dose
equivalente a 40X a dose de rotulo (Figura 14A). Para o herbicida nicosulfuron a
dose de rétulo (60 g ha™) resultou em 99% de controle do biétipo S, enquanto na
mesma dose o controle obtido para os bidtipos R ALS e R ALS/PPO foi de 20 e
7%, respectivamente (Figura 14B). A dose de rétulo (50 g ha™) do herbicida
bispiribaque resultou em 92% de controle do biétipo S, enquanto na mesma dose
o controle obtido para os bidtipos R ALS e R ALS/PPO foi de 5 e 3%,
respectivamente (Figura 14C). O bi6tipo S foi 69% controlado pela dose de rotulo
do herbicida cloransulam (40 g ha™) enquanto na mesma dose para os biétipos

resistentes o controle foi menor que 10% (Figura 14D).
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Para o herbicida flucarbazone o controle obtido no bi6tipo S com a dose de
rétulo (30 g ha™) foi de 65% e nesta mesma dose 31% de controle foi observado
no biétipo R ALS. Em contrapartida, o biétipo com resisténcia multipla néo foi
controlado nem na maior dose testada de 300 g ha™ (10X a dose de ré6tulo) deste
herbicida (Figura 14E).

Para a varidvel MSPA as curvas de dose-resposta indicam reducao de
massa seca em todos os biétipos a medida em que se aumentam as doses
(Figura 15). Todavia, a reducdo de massa seca do biétipo S ocorreu em maior
magnitude quando comparado aos biétipos resistentes. Os FR observados foram

elevados para todos os herbicidas (Tabela 8).

TABELA 8. Parametros da equacdo logistica utilizada para determinar a dose dos
herbicidas necessaria para obter 50% de reducdo da massa seca da
parte aérea (GRsp) de bibtipos de E.heterophylla suscetivel (S) e
resistente (R) aos herbicidas inibidores da ALS e da PROTOX, aos 28
dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos. Porto Alegre-RS, 2012 e
Fayetteville-AR, 2013.

. o Parametros da regresséo"
Biotipos Herbicidas a b oo GRa R FR
S imazethapyr 100,1(3,6)%* 0,9(0,1)** 1,2(0,3)* 1 0,99%** -
R ALS 99,9(7,3)*** 0,6(0,1)** 225,5(84,9)* 226 0,98** 226
R ALS/PPO 97,7(5,3)*** 0,8(0,1)** 290,9(65,9)* 291 0,98*+* 291
S nicosulfuron 99,6(4,7)*** 0,5(0,1)* 5,4(1,5)* 5 0,98*** -
R ALS 96,3(4,7)*** 2,3(0,4)** 228,8(17,2)*** 229 0,98%+* 46
R ALS/PPO 99,4(3,0)*** 1,5(0,2)** 284,4(17,7)%** 284 0,99*+* 57
S bispiribaque-sédico 100,1(2,2)*** 0,7(0,1)*** 0,5(0,1)* 1 0,99%** -
R ALS 100,0(1,3)*** 1,9(0,1)*** 235,9(5,2)*** 236 0,99%+* 236
R ALS/PPO 101,4(1,4)*** 1,9(0,2)*** 273,1(6,9)*** 273 0,99* 273
S cloransulam-metil 100,1(3,5)*** 0,2(0,04)* 13,5(7,2)™ 14 0,98%+* -
R ALS 99,7(0,8)*** 0,9(0,04)***  484,9(28,7)*** 485 0,99%+* 37
R ALS/PPO 98,4(2,6)*** 1,4(0,3)* 435,4(75,4)** 435 0,97* 31
S flucarbazone-sadico 104,8(24,2)** 0,5(0,1)* 18,6(19,4) 19 0,99%+* -
R ALS 96,8(5,5)*** 0,7(0,1)** 108,7(24,5)** 109 0,98%+* 6
R ALS/PPO 100,4(3,6)*** 0,3(0,01)* 7868(8842)* 7868 0,95** 414

1Equa<;éo logistica de 3 parametros f= a/(1+abs(x/x0)"b);
2valores entre parénteses correspondem ao erro padrdo da média;
3Significémcia pelo teste ‘t’ ao nivel de: *5%, **0,1% e ***0,01% de probabilidade do erro experimental; ns=auséncia de significancia.

Elevado nivel de resisténcia foi observado para os herbicidas imazethapyr
e bispiribaque (Tabela 8). Nestes herbicidas foram determinados os maiores FR.
Em relagcdo aos valores de GRsy, para imazethapyr e bispiribaque foram

superiores a 2X e 4X respectivamente, a dose recomendada destes herbicidas
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(Tabela 8). Para o herbicida imazethapyr, os valores de GRso dos bibtipos R ALS
e R ALS/PPO, equivalem a 226 e 291 g ha™, respectivamente, enquanto para o
herbicida bispiribaque os valores de GRs foram 236 e 273, respectivamente
(Tabela 8). Destaque deve ser feito para o herbicida flucarbazone devido ao
elevado fator de resisténcia (423) encontrado para o biétipo R ALS/PPO (Tabela
8). Este resultado justifica-se pela auséncia de controle observada pelo
tratamento com este herbicida.

De acordo com os dados de MSPA para o biétipo S a dose recomendada
do herbicida imazethapyr (100 g ha™) resultou em zero de massa seca (100% de
controle) enquanto para os biotipos R ALS e R ALS/PPO a producdo de massa
nesta dose foi de 52 e 70%, respectivamente (Figura 15A). Para o herbicida
nicosulfuron a dose de rétulo (60 g ha™) resultou em 19% de MSPA para o biétipo
S, enquanto na mesma dose a MSPA obtida para os biotipos R ALS e R
ALS/PPO foi de 89 e 90%, respectivamente (Figura 15B). A dose de 300 g ha™
gue equivalente a 6X a dose de rétulo do herbicida bispiribaque resultou em 40 e
47% de MSPA para os bidtipos R ALS e R ALS/PPO, respectivamente (Figura
15C). Para o herbicida cloransulam a dose de rétulo (40 g ha™) resultou em 45%
de MSPA para o biétipo S, porém na maior dose testada equivalente a 6X a dose
de rétulo (240 g i.a.ha™) a producdo de MSPA para os bidtipos R ALS e R
ALS/PPO foi de 63 e 66%, respectivamente (Figura 15D).

Para o herbicida flucarbazone a MSPA produzida no biétipo S com a dose
de rotulo (30 g ha') foi de 65% e nesta mesma dose 31% de controle foi
observado no bi6tipo R ALS. Em contrapartida, o biotipo com resisténcia multipla
ndo foi controlado nem na maior dose testada de 300 g ha™ (10X a dose de

rétulo) deste herbicida (Figura 14E).



>

N

o

S
T

©
o
T

60

20

Massa seca (% relagéo a testemunha)

%

® Suscetivel
O Resistente a ALS
¥ Resistente a ALS/PPO

100

10

100 1000

Doses de bispiribaque (g ha'l)

© ®  Suscetivel
< O Resistente a ALS
=] ¥ Resistente a ALS/PPO
E sof
Q2
173
o
©
& 6or
On
<
[
§ wf
xX
(1]
(6]
o
& ol
(1]
[}
8
= ¥
[ L L} .
1 10 100 1000 10000
Doses de imazethapyr (g ha™)
100
T
<
[=
>
£
3
k9]
[
2
©
o
@
O
iy
©
[
€
&
&)
©
(s}
@
w
©
1]
1%}
]
=
. . .
50 100 150

100

Massa Seca (% relagéo a testemunha)

Massa seca (% em relagao a testemunha)

71

©
<}

80

70 -

60 -

E

@ Suscetivel
O Resistente a ALS
¥ Resistente a ALS/PPO

20

10 100 1000

Doses de cloransulam (g ha™)

@  Suscetivel E §

O Resistente a ALS
V¥ Resistente a ALS/PPO

. .
10 100 1000

Doses de nicosulfuron (g ha™)

<400

Suscetivel
Resistente a ALS
Resistente a ALS/PPO

Doses de flucarbazone (g ha™)

200

250 300

Efeito dos herbicidas pertencentes aos cinco grupos quimicos dos

inibidores da ALS (A. imazethapyr; B. nicosulfuron; C.bispyribac; D.
cloransulam; e E. flucarbazone) na massa seca da parte aérea (MSPA)
em bidtipos de E. heterophylla suscetivel e resistente. Porto Alegre-RS,
2012 e Fayetteville-AR, 2013. Dados sdo as médias + SE (n=4).

Os resultados obtidos com a variavel MSPA corroboram com os obtidos

com a variavel controle. Para a MSPA a resisténcia também foi confirmada nos

cinco grupos quimicos dos herbicidas inibidores da ALS (IMI, SU, PTB, TP e

SCT).
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A andlise da atividade enzimética da ALS mostrou padrdo de resisténcia

cruzada semelhante do obtido com a andlise da variavel controle e MSPA. A

resisténcia foi confirmada nos quatro grupos quimicos dos herbicidas inibidores

da ALS (IMI, SU, PTB e TP) testados (Tabela 9). O ensaio enzimatico nao foi

conduzido para o herbicida flucarbazone pertencente ao grupo quimico SCT.

Elevados FR (IsoR/I50S) foram determinados para todos os herbicidas

avaliados. Para o herbicida imazethapyr, em relacdo ao bidtipo R ALS o FR foi

398, enquanto para o biétipo R ALS/PPO o FR foi 588 (Tabela 9). Os valores de

Iso para este herbicida foram superiores a 3X e 5X a dose de roétulo do herbicida

imazethapyr (100 g ha™) nos bi6tipos R ALS e R ALS/PPO, respectivamente

(Tabela 9).
TABELA 9. Parametros da equacéo logistica® utilizada para determinar a dose dos
herbicidas necessaria para obter 50% de reducéo da atividade enzimatica
(Iso) de biodtipos de E.heterophylla suscetivel (S) e resistente (R) aos
herbicidas inibidores da ALS e da PROTOX.Fayetteville-AR, 2012-13.
A =L
Bidtipos Herbicidas Paradmetros da regresséo , FR
a b Xaso Iso R
S imazethapyr 100,3(3,1)***  0,5(0,04)*** 0,8(0,2)* 1 0,99 -
RALS 99,5(5,7)*** 0,6(0,1)*  3815(122,6)* 382 0,98 382
R ALS/PPO 103,3(8,1)*** 0,6(0,1)* 588,2(270)* 588 0,96 588
S chlorimuron 97,2(7,6)*** 0,4(0,1)* 0,6(0,4)* 1 0,97** -
RALS 102,8(7,9)*** 0,5(0,1)* 251,8(149)* 252 0,95 252
R ALS/PPO 102,5(3,9)*** 0,5(0,1)* 508,1(167)* 508 0,98 508
s piritiobaque-sodico 98,4(4,4)* 0,6(0,1)* 6,4(1,6)* 6 0,99 .
RALS 100,8(9,2)*** 0,3(0,1)* 1636(1537)* 1636 0,93* 273
R ALS/PPO 100,8(7,4)*** 0,3(0,1)* 2699(2000)* 2699 0,99 450
S cloransulam-metil 102,6(11,2)*** 0,4(0,1)* 7,4(6,3)*° 7 0,92* -
RALS 100,0(7,8)*** 0,4(0,1)* 947,1(676)* 947 0,94* 135
R ALS/PPO 101,3(4,6)*** 0,4(0,1)* 3986(2280)** 3986  0,96** 569

"Equacéo logistica de 3 parametros f= a/(1+abs(x/x0)"b);

2valores entre parénteses correspondem ao erro padrdo da média;
Significancia pelo teste ‘" ao nivel de: *5%, **0,1% e ***0,01% de probabilidade do erro experimental; ns=auséncia de significancia.

Para o herbicida piritiobaque os FR determinados para os biétipos R ALS e

R ALS/PPO foram 273 e 508, respectivamente. As doses que reduziram a

atividade da enzima ALS para este herbicida foram superiores a 10X a dose de
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rétulo (140 g ha) (Tabela 9). Para o herbicida cloransulam o FR observado para
o0 biétipo R ALS/PPO foi 569 (Tabela 9).

De maneira geral, para todos os herbicidas, a atividade da enzima ALS foi

reduzida a medida em que se aumentou a dose dos herbicidas (Figura 16).
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FIGURA 16. Efeito dos herbicidas pertencentes a quatro grupos quimicos dos
inibidores da ALS (A. imazethapyr; B. nicosulfuron; C.pyriothiobac; e D.
cloransulam) na atividade enzimatica de bidtipos de E. heterophylla

suscetivel e resistente. Fayetteville-AR, 2012-13. Dados s&o as médias + SE
(n=4).

Para o herbicida imazethapyr, na dose recomendada, a atividade
enzimatica observada no biétipo S foi 9%, enquanto que, para os bi6tipos R ALS

e R ALS/PPO, a atividade enzimatica foi de 67 e 77%, respectivamente (Figura
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16A). A atividade da enzima ALS da ordem de 12% para o bi6tipo S e 79 e 85%
para os biétipos R ALS e R ALS/PPO, respectivamente, foram determinados na
dose recomendada do herbicida chlorimuron (Figura 16B). Para o herbicida
piritiobaque, na dose recomendada, a atividade da enzima ALS foi de 8, 58 e 65%
para os biotipos S, R ALS e R ALS/PPO, respectivamente (Figura 16C).
Atividades enzimaticas de 41, 77 e 88% para os bidtipos S, R ALS e R ALS/PPO,

respectivamente (Figura 16D), foram observadas para o herbicida cloransulam.

4.2 Herangado gene ALS (LE2)

As analises de curva de dose-resposta em relacdo ao controle e massa
seca da parte aérea nos biotipos parentais suscetivel, resistente a ALS e com
resisténcia multipla confirmaram a suscetibilidade no parental S e resisténcia ao
herbicida nos parentais R (Figura 17).

Analisando os resultados obtidos com os parentais pode-se observar que
as doses do herbicida imazethapyr necessarias para reduzir 50% do controle (Cso)
foram 11, 614 e 644 g ha' para os bi6tipos S, R ALS e R ALS/PPO,
respectivamente (Tabela 10). Os fatores de resisténcia em relacdo ao controle
foram 56 e 59 para os bidtipos R ALS e R ALS/PPO, respectivamente (Tabela
10). Entretanto, para a variavel MSPA o nivel de resisténcia observado foi
superior aos encontrado na analise de curva dose-resposta em relacdo ao
controle (Tabela 11). Os FR em relagcdo MSPA foram 226 e 291 para os biotipos
R ALS e R ALS/PPO, respectivamente (Tabela 11). As doses do herbicida
imazethapyr necessarias para reduzir 50% da MSPA (GRs) foram 1, 226 e 291 g

ha™* para os bi6tipos S, R ALS e R ALS/PPO, respectivamente (Tabela 11).
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FIGURA 17. Efeito de doses crescentes do herbicida imazethapyr sobre os parentais
(S, R a ALS e R ALS,PPO) e sobre as geragbes F1 2S x JALS (A) e F1
?S x JALS/PPO (B) em relagdo a variavel 100-controle (%) (gréafico
acima) e em relacdo a massa seca da parte aérea (grafico abaixo). Porto
Alegre-RS, 2012. Dados s&o as médias + SE (n=4).

TABELA 10. Parametros da equacdo logistica® utilizada para determinar a dose dos
herbicidas necessaria para obter 50% de controle (Cso) de biotipos de E.
heterophylla parentais (S, R a ALS e R ALS,PPO) e de geragdes F1 (9S
X JALS e 9S x JALS/PPO) aos 28 dias apés a aplicacdo dos
tratamentos. UFRGS, Porto Alegre-RS, 2012.

. Imazethapyr
Biotipo >

a b Xasg Cso R FR
Suscetivel 96,9(3,6)7***° 1,4(0,2)** 10,6(1,1)*** 11 0,99%** -
Resistente a ALS 98,4(5,6)*** 0,8(0,1)** 614,4(152)** 614 0,98*** 56
F19S x JALS 99,3(5,4)*** 0,9(0,1)** 221,6(48,6)** 222 0,99%** 20
Resistente a ALS/PPO 93,9(5,6)*** 1,2(0,3)** 643,5(145)*** 644 0,98*** 59
F192S x $ALS/PPO 94,1(5,0)*** 1,3(0,2)** 484,1(94,1)** 484 0,99%** 44

"Equagao logistica de 3 parametros f= a/(1+abs(x/x0)"b);

2valores entre parénteses correspondem ao erro padrao da média;

8 Significancia pelo teste ‘" ao nivel de: *5%, **0,1% e ***0,01% de probabilidade do erro experimental; ns=auséncia de significancia.
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TABELA 11. Parametros da equacéo logistica® utilizada para determinar a dose dos
herbicidas necessaria para obter reducdo de 50% da massa seca de
parte aérea (GRsp) de bibtipos de E. heterophylla parentais (S, R a ALS e
R ALS,PPO) e de geragdes F1 (2S x JALS e ¢S x SALS/PPO) aos 28
dias ap0s a aplicacao dos tratamentos. UFRGS, Porto Alegre-RS, 2012.

o Imazethapyr
Biotipo 7

a b Xaso Cso R FR
Suscetivel 100,1(3,6)%**° 0,9(0,1)** 1,2(0,3)* 1 0,99%** -
Resistente a ALS 99,9(7,3)*** 0,6(0,1)** 225,5(84,9)* 226 0,98** 226
F1 S x JALS 101,0(6,1)** 0,6(0,1)** 149,3(43,1)* 149 0,98+ 149
Resistente a ALS/PPO 97,7(5,3)*** 0,8(0,1)** 290,9(65,9)* 291 0,98*** 291
F19S x 3ALS/PPO 101,1(6,6)*** 0,6(0,1)** 163,7(56,8)* 164 0,99*** 164

"Equagcao logistica de 3 parametros f= a/(1+abs(x/x0)"b);
Valores entre parénteses correspondem ao erro padrdo da média;
Significancia pelo teste ‘t' ao nivel de: *5%, **0,1% e ***0,01% de probabilidade do erro experimental; ns=auséncia de significancia.

Analisando os resultados obtidos com as geragdes F1 S x IR ALS e F1
@S x dR ALS/PPO identificou-se valores de Csp iguais a 222 e 484 g i.a. ha™,
respectivamente, sendo essas doses duas e quatro vezes superior a dose de
rotulo do herbicida (100 g/ha) (Tabela 10). Os fatores de resisténcia obtidos
destes cruzamentos foram 20 e 44, respectivamente (Tabela 10). J&4 os FR
obtidos pela analise da MSPA foram 149 e 164 para as geragbes F1 2S x 4R
ALS e F1 2S x &R ALS/PPO, respectivamente, sendo estes valores superiores
aos observados na analise de curva dose-resposta em relagcédo a variavel controle
(Tabela 11).

Os resultados obtidos pela andlise de curvas de dose-resposta em relacao
ao controle e pela MSPA em ambas as geracbes F1 demonstram que a
resisténcia € transmitida hereditariamente e € dominante (Figura 17). O numero
de plantas F1 resistentes obtidas em ambos cruzamentos foi igual ao nimero total
de plantas testadas para o teste de segregacdo R:S (Tabela 12). Assim, a
segregacao fenotipica observada nas geracfes F1 de ambos os cruzamentos foi
3:1 indicando o carater monoibrido da heranca, ou seja, a resisténcia nas

geracOes F1 é devido a apenas um uUnico gene de heranca nuclear (Tabela 12).
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TABELA 12. Avaliacdo da segregacao da resisténcia de cruzamentos entre biétipos de
E. heterophylla parentais (S, R a ALS e R ALS,PPO) sob as geracdes F1
(2S x JALS e 2S x JALS/PPO) aos herbicidas inibidores da ALS.
UFRGS, Porto Alegre-RS, 2012.

. . -1 ~
Bidtipos mazethapyr (200 g i@.aha ) Relagdo_ Xcal  X4ab®  Probabilidade

Plantas R S e o)

s 164 0 164

RALS 143 143 0

R ALS/PPO 171 171 0 i : i :

F1 S x JALS 23 23 0 1.0 1.0 0 3,84 1,00

F2 9S x ZALS 121 87 34 31 3,10,9 134 384 0,90

F19S x ZALS/PPO 21 21 0 10 10 0 3,84 1,00

F2 0S x JALSIPPO 157 112 45 31 3,2:0,9 140 384 0,98

“Valor esperado;
Valor observado;
3valor do qui-quadrado tabelado com GL=1 a 5% de probabilidade.

Na segregacao fenotipica das geracdes F1 em ambos cruzamentos os
valores de qui-quadrado calculados foram iguais a zero e portanto menores do
que os valores de qui-quadrado tabelados (X*tab=3,84). Assim, assume-se como
verdadeiro que 0s desvios ocorrem ao acaso e 0s valores obtidos de fato
correspondem a proporcédo 1:0 (Tabela 12). A probabilidade da segregacédo R/S
de 1:0 nas geracdes F1 S x SR ALS e F1 S x JR ALS/PPO ¢é de 100% em
ambos cruzamentos (Tabela 12).

Na segregacao fenotipica das geracdes F2 de ambos cruzamentos os
valores de qui-quadrado calculados também foram menores do que os valores de
qui-quadrado tabelados (X*ab=3,84). Assim, os valores obtidos de fato
correspondem a proporcdo 3:1 (Tabela 12). Na segregacdo fenotipica das
geracgdes F2 dos cruzamentos 2S x R ALS e 2S x 4R ALS/PPO os valores de
gui-quadrado calculados foram de 3,1:0,9 e 3,2:0,9 com probabilidades de 90% e
98% de serem 3:1 (Tabela 12).

As geracbes F1 e F2 de ambos cruzamentos apresentaram alta
probabilidade para o padrdo de segregacao 1.0 e 3:1, respectivamente, indicando
gue a heranca aos herbicidas inibidores da ALS tanto nos biétipos R ALS quanto
nos biétipos com resisténcia multipla R ALS/PPO é governada por um dnico gene

nuclear dominante.
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4.3 Citogenética (LE3)

Na LE3, inicialmente serdo apresentados os resultados obtidos com a
determinacdo do numero cromossémico somatico e com a descrigdo do cariotipo.
Posteriormente serdo mostrados os resultados relacionados a andlise do
comportamento meiético e da viabilidade de graos de polen.

4.3.1 Numero cromossémico e cariotipo

A determinacdo do nivel de ploidia ocorreu através da contagem do
ndamero cromossémico em células meristeméaticas de ponta de raiz. O numero
cromossOmico encontrado foi 2n=28 e n&o ocorreram diferengas neste numero
em relacdo aos bidtipos resistentes e o suscetivel (Figura 18). Assim, tanto os
bidtipos de E. heterophylla resistentes aos herbicidas quanto o biotipo suscetivel

sao tetrapldides, assumindo nimero basico X=7 (SUDA, 2001, AARESTRUP et

al., 2008a).
2 ud s ok "»1‘" e
N B. C.y ol L
X ~ v L} ¥ <
A : R
. L > 20 - -~ X > é"‘ K
O R 2 "& ;\ g ’
o ’ 'r'_. _: ‘. » . g .. S
- lo% j W 2 Rl g
T :’" . i . 4 %
’ ﬂ‘&" . * < IR w:
= -\Jb » | ﬁp & i g
ﬂj&‘_' % o .‘.. 5 -
o . .

FIGURA 18. Numero cromossdmico de células meristematicas de ponta de raiz da
espécie E. heterophylla. A) Bibdtipo com resisténcia multipla aos
herbicidas inibidores das enzimas ALS e PROTOX; B) Bi6tipo com
resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima ALS; C) Bibtipo
suscetivel. Barra equivale a 10 um. UFRGS, Porto Alegre-RS, 2012.

Os cromossomos de E. heterophylla (2n=28) sdo muito pequenos, variando
de 1,5 a 2,2 um de comprimento. O cariétipo € composto de 12 pares de

Cromossomos meta ou submetacéntricos, um par de cromossomos acrocéntricos
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e um par de cromossomos satélites metacéntricos, sendo o satélite quase do

mesmo tamanho do brago cromossémico (Figura 19).
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FIGURA 19. Cari6tipo de E. heterophylla composto de 12 pares de cromossomos meta
ou submetacéntricos, um par de cromossomos acrocéntricos (cabeca de
seta) e um par de cromossomos satélites metacéntricos (seta). Barra
equivale a 10 ym. UFRGS, Porto Alegre-RS, 2012.

O acrocéntrico e o cromossomo satélite estdo entre os maiores do
cariotipo. Conforme descrito nos materiais e metodos foram analisados cerca de
50 células com bom espalhamento dos cromossomos por biodtipo. Entretanto,
como 0S cromossomos Sdo muito pequenos, nao foi possivel construir o
ideograma pois as medidas néo permitiram uma determinacao precisa dos indices
centroméricos.

4.3.2 Comportamento meidtico e viabilidade do pdélen

A analise do comportamento meiético revelou a presenca de cromossomos
univalentes (Figura 20A), bivalentes (Figura 20B), trivalentes (Figura 20C) e
tetravalentes (Figura 20D). No total foi possivel analisar 39 células do biétipo R a
ALS/PPO, 7 células do bidtipo R a ALS e 7 células meidticas do biétipo suscetivel
(Tabela 13). Identificou-se células nas fases anéafase | (Figura 21A), anafase I
(Figura 21B), metafase | (Figura 21C), tel6fase | (Figura 21D), tel6fase Il (Figura

21E) e células em diacinese (Figura 21F). O comportamento meiético foi irregular

apresentando associa¢cfes cromossémicas multiplas porém ao final do ciclo
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celular o comportamento meiético apresentou disjuncao regular o que explica a

alta viabilidade dos grédos de pélen.

R o pi D pmmy

FIGURA 20. Células em metafase | de bidtipos de E. heterophylla resistentes e
suscetivel aos herbicidas inibidores das enzimas ALS e PROTOX. A)
Seta indica um cromossomo univalente; B) Seta indica um cromossomo
bivalente; C) Seta indica um cromossomo trivalente; D) Seta indica um
cromossomo tetravalente. Barra equivale a 10 um. UFRGS, Porto Alegre-
RS, 2012.

FIGURA 21. Fases da meiose identificadas no biétipo de E. heterophylla resistente aos
herbicidas inibidores das enzimas ALS e PROTOX. A) Célula em anéafase
I; B) Célula em anafase II; C) Célula em metafase I; D) Célula em tel6fase
I; E) Célula em telé6fase Il; e F) Célula em diacinese. Barra equivale a 10
um. UFRGS, Porto Alegre-RS, 2012.
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TABELA 13. Numero de células encontradas em biétipos de E. heterophylla resistente
aos herbicidas inibidores das enzimas ALS e PROTOX (R ALS/PPO),
resistente aos herbicidas inibidores da enzima ALS (R ALS) e no bi6tipo
suscetivel (S). UFRGS, Porto Alegre-RS, 2012.

Fase meidtica

Bidtipo = = = = = — Total
Anéfase | Anéfase Il Metéfase | Teldfase | Teléfase Il Diacinese
R ALS/PPO 5 1 29 1 1 2 39
R ALS 5 - 2 - - - 7
S 1 - 6 - - - 7

Para a andlise de graos de pélen foram analisadas cinco plantas por
biétipo. No total foram contados 2864, 1711 e 3185 gréos de pdlen dos bidtipos R
ALS/PPO, R ALS e S, respectivamente (Tabela 14). A porcentagem observada de
viabilidade dos grédos de podlen foi de 99%, 94% e 99% para os biodtipos R

ALS/PPO, R ALS e S, respectivamente (Tabela 14).

TABELA 14. Andlise da viabilidade de grdos de pdlen em bittipos de E. heterophylla
resistente aos herbicidas inibidores das enzimas ALS e PROTOX (R
ALS/PPO), resistente aos herbicidas inibidores da enzima ALS (R ALS) e
no biétipo suscetivel (S). UFRGS, Porto Alegre-RS, 2012.

Graus de coloracdo de pélen viavel

Biétipo = = = Inviavel Total
BC PC NC
R ALS/PPO 385(13%)" 2207(77%) 263(9%) 9(0,31%) 2864
R ALS 332(19%) 1199(70%) 78(5%) 102(6%) 1711
S 787(25%) 2264(71%) 125(4%) 9(0,28%) 3185
"Bem corado;
Pouco corado;

Né&o corado;
“valores entre parénteses significam a porcentagem em relagéo ao total de graos de pdlen analisados.

A andlise da viabilidade de grédos de pdlen revelou diferencas com relacao
a coloracdo dos graos. Considerou-se polen viavel aqueles classificados como
bem corados (BC), pouco corados (PC) e ndo corados (NC), enquanto foram

considerados inviaveis os graos de polen vazios (Figura 22).
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FIGURA 22. Graus de coloracdo dos graos de pélen. A) Bem corado (BC); B) Pouco
corado (PC); C) Nao corado (NC); D) Inviavel. Barra equivale a 10 um.
UFRGS, Porto Alegre-RS, 2012.

As diferencas nos graus de coloracao do pdlen viavel deve-se a maturacao
desuniforme das anteras nos filamentos. No caso de E. heterophylla os filamentos
séo formados por 6 anteras e observou-se que a maturacdo ocorre na direcdo do
topo para a base do filamento (Figura 23). Desta forma, em uma mesma lamina
observou-se diferentes coloracdes de graos de poélen devido a diferentes niveis de

maturacdo das anteras.

Maturo

Direcao da
maturagao

v
Imaturo

FIGURA 23. Esquema mostrando a direcdo de maturacdo das anteras que ocorre do
topo em direcdo a base da inflorescéncia. Cada inflorescéncia de E.
heterophylla é formada por 4 estiletes ou filamentos contendo 6 anteras
em cada filamento.UFRGS, Porto Alegre-RS, 2012.

4.4 Estudos moleculares (LE4)
Para o isolamento do gene als em E. heterophylla foi necesséaria a
realizacéo de diferentes etapas de acordo com os procedimentos utilizados para o

desenho dos primers. Na primeira e segunda tentativa optou-se pela utilizagao de
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DNA como material gendbmico para as reacdes de PCR. Foram testados entre
primers degenerados e regulares um total de 12 pares nestas duas etapas.

Os primers degenerados (Tabela 3) ndo tiveram sucesso em nenhuma das
reacoes de PCR testadas. Os primers regulares (Tabelas 3 e 4) resultaram em
diferentes fragmentos no gel (Figura 24) e ndo em apenas uma banda Unica. As
bandas no gel cujos primers correspondiam ao tamanho esperado para 0 gene
ALS foram recortadas e purificadas conforme descritas no item 3.5 do presente
trabalho. Entretanto a analise das sequéncias nucleotidicas destes fragmentos
revelou nao se tratar do gene ALS.

Por este motivo foi necessario uma terceira abordagem para o desenho
dos primers. Nesta atapa os primers foram desenhados manualmente por meio de
alinhamento da sequéncia de aminoacidos e com base em diferentes espécies de
dicotiledéneas. Ademais, as reacdes de PCR que utilizaram estes primers foram
conduzidas com RNA como material genético. No total foram testados dois
primers regulares e um primer degenerado. Apenas o primer denominado ALS 3
(Tabela 5) resultou em bandas no gel com tamanho correspondente ao esperado

de 169 pb (Figura 25).

1FW+1RV ~ 3FW+3RV = SFW+5RV =~ 7FW+7RV  2FW+8RV CADF+CADR FFW+FRV | BEF+BER
414 bp

FIGURA 24. Gel mostrando reacdo de PCR em que foram utilizados os primers
correspondentes as etapas 1 e 2 para o isolamento do gene als. A
primeira coluna indica o marcador de peso molecular de 1kb. As demais
colunas séo os primers utilizados com o respectivo tamanho de fragmento
esperado. A ordem nas colunas dentro de cada primer € S, R ALS, R
ALS/PPO e branco. Fayetteville-AR, 2012.
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FIGURA 25. Gel mostrando reacdo de PCR em que foram utilizados os primers da

terceira etapa para o isolamento do gene als. A primeira coluna indica o
marcador de peso molecular de 50 pb. As demais colunas sdo os biétipos
S, R ALS, R ALS/PPO e branco sob diferentes temperaturas de
anelamento. Fayetteville-AR, 2013.

O resultado do sequenciamento dos fragmentos purificados direto do gel e

das reacbes de PCR em que se obtiveram bandas Unicas, mostrou que as

sequéncias nucleotidicas de fato se tratavam do gene als (Figura 26), pois

alinharam com similaridade >70% com o gene als identificado em outras

espécies. Nao foram identificados diferencas entre os biotipos testados.

Helianthus
conyza
Amaranthus
Euphorbia
Ricinus
Gossypum

Helianthus
conyza
Amaranthus
Euphorbia
Ricinus
Gossypum

Helianthus
conyza
Amaranthus
Euphorbia
Ricinus
Gossypum

Helianthus
conyza
Amaranthus
Euphorbia
Ricinus
Gossypum

GCGTCAATGGAGATCCACCAAGCTCTCACGCGCTCAAACACCATCCGCAATGTCCTCCCC
GCGTCAATGGAGATCCACCAAGCTCTCACGCGCTCCACCACCATCCGCAACGTCCTCCCC
GCTTCCATGGAAATCCATCAAGCTCTTACTCGTTCTAATATCATTAGAAATGTTCTTCCT
———————— GGAGTTGCAC-----------—---—-—-—-—-—--—---ATCCG-CACGTCCTCCCC
GCCTCCTTGGAGATCCACCAAGCTCTAACACGCTCGCCAATTATCCGTAATGTTCTTCCA
GCTTCAATGGAGATCCACCAGGCTTTAACCCGCTCAAAAATCATCCGAAATGTCCTTCCG

Jedede e % o Yo e v e

CGTCACGAACAGGGCGGCGTGTTCGCCGCAGAAGGCTACGCACGCGCCTCCGGTCTTCCC
CGCCATGAACAAGGTGGCATCTTCGCCGCAGAAGGCTACGCACGTGCCTCCGGTCTCCCC
CGACATGAACAAGGTGGGGTTTTCGCTGCTGAAGGCTACGCTCGTGCTACTGGACGTGTT
CGCCACGAGCAGGGCGGCGTCTTCGCCGCTGAAGGATACGCCCGCGCCTCCGGCAAGCCC
CGACACGAACAAGGTGGAGTCTTTGCTGCCGAAGGTTATGCCCGTTCTTCCGGAAAACCC
CGACACGAGCAAGGTGGGGTCTTTGCCGCCGAGGGCTACGCGCGCTCCTCTGGCATTCCC

Jede Yot S oded % S et ded ww % S el el % % et few

GGCGTGTGTATCGCCACTTCCGGTCCCGGAGCTACGAACCTAGTTAGTGGTCTTGCTGAC
GGCGTCTGTATAGCCACTTCCGGTCCCGGCGCCACAAACCTTGTCTCCGGCCTTGCTGAC
GGAGTTTGTATTGCCACTTCTGGTCCGGGTGCTACTAATCTTGTTTCCGGTTTTGCTGAT
GGCGTGTGCATCGCGACCTCCGGCCCAGGCGCCACCAATCTCGTCAGCGGTTAAG----~-
GGTGTCTGCATCGCCACCTCCGGCCCCGGCGCCACCAATCTCGTCAGCGGTTTAGCTGAC
GGCGTTTGCATTGCGACGTCTGGCCCTGGGGCAACCAACTTGGTGAGTGGTCTCGCTGAT

S e %

GCGTTGTTAGACAGTGTCCCCATGGTGGCAATCACCGGTCAAGTTCCCCGGAGAATGATC
GCGCTTCTTGACAGTGTCCCCGTCGTTGCCATCACCGGCCAAGTTCCCCGGCGAATGATC
GCACTTCTTGACTCAGTCCCGCTTGTCGCCATTACTGGGCAAGTTCCTCGGCGTATGATT

GCTCTCCTTGATAGTGTCCCCATTGTGGCTATCACTGGTCAAGTTCCTCGTAGAATGATT
GCAATGCTCGATAGTATCCCTCTCGTGGCGATCACTGGTCAAGTCCCTCGTCGGATGATC

429
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FIGURA 26. Alinhamento da sequéncia nucleotidica de E. heterophylla obtida com a

utilizacdo do primer ALS 3 com diferentes espécies. Fayetteville-AR,
2013. Similaridade entre as sequéncias estédo representadas pelos asteriscos.



85

4.5 Germinabilidade em E. heterophylla (LE5)

Nas temperaturas de 16, 20, 26 e 32°C a germinagao foi significativamente
maior das sementes de 2 meses de idade em relacdo as sementes de 12 meses
de idade (Figuras 27-30; Tabela 15). O maximo de germinacdo alcancada nas
sementes de 12 meses de idade foi 63% na temperatura de 26°C para o biétipo
com resisténcia multipla (R ALS/PPO) (Figura 29B).

Na temperatura de 16°C, em sementes de 2 meses de idade a germinacéo
iniciou-se a partir do terceiro dia de incubacdo e 0os maximos de germinacao
alcancados aos 17 dias, para os biétipos resistentes aos herbicidas inibidores da
enzima ALS (R ALS), R ALS/PPO e suscetivel (S) foram 12, 10 e 4%,
respectivamente (Figura 27A). Esses valores foram ainda inferios nas sementes
de 12 meses de idade sendo 2, 5, e 4% para os bidtipos R ALS, R ALS/PPO e S
(Figura 27B). Nessas sementes a germinacgao iniciou-se a partir do quarto dia de
incubacéao.

Nas sementes de 2 meses de idade, na temperatura de 16°C a partir do
15° dia ocorreu um aumento na germinacao do biétipo R ALS corroborando a
hipétese de que plantas daninhas resistentes aos herbicidas inibidores da ALS
germinam mais sob baixas temperaturas. Outro experimento conduzido
previamente mostrou esse mesmo padrao de germinacdo, em que o bidtipo R
ALS germinou mais sob baixa temperatura. Entretanto, ndo foi observado
germinacao maior do biétipo R ALS sob baixa temperatura nas sementes com 12
meses de idade. Nestas sementes a germinagdo dos bidtipos R ALS foi inferior

aos demais bidtipos em estudo (Figura 27B).
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TABELA 15. Parametros da equacdo logistica® utilizada na andlise da curva de dose
resposta em funcdo da germinagdo acumulada de sementes com 12
meses de idade (V) e com 2 meses de idade (N) de biétipos de Euphorbia
heterophylla (L.) suscetivel (S) e resistente (R) aos herbicidas inibidores
da ALS e da PROTOX, sob diferentes temperaturas. UFRGS, Porto
Alegre-RS, 2011.

L 16°C
Bidtipo 3 b X R

SV 5,00(0,19)P*+° -2,99(0,3)** 6,27(0,3)** 0,99

RaALSV 2,14(0,2)*** -5,18(1,3)** 8,57(0,5)** 0,07+

R a ALS/PPO V 3,98(0,3)*** -7,93(1,5)** 11,67(0,4)*+ 0,08+

SN 5,00(1,03)** -2,81(0,8)** 9,54(1,7)** 0,06%*

RaALSN 29,01(15,3)* -2,16(0,4)*** 19,99(8,5)* 0,99+

R aALS/PPO N 12,37(1,1)** -2,39(0,3)*** 9,45(0,8)*** 0,99%*

20°C

sV 50,16(1,15)*** -1,70(0,18)*** 2,19(0,009)*** 0,99%*

RaALSV 52,87(9,97)** -1,4(0,28)** 7,57(2,14)** 0,99%+*

R a ALS/PPO V 25,69(0,75)*** -4,79(0,51)*** 6,22(0,15)*** 0,08+

SN 70,4(0,8)*** -3,2(0,2)** 2,9(0,2)*** 0,09%**

RaALSN 63,4(1,6)*** -2,9(0,4)*+* 3,4(0,1)*** 0,09+

R aALS/PPO N 60,2(1,1)*** -4,2(0,5)*** 3,7(0,1)*** 0,09*+*

26°C

SV 47,1(2,8)*** -1,4(0,2)** 2,5(0,3)*** 0,08+

RaALSV 45,6(8,4)*** -1,7(0,2)*** 11,1(2,4)*** 0,99%+*

R a ALS/PPO V 67,8(2,4)** -1,9(0,1)*** 3,5(0,2)*** 0,99+

SN 97,2(0,2)** -5,4(0,2)*** 1,7(0,1) 0,09%*

R aALS N 119,9(27811)"™ -0,02(21,1)"™ 3,82.10%°(2,3.10%)™ 0,87***

R aALS/PPO N 99,9(0,1)*** -5,3(0,04)*** 1,6(0,004)*+ 1,00

32°C

sV 42,7(3,9)P+° -1,5(0,2)** 5,5(0,8)*** 0,99+

RaALS V! 36,5(9,2)** -1,8(0,3)** 11,8(3,4)** 0,99+

R a ALS/PPO V 61,2(1,9)**+ -2,9(0,4)** 4,3(0,2)** 0,99*+*

SN 97,6(2,5)*** -2,2(0,3)** 2,5(0,1)%** 0,99***

RaALSN 108,5(2,9)*** -1,1(0, 1)+ 1,4(0,1)** 0,99+

R aALS/PPO N 98,3(0,2)*** -3,3(0,1)** 1,8(0,1)** 0,99+

#Equagao logistica de 3 parametros f= a/(1+abs(x/xo)"b)

Valores entre parénteses correspondem ao erro padrdo da média
¢ Significancia pelo teste ‘' ao nivel de: *5%, **0,1% e ***0,01% de probabilidade do erro experimental; ns=auséncia de significancia
quua(;éo polinomial linear f = yO+a*x

Na temperatura de 20°C, em relacdo as sementes com 2 meses de idade,

a germinacao iniciou-se no segundo dia de incubacéo para os biotipos S e R ALS,

enquanto para o biotipo R ALS/PPO a germinacéao iniciou no terceiro dia (Figura

28A). Para as sementes com 12 meses de idade, em 20°C, o inicio da

germinacdo ocorreu no segundo dia de incubacdo para os bidtipos S e R

ALS/PPO, e no 4°dia para o bi6tipo R a ALS (Figura 28B). Nesta temperatura, em

ambas as idades de sementes, o bi6tipo S apresentou porcentagem de

germinacdo acumulada significativamente maior

resistentes (Tabela 15).

em relacdo aos bidtipos
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FIGURA 27. Germinacdo acumulada de sementes com 2 meses de idade (A) e com
12 meses de idade (B) de E. heterophylla suscetivel e resistente aos
herbicidas inibidores da ALS e da PROTOX submetidas a temperatura de
16°C. UFRGS, Porto Alegre - RS, 2011.
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FIGURA 28. Germinacdo acumulada de sementes com 2 meses de idade (A) e com
12 meses de idade (B) de E. heterophylla suscetivel e resistente aos
herbicidas inibidores da ALS e da PROTOX submetidas a temperatura de
20°C. UFRGS, Porto Alegre - RS, 2011.

Em temperaturas mais elevadas como de 26°C a germinacao observada foi

superior as temperaturas mais baixas (Figura 29).

Nesta temperatura a

germinacao iniciou no primeiro dia de incubacdo para todos os bibtipos com

sementes de 2 meses de idade e 100% de germinacdo acumulada do biotipo R

ALS/PPO foi atingida no 5°dia (Figura 29A). Nas sementes com 12 meses de

idade a germinacao iniciou no primeiro dia de incubacdo para o biétipo S e no
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segundo dia para os bibtipos resistentes (Figura 29B). Destaca-se que nesta
temperatura alcancou-se o maximo de germinacdo acumulada de 63% das
sementes de 12 meses de idade no bidtipo R ALS/PPO (Figura 29B).

De modo geral na temperatura de 26°C as sementes mais novas néo
diferiram quanto ao padrdo de germinacdo acumulada sendo que todos o0s
biétipos alcancaram niveis maximos de germinacdo (Figura 29A). Porém, nas
sementes de 12 meses de idade os bibtipos diferiram quanto ao padrdo de
germinacdo acumulada sendo o bi6tipo R ALS o que germinou menos (28%), o
biétipo S intermediario (46%) e o bi6tipo R ALS/PPO obteve maior germinacao

(63%) (Figura 29B).
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FIGURA 29. Germinacdo acumulada de sementes com 2 meses de idade (A) e com
12 meses de idade (B) de E. heterophylla suscetivel e resistente aos
herbicidas inibidores da ALS e da PROTOX submetidas a temperatura de
26°C. UFRGS, Porto Alegre - RS, 2011.

Na temperatura mais alta de 32°C, as sementes de 2 meses de idade de
todos os biétipos em estudo iniciou-se no primeiro dia de incubacao e 0s maximos
de germinacdo alcancados foram 100, 98 e 100% para os biétipos R ALS, R
ALS/PPO e S, respectivamente (Figura 30A).

Em sementes com 2 meses de idade nao houve diferencas em relagéo ao

padrao de germinagdo acumulada. Contudo, nas sementes com 12 meses de
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idade o padrdo de germinacdo acumalada observado foi significativamente
diferente entre os bi6tipos sendo os maximos alcancados de 22, 59 e 35% para
0s bibétipos R ALS, R ALS/PPO e S, respectivamente (Figura 30B, Tabela 15).
Nestas sementes mais velhas a germinacdo iniciou-se no primeiro dia de
incubacdo para os bidtipos S e R ALS/PPO e no segundo dia para o bidtipo R

ALS (Figura 30B).
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FIGURA 30. Germinacdo acumulada de sementes com 2 meses de idade (A) e com
12 meses de idade (B) de E. heterophylla suscetivel e resistente aos
herbicidas inibidores da ALS e da PROTOX submetidas a temperatura de
32°C. UFRGS, Porto Alegre - RS, 2011.

A andlise por meio da distribuicdo gauseana da meédia de germinacao
acumulada dos biotipos aos 12 dias apdés a germinacdo de sementes com 2
meses de idade resultou em similaridade de germinacdo entre os biotipos, pois
ndo diferiram estatisticamente em nenhuma das temperaturas analisadas e
resultou na temperatura 6tima de germinacdo em torno de 28°C para todos o0s
biétipos (Figura 31A). Entretanto, a germinacdo diferiu tanto entre temperaturas
guanto dentro da mesma temperatura entre os bi6tipos com sementes de 12
meses de idade (Figura 31B). Deste modo, fica demonstrado que sementes de E.

heterophylla com mais de 1 ano de idade apresentam diferentes temperaturas

Otimas de germinagdo em relagéo aos biotipos resistentes e suscetiveis.
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A andlise do tempo médio de germinacdo (MLIT), da velocidade da
germinacao (TG) bem como da homogeneidade determinada pelo coeficiente de
variagdo de germinacdo revelou diferencas entre as caracteristicas de
germinabilidade entre temperaturas e entre os biétipos (Tabelas 16 e 17). De
forma geral, o tempo médio para ocorrer a germinacdo foi maior na temperatura
mais baixa nas duas idades de sementes. A velocidade de germinacdo aumentou
a medida em que as temperaturas se elevaram e com relacdo a homogeneidade

pode-se observar diferencas em relacdo ao CVG.
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FIGURA 31. Germinacdo acumulada aos 12 dias apdés a germinacdo (DAG) de
sementes novas novas (2 meses) (A) e sementes velhas (12 meses) (B)
de Euphorbia heterophylla (L.) suscetivel e resistente aos herbicidas
inibidores da ALS e da PROTOX, submetidas as temperaturas de 16, 20,
26 e 32°C. UFRGS, Porto Alegre - RS, 2011.

TABELA 16. Tempo médio de germinacdo em dias (MLIT), taxa de germinacéo (TG) e
coeficiente de velocidade de germinagdo (CVG) de sementes com 2
meses de idade de bibtipos de E. heterophylla S, R a ALS e R a
ALS/PPO, sob diferentes temperaturas. UFRGS, Porto Alegre-RS, 2011.

Biotipo Idade Temperatura (°C) MLIT (dias) TG (%) CVG
S 2 16 8,53 0,50 11,72
R ALS 2 16 10,95 1,11 9,13
R ALS/PPO 2 16 8,60 1,46 11,63
S 2 20 4,59 21,49 21,76
R ALS 2 20 5,51 17,60 18,16
R ALS/PPO 2 20 4,95 14,59 20,20
S 2 26 2,45 45,03 40,83
R ALS 2 26 1,73 69,24 57,65
R ALS/PPO 2 26 2,19 49,95 45,66
S 2 32 4,14 37,74 24,15
R ALS 2 32 3,038 60,48 33,00
R ALS/PPO 2 32 2,59 46,19 38,58
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TABELA 17. Tempo médio de germinacdo em dias (MLIT), taxa de germinacéo (TG) e
coeficiente de velocidade de germinacdo (CVG) de sementes com 12
meses de idade de bittipos de E. heterophylla S, R a ALS e R a
ALS/PPO, sob diferentes temperaturas. UFRGS, Porto Alegre-RS, 2011.

Biotipo Idade Temperatura (°C) MLIT (dias) TG (%) CVG
S 12 16 7,95 0,73 12,58
R ALS 12 16 9,00 0,12 11,11
R ALS/PPO 12 16 11,73 0,35 8,52
S 12 20 4,60 12,32 21,72
R ALS 12 20 8,56 3,46 11,69
R ALS/PPO 12 20 7,56 6,69 13,22
S 12 26 4,46 18,93 22,44
R ALS 12 26 7,64 5,25 13,08
R ALS/PPO 12 26 4,52 19,23 22,11
S 12 32 5,74 9,30 17,41
R ALS 12 32 8,14 3,52 12,29
R ALS/PPO 12 32 5,08 16,78 19,67

4.6 Resisténciatriplice em E. heterophylla (LE6)

Em relacdo aos experimentos de curvas de dose-resposta sobre o
crescimento de plantas para ambas as variaveis, a analise de variancia indicou
gue houve interacao sigificativa entre os bidtipos e doses de glifosato (p <0,01).
Para todos os biotipos, o controle de plantas daninhas foi diretamente
proporcional a taxa de glifosato usado e teve um bom ajuste para a equacéo
logistica (Figura 32, Tabela 18). Entretanto, houveram diferencas entre o0s

bidtipos.

TABELA 18. Parametros da equacdo logistica' usadas para determiner a dose de
glifosato necessaria para reduzir em 50 e 90% o controle (Cso € Cqo) de
biétipos de Euphorbia heterophylla (L.) suscetivel (S) e resistente (R) aos
inibidores de ALS e PROTOX aos 28 dias apds o tratamento (DAT).
UFRGS, Porto Alegre-RS, 2012.

Bidti 28 DAT*
'otpo a b Xaso co0 R FR
S 103.0(1.9)%* -1.4 (0.2)%+ 57.5 (3.0 234 0,99 -
R ALS 104.5 (2.5)*** -1.6 (0.2)** 96.1 (5.8)** 309  0,99%** 2
R ALS/PPO 101.6 (5.3)*** -1.7 (0.3)*  162.3(18.9)** 540  0,99** 3

! Equagcdo logistica de trés parametros y=100 - ( a/(1+abs(x/x0)"b));
2yalores entre parentheses correspondem ao erro padrdo da média.
Sisgificancia estatistica pelo teste ‘t' a *5%, **0,1% e ***0,01% de probabilidade do erro experimental; ns=néo significativo.
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TABELA 19. Parametros da equacdo logistica' usadas para determiner a dose de
glifosato necesséria para reduzir em 50 e 90% a massa seca da parte
aérea (GRsp € GRy) de biotipos de Euphorbia heterophylla (L.) suscetivel
(S) e resistente (R) aos inibidores de ALS e PROTOX aos 28 dias apés o
tratamento (DAT). UFRGS, Porto Alegre-RS, 2012.

Bidtipo 28 DAT.
P a b Xaso C0 R.__FR
S 98.1(4.5)7%+ 2.2 (0.3)** 90.2 (7.6)* 240 0,99 -
RALS 95.9(2.2)*** 3.4 (0.4)* 180.5 (7.0)*** 342  0,99** 2
R ALS/PPO 99.4(3.3)*** 2.2 (0.3)* 288.7(21.6)** 792  0,99** 3

O efeito das doses de glifosato sobre o bibtipo suscetivel foi severo e
apenas 57 e 234 g ha' foram necessarios para o controle de 50 e 90%,
respectivamente. As doses de glifosato necessarias para fornecer estes mesmos
niveis de controle sobre o biétipo R ALS foram 96 e 309 g ha™ respectivamente.
Da mesma forma, no bidtipo R ALS/PPO, as doses de glifosato necessarias para
fornecer estes niveis de controlo foram de 540 e 162 g ha™, respectivamente
(Figura 32A, Tabela 18).

Os dados de massa seca da parte aérea para todos os bidtipos tiveram um
bom ajuste para a equacdo logistica (Figura 32B, Tabela 19). O efeito do
herbicida glifosato foi menos pronunciado no bidtipo R ALS/PPO do que nos
outros dois biotipos. Na verdade, no biétipo R ALS/PPO, as doses do herbicida
necessarias para reduzir a massa seca da parte aérea 50 e 90% foram 289 e 792
g ha™, respectivamente. No entanto, o biétipo suscetivel precisa de apenas um
terco dessas doses para ter a reducdo da massa seca da parte aérea nas
mesmas proporcdes. Em contraste, o biétipo R ALS necessita metade dessas

doses (Figura 32B, Tabela 19).
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FIGURA 32. Efeito do herbicida glifosato no controle (A) e na massa seca da parte
aérea (MSPA) (B) em bibtipos de E. heterophylla S, R ALS e R ALS/PPO.
Porto Alegre-RS, 2012. Dados séo as médias + o erro padréo SE (n = 4).

O FR também confirmou as diferencas entre os biotipos, quanto a
sensibilidade ao glifosato. Para ambas as variaveis, o FR identificado no bi6tipo R
ALS foi igual a 2 enquanto que no R ALS/PPO o FR foi 3 (Tabelas 18 e 19).

Os experimentos de absorcao e translocacao utilizando herbicida glifosato
radiomarcado foram realizados para verificar se esses processos estdo
envolvidos na resistencia ao glifosato. Entretanto, os resultados tanto de absorcao
(Figura 33) quanto de translocacdo (Figura 34), mostraram que a resisténcia
triplice nesta espécie ndo esta relacionado a estes mecanismos.

No periodo de 4 HAT mais de 80% do herbicida radiomarcado foi absorvido
no biétipo S e para os bidtipos resistentes esta mesma quantidade soO foi

absorvida 24 HAT (Figura 33). Essa diferenca sO foi observada nos tempos
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iniciais de avaliagdo. Mais de 90% foi absorvido, sem diferencas significativas
entre os biétipos, no tempo de 72 HAT (Figura 33). A absorcdo de *C-glifosato,
de maneira geral, foi similar entre os bi6tipos em todos os intervalos de tempo

avaliados (exceto na primeiro intervalo avaliado).
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FIGURA 33. Absorcdo expressa em porcentagem do total de herbicida **C-glifosato
aplicado em biétipos de E. heterophylla S e R aos herbicidas inibidores

das enzimas ALS e PROTOX. Fayetteville-AR, 2013. Dados sio as médias *
o erro padréo SE (n = 4).

A porcentagem da radioatividade recuperada em diferentes partes da
planta indica que um total de 47, 49 e 39% do total da radioatividade absorvida
permaneceram na folha tratada ao final do intervalo de tempo estudado nos
bidtipos S, R ALS/PPO e R ALS, respectivamente (Figura 34A). De maneira geral,
em todos os bi6tipos houve uma reducéo na quantidade de **C-glifosato na folha
tratada a medida em que se aumentou o tempo apds a aplicacdo do herbicida
(Figura 34A). Diferentemente, para as folhas nao tratadas, colmos e raizes a
medida em que se aumentou o tempo apds a aplicacdo ocorreu um aumento
proporcional na quantidade de *C-glifosato detectado (Figura 34B-D). Porém,

também n&o foram observados diferencgas entre biotipos.
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Maiores quantidades do herbicida marcado translocaram para colmos e
raizes sendo pouco detectado em folhas néo tratadas. No tempo de avaliacdo de
72 HAT para o bidtipo S 23% do herbicida marcado ficou retido nas raizes
enquanto nos biotipos resistentes cerca de 27% ficou concentrada nos colmos
(Figura 34C-D). Esses resultados ndo mostraram diferengas entre o bi6tipo S e

entre os resistentes.
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FIGURA 34. Distribuicdo da porcentagem de '*C-glifosato absorvido aplicado em
diferentes partes da planta em bi6tipos de E. heterophylla S e R aos
herbicidas inibidores das enzimas ALS e PROTOX. A) Folha tratada; B).

Folha nao-tratada; C) Colmos; e D) Raizes. Fayetteville-AR, 2013. Dados
sé@o as médias * o erro padrdo SE (n = 4).



5 DISCUSSAO

O presente trabalho visou ampliar conhecimentos em relacdo a resisténcia
aos herbicidas inibidores da enzima ALS em biotipos de E. heterophylla
suscetivel, resistente a ALS e com resisténcia multipla aos inibidores das enzimas
ALS e PROTOX. Neste capitulo serdo discutidos os resultados obtidos nas seis
linhas de estudo desenvolvidas que enfatizam diferentes aspectos da resisténcia

de aos herbicidas em Euphorbia.

5.1 Resisténcia cruzada aos inibidores da ALS (LE1)

Uma das hipdteses deste trabalho refere-se a ocorréncia de resisténcia a
mais de um grupo quimico de herbicidas inibidores da ALS. O modo de acdo dos
herbicidas inibidores da enzima ALS é composto por cinco grupos quimicos.
Deste modo, hipotetizou-se que tanto o biétipo de E. heterophylla resistente a
ALS guanto o bitétipo com resisténcia multipla a ALS e PROTOX apresentam
resisténcia cruzada aos herbicidas inibidores da ALS, ou seja, sdo resistentes a
mais de um grupo quimico.

Os bidtipos de E. heterophylla resistente aos herbicidas inibidores da ALS e
com resisténcia multipla aos herbicidas inibidores das enzimas ALS e PROTOX
apresentam resisténcia cruzada. Os resultados obtidos nas curvas de dose-
resposta em relacdo a variavel controle confirmam esta hipétese (Tabela 7, Figura

14). Fatores de resisténcia elevados obtidos a partir dos valores de Cso
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confirmaram a ocorréncia de resisténcia cruzada aos cinco grupos quimicos dos
herbicidas inibidores da enzima ALS: imidazolinonas (IMI), sulfoniluréias (SU),
pirimidiltiobenzoatos (PTB), triazolopirimidinas (TP) e sulfonil-aminocarbonil-
triazolinona (SCT) (Tabela 7).

Os resultados obtidos com a variavel MSPA (Tabela 8, Figura 15) e nos
ensaios enzimaticos (Tabela 9, Figura 16) corroboram os obtidos com a variavel
controle. Deste modo, no presente trabalho os biétipos resistentes apresentam
resisténcia cruzada a todos os grupos quimicos dos herbicidas inibidores da
enzima ALS.

Os elevados niveis de resisténcia observados nas curvas de dose-resposta
sobre o crescimento de plantas e na atividade enzimatica (Tabelas 7-9) foram
similares aos resultados obtidos em outras plantas daninhas (LAMEGO et al.,
2009b; HAMAUZOVA et al., 2011; HAN et al.,, 2012). Os fatores de resisténcia
(FR) calculados no presente trabalho para os diferentes grupos de herbicidas
baseados nos valores de Csp, GR5 € Isp foram bem maiores dos valores descritos
previamente para EPHHL, indicando que esta populagéo tenha evoluido para alto
nivel de resisténcia. Os FR observado em bidtipos resistentes de EPHHL oriundos
do estado do Mato Grosso do Sul (MS) foram >17 para chlorimuron-ethyl e >25
para imazethapyr (GELMINI et al., 2005).

Em geral, os niveis de resisténcia sdo dependentes da mutacao(s) genética
(TRANEL & WRIGHT, 2002). Assim, na literatura, diferentes bidtipos da mesma
espécie tém mostrado diferentes FR (GELMINI et al., 2005;. WHALEY et al.,
2007). Assim, é possivel atribuir a grande diversidade de resultados observados
na literatura a diferentes muta¢des na enzima ALS.

Em plantas daninhas foram identificadas 8 posi¢des (Ala-122, Ala-205, Pro-

197, Asp-376, Arg-377, Ser-653, Gly-654 e Trp-574) que totalizam 24
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substituicdes de aminoécidos identificadas (TRANEL et al., 2011, HAN et al.,
2012). Algumas destas mutacdes identificadas conferem alto nivel de resisténcia
aos quatro grupos dos herbicidas inibidores da ALS. A mutacdo Trp-574-Leu
confere alto nivel de resisténcia aos 4 grupos em Bidens subalternans (LAMEGO
et al., 2009a) e Ala-122-Tyr também causou o mesmo fendtipo em Raphanus
raphanistrum L. (HAN et al., 2012). A mutacdo Asp-376-Glu acarretou em
resisténcia cruzada aos quatro grupos em Conyza canadensis (HAMAUZOVA et
al., 2011).

As diferencas na atividade enzimética entre os biotipos resistentes e
suscetivel sugerem alteracdes no local de acdo como mecanismo de resisténcia.
Porém, a ocorréncia de outro mecanismo de resisténcia ndo pode ser descartada
para explicar o alto nivel de resisténcia encontrado uma vez que a espécie de

estudo apresenta resisténcia multipla.

5.2 Heranca do gene ALS (LE2)

A segunda linha de estudo desenvolvida neste trabalho teve o objetivo de
determinar o tipo de heranca, o numero de genes que conferem a resisténcia e o
nivel de resisténcia em bibtipos de E. heterophylla com resisténcia multipla aos
inibidores da ALS e PROTOX. A hipétese é de que um gene maior de grande
efeito fenotipico com heranca nuclear seja responsavel pela resisténcia. Este
estudo ocorreu porque até o presente momento a heranca aos inibidores da ALS
em bidtipos com resisténcia multipla ainda ndo tinha sido investigada.

As geracles F1 e F2 dos cruzamentos obtidos entre bidtipos suscetivel e
entre bidtipos resistentes aos inibidores da ALS e com resisténcia multipla aos

inibidores da ALS e PROTOX, evidenciaram que a resisténcia € governada por
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um anico gene dominante nuclear e com dominancia completa (Tabela 12, Figura
17). Resultados semelhantes foram observados por Vargas et al. (2001).

O mecanismo de resisténcia predominante em plantas daninhas resistentes
aos inibidores da ALS é local de acao alterado devido a ocorréncia de mutacdes
no gene ALS (TRANEL & WRIGHT, 2002). Em EPHHL o mecanismo de
resisténcia ainda ndo foi elucidado. Porém, a andlise fenotipica pode ser um
indicativo da mutacéo presente no biétipo R, pois o padrao de resisténcia cruzada
pode ser definido de acordo com a mutacdo (TRANEL et al., 2011, HAN et al.,
2012). Os bidtipos de EPHHL do presente estudo apresentaram resisténcia
cruzada a cinco grupos dos inibidores da ALS (Tabelas 7, Figura 14). Deste
modo, fica fortemente sugerida a ocorréncia de mutacbes no gene ALS como
mecanismo de resisténcia nestes bibtipos.

Mutacbes na enzima ALS tém sido observadas como dominantes ou
parcialmente dominantes, sendo a heranca de gene nuclear (TRANEL &
WRIGHT, 2002). Essa predominancia de heranca de gene nuclear com
dominancia completa ou parcial pode estar correlacionada ao mecanismo de local
de acao alterado, no caso dos inibidores da ALS. Assim, esse fato seria outro
fator que evidencia o mecanismo por local de acdo alterado nos bidtipos do
presente estudo. Outras espécies resistentes aos inibidores da ALS apresentaram
heranca de gene unico nuclear com diferentes tipos de dominancia, como por
exemplo, em Lactuca spp. e Solanum nigrum (L.) com dominancia incompleta
(MALLORY-SMITH et al., 1990; VOLENBERG & STOLTENBERG, 2002).

Um Uunico gene nuclear com dominancia parcial também controla a
resisténcia a outros modos de acdo de herbicidas, como por exemplo, aos
inibidores de ACCase na espécie Solanum ptychanthum (ASHIGH et al., 2008) e

ao herbicida 2,4-D em Lactuca serriola (L.) (RIAR et al., 2011). No caso de outros
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mecanismos de resisténcia metabolizacdo (P450), em biotipos de Lolium rigidum,
a heranca é governada por um unico gene nuclear dominante (BUSI et al., 2011).
No caso de EPHHL com multipla resisténcia ha a hipétese néo testada da
ocorréncia de um gene envolvido na heranca da resisténcia. A resisténcia multipla
em Galium spurium ao herbicida quinclorac e aos inibidores de ALS é conferida
por dois genes distintos sendo um recessivo e o0 outro dominante,
respectivamente (EERD et al., 2004).

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que a resisténcia
aos inibidores da ALS é governada por um gene nuclear com dominancia
completa. O tipo de heranca encontrado somado ao padrdo de resisténcia
cruzada sao fortes evidéncias da ocorréncia de mutagdes no gene ALS. Porém, a
ocorréncia de outro mecanismo de resisténcia ndo pode ser descartada para
explicar o alto nivel de resisténcia encontrado uma vez que a espécie de estudo

apresenta resisténcia multipla.

5.3 Citogenética (LE3)

Os objetivos desta parte do trabalho foram determinar o nivel de ploidia em
bidtipos suscetivel e resistentes aos herbicidas, descrever o cari6tipo, analisar o
comportamento meiético e quantificar a viabilidade dos gréos de pdlen da espécie
E. heterophylla. Estes objetivos foram baseados na hipotese de que esta espécie
possui natureza polipléide devido a comparacdo com outras espécies do género.

Esse € um trabalho de natureza descritiva das caracteristicas citogenéticas
da espécie E. heterophylla. A natureza polipléide dessa espécie ainda néo foi
analisada com relacéo a resisténcia aos herbicidas, até o presente momento. Os
resultados obtidos nos trés bi6tipos de E. heterophylla analisados confirmam a

poliploidia da espécie (Figura 18).
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Outros trabalhos também mostraram que 0 ndamero cromossémico
encontrado em E. heterophylla foi 2n=28 (SUDA, 2001, AARESTRUP et al.,
2008a). No presente trabalho, o nimero cromossdémico observado foi 2n=28
independente do bidtipo estudado (Figura 18). Nao ocorreram diferencas em
relagdo ao nivel de plodia entre o bidtipo suscetivel e os bibtipos resistentes.

Outras espécies do género Euphorbia L. também apresentaram natureza
polipléide (STAHEVITCH et al., 1988; SHEIDAI et al., 2010; WARNER et al.,
2011), como por exemplo, a espécie hexaplbéide E. esula (2n=6x=60) com x=10
(STAHEVITCH et al., 1988); a espécie tetrapléide do subgénero Chamaesyce
Raf. E. hypericilifolia (2n=4x=32) com x=8; a espécie hexaploide E. helioscopia
do subgénero Esula Pers (2n=6x=42) com x=7; e duas espécies do subgénero
Poinsettia (Grah.) House E. dentata (2n=4x=28) e E. cyathophora (2n=8x=56)
com numero basico X=7 (SUDA, 2001). Cabe salientar que E. heterophylla L.
pertence a este mesmo subgénero em que 0 X=7.

Todavia, cerca de 60% das espécies do género Euphorbia L. sdo dipléides
(STAHEVITCH et al., 1988), como por exemplo, E. hirta (2n=2X=18) com X=9; E.
humifusa (2n=2x=22) com X=11; E. lathyris e E. hylonoma (2n=2X=20) com X=10
(WANG, et al., 1999); E. spinidens, E. marschalliana, E. bungei, E. buhsei e E.
szovitsii (2n=2x=20) com X=10 e E. orientalis (2n=2x=18) com X=9 (SHEIDAI et
al.,, 2010). Outra espécie diploide do género recentemente estudada foi E.
palustris (2n=2x=20) (WARNER et al., 2011).

Considerando o numero béasico de x=7 (SUDA, 2001, AARESTRUP et al.,
2008a), pode-se concluir que os biotipos de E. heterophylla analisados no
presente trabalho séo tetrapldides. Os numeros basicos encontrados no género
variam de x=5 (0,2%), x=6 (9,1%), x=7 (23,5%), x=8 (16,3%), x=9 (16,6%), x=10

(29,9%), x=11 (2,0%), x=13 (2,2%), x=17 (0,2%) e x=19 (0,5%) (SHARMA et al.,
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1970). No género Euphorbia L., a alteragdo do numero de cromossomos tem sido
frequente, onde a poliploidia ocorre em 40,7% das espécies (STAHEVITCH et al.,
1988).

A andlise do comportamento meidtico revelou que a maior parte das
células analisadas apresentavam pareamento cromossémico regular com a
presenca de associacdes multiplas cromossdémicas (Figuras 20 e 21). No final a
meiose passa a ser normalizada evidenciada pela disjuncdo regular dos
cromossomos (Figura 21) o que poderia explicar a elevada viabilidade de gréos
de polen encontrada.

A viabilidade de pdlen foi maior que 94% nos biotipos de E. heterophylla
estudados (Tabela 14). As diferencas observadas quanto ao grau de maturacao
das anteras no filamento garantem com que a planta emita poélen viavel em
diferentes épocas do seu desenvolvimento, caracterizando uma vantagem
evolutiva, pois permite aos biotipos resistentes passarem seus genes aos biotipos
suscetiveis. Porém, estudos demostraram que o inverso também pode ocorrer,
pois em bidtipos resistentes de Lolium multiflorum a antese ocorreu de 3 a 5 dias
apos o suscetivel sugerindo a ocorréncia de fluxo génico do suscetivel para o
resistente (GHERSA et al.,1991).

O estudo da natureza polipldide de E. heterophylla permite entender de
forma mais precisa a evolucdo da resisténcia bem como 0S mecanismos
envolvidos na heranca deste carater, uma vez que, a mutacdo responsavel pela
resisténcia pode ser encontrada em mais de um alelo (CHRISTOFFERS, 1999).
Por exemplo, a espécie daninha tetrapldide resistente aos herbicidas inibidores da
enzima ALS, Bidens subalternans, mostrou ter pelo menos trés alelos para o gene
que codifica a enzima (LAMEGO et al., 2009a). Esse fato deve-se a natureza

polipléide desta espécie. A espécie tetrapléide resistente aos herbicidas
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sulfoniluréias Monochoria korsakowii € um alotetraploide originado a partir de dois
diferentes genomas e a velocidade de dispersdo do gene de resisténcia aos
herbicidas de um autotetrapléide é muito mais rapida do que em um alotetrapléide
(WANG et al., 2003).

Os bidtipos de E. heterophylla (2n=4X=28) estudados no presente trabalho
sdo tetrapléides ndo havendo diferencas citogenéticas com a relacdo a
caracteristica resisténcia aos herbicidas. A andlise do cari6tipo evidenciou
Cromossomos muito pequenos inviabilizando a construgdo do idiograma. O
comportamento meidtico regular reflete na elevada viabilidade de grdos de pdlen.
Isso sugere evento de poliploidizacdo recente devido a presenca de
irregularidades. A viabilidade de pdlen foi maior que 94% e as diferencas quanto a
maturacao sugerem vantagens evolutivas da espécie.

A informacao gerada é de fundamental importancia para tracar estratégias
gue visam elucidar o mecanismo de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS,
uma vez que, possivelmente o mecanismo envolva alteracdo na enzima alvo do
herbicida. Dessa forma, mutacGes especificas podem ocorrer em mais de um
alelo do genoma tetrapléide de bidtipos com resisténcia multipla de E.

heterophylla.

5.4 Estudos moleculares (LE4)

Uma das hipéteses deste trabalho € de que o mecanismo de resiténcia nos
bidtipos resistentes de E. heterophylla com resisténcia aos herbicidas inibidores
da ALS e nos bi6tipos com resisténcia multipla aos inibidores da ALS e PROTOX
deve-se a alteracdes no local de acdo da enzima ALS. Isto ocorre pelo fato de
gue mutacdes no gene als sédo frequentemente identificadas em plantas daninhas

resistentes aos inibidores da ALS (POWLES & YU, 2010; MASSA et al., 2011).
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Os resultados obtidos com o presente trabalho ndo séo suficientes para
comprovar a hipétese levantada, porque apenas uma pequena porgédo de 169 pb
da sequéncia nucleotidica do gene als foi possivel de ser sequenciada nos
bidtipos resistentes estudados (Figura 26). Deste modo, analisou-se o inicio da
regido do gene, denominada de regido CAD. N&o foram encontradas alteragdes
de aminoacidos entre o bidtipo suscetivel e os resistentes nestas sequéncias.

Diversos outros estudos identificaram mutacdes no gene als como
responsaveis pela resisténcia a estes herbicidas (LAMEGO et al., 2009a;
MEROTTO et al.,2009; HAN et al., 2012; LI et al., 2012; LEGERE et al., 2013;
MCELROY et al., 2013; PANOZZO et al., 2013). Até o presente momento, ndo ha
relatos na literatura de mutagdes identificadas na espécie E. heterophylla.

Em contrapartida, nas espécies Echinochloa phyllopogon e Echinochloa
crusgalli a resisténcia aos inibidores da enzima ALS nao ocorreu devido a TSR,
mas sim alteracdes no metabolismo desta enzima (YASUOR et al., 2009; RIAR et
al., 2013). Mecanismos do tipo NTSR nédo sdo comuns em plantas daninhas
resistentes aos inibidores da ALS.

Pela primeira vez se tem relatos de um pequeno fragmento do gene ALS
identificado na espécie E. heterophylla. Esse fato € importante pois viabiliza
estudos futuros para o isolamento completo do gene ALS nesta espécie. A partir
destes resultados sera possivel desenhar primers direto da sequéncia
nucleotidica de E. heterophylla. A regido identificada corresponde aos dominios

CAD do gene ALS.

5.5 Germinabilidade em E. heterophylla (LE5)
Os resultados evidenciaram diferencas no padrao de germinagéo

acumulada entre os biotipos de E. heterophylla resistentes e suscetivel nas
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sementes com 12 meses de idade. Diferengcas de germinacdo em diferentes
temperaturas entre bitipos resistentes e suscetiveis aos herbicidas inibidores da
enzima ALS também foram encontradas na espécie Bidens subalternans
(LAMEGO et al., 2011). Bidtipos da planta daninha Solanum ptychanthum Dun.
resistente e suscetivel aos inibidores da ALS também diferiram quanto a
germinacéo (ASHIGH & TARDIF, 2011).

Os mecanismos fisiol6gicos envolvidos na baixa germinacdo de sementes
de E. heterophylla com 12 meses de idade ainda n&o foram elucidados.
Hipotetiza-se que um dos possiveis mecanismos envolvidos seja a dorméncia. A
ocorréncia de dorméncia nesta espécie foi observada através da analise da
viabilidade de sementes resistentes e suscetiveis com 14 meses de idade
(AARESTRUP et al., 2008b). A dorméncia desta espécie foi evidenciada atravées
do incremento no indice de velocidade de germinacdo utilizando técnicas
guimicas de quebra de dorméncia (SALVADOR et al., 2007).

A reducédo de germinacéo dos bidtipos de sementes de 12 meses de idade
também pode ser explicada do ponto de vista fisiogenético. Possivelmente haja
ocorréncia de genes de efeito maior regulando a germinacéo (LI et al., 2011). A
regulacao é negativa porque nestes bibtipos foi observado menores percentagens
de germinacdo. Porém a elucidacdo destes genes € complicada pois 0 processo
de germinacdo € complexo e € controlado por multiplos genes e por fatores
ambientais. A aplicacdo da biologia molecular possibilitou identificar locus de
caracteristicas quantitativas (QTL) envolvidos em processos de germinacao e
dorméncia em plantas modelo como arroz (LI et al.,, 2011) e em arabidopsis
(BENTSINK et al., 2006). O mapeamento destes QTLs revelam a identificacdo de
genes de efeito maior candidatos por serem responsaveis pela germinacgéo (LI et

al., 2011).
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Outro raciocinio pode ser realizado de forma reversa, ou seja, nas
sementes de dois meses de idade podem ser expressos genes que mascaram a
expressdo dos genes de efeito maior responséaveis pelas baixas germinacdes em
sementes mais velhas, e deste modo ocorre maior germinacao. Na genética esse
fenbmeno, em que genes mascaram a expressao de outros genes, € conhecido
como epistasia. Porém, esta hipétese ainda néo foi testada.

As sementes dos bidtipos resistentes e suscetivel de E. heterophylla com
dois meses de idade diferiram apenas na temperatura mais baixa (16°C). Nas
sementes de dois meses de idade, na temperatura de 16°C a partir do 15° dia
ocorreu um aumento na germinacao do biétipo R ALS corroborando hipotese de
gue plantas daninhas resistentes aos herbicidas inibidores da ALS germinam mais
sob baixas temperaturas (DYER et al., 1993). Os niveis dos aminoacidos leucina
e isoleucina em sementes de Bidens subalternans foi 10% maior quando
comparado ao suscetivel, conferindo deste modo vantagem de germinacédo do
bidtipo resistente em baixas temperaturas (DYER et al., 1993; EBERLEIN et al.,
1997).

A maior concentracdo dos aminoacidos valina, leucina e isoleucina é
atribuida a baixa atividade da enzima ALS sob temperaturas mais baixas, sendo
desta forma insensivel a regulacdo ‘feed back’ exercida pelos proprios
aminoacidos (EBERLEIN et al.,, 1997). Consequentemente, o alto nivel destes
aminoécidos, requeridos para a sintese de DNA, estimulam a divisdo celular e
aceleram a germinacado e o crescimento de plantulas de biotipos resistentes sob
baixas temperaturas (EBERLEIN et al., 1999).

Assim, os resultados obtidos no presente estudo corroboram esta hipétese
do mesmo modo do que foi encontrado nas espécies Bidens subalternans (DYER

etal., 1993; LAMEGO et al., 2011), em Lactuca serriola (EBERLEIN et al., 1999) e
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em bidtipos da planta daninha Solanum ptychanthum Dun. (ASHIGH & TARDIF,
2011).

Os resultados apresentados neste estudo evidenciam que o manejo de
leiteira com resisténcia multipla aos herbicidas inibidores da ALS e PROTOX, bem
como de bidtipos resistentes apenas aos inibidores de ALS devera ser focado
principalmente na eliminacéo das plantas resistentes que escaparam da aplicacao
herbicida. Como foi demosnstrado, sementes com dois meses apdés a colheita ndo
apresentam diferencas com relacdo ao suscetivel em temperaturas mais
elevadas, condicdo em que normalmente se desenvolvem as principais culturas
gue sao infestadas por essa daninha. Deste modo, a supressao da aplicacao de
herbicidas selecionadores das populacdes resistentes ndo resultara, em principio,
em aumento da frequéncia de individuos suscetiveis nas areas.

Conhecendo a amplitude de temperatura em que as sementes de bibtipos
resistentes de leiteira germinam, auxilia na previsdo das regides mais aptas a
evolucdo da resisténcia, ou seja, regides que seriam potencialmente colonizadas
por essa espécie, bem como as épocas do ano em que seu estabelecimento teria

maior sucesso.

5.6 Resisténciatriplice em E. heterophylla (LE6)

Os resultados obtidos neste trabalho suportam a hipotese de que biétipos
de E. heterophylla com resisténcia multipla aos inibidores da ALS e PROTOX,
também desenvolveram resisténcia ao herbicida glifosato (Tabelas 18-19, Figura
32). Uma das possiveis razfes para isto € que mecanismos de resisténcia que
ndo envolvem o local de acao alterado tenham sido selecionados com a utilizagcéo

dos herbicias utilizados anteriormente na area.
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Outros estudos demonstraram que mecanismos do tipo NTSR podem
conferir resisténcia aos herbicidas com diferentes modos de acdo. Por exemplo,
bidtipos de Alopecurus myosuroides resistente aos inibidores da ALS e a ACCase
(DELYE et al., 2011). Também pode ser citado biétipos de Lolium rigidum
resistentes ao glifosato, ACCase e ALS devido a mecanismos distintos de NTSR
como reducgéo na absorcao e translocacdo do herbicida glifosato e aumento na
metabolizacdo de ALS e ACCase (YU et al., 2009).

Avaliou-se a hipétese de que a resisténcia triplice nesta espécie deve-se a
mecanismos que ndo envolvem o local de acdo alterado. A absorcdo de *C-
glifosato, com excessao para o primeiro intervalo de tempo estudado, foi similar
entre os bidtipos. Mais de 90% do herbicida foi absorvido ao final do tempo
avaliado sem diferencas entre S e R (Figura 33). Em relacdo a translocacao
também ndo foram observadas diferencas entre os biotipos. Ao final do tempo
avaliado cerca de 40% permaneceu na folha tratada, ou seja, mais de 60% do
herbicida translocou para os colmos e raizes (Figura 34).

Os resultados de absorcdo (Figura 33) e de translocacdo (Figura 34),
obtidos no presente trabalho, utilizando o herbicida **C-glifosato evidenciaram que
a resisténcia em E. heterophylla ndo é devido a absorcdo e translocacao
reduzida. Resultados similares foram encontrados em biotipos resistentes ao
glifosato de Kochia scoparia onde a absorcdo e translocacdo de glifocato néo
foram sufientes para explicar a resisténcia nesta espécie (WAITE et al., 2013).
Adicionalmente o herbicida glifosato também n&o afetou a absorcdo e
translocacdo em biotipos de Lolium perenne (L.) (YANNICCARI et al., 2012).

Por outro lado mecanismos que ndo envolvem o local de acdo alterado
vém sendo identificados em plantas daninhas resistentes ao glifosato.

Mecanismos de absorcao (MICHITE et al., 2007; NANDULA et al., 2008) e de



109
translocacdo reduzida (LORRAINE-COLWILL et al.,, 2003; FENG et al., 2004;
WAKELIN et al., 2004; KOGER & REDDY, 2005; MICHITE et al., 2007; DINELLI
et al.,, 2008; FERREIRA et al., 2008; NANDULA et al., 2008; PRESTON et al.,
2009; YU et al. 2009) sdo comumente descritos na literatura como mecanismos
responsaveis pela resisténcia ao herbicida glifosato em diferentes espécies de
plantas daninhas.

Os resultados obtidos nesta parte do trabalho indicam que os bidtipos
resistentes aos inibidores da ALS bem como os bi6tipos com resisténcia multipla
a ALS e PROTOX evoluiram resisténcia ao herbicida glifosato. O mecanismo
responsavel por esta resisténcia nao é devido a absorcéo e translocacéo reduzida

do herbicida.



6 CONCLUSOES

Os bidtipos resistentes de E. heterophylla estudados apresentam
resisténcia cruzada aos cinco grupos quimicos dos herbicidas inibidores da
enzima ALS;

O mecanismo de resisténcia € devido a alteracées no local de acdo da
enzima;

O tipo de heranca associado a resisténcia aos inibidores da enzima ALS
nuclear sendo governada por um unico gene com dominancia parciamente
completa;

A espécie E. heterophylla estudada no presente trabalho € uma planta
tetraploide com 2n=28 cromossomos;

N&do foi possivel determinar a mutacdo que confere resisténcia aos
herbicidas inibidores da ALS em E. heteropohylla, entretanto, pela primeira vez na
literatura foi identificado uma sequéncia do gene als incompleta nesta espécie;

Ocorreram diferencas no padrdo de germinacdo acumulada entre o0s
biétipos de E. heterophylla resistentes e suscetivel nas sementes com 12 meses
de idade;

Tanto os bidtipos resistentes aos inibidores da ALS bem como os bidtipos
com resisténcia multipla a ALS e PROTOX evoluiram resisténcia ao herbicida

glifosato;
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O mecanismo responsavel pela resisténcia ao herbicida glifosato ndo é

devido a absorcéo e translocacao reduzida do herbicida.
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