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AVALIAGAO DO MECANISMO DE RESISTENCIA A IMAZETHAPYR E
RELACOES FILOGENETICAS DE CAPIM-ARROZ (Echinochloa spp.)*

Autor: Everton Danilo Bortoly
Orientador: Aldo Merotto Jr.

RESUMO

O capim-arroz (Echinochloa spp.) é considerado uma das principais plantas daninhas
da cultura do arroz irrigado devido aos elevados prejuizos na produtividade desta cultura. A
identificacdo das diversas espécies de capim-arroz ¢ dificultada devido a grande variabilidade
existente nos descritores taxondmicos utilizados. Recentemente diversas populacdes de
capim-arroz tém apresentado resisténcia aos herbicidas inibidores da acetolactato sintase
(ALS) e o mecanismo responsavel pela resisténcia ndo é completamente conhecido. Os
objetivos desta dissertacdo foi identificar a ocorréncia do local de acdo alterado como
mecanismo de resisténcia aos herbicidas e avaliar a classificacdo taxondmica e as relacdes
filogenéticas em acessos de capim-arroz de forma a orientar o correto manejo desta espécie na
cultura do arroz irrigado. A avaliacdo do mecanismo de resisténcia aos herbicidas foi realizada
através de experimentos de crescimento de plantas e atividade da enzima ALS em avaliacdes
de curva dose-resposta e do sequenciamento do gene ALS em seis biotipos. Os resultados
demonstraram a ocorréncia de menor sensibilidade da enzima ALS nos biétipos PALMSO01 e
MOSTS51 que apresentam GRs de 140 e 700 g.ha™ de imazethapyr devido & ocorréncia das
mutacdes SessN e Wis74L, respectivamente. A identificacdo de espécie e a relacao filogenética
foram realizadas através da classificacdo morfologica com base em chaves taxondmicas e de
marcadores moleculares de cloroplasto referentes ao intron trnT e trnL e de espacgadores
transcritos internos (ITS) em 29 acessos originarios de lavouras de arroz irrigado do RS. A
avaliacdo morfologica apresentou grande variabilidade tanto de caracteristicas vegetativas
como reprodutivas dificultando a utilizacdo das chaves taxondmicas para varios acessos. O
comprimento do eixo secundario da raquis menor que 2 cm foi caracteristico da espécie E.
colonun e a largura do antécio inferior a 1,2 mm foi discriminador de E. crus-pavonis em
relacdo a E. crus-galli. A analise filogenética através de sequéncias de cpDNA foi mais
discriminadora em relacdo aos parametros morfolégicos do que as sequéncias ITS. A espécie
E. colonun apresentou varios indel e mutacdes possibilitando a facil diferenciacdo das demais
espécies. A sequéncia de nucleotideos de cpDNA indicou a ocorréncia de duas mutacGes
diferenciais entre as espécies E. crus-galli e E. crus-pavonis referentes as alteragcdes de Timina
para Guanina e Adenina para Timina, respectivamente. Existe grande variabilidade
morfoldgica entre as espécies de capim-arroz ocorrentes no RS e marcadores moleculares de
cpDNA sdo eficientes para a discriminacdo destas espécies. A resisténcia aos herbicidas
imidazolinonas em capim-arroz esta relacionada a ocorréncia de mutagdes no gene ALS.

! Dissertagio de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (106 p) Agosto, 2013.
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EVALUATION OF THE MECHANISM OF RESISTANCE IMAZETHAPYR AND
PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS OF BARNYARDGRASS (Echinochloa spp.)?

Author: Everton Danilo Bortoly
Adviser: Aldo Merotto Jr.

ABSTRACT

The Echinochloa complex is considered a major weed of irrigated rice due to high
losses in grain yield. The identification of the Echinochloa species is difficult due to the large
variability of the plant descriptors used in the taxonomic keys. Recently several populations of
Echinochloa has evolved resistance to acetolactate synthase (ALS) inhibitors and the
mechanism of resistance is not fully understood. The aim of this study was to identify the
occurrence of altered target as a mechanism of herbicide resistance and to evaluate the
taxonomic classification and phylogenetic relationships in Echinochloa accessions in order to
guide the correct management of this species in irrigated rice. The evaluation of the
mechanism of herbicide resistance was performed in plant growth and ALS enzyme activity
assays evaluated with dose-response curve and by the sequencing of the ALS gene in six
Echinochloa biotypes. The results demonstrated the occurrence of ALS enzyme insensitivity
and the mutations Ser653N and W574L in the ALS gene in two resistant biotypes. The
identification and phylogenetic relationship was evaluated through morphological
classification based on taxonomic keys and with molecular markers for the chloroplast trnT
and trnL intron and internal transcribed spacers (ITS) in 29 accessions collected in irrigated
rice fields in RS. Both vegetative and reproductive characteristics were highly variable
resulting in difficulties for using the taxonomic keys. The length of the axis of rachis minor
that 2 mm was characteristic of the species E. colonun, and anthecium width of less than 1.2
mm was discriminator E. crus-pavonis towards E. crus-galli. Phylogenetic analysis using
cpDNA sequences was more discriminatory in relation to morphological and ITS sequences.
E. colonun showed several indel and mutations enabling easy differentiation from other
species. The nucleotide sequence of cpDNA obtained with cpDNA markers indicated the
occurrence of two differential mutations between species E. crus-galli and E. crus-pavonis
related to the changes of Thymine to Guanine and Adenine to Thymine, respectively. There
was large variability among the Echinochloa complex accessions collected in RS and
molecular markers of cpDNA are efficient to discriminate these species. The resistance to
imidazolinone herbicides on barnyardgrass is related to the occurrence of mutations in the
ALS gene.

2 Master of science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (106 p) August, 2013.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos principais cereais que compde a alimentacao
brasileira e mundial. Para suprir a crescente demanda de alimentos existe a necessidade de
aumentar a producdo desse cereal, o que pode ser alcancado com melhorias do manejo da
cultura, principalmente no controle das plantas daninhas. O controle insatisfatorio das
plantas daninhas reduz em média a produtividade em até 35% (Oerke & Dehne, 2004) e a
auséncia do controle pode diminuir a produtividade do arroz em 90% (Andres & Machado,
2004).

Diversas plantas daninhas ocorrem na cultura do arroz irrigado, sendo que o capim-
arroz (Echinochloa spp.) é considerado um dos principais grupos de espécies devido ao
alto efeito de competicdo com a cultura. De forma geral, infestagdes de 40 plantas m™ de
Echinochloa spp. reduzem o rendimento dos grdos de 50 a 70% (Carey, 1990; Fischer et
al., 1997) e apenas uma planta de capim-arroz reduz o rendimento de gréos entre 8,4 e
11,3% (Agostinetto et al., 2007). Com mais especificidade, infestacdo de 40 plantas m™ da
espécie E. colona Link (L.) reduz a produtividade de 27 a 62% (Fischer et al., 1997). Da
mesma forma, a espécie E. crus-galli (L.) Beauv. na densidade de 2 plantas m™ reduz 10%
da produtividade da cultura (Carey, 1990).

A denominacdo de capim-arroz é utilizada para vérias espécies do género
Echinochloa e, atualmente, a diferenciacdo filogenética dessas espécies & importante,

dentre outros fatores, para a identificacdo e controle principalmente das plantas que



apresentam resisténcia aos herbicidas. Morfologicamente ha varias caracteristicas que
permitem distinguir as espécies de capim-arroz, como por exemplo, presenca ou ndo de
aristas, altura de planta, tamanho das paniculas, entre outras. A correta identificacdo das
espeécies de capim-arroz é dificultada pela possivel existéncia de hibridos que apresentam
caracteristicas intermediarias entre as espécies e tambeém pela existéncia de plantas mimics
que pertencem a uma espécie, porém, apresentam caracteristicas semelhantes de outra.
Uma alternativa para aumentar eficiéncia na classificacdo é o uso de marcadores
moleculares, os quais possibilitam analisar as possiveis variacbes ocorridas no DNA
presente no cloroplasto (Tabacchi et al., 2006). Estas informaces podem ser utilizadas
para a correta identificacdo das espécies Echinochloa ocorrentes no Sul do Brasil, e assim
racionalizar a aplicacdo dos métodos de controle e o monitoramento da ocorréncia de
resisténcia aos herbicidas.

O controle de capim-arroz é realizado na maioria das lavouras através do uso de
herbicidas. Atualmente na cultura do arroz séo utilizadas cultivares de arroz resistentes aos
herbicidas pertencentes ao grupo quimico das imidazolinonas (Clearfiled®). Essas
cultivares proporcionam a utilizacdo de herbicidas imidazolinonas que possuem elevada
eficiéncia no controle das principais plantas daninhas desta cultura, o arroz vermelho
(Oryza sativa L.) e o capim-arroz. Desde o ano agricola 2009/2010 essas cultivares sdo
utilizadas em torno de 50% das areas de arroz irrigado no estado do Rio Grande do Sul
(RS), que corresponde a aproximadamente 500 mil hectares. Nesta situa¢do, os herbicidas
imidazolinonas vém sendo utilizados de forma continua e sem respeitar a rotagdo de
herbicidas com diferentes mecanismos de acao.

O uso irracional desses herbicidas, juntamente com os problemas de manejo da

cultura do arroz, contribuiu para a evolugéo da resisténcia de capim-arroz aos herbicidas



imidazolinonas e demais produtos inibidores da acetolactato sintase (ALS). O capim-arroz
com resisténcia aos herbicidas € atualmente um problema para a obtencdo de altos
rendimentos na cultura do arroz e demanda conhecimentos sobre os processos relacionados
a resisténcia para a determinacao correta dos procedimentos de prevencéo e controle.

O mecanismo de resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas pode ser devido a
processos relacionados ou ndo a alteracao do local de acdo. O local de acdo alterado resulta
em uma reducdo da afinidade da enzima pelo herbicida e geralmente aumenta a
insensibilidade a outros herbicidas do mesmo grupo quimico e mecanismo de acdo. Essa
alteracdo ocorre devido a uma mutacdo que na maioria das vezes, € decorrente de uma
substituicdo dos aminoacidos e que pode ocorrer em um ou em varios locais do gene alvo
(Shaner, 1999). Algumas dessas alteracdes sdo mais comuns e podem proporcionar
resisténcia aos herbicidas de certo grupo quimico, porém suscetibilidade aos demais. Este
mecanismo é responsavel pela maior frequéncia dos casos relatados de resisténcia aos
herbicidas. A resisténcia ndo relacionada ao local de acdo esta associada com o aumento da
metabolizacdo que ocorre pela acdo das enzimas citocromo monooxigenase (CytP450) e
Glutationa S-Transferase (GSTs) que detoxificam as moléculas do herbicida. A resisténcia
causada por incremento da metabolizacdo geralmente ocorre também aos herbicidas de
diferentes mecanismos de acdo e até mesmo a produtos ainda ndo utilizados na area onde
as plantas foram selecionadas (Powles & Yu, 2010).

Populacdes de capim-arroz das principais regides produtoras de arroz irrigado do
RS e Santa Catarina (SC) tém apresentado resisténcia aos herbicidas do grupo das
imidazolinonas (Merotto et al., 2009; Mariot et al., 2010). Do mesmo modo, populagdes de
capim-arroz resistente ao herbicida quinclorac também foram identificadas em trabalhos

realizados nas regifes orizicolas dos estados do RS e SC (Menezes & Ramirez, 2000;



Merotto et al., 2000; Andres et al., 2007; Mariot et al., 2010). Outros trabalhos recentes
comprovam que bi6tipos oriundos das regifes produtoras de arroz irrigado de SC
apresentam resisténcia multipla ao quinclorac e aos herbicidas inibidores da enzima ALS
(Noldin et al., 2009). Alguns bidtipos de capim-arroz resistente ao imazethapyr possuem
resposta aos inibidores de metabolizacdo indicando a participacdo desse processo como
mecanismo de resisténcia aos herbicidas (Matzenbacher, 2012). Porém, alguns biotipos
resistentes ndo apresentam incremento de metabolizacdo indicando a possibilidade de

ocorréncia de outros mecanismos de resisténcia de forma conjunta ou isolada.

Objetivo geral

Identificar a ocorréncia de local de acdo alterado como mecanismo de resisténcia
aos herbicidas e avaliar a classificacdo taxonémica e relacfes filogenéticas em populagdes

de capim-arroz resistentes aos herbicidas.

Objetivos especificos

(i) Realizar a identificacdo taxonémica de acessos de capim-arroz originados do
estado do RS com base nas principais chaves de identificacdo de espécies do género
Echinochloa.

(ii) Realizar a analise filogenética com base em marcadores do cloroplasto e ITS
em acessos de capim-arroz originados do estado do RS e correlacionar com as principais

chaves de identificacdo de espécies do género Echinochloa.



(iii) Determinar a ocorréncia de local de acdo alterado como mecanismo de
resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS em populacdes de capim-arroz originados do

estado do RS.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aculturado arroz (Oryza sativa L.)

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos principais cereais que compde a alimentacao
brasileira e mundial. Este cereal € um dos alimentos mais produzidos e consumidos no
mundo, sendo cultivado em mais de 110 paises e tornando-o um importante alimento
contra a fome (FAO, 2009). O arroz é uma excelente fonte de energia devido a alta
concentracdo de amido, proteinas, vitaminas e minerais, além de apresentar outras
vantagens como o baixo teor de lipidios.

A producdo mundial de arroz em 2012 foi de aproximadamente 728,7 milhdes de
toneladas, sendo 0,7% maior do que em 2011 que ja tinha sido considerada recorde. Houve
também aumento na area cultivada, que ultrapassou 162 milhGes de hectares (FAO, 2013).
O Brasil é o0 nono produtor mundial de arroz e 0 maior fora do continente asiatico. Na safra
2012/13, o Brasil cultivou uma area de 2.420 milhdes de hectares, 0,3% menor do que na
safra 2011/12, porém com producdo de 12.062 milhdes de toneladas, 463 mil toneladas a
mais do que na safra 2011/2012 (CONAB, 2013). Esse aumento se deve, exclusivamente,
ao desempenho das lavouras do Rio Grande do Sul (RS), que além do aumento da area de
1,3%, chegando a 1,066 milhdes de hectares, aumentando também a produtividade média

atingiu 7.525 kg.ha™. O estado do RS é o maior produtor de arroz do Brasil, representando



aproximadamente 65% da producdo nacional, ou seja, 8.026 milhGes de toneladas
(CONAB, 2013).

Nos ultimos anos houve um grande aumento da produtividade da cultura de arroz
irrigado no Brasil, devido principalmente ao desenvolvimento de tecnologias e estratégias
de manejo. Dentre essas tecnologias destacam-se o controle de arroz vermelho (Oryza
sativa L.) que proporcionou semeadura na época recomendada e manejos adequados de
fertilidade e irrigacdo. Entretanto, muitos fatores contribuem para a reducdo dos
rendimentos de gréos na cultura do arroz irrigado. A competicdo com plantas daninhas é
um fator que limita a expressdo do potencial genético e causa reducédo na produtividade das
lavouras. Os prejuizos de um controle insatisfatorio das plantas daninhas na cultura do
arroz irrigado podem chegar a 40% (Oerke, 2006), enquanto que a auséncia de controle
pode ocasionar perdas de até 85% (Fleck et al., 2004). No Brasil, o arroz vermelho e o
capim-arroz (Echinochloa spp.) sdo os principais responsaveis pela reducdo de

produtividade das lavouras de arroz.

2.2 Capim-arroz (Echinochloa spp.)

O capim-arroz (Echinochloa spp.) € considerado a sexta planta daninha mais
importante do mundo (Heap, 2011). Na cultura do arroz, esta planta daninha é a mais
severa no Arkansas (EUA) (Norsworthy et al., 2007) e uma das mais problematicas nas
lavouras de arroz irrigado do Sul do Brasil. Essa importancia se deve, principalmente,
porque o0 capim-arroz apresenta capacidade de rapida adaptacdo aos mais diversos
ambientes, ampla distribuicdo, rapida e alta capacidade de germinag&o, e algumas espécies
germinam sob déficit hidrico ou em solo inundado (Andres & Machado, 2004). QOutra

particularidade dessa planta daninha é que sua fase vegetativa é semelhante a da planta de



arroz (Agostinetto & Vargas, 2009; Yamasue, 2001). Esta planta daninha também
apresenta excelente plasticidade com relacdo a temperatura de germinacao, variando entre
25 e 30°C, mas pode germinar com temperaturas inferiores a 10°C (Guillemin et al.,
2012). Devido a todas essas caracteristicas, o capim-arroz é considerado um problema em
lavouras de arroz irrigado em mais de 60 paises (Barrett & Wilson, 1983).

O capim-arroz € uma planta autdgama e apresenta uma producdo média de 40 mil
sementes por planta, mas em alguns casos essa quantidade pode ultrapassar 1.000.000 de
sementes (Holm et al., 1977; Maun & Barnett, 1986; Norris, 2003). Uma area com cinco
anos de monocultivo de arroz foi possivel contabilizar 2.500 plantulas.m™ de capim-arroz
(Melo et al., 2004). Para agravar mais essa problematica ndo ha informacdes precisas sobre
o nivel de ploidia de cada espécie, 0 que ha disponiveis é que a espécie E. crus-galli é
alohexapldide e a espécie E. oryzicola é tetraploide (Yabuno, 1966) porém, de forma geral
0 capim-arroz é uma planta poliploide (Osuna et al., 2011) e apresenta uma extensa
reorganizacdo do genoma com genes multiplicados que podem sofrer uma divergéncia
imediata de funcdo, ou até mesmo uma nova funcéo (Otto, 2003).

O conjunto de caracteristicas relacionadas a persisténcia e competicdo fazem com
que o capim-arroz seja considerado uma “super planta daninha”, onde apenas uma planta
de capim-arroz por metro quadrado pode reduzir o rendimento de gréos de arroz entre 5 e
22%, variando conforme a cultivar semeada e a época do inicio da irrigagdo (Galon et al.,
2007). Em outro trabalho foi encontrado que a presenca de uma planta por metro quadrado
reduz o rendimento de grdos da cultura do arroz entre 8,4 e 11,3%, quando o inicio da
irrigacédo foi de 1 e 20 dias apds o tratamento com herbicida, respectivamente (Agostinetto
et al., 2007). De forma geral, infestagbes de 40 plantas m™ de Echinochloa ssp. reduzem o

rendimento dos grdos de 50 a 70% (Carey, 1990; Fischer et al., 1997) e essa redugéo no



rendimento pode ser variavel dependendo da espécie infestante. No caso do E. colona Link
(L.), infestacdo com 40 plantas.m™ reduz o rendimento de 27 a 62% (Fischer et al., 1997).
J& E. crus-galli na densidade de 2 plantas.m? resulta em reducdo de 10% da
produtividade, e em infestacdes de 40 plantas m™ a reducéo é de 50 a 70% (Carey, 1990;

Fischer et al., 1997; Mennan et al., 2012).

2.3 ldentificacdo das espécies de capim-arroz

O género Echinochloa é cosmopolita e apresenta cerca de 50 espécies, incluindo
diversas subespécies e variedades. No Brasil, ha principalmente a incidéncia das espécies
E. colona (L.) Link., algumas variedades de E. crus-galli (L.) Beauv., sendo E. crus-galli
var. crus-galli (L.) Beauv., E. crus-galli var. mitis (Pursh) Peterm, E. helodes (Hackel)
Parodi., E. crus-pavoris (Kunth) Hitchc e E. polystachya (Kunth) Hitchc. (Moreira &
Braganca, 2010). Essas espécies sdo encontradas em canais de irrigacao, areas alagadas,
lavouras de arroz irrigado e eventualmente em outras culturas. Com relacéo a espécie E.
crus-pavonis ha varios trabalhos relacionando essa espécie como variedade da espécie E.
crus-galli e sendo denominada neste trabalho de E. crus-galli var. crus-pavonis (Pfitscher
& Barreto, 1976; Kissmann, 1991). No presente trabalho sera utilizada a denominacao E.
crus-pavonis como espécie de acordo com Pirola (1965) e Yamaguchi et al. (2008) e ndo
na forma de variedade E. crus-galli var. crus-pavonis como apresentado em Kissmann
(1991).

As espécies do género Echinochloa apresentam caracteristicas morfolégicas
especificas que atualmente sdo empregadas para sua distin¢do. Por exemplo, a espécie E.
colona é facilmente identificada pela sua panicula compacta em relagéo as demais espécies

do género e suas espiguetas sdo inseridas alternadamente, opostas e verticiladas em um
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mesmo eixo. Da mesma forma, E. helodes se diferencia das demais espécies por ter uma
panicula comprimida, longa e desprovida de ramificacbes laterais. A espéecie E.
polystachya é a Unica espécie que apresenta ligula. Essas caracteristicas possibilitam a
diferenciacdo destas espécies atraves de descritores morfologicos de facil identificacédo.
Porém, a espécie E. crus-galli ndo apresenta caracteristicas discriminatorias de féacil
identificacdo. As caracteristicas utilizadas na identificacdo das espécies de E. crus-galli e
E. crus-pavonis estdo relacionadas com a inflorescéncia onde, a E. crus-galli apresenta
paniculas mais curtas, normalmente eretas e com coloracéo verde ou com tons purpuros e
em comparacdo com E. crus-pavonis que possui as paniculas maiores, com aristas longas,
geralmente pendentes e com coloracdo rosea ou um purpura palido (Moreira & Braganca,
2010; Kissmann, 1991; EMBRAPA, 2011). Mesmo com todas essas caracteristicas, ha um
elevado grau de incerteza com relacdo a variabilidade de plantas ocorrentes em lavouras de
arroz irrigado do RS devido principalmente a ocorréncia de plantas com caracteristicas
mistas e intermediarias em relacdo as descritas anteriormente.

Vérias chaves taxonémicas de identificacdo das espécies do género Echinochloa
sdo descritas na literatura (Pfitscher & Barreto, 1976; Carretero, 1981; Kissmann, 1991;
Pignatti, 1982; Pirola, 1965). Essas chaves taxondmicas sdo usadas como base para varios
trabalhos em diferentes partes do mundo. Trabalho realizado na Itéalia utilizou as chaves
taxonémicas de Carretero e Pignatti como referéncia (Tabacchi et al., 2006). As chaves
taxonémicas de Kissmann (1991) e de Pfitscher & Barreto (1976) foram elaboradas
objetivando a identificagdo de capim-arroz da Regido Sul do Brasil. Os principais
descritores destas chaves sdo a presen¢a ou auséncia de ligula e de arista, comprimento
total da planta, da folha bandeira, da espigueta, da gluma inferior, relagdo do comprimento

da gluma inferior pelo da espigueta, nimero de nervuras na gluma inferior e comprimento
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da panicula e dos racemos. Ha algumas caracteristicas que sdo empregadas apenas como
informacdo complementar para a identificacdo, como por exemplo, a cor arroxeada da
borda das folhas e das espiguetas. Esta caracteristica ndo é um elemento de identificacéo
porque € passivel de ocorréncia em todas as espécies, porém ha elevado percentual de
ocorréncia em E. crus-galli e E. colonun (Sparacino et al., 1994).

Outro trabalho realizado na Italia utilizou como referéncia as chaves taxonémicas
de Pignatti (1982) e Carretero (1981). As caracteristicas levadas em consideracdo segundo
a chave taxonémica de Pignatti foram a presenca de pelo na regido do colarinho,
comprimento de espigueta (L), comprimento da gluma inferior (G) e pelos na panicula. A
chave taxondmica de Carretero (1981) baseia-se no comprimento da gluma inferior (G), a
razdo do comprimento da gluma inferior pelo comprimento da espigueta e presenca de
aristas. Nesse trabalho também foram analisadas outras caracteristicas que apresentam
relevancia para classificacdo do capim-arroz como a altura de planta, coloracdo da secao
basal do caule, da regido do colarinho, da margem da lamina foliar, da nervura central e
das espiguetas, habito de inflorescéncia e a largura da espigueta. As variaveis cor do caule
e comprimento das espiguetas explicam 30% da variabilidade total (Tabacchi et al., 2006).

Estudo realizado na Italia apontou que somente 44% das plantas de capim-arroz
encontradas em lavouras de arroz irrigado foram passiveis de classificacdo através da
chave taxondmica de Pignatti (1982) (Sparacino et al., 1994). Os 56% néo classificados
mostraram uma gama de caracteristicas fenotipicas intermediarias, por decorréncia da
ampla variabilidade e presenca de bidtipos resultantes de hibridizacdo (Sparacino et al.,
1994). Esse problema pode ser devido ao efeito ambiental, hibridizacdo entre espécies ou
até mesmo populagdes diferentes que se assemelham e dificultam a correta identificagdo

dessas espécies (Tabacchi et al., 2006). A identificacdo errada pode levar a consequéncias
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indesejaveis em relacdo ao manejo das plantas daninhas. Por exemplo, caruru (Amaranthus
powellii S. Wats.) e caruru-roxo (Amaranthus hybridus L.) foram classificados como
caruru-gigante (Amaranthus retroflexus L.) e isso causou confusdo com relacdo a descricdo
e identificacdo da resisténcia destas espécies a atrazina (Warwick & Weaver, 1980).
Assim, a identificacdo correta é uma questdo importante para o desenvolvimento de
manejo de plantas daninhas.

A identificacdo das espécies de capim-arroz através de chaves taxondmicas é
dificultada devido elevada semelhanca morfoldgica existente entre as espéecies (Aoki &
Yamaguchi, 2008). Outro agravante é a possivel existéncia de hibridos, que apresentam
caracteristicas intermediarias entre as espécies, e pela existéncia de plantas mimics, que
pertencem a uma espécie, porém, apresentam caracteristicas semelhantes de outra e até
mesmo se assemelhando a cultura do arroz (Utano et al., 2009). Outra caracteristica
importante que as plantas de capim-arroz apresentam € a alta variabilidade que ¢é afetada
pela heterogeneidade ambiental bem como as praticas agricolas. Trabalho avaliando
bidtipos de capim-arroz da Malésia e da Indonésia confirmou que quando cultivados em
ambiente controlado os bidtipos da Malasia apresentaram maior velocidade de emergéncia
e maior estatura do que em seu habitat natural, j& o bi6tipo da Indonésia ndo sofreu essa
variacdo no crescimento (Tasrif et al., 2004). Neste estudo é enfatizada a necessidade da
utilizacdo de marcadores moleculares para auxiliar a identificacdo das espécies devido ao
elevado grau de variabilidade genética entre as espécies do género Echinochloa.

As técnicas de biologia molecular tém desempenhado uma fungdo cada vez mais
importante nas diversas areas da ciéncia. As técnicas moleculares tém aberto novas
possibilidades para estudos taxondmicos em muitas espécies que ndo sdo distintas

morfologicamente, como por exemplo, capim-arroz (Taberlet et al., 1991). Uma dessas
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técnicas € o uso de marcadores moleculares universais que possibilitam analisar as
variacGes ocorridas no DNA e, atraves disto, estabelecer associa¢bes entre individuos

(Tabacchi et al., 2006).

2.3.1 Anadlise filogenética através de marcadores moleculares

Marcadores moleculares podem ser utilizados como ferramenta para auxiliar na
classificacdo taxonémica de espécies vegetais. Marcadores moleculares universais
correspondem a sequéncias nucleotidicas iniciadoras (primers) desenhados com base no
DNA do cloroplasto (cpDNA) que é altamente conservado em praticamente todo o reino
vegetal. Isso é possivel porque, diferente do DNA nuclear que é herdado de ambos os
genitores materno e paterno, o cpDNA possui heranca materna, podendo assim identificar
a qual espécie a planta pertence e também se o mesmo é resultado de hibridizacdo entre
espécies (Buso, 2005). Ainda, os genes que codificam as proteinas do cloroplasto evoluem
a uma taxa de 0,2 a 1x10”°, que é cinco vezes mais lenta do que a dos genes nucleares
(Clegg & Zurawski, 1992).

Considerando que as espécies vegetais evoluiram a partir de um ancestral comum,
as espécies mais proximas, teoricamente, sao mais parecidas do que as mais distantes.
Assim, a filogenia trabalha com a identificacdo e entendimento das relacGes entre as
espécies, podendo esclarecer as diferencas entre as mesmas. A sistematica dessa técnica
parte da identificacdo das caracteristicas similares das espécies analisadas através da
andlise de genes ou fragmentos de DNA para posterior construcao das arvores filogenéticas
que representam relagdes evolucionérias ou 0 agrupamento dos individuos mais parecidos
(Buso, 2005). Essa técnica apresenta diversas vantagens quando comparada com a analise

morfoldgica. Dentre essas vantagens, as principais sdo a possibilidade de executar a analise



14

em estagios primordiais de desenvolvimento da planta e principalmente por avaliar o DNA
excluindo as influéncias ambientais (Buso, 2005).

No inicio dos anos 2000, varios estudos relacionados a analise filogenética através
do uso de marcadores moleculares universais desenhados com a finalidade de amplificar as
regides intergénicas do cloroplasto. Ha diversos primers para amplificar as regifes do
cpDNA, e os mais utilizados sdo os que amplificam as regides ndo codificadoras. Dentre
essas regides, as mais amplificadas sdo as regides entre trnT(UGU) — trnL(UAA),
trnL(UAA), trnL(UAA) — trnF(GAA) e o intron trnL (Pirie et al., 2007). Diversos
trabalhos filogenéticos utilizam os primers universais para amplificar essas regides nao
codificadoras do cpDNA (Yamaguchi et al., 2005; Mennan & Altop, 2012). Esses primers
foram fundamentais para confirmar que Raphanus sativus € um hibrido entre Brassica
nigra e linhagens de B. rapa X B. oleracacea, sendo B. oleracacea o progenitor maternal
(Yang et al., 2002).

Os marcadores universais amplificam regiGes nao codificadoras e essas apresentam
maior frequéncia de mutaces, podendo ser usado para discriminacdo molecular por
sequenciamento direto dos produtos amplificados, ou por analise de RFLP (polimorfismo
de comprimento de fragmento de restricdo) (Yamaguchi et al., 2005). Da mesma forma,
outro trabalho usando os mesmos primers possibilitou a diferenciacdo das espécies de
capim-arroz, usando técnica de AFLP (polimorfismo de comprimento de fragmento
amplificado). Trabalho recente que utilizou essa técnica conseguiu diferenciar espécies de
capim-arroz, onde na andlise constou diferenca de 50pb entre E. crus-galli e E.
phyllopogon (Mennan & Altop, 2012). A regido do cpDNA é amplamente empregada em
estudos filogenéticos (Haider, 2011; Mennan & Altop, 2012; Taberlet et al., 1991;

Yamaguchi et al., 2005; Yasuda et al., 2002) porque apresenta uma elevada distribuigéo
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dispersa de RNAs de transferéncia (trns) que apresentam elevado grau de conservacdo. Ha
a possibilidade desses marcadores moleculares do cloroplastos ndo serem suficientes para
produzir varidvel filogenias bem resolvidos e confiaveis. Uma forma de complementar as
analises é a utilizacdo de primers que amplifiquem regides do DNA ribossomal nuclear
(Aoki & Yamaguchi, 2008; Kita & Ito, 2000), principalmente os espacadores de transcrito
interno (ITS). Os ITS formam uma parte do genoma nuclear que contém copias maltiplas
de regibes de codificacdo dos genes nrDNA que estdo dispostos em varias matrizes em
tandem (Appels e Honeycutt 1986). A regido ITS tem sido comumente usado para
esclarecer relacfes entre géneros bem como entre espécies (Baldwin et al, 1995).

Os marcadores moleculares vém ganhando espaco na filogenia, e principalmente
para classificar espécies de Echinochloa. O uso desses primers apresenta correlacdo de
70% entre as analises morfolégicas e os marcadores moleculares, podendo classificar
facilmente a espécie E crus-galli das demais (Tabacchi et al., 2006), confirmando o
potencial uso dessa ferramenta para classificacdo de plantas de capim-arroz. A
classificacdo das espécies de capim-arroz deve ser baseada no sequenciamento de DNA,
porque os resultados do sequenciamento sdo mais precisos que os obtidos nas avaliacfes

morfologicas (Altop & Mennan, 2011).

2.4 Resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas

Em todo o mundo existem 217 espécies (129 dicotiledbneas e 88
monocotileddneas) de plantas daninhas resistente aos herbicidas (Heap, 2013). De forma
geral, as plantas daninhas sdo resistentes a 21 dos 25 mecanismos de agéo dos herbicidas
conhecidos e a 148 diferentes herbicidas, distribuidas em 65 culturas em 61 paises (Heap,

2013). As plantas daninhas sdo denominadas resistentes aos herbicidas quando apresentam
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capacidade natural e herdavel de sobreviver e completar o seu ciclo de vida ap6s exposi¢édo
a dose de herbicida que é letal aos individuos suscetiveis da mesma espécie (LOpez-
Ovejero et al., 2006). Resisténcia aos herbicidas ndo é desenvolvida e tdo pouco um fator
de adaptacdo das plantas, sendo apenas um simples resultado da pressdo de selecdo em
individuos pré-existentes na populacéo (Gressel, 2002).

Com relacdo ao padrdo de resisténcia, essa pode ser cruzada ou multipla. A
resisténcia cruzada ocorre quando a planta daninha é resistente a diferentes herbicidas
pertencentes a0 mesmo mecanismo de acdo. A resisténcia multipla, por sua vez, envolve
herbicidas ndo relacionados quimicamente entre si e que apresentam mecanismos de acao
diferenciados (Christoffoleti & Lopez-Ovejero, 2003). A ocorréncia de resisténcia multipla
aos herbicidas é importante porque elimina a possibilidade de utilizacdo de dois ou mais
herbicidas de diferentes mecanismos de acdo, reduzindo as alternativas de controle dessa

planta daninha.

2.4.1 Mecanismos de resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas

Os mecanismos de resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas séo relacionados
ou ndo ao local de acdo do herbicida (Yuan et al., 2007). No primeiro caso, a resisténcia
pode ocorrer pela alteracdo do local de acdo ou pela super expressdo da enzima alvo. A
alteracdo do local de acéo resulta em reducdo da afinidade da enzima pelo herbicida,
resultando na dimiunicdo da fitotoxicidade do composto, 0 que torna a planta menos
sensivel ao produto. Isso ocorre devido a uma mutacéo na sequéncia nucleotidica do DNA,
que confere uma mudanga dos aminoécidos da enzima alvo impedindo ou diminuindo a
eficiéncia da inibi¢do causada pelo herbicida. Esse mecanismo de resisténcia sera melhor

detalhado no item 2.8. A superexpressdo da enzima alvo resulta do incremento do nimero
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de copias do gene, do incremento de sua amplificacdo génica ou alteracdo da regiao
regulatéria do promotor do gene. Esse mecanismo de resisténcia é bem elucidado no
trabalho com Amaranthus palmeri S. Wats., onde foi identificado aumento de cinco a 160
vezes 0 numero de cépias do gene EPSPs, resultando na resisténcia ao herbicida
glyphosate (Gaines, et al., 2010).

A resisténcia ndo relacionada ao local de acdo pode ocorrer devido a alteracdo da
absorcdo e/ou da translocacdo, aumento da metabolizacdo e compartimentalizacdo do
herbicida. Dentre esses processos, 0 mecanismo de resisténcia devido a processos
metabolicos apresenta uma particular relevancia porque as enzimas que atuam nesse
processo podem, simultaneamente, metabolizar herbicidas de diferentes modos de acao,
conferindo resisténcia maultipla. Outra particularidade desse mecanismo de resisténcia €
que esses processos metabolicos podem detoxificar herbicidas nunca usados e até mesmo
moléculas de herbicidas ainda ndo existentes. A detoxificacdo dos herbicidas ocorre
principalmente pela acdo das enzimas citocromo P450 monooxigenase (cyt P450s) e das
enzimas glutationa-S-transferases (GSTs) (Powles & Yu, 2010).

A resisténcia nao relacionada a local de acdo alterado tem sido encontrada em
varias espécies de plantas daninhas, porém com maior frequéncia em Lolium multiflorum
L., Alopecurus myosuroides e Echinochloa spp.. O capim-arroz é uma planta daninha com
grande capacidade de metabolizar herbicidas. Ha relatos de resisténcia de capim-arroz por
metabolizacdo a bispyribac-sodium (Yun et al., 2005), bensulfuron-methyl (Osuna et al.,
2002), fenoxaprop-P-ethyl (Yun et al., 2005), cyhalofop-butyl (Ruiz-Santaella et al.,
2006), thiobencarb (Yun et al., 2005), penoxsulam (Yasuor et al., 2009), propanil (Carey et
al., 1997; Leah et al., 1997; Hoagland et al., 2004) e clomazone (Yasuor et al., 2010). A

grande capacidade de metabolizar herbicidas pelo capim-arroz e a identificagdo de
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metabolizacdo de imidazolinonas em outras especies evidencia a possibilidade do
envolvimento das enzimas do grupo cyt P450s como mecanismo que torna bidtipos de

capim-arroz resistentes no Sul do Brasil.

2.5 Resisténcia de capim-arroz (Echinochloa spp.) aos herbicidas

Existem varios registros de capim-arroz resistente aos principais herbicidas
utilizados no manejo das lavouras de arroz irrigado como, por exemplo, aos herbicidas
inibidores da EPSPs, do fotossistema Il, da sintese de parede celular, do crescimento da
parte aérea, da ALS, de ACCase e da sintese de caroteno (Yasour et al., 2008; Heap,
2013). Seis espécies de capim-arroz apresentam resisténcia a algum herbicida, sendo E.
colona (L.) Link., E. crus-galli var. crus-galli (L.) Beauv, E. crus-galli var. crus-pavonis
(H.B.K) Schult., E. erecta (Pollacci) Pign., E. oryzoides (Ard.) Fritsch e E. phyllopogon
(Stapf) Koss (Heap, 2013). Dessas, as espécies E. crus-galli var. crus-pavonis e E. erecta
apresentam um caso de resisténcia, onde E. crus-galli var. crus-pavonis é resistente ao
quinclorac, diagnosticado em 1999 no Brasil e a espécie E. erecta apresenta resisténcia
maltipla a propanil e a quinclorac, confirmada em 2004 em bi6tipo oriundo da Italia (Heap,
2011; Vidotto et al., 2007). As demais espécies apresentam resisténcia a diversos
herbicidas e possuem ocorréncia em praticamente todas as regides produtoras de arroz. As
especies E. phyllopogon e E. colona apresentam casos de resisténcia multipla a trés
mecanismos de acédo diferentes (Heap, 2013).

Trabalhos recentes indicam que, em alguns casos, a origem da resisténcia € devido
ao local de acdo alterado em E. crus-galli e E. oryzicola (Kaloumenos et al., 2013; Heap,
2013; Panozzo et al., 2013; Riar et al., 2013). Salienta-se que quando desenvolvimento do

presente estudo as informag0Oes, descritas acima, sobre a ocorréncia de local de acdo
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alterado como mecanismo de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS em E. crus-galli
e E. oryzicola ndo eram conhecidas. A espécie E. phyllopogon apresenta muitos biotipos
com resisténcia multipla e o mecanismo de resisténcia é atribuido a processos de
metabolizacdo dos herbicidas. Bidtipos de E. phyllopogon que apresentam resisténcia
multipla quando tratados com bispyribac-sodium, fenoxaprop-ethyl ou thiobencarb
apresentam maior atividade de cyt P450s quando comparados com bidtipos suscetiveis
(Fischer et al., 2000; Yun et al., 2005). As plantas resistentes desses biotipos quando
tratadas com clomazone acumulam de 6 a 12 vezes mais 0s metabdlitos oriundos da
detoxificacdo desse herbicida, enquanto que as plantas suscetiveis acumulam 2,5 vezes
mais 0s mesmos metabolitos (Yasuor et al., 2008). Essa mesma espécie de capim-arroz
também apresenta bidtipos resistentes ao herbicida cyalofop-butil, que 12 a 24 horas ap6s
aplicacdo do herbicida apresentaram absorcdo de apenas 30% do herbicida. Os bidtipos
suscetiveis tiveram 50% de absorcdo, porém ambos ndo diferiram na quantidade ou taxas

de cyalofop-butil translocado (Ruiz-Santaella et al., 2006).

2.5.1 Ocorréncia da resisténcia em Echynochloa spp.

A espécie E. colona apresenta inimeros casos de resisténcia aos herbicidas,
apresentando casos com resisténcia multipla aos herbicidas de trés modos de acédo
diferente. O primeiro caso de resisténcia nesta espécie foi ao herbicida propanil, no ano de
1987, na Costa Rica, seguido pela Colémbia e outros paises da América Central (Heap,
2013). Os bidtipos oriundos da Coldémbia foram de 3-6 vezes mais resistentes ao herbicida
propanil do que os bibtipos suscetiveis (Fisher et al., 1993). Porém, a maior problematica
dessa espécie teve origem na Australia em 2007, onde foram feitos os primeiros registros

de resisténcia ao herbicida glifosato, reduzindo cada vez mais o nimero de herbicidas que
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poderiam ser utilizados para controlar essa espécie (Gaines et al., 2012). De todos 0s casos
de resisténcias relacionadas a essa espécie, apenas se conhece 0 mecanismo de resisténcia
ao propanil, que esta relacionado ao incremento da atividade especifica da enzima aryl-
amidase (Leah et al., 1994).

A resisténcia de E. crus-galli aos herbicidas ocorre em varios locais do mundo. O
primeiro caso relatado foi em 1978, nos Estados Unidos, onde foi confirmada resisténcia a
propanil e logo em seguida, registrado em Vvarios outros paises (Heap, 2013). Nos anos de
1991 e 1992 foram realizados experimentos que comprovaram gue bidtipos de capim-arroz
oriundos do Arkansas, EUA, foram resistentes a propanil (Baltazar & Smith, 1994). Essa
resisténcia foi confirmada em mais 16 municipios do mesmo estado (Carey et al., 1995;
Norsworthy et al., 2007). Além desses locais, hd também resisténcia na Grécia
(Giannopolitis & Vassiliou, 1989), Colombia (Fischer et al., 1993), no Siri Lanca
(Marambe & Samita, 2002) e, em 2005, nas Filipinas foi registrado o ultimo caso de E.
crus-galli resistente a propanil. Porém, grandes produtores de arroz como Brasil, China e
Coréia do Sul ainda ndo apresentam nenhum caso de bi6tipos de capim-arroz resistentes ao
herbicida propanil (Heap, 2013).

O primeiro caso registrado de capim-arroz resistente ao herbicida quinclorac
ocorreu em 1992, no Sul da Espanha (Lopez-Martinez et al., 1997). Em 1998, este
problema surgiu nos Estados Unidos, no ano seguinte no Brasil e em 2000 na China. No
primeiro caso, também foi registrado o primeiro bidtipo de Echinochloa crus-galli (L.)
Beauv. com resisténcia maltipla a atrazine e quinclorac. Neste trabalho foi analisado um
biotipo resistente ao quinclorac (R) e o outro com resisténcia maltipla (X). O biétipo R foi
suscetivel a atrazine e o bi6tipo X mostrou resisténcia de 82 vezes maior que o biotipo

suscetivel. Quando aspergidos com quinclorac, os biotipos X e R foram, respectivamente,
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10 e 26 vezes mais resistentes em compara¢do com bidtipo suscetivel. Porém ambos os
biotipos foram suscetiveis a propanil e molinate (Lopez-Martinez et al., 1997).

No Brasil também existem registros de bidtipos de E. crus-galli resistentes a
quinclorac. O primeiro caso ocorreu em biotipos oriundos de lavouras do estado de SC no
ano de 1999 e no ano seguinte foram registrados biotipos com resisténcia ao mesmo
herbicida no estado do RS (Menezes et al., 2001; Heap, 2013). Esses biotipos
sobreviveram a aplicacBes de 1500 g.ha™ de quinclorac, enquanto que os bidtipos
suscetiveis, que nunca tiveram contato com esse herbicida, foram controlados com doses

de 188 g.ha™ (Menezes et al., 2001).

2.6 Capim-arroz resistente aos herbicidas inibidores da ALS

A enzima acetolactato sintase (ALS), também conhecida como acetohidroxibutirato
sintase (AHAS), é a primeira enzima da rota de sintese dos aminoacidos de cadeia
ramificada que produz os aminoacidos valina, leucina e isoleucina. Os herbicidas que
atuam inibindo a acdo dessa enzima pertencem aos grupos quimicos imidazolinonas
(IM1s), sulfoniluréias (SUs), triazolopyrimidinas (TPs), pirimidinil thiobenzoatos (PTBs) e
sulfonilamino-carbonil-triazolinonas (SCTs) (Vidal & Merotto Jr., 2001; Tranel & Wright,
2002). Existem no mundo 131 espécies de plantas daninhas resistentes aos herbicidas
inibidores da ALS (Heap, 2013). A selecdo de plantas resistentes aos herbicidas deste
mecanismo de acdo é relativamente rapida, surgindo em torno de quatro anos de utilizacéo
sucessiva do agente de selecdo, tornando a classe de herbicidas com o maior nimero de
espécies resistentes no mundo (Powles & Yu, 2010).

As espécies do género Echinochloa que apresentam resisténcia aos herbicidas

inibidores da ALS sdo E. crus-galli, E. oryzoides, E. phyllopogon e E. colona (Heap,
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2013). No Brasil, biotipos de E. crus-galli, coletados no municipio de Palmares do Sul em
2009, foram 40 vezes mais resistentes ao herbicida imazethapyr, em comparacdo aos
biotipos suscetiveis (Merotto Jr. et al., 2009). Alem de serem resistentes a esse herbicida,
estes bidtipos também apresentaram resisténcia aos herbicidas dos outros quatro grupos de
herbicidas inibidores da ALS, confirmando a ocorréncia da resisténcia cruzada. Estes
bidtipos também apresentaram controle satisfatério com herbicidas de outros mecanismos
de acdo (Merotto Jr. et al., 2009). De forma similar, bi6tipos de E. colona oriundos de
lavouras do municipio de Uruguaiana apresentaram resisténcia cruzada aos herbicidas
imazethapyr+imazapic e bispyribac-sodium (Ulguim et al., 2010). Ainda, plantas de
capim-arroz ndo controladas por herbicidas imidazolinonas em lavouras comerciais de
arroz irrigado na safra 2008/09 foram identificadas como resistentes aos herbicidas
imazethapyr+imazapic, penoxsulan e bispyribac-sodium (Mariot et al., 2010).

O incremento de metabolizacdo € um dos mecanismos de resisténcia que torna as
plantas de capim-arroz resistentes aos herbicidas inibidores da ALS (Yun et al., 2005;
Osuna et al., 2002). A enzima CytP450 é uma das principais enzimas que detoxificam a
molécula de herbicida (Powles & Yu, 2010). Capim-arroz resistente aos herbicidas
inibidores da ALS é amplamente ocorrente em todas as principais regides produtoras de
arroz do mundo. Experimentos utilizando inibidores de metabolizagéo de herbicidas, como
Malathion, comprovam que houve incremento no controle do capim-arroz, indicando a
degradacdo do herbicida por enzimas CytP450 pode ser considerado como mecanismo
parcial de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS (Riar et al., 2012a). De forma
semelhante, trabalho realizado por Matzenbacher (2012) com populagdes de capim-arroz
do Sul do Brasil confirmou que das seis populagfes analisadas, cinco apresentaram

resisténcia ao herbicida imazethapyr. Dessas cinco populagdes, duas responderam a
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aplicacdo prévia de malathion em aplicacdo foliar e trés populacGes em aplicacdo em
solucdo hidroponica, indicando que os processos metabdlicos contribuem de forma direta
como mecanismo de resisténcia de capim-arroz resistente aos herbicidas inibidores da
ALS. Contudo, as demais populaces que foram confirmadas como resistentes e nédo
responderam aos processos metabolicos, sugerem a ocorréncia de outro mecanismo de
resisténcia nesta espécie. Desta forma, existe a necessidade de avaliacdo da ocorréncia de
mutacdes no gene ALS, como mecanismo de resisténcia aos herbicidas, nestas populactes
qgue ndo indicaram ocorréncia de incremento de metabolizacdo como mecanismo de
resisténcia. Recentemente, local de acdo alterado ocasionado por uma muta¢do no gene
ALS foi associado a resisténcia de capim-arroz aos herbicidas inibidores da ALS em
populacdo de capim-arroz do estado de Arkansas, EUA (Riar et al., 2013), Italia (Panozzo

et al., 2013) e Grécia (Kaloumenos et al., 2013).

2.6.1 Resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS devido a alteracdo no
local de acéo

O mecanismo de resisténcia aos herbicidas devido a alteracdo no local de acdo esta
relacionado a superexpressao da enzima alvo do herbicida ou a ocorréncia de alteracdes no
gene que codifica essa enzima. Essa alteragdo, na maioria das vezes, é decorrente de
mutacdes resultantes em substituicdo de um aminoacido importante para a ligacdo do
herbicida e raramente ocorrem inser¢Ges ou delegdes do gene ALS (Shaner, 1999). As
mutacBes que conferem resisténcia aos inibidores de ALS sdo observadas em regides
conservadas do gene ALS, denominadas de dominios A, B, C, D, E e F (Panozzo et al.,
2013). As substituicdes podem ser encontradas em diversas posi¢fes denominadas com

base na sequéncia do gene ALS de Arabidopsis: 121, 122, 124, 196, 197, 199, 205, 206,
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256, 351, 352, 376, 377, 570, 571, 574, 578, 653 e 654 (Duggleby et al., 2000; Tranel &
Wright, 2002; Michael et al., 2006; Powles & Yu, 2010). Entretanto, apenas oito destas
mutacdes, alanina 122 (Alaiyy), prolina 197 (Proig7), alanina 205 (Alays), asparagina 376
(Aspsze), arginine 377 (Argsz7), triptofano 574 (Trpszs), serina 653 (Sergss) e glycine 654
(Glysss) foram confirmadas como mutagdes que resultam na resisténcia aos inibidores da
ALS em biotipos de plantas daninhas em situacGes naturais de cultivo a campo (Tranel &
Wright, 2002; Whaley et al., 2007; Heap, 2011).

As mutagbes ocorrentes no gene ALS causam diferentes padrbes de resisténcia aos
herbicidas. Substituicdes nos aminoacidos Alaiz,, Alazs e Sergss conferem principalmente
alto nivel de resisténcia aos herbicidas pertencentes ao grupo das IMIs (Tranel & Wright,
2002) e alguns casos apresentam resisténcia cruzada a dois ou mais grupos quimicos.
Contudo, ha casos onde o individuo é resistente a um determinado grupo e apresenta
suscetibilidade a outro. As mutacdes na Proig; apresentam o maior nimero de espécies
resistentes, e também conferem um alto nivel de resisténcia aos herbicidas do grupo das
SUs, mas pouca ou nenhuma resisténcia cruzada aos herbicidas pertencente ao grupo
quimico das IMIs (Devine & Eberlein, 1997). Porém, ha casos que apresentam resisténcia
cruzada principalmente aos herbicidas do grupo das TPs. De forma analoga, a mutacdo da
Aspszs apresenta elevada resisténcia ao grupo SUs e TPs onde as espécies Amaranthus
hybridus e A. powellii apresentam elevado nivel de resisténcia cruzada a todos os grupos
quimicos pertencentes aos herbicidas inibidores da ALS (Ashigh et al., 2009; Coty et al.,
2007; Heap, 2013). AlteracOes decorrentes em apenas um aminodcido sdo relatadas para
Apera spica-venti na Agrsz; que apresenta elevado nivel de resisténcia cruzada aos SCTs,
SUs e TPs (Massa et al., 2011) e Setaria viridis na Glysss com elevado nivel de resisténcia

a IMls, baixo a SCTs e SUs e suscetivel a PTBs (Laplante et al., 2009). O dltimo
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aminoacido que proporciona resisténcia as plantas daninhas é o Trpsz4, sendo considerado
o pior local de mutacdo, pois todas as espécies que sofreram mutacdo neste aminoacido
apresentam elevado nivel de resisténcia a pelo menos um grupo quimico e frequentemente
ha& casos de resisténcia cruzada a pelo menos dois grupos, podendo haver casos de até
quatro grupos (Heap, 2013).

A evolucdo da resisténcia de capim-arroz compromete 0 manejo das lavouras,
porque o problema causado pela resisténcia esta relacionado a reducdo das opcdes de
herbicidas para o controle das plantas daninhas e eventualmente a um aumento do custo de
producdo. Trabalho realizado nas Filipinas indica que o impacto econémico da presenca de
capim-arroz resistente € de U$ 100,00 por hectare (Beltran et al., 2012). Esse aumento do
custo de producdo pode ser minimizado pela identificacdo precoce da resisténcia e
informac@es sobre 0 mecanismo de resisténcia. Uma das formas de prevencéo e controle de
plantas daninhas resistentes aos herbicidas devido ao local de acdo alterado é a rotacdo de
herbicidas com diferentes mecanismos de acdo. Porém, a rotacdo de herbicidas pode ser
inapropriada para as plantas daninhas que apresentam resisténcia devido a mecanismos nao
relacionados ao local de acdo alterado, como por exemplo, metabolizacdo. O processo de
metabolizacdo gera uma problematica maior porque esse mecanismo de resisténcia,
normalmente, resulta em resisténcia multipla, necessitando medidas complexas de manejo
(Siminsky, 2006). As técnicas de sequenciamento de DNA e atividade enzimatica
proporcionam resultados precisos para comprovar 0 mecanismo de resisténcia aos

herbicidas inibidores da ALS (Corbett & Tardif, 2006).
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2.6.2 Atividade da enzima ALS e sequenciamento do gene ALS como

indicador de resisténcia devido a local de acéo alterado.

Ensaios de atividade enzimética sdo amplamente realizados com a finalidade de
comprovar a resisténcia aos herbicidas (Gerwich et al., 1993; Lamego et al., 2009; Uchino
et al., 2007). Bioensaios in vitro extraindo a enzima ALS dos biotipos resistentes e
suscetiveis de Monochoria vaginalis confirmaram que os biotipos resistentes foram
respectivamente 200 e 30 vezes menos sensivel aos herbicidas imazosulfuron e
pyrazosulfuron-ethyl, quando comparados com o biotipo suscetivel (Kuk et al., 2003).
Outro trabalho também utilizando método in vitro confirmou que a mutacdo no aminoacido
Alajz; em Raphanus raphanistrum L. confere resisténcia cruzada a todos os herbicidas
inibidores da ALS e que o nivel de resisténcia a SUs e TPs foi maior que os IMIs (Han et
al., 2012). Bioensaio in vitro como o desenvolvido por Ray (1984), avalia de forma
indireta a atividade da ALS, pois a enzima é extraida diretamente da planta e entdo se
mede a atividade pelo acimulo de acetolactato resultando na formacdo de acetoina. Os
ensaios in vitro sdo complexos, a enzima é instavel e apresenta rapida degradacdo (Corbett
& Tardif, 2006).

A avaliacdo do ensaio in vivo da atividade da enzima ALS é realizada de forma
similar aos ensaios in vitro, porém no método in vivo ndo ocorre & extracdo da enzima,
sendo a aplicacdo do herbicida e do inibidor da enzima cetocidoreducto isomerase
(KARI), realizada diretamente na planta. Ap0s, essas aplicagdes é efetuada a anélise para
quantificacdo do acumulo de acetoina produzido pela enzima ALS. O protocolo enzimatico
in vivo mais utilizado foi desenvolvido por Gerwich et al. (1993) e modificado diversas
vezes conforme a espécie daninha em questdo (Lamego et al., 2009; Uchino et al., 2007).

O procedimento consiste na utilizagdo do &cido-ciclopropanodicarboxilico (CPCA) que
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inibe a enzima KARI. Essa enzima catalisa a reacdo seguinte da enzima ALS na rota
metabdlica de sintese de amino&cidos. Na auséncia do CPCA, a enzima KARI ndo é
inativada e possibilita a sintese dos aminoacidos. Em plantas suscetiveis, quando se aplica
0 CPCA juntamente com o herbicida, ndo é observado acumulo de acetolactato porque
ocorre a inibicdo da enzima ALS. Nas plantas em que a resisténcia € originada por mutacao
ocorrera um acumulo de acetolactato, pois a enzima KARI estad inibida pela acdo do
CPCA. O acetolactato acumulado € convertido em acetoina através de método
colorimétrico modificado e, posteriormente, € analisada a absorbancia em
espectrofotbmetro.

O sequenciamento do gene ALS também pode ser realizado como forma de
identificacdo direta da ocorréncia de local de acéo alterado como mecanismo de resisténcia
a herbicida em plantas daninhas. O gene ALS em Arabidopsis thaliana apresenta um
tamanho de 2365 pares de bases (pb) (Sathasivan et al., 1990). Esse mesmo gene em arroz
tem tamanho de 2233pb (Rajguru et al., 2005) enquanto que em E. crus-galli, o
sequenciamento deste gene apresentou tamanho de 1870pb (Panozzo et al.,, 2013). A
realizacdo do sequenciamento de DNA indica o local de ocorréncia € o aminoacido
alterado relacionado a resisténcia aos herbicidas. Atualmente existe grande facilidade de
realizacdo do sequenciamento génico, o que facilita a identificacdo da ocorréncia de local

de acdo alterado como mecanismo de resisténcia em plantas daninhas.



3 MATERIAL E METODOS

Foram realizados os seguintes estudos: i) identificacdo das relacGes filogenéticas
em acessos de capim-arroz resistentes aos herbicidas com liberagdo pra uso no Estado do
RS; e ii) determinacdo do mecanismo de resisténcia em bidtipos de capim-arroz resistentes
aos herbicidas inibidores da ALS, que ndo apresentaram indicativo de incremento na
metabolizacdo de herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas. Estes trabalhos foram
realizados no Laboratério da Flora Ruderal (LaFlor), no Laboratério de Biologia Molecular
do Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS e na Estacdo Experimental do Instituto

Riograndense do Arroz (EEA-IRGA) em 2011 e 2012.

3.1 Analise filogenética de Echinochloa spp.

Este estudo foi realizado com base em dois experimentos realizados no periodo de
novembro de 2011 a marco de 2012. O primeiro consistiu na analise morfoldgica de
diversas populagbes de capim-arroz. O segundo experimento foi realizado no Laboratorio
de Biologia Molecular do Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS e consistiu em
analisar as sequéncias do DNA do cloroplasto dos acessos que apresentaram morfologia

contrastante identificados no primeiro estudo.
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3.1.1 Analise morfoldgica

O material avaliado consistiu de 29 acessos de capim-arroz, coletados em lavouras
orizicolas do Estado do RS e uma populacdo dos Estados Unidos (Tabela 1). Para esse
experimento as sementes sofreram procedimento para superacdo da dorméncia que
consistiu na incubacédo das sementes em solucdo de 0,2% de nitrato de potassio (KNO3)
com injecdo de ar por 4 dias. Ap6s a germinacdo, as plantas foram transplantadas para
vasos plasticos de 500 mL furados e preenchidos com solo conduzidos até o final do seu
ciclo de vida. A adubacdo foi realizada com 500 kg.ha™ de N-P-K na férmula 5-20-20,
incorporada ao solo anterior ao transplante. O crescimento das plantas foi realizado em
tanques de concreto desenvolvidos especialmente para o cultivo de arroz irrigado com
dimensoes de 1,20 x 1,10 x 0,80 m, onde uma lamina de &gua de aproximadamente cinco

centimetros acima dos copos plasticos foi mantida constantemente com o uso de boias.

TABELA 1. Acessos de capim-arroz utilizados nas avaliagfes filogenéticas com sua respectiva
origem. Porto Alegre, RS. 2013

Acesso Origem

E. phyllopogon_EUA
106, 110, 111, 144
1,49

136

2,3,8,21, 30, 45,
152,

117,120, 138

107, 109, 112, 114, 115, 116
86

142

128, 129, 133
Hellodes

Estados Unidos
Arroio Grande
Barrocadas
Cacequi
Capivari
Dom Pedrito
Itaqui
Jaguardo
Palmares
Rosario do Sul
Santa Eulalia

Santa Vitdria do Palmar
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A identificacdo morfoldgica das espécies de capim-arroz foi realizada considerando
0s parametros utilizados nas chaves taxonémicas de Carretero (1981), Pirola (1965) e
Pfitscher & Barreto (1976). Ainda, foram utilizados parametros adicionais obtidos em
Kissmann (1991), onde as diferencas taxondmicas sdo abordadas com maior especificidade
para as espécies ocorrentes no Estado do RS. As caracteristicas avaliadas foram divididas
em avaliacdes realizadas a campo e em laboratorio com auxilio de uma lupa, que sdo

descritas na Tabela 2.
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TABELA 2. Caracteristicas morfolégicas avaliadas nas plantas de capim-arroz e a respectiva
chave taxondmica relacionada a caracteristica. Porto Alegre, RS. 2013

Parametro

Determinac&o*

Chave Taxondmica®

Altura de planta

Tamanho da bainha

Tamanho da penultima folha
Largura da folha

Cor da borda da penultima folha
Cor da nervura da penultima folha
Cor da 1% bainha

Cor da 2° bainha

Presenca de ligula

Tamanho da panicula

Largura da panicula

Tamanho do peddnculo

Eixos secundérios da panicula principal
Paniculas por planta

Tamanho do 3° eixo secundério
Largura do 3° eixo secundario
Tamanho das espiguetas (Meio)
Largura das espiguetas (Meio)
Tamanho da arista

Tamanho gluma inferior
Largura gluma inferior

Gluma inferior glabra

Nervuras da gluma inferior

Pardmetro Vegetativo

(cm) a,c,d
(cm) d
(cm) a, b, d
(cm) a, b, d
Coloracéo (P-R-V) e
Coloracéo (P-R-V) e
Coloracéo (P-R-VE-VC) d
Coloracéo (P-R-VE-VC) d
Sim / Néo d
Parametro Reprodutivo
(cm) a,C
(cm) a,c
(cm) e
Quantidade e
Quantidade e
(cm) e
(cm) e
(cm) a,b,cd
(cm) a b,cd
(cm) a,b,cd
(cm) a,C
(cm) a,c,d
Sim/ Néo acd
Quantidade a,b,cd

* cm — centimetros; P — plrpura; R — roxo; VE — verde escuro; VC — verde claro; S — sim; N - ndo

2 3 — Pfitscher & Barreto (1976); b — Carretero (1981); ¢ — Pirola (1965); d — Kissmann (1991); e — Caracteristica formulada.

As avaliacbes a campo foram realizadas no estagio reprodutivo da planta e

constaram da medicdo com regua do comprimento total (cm) das plantas e da largura do

colmo, do comprimento da penultima folha do colmo principal, a coloragdo da nervura, da
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borda e do limbo folhar (Figura 1). As avaliacGes de caracteristicas reprodutivas realizadas
a campo constaram do comprimento e largura da panicula, comprimento do pedunculo,
quantidade de paniculas por planta e nimero de eixos secundarios por panicula (Figura 2).
Apobs a realizacdo dessas avaliagdes foi coletado o terceiro eixo secundario de cada
panicula para analise em laboratério. Esta analise constou do comprimento e da largura do
eixo secundario. Apos, foi removida uma espigueta da regido central onde foram avaliados
0 comprimento e largura da espigueta, da gluma superior e inferior, da lema superior e

inferior e da palea (Figura 2).

FIGURA 1. llustracdo da analise morfolégica de estruturas vegetativas das plantas de capim-
arroz: Altura total de planta (A); Comprimento da bainha e avaliacdo da cor (B);
Coloracdo da folha, figura com as bordas roxas (C); Comprimento da folha (D);
Detalhe do colarinho da folha, ponto inicial da medicdo (E); Largura da folha (F).
Porto Alegre, RS. 2013.
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FIGURA 2. llustragdo da analise morfologica de estruturas reprodutivas das plantas de capim-
arroz: Comprimento do peddnculo (A); Comprimento da panicula (B); Eixo
secundario, terceiro de baixo para cima, coletado para posterior andlise (C);
Comprimento e largura do eixo secundario (D); Comprimento e largura da espigueta
e comprimento da arista (E); Comprimento e largura da gluma inferior (F) e
Comprimento e largura do antécio (G). Porto Alegre, RS. 2013.

As caracteristicas que foram empregadas na classificacdo das espécies segundo as
chaves taxonémicas de Kissmann (1991) e Tabacchi et al. (2006) foram a presenca de
arista, ligula, comprimento das espiguetas (G), largura de espiguetas (W), comprimento da
gluma inferior (L), razdo do G/L, formato das espiguetas, comprimento total da planta,

comprimento da panicula e do 3° eixo secundario

3.1.2 Anélise molecular
A analise molecular foi realizada nos 30 acessos avaliados na analise morfolGgica,
pois apresentaram maiores variacdes em relacdo as caracteristicas referentes a altura de

plantas e comprimento de aristas, da panicula e espiguetas. Este estudo foi realizado no
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Laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS,

Porto Alegre, RS.

3.1.2.1 Oligonuceotideos iniciadores (primers)

A andlise filogenética foi realizada com base na amplificagdo de uma regido néo
codificante do DNA de cloroplasto (cpDNA) e de uma regido do DNA nuclear. A figura 3
ilustra o intron trn do cloroplasto e da localizagdo de primers universais utilizados em

estudos filogenéticos.

trm-a Ermn-c
- L

e T (UGU) lernL (UAA) firnL (UAA)} | tmF (GAA)
- -

trm-b m-f

FIGURA 3. llustragdo hipotética do intron trn pertencente ao DNA do cloroplasto. Porto Alegre,
RS. 2013.

Os primers universais usados (Tabela 3) sdo baseados em regies ndo codificadas,
como por exemplo o intron trn pertencente ao DNA do cloroplasto que sdo, trnT(UGU) -
trnL(UAA) (primers A e B) e trnL(UAA) - trnF (GAA) (primers C e F), descritos por
Taberlet et al. (1991) e primers ITS que amplificam regibes do DNA nuclear ribossomal
(nrDNA) denominados de ITS-Y4 e ITS-Y5, também utilizados em outros trabalhos de

filogenia (Aoki & Yamaguchi, 2008; Kita & Ito, 2000).
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TABELA 3. Sequéncia nucleotidica e caracteristicas dos primers utilizados na amplificacdo de
DNA do cloroplasto e nuclear. Porto Alegre, RS. 2013

Primer Sequéncia Fragmento (pb)* Regido Referéncia
trn-a CATTACAAATGCGATGCTCT 830 trnT - tral Taberlet et al., 1991
trn-b TCTACCGATTTCGCCATATC (cPDNA) Taberlet et al., 1991
trn-c CGAAATCGGTAGACGCTACG 900 trnl - trnF Taberlet et al., 1991
trn-f ATTTGAACTGGTGACACGAG (cpDNA) Taberlet et al., 1991

ITS-Y4 CCCGCCTGACCTGGGGTCGC White et al., 1990

600 ITS (nrDNA)
ITS-Y5 TAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAA Kita & Ito, 2000

pb — Pares de base;

3.1.2.2 Extracao, amplificacdo e sequenciamento de DNA

As amostras para extracdo de DNA foram obtidas de 150 mg de tecido foliar,
coletadas individualmente de trés plantas por populacdo. As extracbes de DNA foram
realizadas pelo protocolo CTAB (brometo de cetiltrimetilamdnio) modificado (Doyle &
Doyle, 1987). A analise da qualidade e quantidade de DNA foi realizada através do
espectrofotobmetro (Genesys 2tm, Thermo Spectronic). Apos quantificacdo, o DNA foi
diluido em TE 1X e armazenado a -5°C em concentragdes de 100ng/uL para amostras
estoque e 25ng/uL para amostras de trabalho.

As reacdes da polimerase em cadeia (PCR — Polymerase Chain Reaction) foram
conduzidas no laboratério de biologia molecular do Departamento de Plantas de Lavoura
da UFRGS, utilizando termocicladores (Mastercycler, Eppendorf). As reagcOes foram
adaptadas de Yamaguchi (2005) e seguiram o seguinte protocolo: 50ng de DNA; 0,15uM
de cada primer (forward e reverse), 0,2mM de dideoxinucleotideos trifosfatos (dNTPS),
0,35 U de Tag DNA polimerase (INVITROGEN), 1,3% de DMSO 100%, 3mM de cloreto
de magnésio (MgCl,), 1X PCR buffer e agua MiliQ para completar volume total de 30pL.

O protocolo da reagdo de PCR foi composta por 3 minutos de desnaturacdo das cadeias de
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DNA a 94°C, 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 57°C para ocorrer o
pareamento, 60 segundos a 72°C, para ocorrer a extensdo da fita complementar do DNA e
por fim 5 minutos a 72°C para amplificar fragmentos mais longos. Os produtos de
amplificacdo (amplicons) foram analisados em gel de agarose (2%) corados com brometo
de etidio na proporcdo de 0,02 uL.mL™?, por 120 minutos a 110 V em tampdo TBE 0,5X
(40 mM Tris, ImM EDTA, pH=8,0). Os tamanhos dos fragmentos foram determinados por
comparacao visual utilizando marcadores (Ladder) de 100pb (INVITROGEN). Apos, cada
gel foi fotografado com auxilio do programa L-PIX IMAGE Release 2.6 (Loccus
Biotecnologia). Os sequenciamentos foram realizados através do equipamento 3730XL
(Applied Biosystems), no laboratério da empresa MACROGEN Inc. (Gasan-dong,

Geumchen-gu Seoul, Korea).

3.1.3 Anélise dos dados

As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas pelo programa Mega verséo 5.1,
URL (http://www.megasoftware.net/mega.php). O alinhamento foi realizado com
sequéncias conhecidas. As sequéncias obtidas dos primers A e B foram alinhadas com as
sequéncias AB223072 de E. crus-galli, AB223083 de E. colonun e AB223059 de E.
oryzicola. Para os primers C e F utilizaram-se as sequéncias AB223104 e AB223134 de E.
crus-galli, AB223115 e AB223145 de E. colonun e AB223091 e AB223121 de E.
oryzicola. Do mesmo modo, as sequéncias obtidas dos primers ITS foram alinhadas com
as sequéncias AB353389 de E. crus-pavonis e AB353391 de E. colonun. Para todos os
alinhamentos, as sequéncias conhecidas foram obtidas no DDBJ/EMBL/GenBank (DNA

Data Bank of Japan) disponivel em http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/. A analise de
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agrupamento foi realizada através do programa Mega 5.1, usando o método UPGMA

(Rohlf, 1990).

3.2 Determinagdo do mecanismo de resisténcia de capim-arroz ao herbicida
Imazethapyr

Este estudo foi realizado com base em trés experimentos, que sdo relacionados a
curvas de dose-resposta sobre o crescimento de planta, atividade in vivo da enzima ALS e
sequenciamento do gene ALS. O primeiro deles foi realizado no Laboratério da Flora
Ruderal (LaFlor), localizado na Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre, RS. Este experimento consistiu na avaliacdo do
efeito do herbicida imazethapyr aplicado em pds-emergéncia em plantas de capim-arroz. O
segundo experimento foi realizado no LaFlor e no Laboratério de Biologia Molecular do
Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS e consistiu em analisar a atividade da
enzima ALS quando submetida a tratamentos com o mesmo herbicida. O terceiro
experimento foi realizado nos mesmos laboratérios e consistiu no isolamento e
sequenciamento do gene ALS de capim-arroz, e na comparacao das sequéncias de biotipos

resistentes e suscetivel com sequéncias padrdes deste gene.

3.2.1 Material Vegetal

O material vegetal utilizado nos experimentos descritos acima corresponde a seis
populacbes de capim-arroz (Tabela 4). Uma dessas populacGes é suscetivel ao herbicida
(SUSSPO01), trés sdo resistentes apenas aos herbicidas inibidores da ALS (PALMSO01,
CAMAQO1, CACHS50) e dois biotipos apresentam resisténcia maltipla aos herbicidas

inibidores da ALS (Imazethapyr) e ao herbicida quinclorac (ARRGR01, MOSTS51). A
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suscetibilidade e resisténcia aos herbicidas das populacdes analisadas foram comprovadas
em estudos anteriores (Merotto Jr. et al., 2009; Mariot et al., 2010). Do mesmo modo, a

resposta a inibidores de metabolizacdo foi comprovada por Matzenbacher (2012).

TABELA 4. Origem dos bi6tipos utilizados para determinacdo do mecanismo de resisténcia,
padrdo de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS e quinclorac e resposta a
inibidores de metabolizacdo. Porto Alegre, RS. 2013

Populacio Origem _ _R_esisténcia a Res!sténcia a Meca_nisAmo_ de
inibidores da ALS quinclorac Resisténcia
SUSSP01 S&o Paulo/SP Néo Néo Néao Apresenta
PALMS01  Palmares do Sul/RS Sim Né&o Metabolizagédo P450
CAMAQO1 Camaqué/RS Sim Nao Desconhecido
ARRGRO01 Arroio Grande/RS Sim Sim Metabolizagéo P450
CACHS50  Cachoeira do Sul/RS Sim Néo Metabolizagédo P450
MOSTS51 Mostardas/RS Sim Sim Desconhecido

Todas as populacdes foram autofecundadas para reduzir a heterozigose em relacéo
a resisténcia aos herbicidas. Apds a colheita, as sementes foram armazenadas em sacos de
papel e mantidas em temperatura ambiente por aproximadamente seis meses. Em seguida,
foi realizado o procedimento para superacdo da dorméncia, adubacdo e os demais tratos
culturais foram os mesmos realizados no item (3.1.1). Apos a germinacdo, as plantas foram
transplantadas para vasos plasticos de 200 mL, furados e preenchidos com solo, e alocadas
em bandejas com lamina d’agua de Scm. As plantas foram mantidas em casa de vegetagao,
onde as condigdes ambientais foram 30/25°C + 3°C de temperatura dia/noite e fotoperiodo
de 14h. O desbaste foi executado deixando uma planta por vaso e foi realizado quando as

plantas apresentavam duas folhas.
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3.2.2 Avaliacdo do efeito do herbicida imazethapyr em experimentos de

curva de dose-resposta

O experimento foi realizado na casa de vegetacdo durante os meses de novembro e
dezembro de 2012. Os tratamentos foram dispostos em delineamento experimental de
blocos completamente casualizados, em um esquema fatorial 6x9, com 3 repeti¢bes. O
fator A foi composto pelos bio6tipos descritos na Tabela 4. O fator B correspondeu as doses
de 0, 25, 50, 75, 100, 200, 500, 1000 e 2000 g.ha™ do herbicida imazethapyr (Imazetapir
Plus Nortox, 106 g.L™") equivalente a 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 5, 10 e 20 vezes a dose
recomendada, respectivamente. Foi adicionado o surfactante Dash na dose de 0,5% (v/v).
Os tratamentos foram realizados quando as plantas atingiram o estadio de 2 a 3 folhas
totalmente expandidas.

A aplicacdo dos tratamentos foi realizada em camara de aspersdo de produtos
quimicos (Greenhouse Spray Chamber, model Generation Ill, Devries Manufacturing,
Hollandale, MN), pressurizada com CO, a pressdo constante de 35 Ib.pol, bico Teejet®
8002 E, velocidade de deslocamento de 1,16 m.s™, que resultou um volume de calda de
200 L.ha™.

As avaliacdes foram realizadas através de controle visual aos 7, 14, 21 e 23 dias
apos a aplicagdo (DAA) e a massa seca da parte aérea, avaliada aos 23 DAA. As avaliagdes
visuais consistiram da avaliacdo em escala percentual do nivel de dano causado pelo
herbicida as plantas, onde a nota zero equivalem a auséncia de danos e a nota 100 a morte
das plantas. Aos 23 DAA, a parte aérea das plantas foi coletada e colocada para secar em
estufa com temperatura de aproximadamente 60°C até atingir peso constante para

determinacdo da massa seca da parte aérea.
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Os dados foram expressos em porcentagem da média da testemunha sem aplicacéo.
Apds os dados foram analisados com relacdo a normalidade e homogeneidade. Em seguida
foi realizada a analise de variancia (ANOVA) pelo teste F com nivel de significancia de
5% de probabilidade. A complementacdo da analise de variancia foi feita pela analise de
regressdo, através da equacdo log-logistica de quatro parametros. O modelo log-logistico,
no qual se utilizam parametros que sdo 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 € dado pela

férmula:

d—c

(Equacéo 1)
1+ exp {b(log( x) — log(e))}

f(x,(b,c,d,e)) =c+

Onde f(x) é a resposta da varidvel dependente a ser estimada, ou seja, a testemunha;
c e d sdo os valores assintoticos de f(x) sendo, respectivamente, os limites inferior e
superior da curva; b se refere a inclinacdo da curva no ponto de inflexdo, quando produz a
metade da resposta entre os valores inferior e superior; O parametro e é a dose necessaria
de herbicida em que é produzida a metade da resposta entre os parametros c e d, também
conhecida como Cso para massa seca de planta. O modelo para o quarto parametro
logistico foi ajustado aos dados usando o programa computacional de estatistica R e 0
software Package drc. O fator de resisténcia (FR) foi calculado pela relagdo do GRsy do
bidtipo resistente / GRsp do bidtipo suscetivel. O intervalo de confianca (IC) foi calculado

para significancia de 95% para 0 GRg € FR.
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3.2.3 Atividade da enzima ALS em capim-arroz

A analise foi realizada pelo procedimento “in vivo” utilizando protocolo adaptado
de Gerwich et al. (1993), que avalia de forma indireta a atividade da enzima ALS através
da quantificacdo de acetoina originada pela descarboxilizacdo do acetolactato na presenca
de acido ascorbico (Ray, 1984). As populacdes de capim-arroz utilizadas e o0s
procedimentos de crescimento das plantas sdo os mesmos do item 3.2.1.

O experimento foi disposto em delineamento experimental completamente
casualizado, com quatro repeticdes e foi conduzido em duplicata. O herbicida utilizado foi
0 imazethapyr (Imazetapir Plus Nortox, 106 g.L™) nas doses de 0, 3,125, 6,25, 12,5, 25,
50, 100, 200, 400, 80 e 1600 g.ha™*, que corresponde a 0, 0,03125, 0,0625, 0,125, 0,25, 0,5,
1,2, 4, 8 e 16 vezes a dose recomendada de campo, respectivamente. Todos 0s tratamentos
foram acrescidos de 0,5% (v/v) do surfactante Dash. A metodologia de aplicacdo foi
realizada conforme descrito anteriormente e foram adicionados 30 mL de solucdo nutritiva
(Hoagland & Arnon, 1950), ap6s a aplicacéo.

Trés horas ap0s os tratamentos com herbicidas foi realizada a aplicacdo do acido
1,1-ciclopropanodicarboxilico (CPCA) na dose de 960 g.ha™, com adicdo do surfactante
ndo-idénico TritonX-100 na dose de 0,25 % (v/v). Apds a aplicacdo, as plantas foram
recolocadas na casa-de-vegetacdo onde ficaram por 24 horas. Nesse periodo as plantas
receberam complementacdo de luminosidade com duas lampadas incandescentes de 90 W
de poténcia, com finalidade de aumentar a atividade fotossintética e induzir uma maior
producdo de aminodcidos. Apds as 24 horas as plantas foram levadas ao Laboratorio de
Biologia Molecular da UFRGS, onde foi coletado 400mg de tecido foliar jovem. O
material vegetal foi cortado em tamanhos de 5 a 10 mm de comprimento, e colocado em

um almofariz de porcelana previamente resfriado em freezer. Acrescentou-se nitrogénio
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liquido para ocorrer o congelamento do tecido e assim facilitar a maceracdo do mesmo.
Apdbs a maceracdo, foi acrescentado 6 mL de solugcdo aquosa contendo 0,25% (v/v) do
surfactante ndo-ibnico TritonX-100. O material foi homogeneizado com pistilo de
porcelana e apos, a solucdo foi submetida a filtracdo a vacuo utilizando um aparato
especifico (Figura 4) com papel filtro GF/C Whatman e coletado em um recipiente de 15
mL. Depois de filtrado, foram transferidos 3 mL da solucdo obtida para um recipiente de
50 mL acrescentado 50 pL de &cido sulfarico (H,SO,4) 6N e incubado em banho-maria a
60°C por 30 min. Essa adi¢do de acido sulfurico encerra a reacdo da atividade da enzima
ALS e descarboxila o acetolactato para acetoina. Apds este periodo de incubacao foi
adicionado 1 mL da solucdo com creatina e alfa-naphtol, agitadas manualmente e
novamente incubadas em banho-maria a 60°C por mais uma hora para desenvolver a
coloracdo ideal. Esta solucdo deve ser preparada no momento da aplicacdo e corresponde a
0,09% (v/v) de creatina e 0,9% (v/v) de alfa-naphtol, dissolvidos em NaOH 2,5N. Ao
término da incubacdo, os recipientes foram centrifugados a 158509 por 5 min a
temperatura ambiente (25°C). Ap0s, o sobrenadante foi transferido para uma cubeta
pléstica para realizar as leituras no espectrofotdmetro (Genesys 2™, Thermo Spectronic)
utilizando comprimento de onda de 530 nm, com a finalidade de detectar a quantidade de

acetoina.
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FIGURA 4. Aparato utilizado para filtracdo a vacuo. (a) Kitazato de 500 mL, (b) funil com rolha
para vedacdo, (c) disco de Teflon perfurado, (d) suporte da solugéo e (e) presilha de
prancheta adaptada. A montagem é realizada com b dentro de a, ¢ dentro de b, d em
cima de b e por fim a presilha fixando os componente b, ¢ e d. Porto Alegre, RS.
2013.

A anélise estatistica foi realizada conforme descrito anteriormente no item 3.2.3.

Para comparacdo dos resultados foi preparada uma curva padrdo com acetoina comercial

nas concentragdes de 0, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 uM. Essa curva padrao da acetoina

foi repetida trés vezes. Para desenvolvimento da cor foi adicionado 0,09% (v/v) de creatina

e 0,9% (v/v) de alfa-naphtol, dissolvidos em NaOH 2,5N. E incubado a uma temperatura

de 60°C por no minimo 15 minutos. Ao término da incubacdo as amostras receberam os

mesmos passos do material vegetal analisado (Fischer et al., 2000).

Os dados foram expressos em porcentagem da média da testemunha sem aplicacao

de herbicida, analisados da mesma forma que no item 3.2.2, exceto a equacao log-logistica

foi de trés parametros.
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3.2.4 Sequenciamento do gene ALS em capim-arroz

O estudo constou do desenho de primers para varias regifes do gene ALS, da
avaliacdo da eficiéncia desses primers para a amplificacdo dos fragmentos esperados, do
isolamento desses fragmentos, sequenciamento e finalmente da identificacdo da ocorréncia
de mutacBes com base no alinhamento de sequéncias de referéncia. O material vegetal

utilizado para esse experimento foi 0 mesmo utilizado nos ensaios anteriores (item 3.2).

3.2.4.1 Desenho dos primers

Inicialmente foram alinhadas sequéncias nucleotidicas das seguintes espécies e
respectivo nimero de acesso no GenBank (National Center for Biotechnology Information
— NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/): Arabidopsis thaliana L. Heynh (X51514), Bromus
tectorum L. (AF488771), E. phyllopogon ALS1 (AB636580) e ALS2 (AB636581) e Oryza
sativa L. (AY885675). O alinhamento destas sequéncias foi executado usando o ClustalW,
disponivel em (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html). Os primers foram
desenhados utilizando o programa Primer 3 plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi), objetivando-se combinagbes de primers que resultassem
em fragmentos de aproximadamente 500pb. Apds, os primers foram selecionados em
funcdo da conservacdo entre as sequéncias alinhadas, tamanho de 20 pares de base,
temperatura de pareamento de no minimo 55°C e com o maior percentual de GC.
(Wangkumhang et al., 2007). Os primers desenhados foram sintetizados pela empresa

Invitrogen (Carlsbad, California) (Tabela 5).
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TABELA 5. Descricdo dos primers utilizados para obtencdo da sequéncia do gene ALS em
capim-arroz e a respectiva regiéo de dominio. Porto Aleg_]re, RS. 2013

Primer Sequéncia T:rr?nigp?p%c))l TP(°C)? Fragmento GC(%)3 in)gﬁ?]i%e
ECHAD-F CATCACCAACCACCTCTTCC 20 60,4 55 AD
ECHAD-R AGCCATCTGCTGTTGGATGT 20 60,7 39 50 AD
ECHF-F AAGGACATCCAGCAGCAGAT 20 59,8 50 F
ECHF-R GCTGGATCAATGTCAATGTG 20 57,4 40 45 F
ECH1F-F TTTGGTGTGCGGTTCGAT 18 61,1 50 F
ECH1F-R ATGCGGATCATAGCCAACTC 20 60,1 >3 50 F
ECHBE-F GTTGGGCAGCACCAGATGT 19 62,1 58 BE
ECHBE-R AAGCTACTTAAGATTACCATACCAGAGT 28 56,0 e 36 BE

pb — Pares de base;
2TP — Temperatura de pareamento;
3GC — Percentual de guanina e citosina.

Os primers que resultaram em amplificacdes de fragmentos com tamanho proximo
ao esperado sdo descritos na Tabela 5. A disposicdo desses primers em relacdo a
localizagdo no gene ALS e os locais onde ocorreram mutagOes relacionadas a resisténcia

séo demonstrados na Figura 5.

Ai22 P197Az0s Ds76Ra77 Ws74 Sgs3Gesa
> ECHIF-F
ECHIF-R (—I
5-UTR LCIP 1 11 1l | ] 3-UTR
C| AD | F B E(J
ECHAD-R ECHF-F ECHBE-R
ECHAD-F ECHFR < ECHBE-F

FIGURA 5. Representacdo esquematica do gene ALS com suas regides de dominio (C, A, D, F,
B e E) e os respectivos primers utilizados na amplificacdo. Porto Alegre, RS. 2013.

O fragmento do gene ALS relacionado a posicdo Aix; ndo foi passivel de
amplificagdo. Os primers relacionados a esta regido foram obtidos a partir de estudo

recentemente disponibilizado sobre a amplificacdo do gene ALS em capim-arroz realizado
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no estado do Arkansas, Estados Unidos (Riar et al., 2013). Estes primers correspondem as
sequéncias  BYG F12 57 GCAAGGGCGCCGACATCCT e BYG R12 5

CCTGCTTGCAAAAGCCTCAAT.

3.2.4.2 Extracao de DNA e amplificagdo do gene ALS

As amostras para extragdo de DNA foram obtidas a partir de 150 mg de tecido
foliar de uma planta das populagdes citadas anteriormente (Tabela 4). Foram avaliadas
quatro plantas por populagdo. As extracdes de DNA gendmico foram realizadas pelo
método CTAB (brometo de cetiltrimetilam6nio) modificado (Doyle & Doyle, 1987). A
anélise da quantidade de DNA foi realizada através do espectrofotdometro (Genesys 2™,
Thermo Spectronic). Apos a quantificagdo, o DNA foi diluido em TE 1x e armazenado a
-5°C em concentracOes de 100ng/uL para amostras estoque, € 25ng/ulL para amostras de
trabalho.

As amplificacbes de PCR foram realizadas em termociclador Mastercyrclere
(Eppendorf). As reacOes foram adaptadas de Merotto et al. (2009) e seguiram o seguinte
protocolo: 50ng de DNA; 0,15uM de cada primer (forward e reverse), 0,2mM de
deoxinucleotideos trifosfatos (ANTPs), 0,35 U de Tag DNA polimerase, 1,3% de DMSO
100%, 2mM de cloreto de magnésio (MgCl,), 1X PCR buffer e agua MiliQ para completar
volume total de 30uL. O protocolo da reacdo de PCR foi composta por 3 minutos de
desnaturacdo das cadeias de DNA a 94°C, 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C
para ocorrer o anelamento, 90 segundos a 72°C para ocorrer a extensdo da fita
complementar do DNA e, por fim, 10 minutos a 72°C para finalizagdo. Os produtos da
reacdo de PCR foram analisados em gel de agarose (2%) corados com brometo de etidio na

proporcao de 0,02 pL mL™, por 120 minutos a 110 V, em tamp&o TBE 0,5X (40 mM Tris,



47

1mM EDTA, pH=8,0). Os tamanhos dos fragmentos foram determinados por comparacao
visual utilizando marcadores (Ladder) de 100pb (Invitrogen). Posteriormente, 0s géis
foram fotografados com auxilio do programa L-PIX IMAGE Release 2.6 (Loccus

Biotecnologia).

3.2.4.3 Purificagdo e analise das regides amplificadas do gene ALS

As reacOes de PCR que resultaram em produtos de amplificacBes Unicos foram
purificados direto da reacdo, adicionando o mesmo volume da reacdo amplificada de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). A mistura foi agitada durante 2 min, centrifugada a
11595 g durante 5 min em temperatura ambiente. Apos a centrifugacdo houve a separacao
da solucdo em 2 fases e o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e 0 DNA
foi precipitado com o dobro do volume transferido com alcool isopropanol gelado, agitado
levemente e centrifugado a 11595 g por 30 min. Nessa etapa o sobrenadante foi descartado
e 0 pellet foi lavado com 300 uL de etanol 70% gelado. O pellet foi seco por 15 min e
ressuspendido em 20 pl de TE 1X. A quantificagdo foi realizada através do
espectrofotdbmetro Genesys 2® (Thermo Spectronic). Apds, cada amostra foi diluida para a
concentragio de 10 ng pL™.

O sequenciamento das amostras foi realizado atraves do equipamento 3730XL
(Applied Biosystems), no laboratério da empresa MACROGEN Inc. (Gasan-dong,
Geumchen-gu Seoul, Korea). As sequéncias obtidas foram averiguadas realizando blast no
GenBank  (National  Center  for  Biotechnology Information -  NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para confirmacdo de que se tratava de sequéncias do gene

ALS, com a confirmacdo as sequéncias fora editadas e alinhadas pelo programa Mega

versdo 5.1, disponivel na URL (http://www.megasoftware.net/mega.php). O alinhamento


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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foi feito com as sequéncias conhecidas do gene ALS de Arabidopsis thaliana (X51514) e
O. sativa (AB049822) e observado a ocorréncia de mutacGes conhecidas do gene ALS

relacionadas com a resisténcia aos herbicidas.



4  RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise filogenética de Echinochloa spp.

InfestacGes de capim-arroz ocorrem em todas as safras agricolas e em praticamente
todas as lavouras de arroz irrigado do Sul do Brasil. A identificacdo das espécies de capim-
arroz nestas lavouras nao € clara e tem sido debatida por produtores e técnicos. Foram
desenvolvidos dois experimentos com o objetivo de classificar as plantas de capim-arroz
ocorrentes nas lavouras orizicolas do Sul do Brasil. O primeiro experimento constou da
classificacdo dos acessos de capim-arroz em funcdo das principais caracteristicas
morfologicas utilizadas em chaves taxondmicas. Apos, foram selecionados acessos que
obtiveram as maiores diferencas morfoldgicas para andlise através de marcadores

moleculares copDNA e ITS.

4.1.1 Avaliacdo de caracteristicas morfologicas

As caracteristicas morfologicas avaliadas foram escolhidas com base nas chaves
taxonémicas de espécies do género Echinochloa de Pirola (1965), Pfitscher & Barreto
(1976), Pignatti (1982) e Kissmann (1991) (Tabela 2). Além dessas, foram avaliadas outras
caracteristicas diferenciais que possam ser utilizadas como informacé&o discriminatdria para
classificar as plantas de capim-arroz ocorrentes nas lavouras orizicolas do Sul do Brasil.
Estas caracteristicas morfoldgicas foram a cor da borda e da nervura da penultima folha,

tamanho do pedunculo, quantidade de eixos secundarios da panicula principal, quantidade
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de paniculas por planta, comprimento e largura do 3° eixo secundario da panicula principal
(Tabela 2).

Algumas caracteristicas morfologicas apresentaram-se como mais eficientes para a
identificacdo da espécie dentre os acessos avaliados. Por exemplo, a Unica espécie que
apresenta ligula é E. polystachia (Pignatti, 1965; Kissmann, 1991). No presente trabalho
foi encontrado apenas um acesso onde se observou ligula e com pelos variando de 1 a 5
mm de comprimento (Figura 6). Esse acesso foi coletado em regido alagada do litoral Sul

de Santa Catarina.

FIGURA 6. Foto da ligula da espécie E. polystachia. (Valmir G. Menezes, IRGA).

Foram encontradas grandes varia¢fes das demais caracteristicas morfoldgicas entre
0s acessos avaliados. A altura de planta apresentou grande variabilidade, onde na maioria
das plantas analisadas exibiu menos de um metro de altura e alguns acessos ultrapassavam
um metro de altura (Tabela 6). Nenhuma chave taxondmica apresenta esse parametro como
caracteristica discriminatdria para classificacdo das espécies de capim-arroz. Ha varios
fatores que inviabilizam o uso da altura de planta como caracteristica morfolégica. Um
desses fatores € a forte interferéncia que o ambiente exerce na expressdo da caracteristica
estatura, fazendo com que as variagdes fenotipicas observadas ndo sejam herdaveis (Tasrif

et al., 2004). Contudo, essa caracteristica permite certa facilidade na identificacdo da
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espécie E. colonun, a qual apresenta altura entre 25-90 cm e, dificilmente, ultrapassa um
metro de altura (Kissmann, 1991; Pfitscher & Barreto, 1976, Pignatti, 1982 e Pirola, 1965).
Porém, para outras espécies esta analise é dificultada como no caso de E. crus-galli que
apresenta plantas com altura que varia de menos de um a mais de dois metros de altura
(Pfitscher & Barreto, 1976; Kissmann, 1991). Entretanto, na Grécia as espécies de capim-
arroz E. crus-galli, E. oryzoides e E. phyllopogon analisadas, apresentaram 136-145, 116-
123 e 89-96 cm de altura, respectivamente (Damalas et al., 2008), demonstrando neste
caso a possibilidade de utilizacdo deste parametro como discriminador destas espécies.

A largura e o comprimento da penultima folha apresentaram uniformidade entre as
espécies ndo podendo ser utilizada como pardmetro classificatério ou discriminatério
(Tabela 6). Entretanto, experimento analisando essas caracteristicas indicou que as
espécies E. crus-galli, E. oryzoides e E. phyllopogon apresentaram respectivamente 1,2; 1
e 0,8 cm de largura e 42, 39 e 31 cm de comprimento (Damalas et al., 2008).

As avaliacOes referentes a coloracdo da bainha, das folhas e das espiguetas
apresentaram bastante variabilidade entre os acessos analisados (Tabela 6). Coloracdo das
folhas pode ser utilizada para classificar a espécie E. colonun, que apresenta manchas
transversais de coloracdo purpura (Kissmann, 1991). No presente trabalho nenhum dos
acessos apresentou esse tipo de coloragdo nas folhas. Porém, foi identificada a espécie E.
colonun sem essas manchas. Desta forma, as avalia¢fes referentes a coloragcdo da bainha e
da borda das folhas, com excecdo da coloracdo transversal das folhas ndo sdo critérios
consistentes para classificacdo. A coloracdo roxa nas bordas das folhas € facilmente
encontrada nas plantas de capim-arroz. Porém esta caracteristica somente esta presente nas
espécies E. crus-galli, E. colonun e E. erecta (Sparacino, 1994). No presente trabalho, ndo

foi possivel usar a coloracdo da bainha como caracteristica classificatéria porque esta é
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muito variavel, sendo encontrada, por exemplo, na espécie E. crus-galli a coloracdo verde-
escuro a verde-roxo. Entretanto, a cor da bainha da espécie E. crus-pavonis foi roxo

intenso facilmente perceptivel no limbo foliar, diferente do encontrada em outras espécies.



TABELA 6. Caracteristicas morfoldgicas referentes a fase vegetativa e reprodutiva dos acessos avaliados neste estudo. Porto Alegre, RS. 2013

Comprimento (cm) Lamina Folhar (Penlltima) Panicula
Acesso Planta Entrené Bainha % Comprimento  Largura o C;LizizgaoNervura Comprimento ;;%rgﬁé:l% Largura ei':l«;:; paﬁ?ci?as

1 86,0 13,2 10,2 R 31,4 1,0 \Y% R VR 11,3 15,6 1,6 6,6 6,1

108,0 16,4 11,3 R 39,3 15 VE R VCR 11,7 15,7 1,2 20,4 7,6

112,3 24 16,25 R 31,85 0,9 R R R 11 20 2 10 2
21 80,1 13,2 10,0 R 26,6 0,9 \Y R \Y 9,9 12,8 1,4 10,6 9,4
30 65,1 11,6 8,8 R 234 0,8 VE R \Y 7,6 9,6 1,1 7,2 4,1
45 76,3 12,8 8,7 R 28,2 11 VR R R 9,0 12,8 1,6 13,3 50
49 98,0 16,3 10,7 \Y 31,9 1,2 VE R R 11,0 16,8 1,8 15,5 58
86 86,5 17,0 12,8 R 30,2 11 \% R \% 9,3 18,0 1,0 7,8 10,3
106 77,8 141 104 R 26,5 1,3 VR R R 9,4 13,3 1,3 10,9 7,1
107 80,7 15,6 9,6 \Y% 23,2 11 \Y% \Y% \Y% 9,7 17,9 1,7 9,1 12,1
109 91,1 14,6 21,0 \Y% 30,2 1,0 \Y% \Y% \Y% 10,8 12,4 3,9 10,8 7,0
110 91,4 12,7 10,6 R 30,8 1,0 \Y% \Y% \Y% 11,4 11,7 1,6 11,5 8,6
111 84,3 13,6 10,9 \Y% 33,8 1.2 \Y% \Y% \Y% 11,6 10,1 2,0 14,2 54
112 72,7 12,9 8,9 R 25,5 10 R R R 7,5 12,3 1,3 9,0 4,2
114 104,0 17,1 10,0 R 27,7 11 \Y R \Y 10,6 16,8 15 11,3 12,5
115 86,3 147 11,3 R 28,8 11 \Y R \Y 10,0 14,2 18 11,3 78
116 91,6 16,3 13,2 VR 31,4 10 \Y \Y \Y 131 11,8 15 11,3 4,0
117 73,5 12,4 9,8 R 29,7 11 VR R R 9,0 141 1,3 78 15,5
120 89,8 16,9 104 R 32,1 10 \Y R \Y 11,2 15,3 2,4 11,7 9,0
128 81,8 131 11,6 R 32,5 11 VR R R 11,8 11,0 1,4 8,6 11,2
129 98,8 17,7 10,6 R 28,1 1,0 \Y R \Y 10,8 14,4 15 8,2 3,8
133 86,0 144 104 R 24,8 0,8 VE VR \Y 9,5 151 1,3 12,0 4,5
136 98,5 17,3 11,2 R 29,0 1,0 VE R R 12,7 15,1 2,4 12,4 8,2
138 95,7 13,3 10,7 R 31,6 11 VE R R 10,5 12,2 1,7 9,6 8,8
142 53,5 9,4 8,0 R 29,6 10 \Y% R \Y% 8,2 7,0 0,7 7,3 12,6
144 95,2 15,9 11,8 VR 29,6 11 \Y% \Y% \Y% 10,5 13,0 1,7 8,4 7,7
152 85,7 12,9 9,8 R 33,2 1,0 VR R R 10,0 11,3 1,6 10,4 7,6

V — Verde; VE — Verde escuro; VR — Verde arroxeado; R — Roxo.

€S
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Na Italia a coloracdo do caule e 0 comprimento das espiguetas explicam 30% da
variabilidade total das espécies do género Echinochloa (Tabacchi et al., 2006). Porém,
outro trabalho também realizado na Italia descreve que a coloracdo das espiguetas ndo
pode ser considerada como caracteristica classificatoria por ser encontrada indistintamente
em E. crus-galli e E. colonun (Sparacino, 1994). Entretanto, outros autores citam que a
coloracdo das espiguetas pode ser empregada como caracteristica classificatoria para
diferenciar as variedades de E. crus-galli, sendo verde para variedade breviseta e roxo para
patricola, e essa caracteristica € também utilizada na discriminacao das espécies cultivadas
E. frumentacea e E. esculenta (Shouliang & Phillips, 2006). Do mesmo modo, a coloracao
da panicula é utilizada como um dos critérios para diferenciar as espécies de E. crus-galli
de E. crus-pavonis, sendo que E. crus-galli apresenta coloracdo verde com tons purpuros e
E. crus-pavonis é rdésea a palido-parpura (Kissmann, 1991). No presente trabalho, a
coloracdo da bainha foi muito variavel e a coloracdo roxa foi encontrada em acessos
classificados como E. colonun, E. crus-galli e E. crus-pavonis. Porém, a maioria dos
acessos com pigmentacdo de tons rosea na espigueta foi classificado como E. crus-galli
(dados ndo apresentados).

As caracteristicas reprodutivas contribuem para melhor discriminacdo entre as
espécies. Segundo as chaves taxondmicas de Pirola (1965), Pfitscher & Barreto (1976),
Pignatti (1982) e Kissmann (1991) em E. colonun os eixos secundarios da panicula
possuem comprimento inferior a 2 cm e as espiguetas sdo desprovidas de aristas, enquanto
gue na espécie E. crus-galli os eixos secundarios da panicula possuem comprimento de 1,6
a 4,1 cm. No entanto, essa caracteristica ndo foi discriminadora das outras espécies de

Echinochloa (Tabela 7).
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O formato da gluma inferior com grandes cerdas e com trés a cinco nervuras
corresponde a E. crus-galli e/ou variedades dessa espécie e glumas glabras com poucos
pelos na regido central indica a ocorréncia de E. crus-pavonis (Pignatti, 1965; Kissmann,
1991; Pfitscher & Barreto 1976), e se a altura da gluma inferior apresentar % do tamanho
da espigueta indica a ocorréncia da espécie E. oryzicola. Essas avaliacbes da espigueta
foram realizadas com auxilio de uma lupa e um papel milimetrado para facilitar a avaliacéo
do comprimento, largura, nimero de nervuras das glumas e da presenca de pelos e/ou
cerdas presentes na espigueta. Essas caracteristicas podem ser utilizadas como
complementares na classificacdo das espécies do género Echinochloa (Tabela 7). Segundo
Pfitscher & Barreto (1976), a estrutura do racemo pode ser utilizado para diferenciar E.
crus-galli de E. crus-pavonis, e essa caracteristica foi consistente para diferenciacdo dessas
espéecies (Figura 7). A largura do antécio apresentou variabilidade entre os acessos
avaliados, entretanto essa caracteristica pode ser utilizada na classificacdo das espécies. A
espécie E. crus-galli apresenta largura do antécio de 1,3 a 2 mm e a espécie E. crus-

pavonis apresenta largura inferior a 1,2 mm (Tabela 7).



TABELA 7. Caracteristicas morfoldgicas referentes a fase reprodutiva dos acessos, agrupamento segundo dendograma das sequéncias do cpDNA (Figura 12) e sua
classificagdo com base nas chaves taxonomicas de Kissmann (1991) e Pignatti (1965). Porto Alegre, RS. 2013

3° Eixo Secundario Espiguetas Medianas Ari - ) Grupo Chave taxondmica
ristas Antécio Gluma Inferior referente ao
Acesso (cm) (cm) _ .
- - - - - dendograma Kissmann Pignatti
Comprimento Largura Comprimento Largura Comprimento Comprimento Largura comprimento Largura do cpDNA
1 2,5 0,6 04 0,2 Né&o 3,0 1,7 1,8 15 B3 E. crus-galli Indefinido
3,3 0,7 0,4 0,2 Nao 2,8 1,3 15 1,3 B3 E. crus-galli E. crus-galli
8 2,4 0,7 0,3 0,2 0,3-05 2,5 1,1 1,8 15 B1 E. crus-pavonis E. crus-pavonis
21 2,8 0,8 0,3 0,2 Nao 2,1 1,6 1,3 15 B3 E. crus-galli E. crus-galli
30 1,6 0,6 0,3 0,1 1* 2,1 1,3 1,3 14 B3 E. crus-galli E. crus-galli
45 15 0,5 0,3 0,2 Nao 3,0 19 1,3 1,3 B3 Indefinido E. crus-galli
49 3,0 0,6 0,3 0,2 1* 2,5 1,4 1,3 1,4 B3 E. crus-galli Indefinido
86 2,2 0,5 0,3 0,1 1* 2,3 1,3 1,3 1,3 B3 E. crus-galli E. crus-galli
106 15 0,5 0,3 0,2 Nao 2,5 1.8 1,3 1,3 B3 Indefinido E. crus-galli
107 1,7 0,6 0,4 0,2 04-24 2,8 15 1,3 15 B3 E. crus-galli E. crus-pavonis
109 2,2 0,4 0,4 0,2 1* 2,8 15 18 1,3 B3 E. crus-galli E. crus-galli
110 3,2 0,8 0,3 0,2 15 2,5 15 1,3 1,3 B2 Indefinido E. crus-pavonis
111 41 0,7 0,4 0,2 3,0 3,0 1,7 1,3 15 B3 Indefinido E. crus-pavonis
112 1,8 0,5 0,3 0,2 Nao 2,5 1,8 1,3 1,3 B3 E. crus-galli E. crus-galli
114 3,7 0,7 0,4 0,2 0,7-1 2,5 1,8 15 1,3 B3 E. crus-galli E. crus-galli
115 2,4 0,7 0,4 0,2 1* 2,5 2,0 15 1,3 B3 E. crus-galli ou E. oryzoides Indefinido
116 2,9 0,7 0,4 0,2 Né&o 3,0 1,8 1,3 1,3 B3 E. crus-galli E. crus-galli
117 2,6 0,6 0,3 0,2 1* 2,5 15 1,3 1,3 B3 E. crus-galli E. crus-galli
120 2,8 0,6 0,3 0,2 1* 3,0 1,8 1,3 1,3 B3 E. crus-galli E. crus-galli
128 2,8 0,6 0,4 0,2 15 2,8 1,9 15 1,3 B3 E. crus-galli E. crus-pavonis
129 2,9 0,7 0,3 0,2 0,7-22 2,5 15 1,3 1,3 B3 E. crus-galli E. crus-galli
133 2,4 0,6 0,3 0,2 1,8 2,9 14 15 1,2 B3 E. crus-galli E. crus-pavonis
136 2,2 0,7 0,3 0,2 1* 2,8 1,7 1,3 1,3 B3 Indefinido E. crus-pavonis
138 1,8 0,5 0,3 0,2 1,0 2,5 15 1,3 1,3 B3 E. crus-galli E. crus-galli
142 1,1 0,4 0,3 0,1 Né&o 2,0 1,3 15 1,0 A2 E. colonun E. colonun
144 3,8 0,7 3,0 2,0 1* 3,0 1,3 1,2 1,2 B3 Indefinido Indefinido
152 2,5 0,6 3,2 15 15 2,5 15 1,3 1,2 B3 E. crus-galli ou E. crus-pavonis E. crus-pavonis

* Acessos que apresentam algumas aristas no eixo secundario

99
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FIGURA 7. Foto do racemo das espécies E. crus-galli (a) e E. crus-pavonis (b), obtidas com
auxilio de uma lupa com 40X de aumento. Porto Alegre, RS. 2013.

A caracteristica usualmente mais empregada na diferenciagdo das espécies de
capim-arroz pelos produtores e técnicos € a arista. No presente trabalho, auséncia de arista
foi observada em alguns acessos e presente em outros com comprimento que variou de 0,3
a 3 cm (Tabela 7). A espécie E. colonun foi a mais uniforme em relagdo a este parametro, e
todos 0s acessos classificados como pertencendo a essa espécie eram desprovidos de
aristas. Porém, a espécie E. crus-galli foi a que mais apresentou variagdo desta

caracteristica, onde classificou-se acessos pertencentes a essa espécie desprovidas de
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aristas bem como com varios comprimentos e até mesmo com espiguetas com e sem aristas
na mesma panicula (Tabela 7).

De forma geral, as caracteristicas associadas as estruturas reprodutivas sdo mais
informativas do que as estruturas vegetativas. As estruturas reprodutivas apresentaram
menor variacdo em funcédo do efeito do ambiente, e isto facilita a identificacdo das espécies
com maior confiabilidade. No entanto, algumas plantas apresentaram caracteristicas
intermedidrias entre duas espécies e ndo foram identificadas, sendo nomeadas neste caso
como indefinidas (Tabela 7, Figuras 12 e 13). Por outro lado, quando essas caracteristicas
eram irrelevantes, a planta foi classificada como sendo da espécie com maior similaridade.
A falta de consisténcia entre varios dos descritores taxondmicos caracteriza a dificuldade
de classificacdo principalmente entre as espécies E. crus-galli e E. crus-pavonis em
situacOes de identificacdo a campo, baseado em parametros convencionais ou até mesmo

através das chaves taxonémicas do género Echinochloa.

4.1.2 Avaliacdo da variabilidade genética em acessos de capim-arroz

Esta analise constou da identificacdo da variabilidade nucleotidica referente a
regido génica entre o intron trnT e o trnL, a qual € dividida em trés segmentos nao
codificantes. No presente estudo, o nimero de nucleotideos observados para esta regido foi
similar ao descrito por Yamaguchi et al; (2005) e Aoki & Yamaguchi (2008). Os primers
trnA - trB e trnC - trnF (Tabela 3) sdo amplamente utilizados em diversos estudos de
filogenia, inclusive no género Echinochloa. Esses primers possibilitaram diferenciar a
espécie E. oryzicola das demais espécies através do método de PCR-RFLP, comprovando
gue essa espécie apresenta sequéncia com 45 pb a mais que o restante das espécies

analisadas (Mennan & Altop, 2012; Yasuda et al., 2002). A maior sequéncia de
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nucleotideos para a espécie E. oryzicola é explicada pela ocorréncia de duplicacdo de
sequéncias curtas, em particular uma sequéncia de 13 pb, TCTTAATTATTAA, comum a
todas as sequéncias de E. oryzicola e E. phyllopogon (Yamaguchi et al., 2005; Aoki &
Yamaguchi, 2008). Essa repeticdo de sequéncias curtas é somente encontrada nessas duas
espécies. As sequéncias alinhadas estdo nas figuras 8, 9, 10 e 11, essas figuras apresentam
algumas espécies e essas sdo representativas dos demais acessos avaliados. A espécie E.
phyllopogon ndo ocorre nas lavouras de arroz do Sul do Brasil. No presente estudo o
material vegetal referente a esta espécie foi originaria dos EUA, e foi utilizado para
comparacdo com as demais espécies. De forma semelhante ao encontrado em trabalhos
anteriores, essa espécie apresentou semelhanca com a espécie E. oryzicola (Figura 8). A
semelhanca entre essas espécies é discutida em diversos trabalhos, sugerindo que E.
oryzicola e E. phyllopogon correspondem a uma Unica espécie, devido a morfologia
similar, compatibilidade reprodutiva e alta similaridade de sequéncias do cpDNA (Yabuno

1981a; Nakayama et al., 1999; Yabuno 1996; Aoki & Yamaguchi 2008).

Svecies/Abbrv llelelelelele oo [ [ [ [ ] [[[[[]]] [l
1. Echinochloa oryzicola Japan TCTTAATTATTAA TCTTAGTTATTAACTAGTT
2. E.Phylopogon EUA Seq TCTTAATTATTA RN RN AR B EE  rcrracTTaTTAACTAGTT
3. Echinochloa phyllopogon France TCTTAATTATTA EEREEERETcTTAGTTATTAACTAGTT
4. Echinochloa oryzicola China TCTTAATTATTA RN REEN rcTracTTaTTAACTAGTT
5. Pop-8 E crus-pavonis BR TCTTAATTATTAA-~~---cccccccccccccccccea- TCTTAGTTATTAACTAGTT
6. Echinochloa crus-pavonis Argentina [TCTTAATTATTAA-----------------mmmmonmn— TCTTAGTTATTAACTAGTT
7. Pop-14Z E colonun BR TS FAAT TAYTAR === S rmm s snm e o o o TCTTAGTTATTAACTAGTT
8. Echinochloa colonum Paraguai e T TALT TR Y PR o oo oo oo om om e ., . e o e o o o TCTTAGTTATTAACTAGTT
9. Pop-120 E crus-galli BR TORTRATTRA P ERR = = oo o i e o e e o ) e TCTTAGTTATTAACTAGTT
10. Echinochloa crus-galli Japan TCYT TAAYT TAT TAA ==~ e n s s n e s aaesea=- TCTTAGTTATTAACTAGTT

FIGURA 8. Figura representativa do alinhamento de sequéncias o cpDNA evidenciando regido
em tandem para as espécies E. oryzicola e E. phyllopogon, apresentando duas
repeticdes 13 pb. Porto Alegre, RS. 2013.

Outra regido com elevada significancia para diferenciacdo das espécies foi

caracterizada por um indel de 7 pb (Figura 9). Esse indel novamente ocorre nas espécies E.
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oryzicola e E. phyllopogon evidenciando que essas duas espécies sdo sindnimos. Nessa
mesma regido foi possivel observar nucleotideos que diferem entre as espécies E. helodes,
E. colonun, E. oryzicola, E. phyllopogon, E. crus-galli e E. crus-pavonis uma das outras.
Ainda, é possivel observar que a espécie E. colonun, € mais semelhante com E. oryzicola e
E. phyllopogon do que as espécies E. crus-galli e E. crus-pavonis (Figura 9, 10 e 11).
Outra regido sequenciada também possibilitou a identificacdo dessas mesmas diferencas
entre as espécies, porém ndo foi suficiente para diferenciar E. crus-galli e E. crus-pavonis
(Figura 10). Esses resultados sdo corroborados com os resultados obtidos por Aoki &
Yamaguchi (2008) e Yamaguchi et al. (2005), que obtiveram resultados similares
utilizando os mesmos primers. Entretanto esses autores ndo avaliam nenhum acesso da
espécie E. helodes que apresenta varias regides com indel e com alteracbes nucleotidicas
que difere das demais espécies. Estes resultados indicam a facil diferenciacdo entre E.

colonun e as outras espécies e dificuldade de diferenciar E. crus-galli de E. crus-pavonis.

Species/Abbrv i i i o i O I O I*I*l*l*I*I*I*I*I*I*I*l*IJ*I*I*I*I*H*I*I*I*I*I*
1. Echinochloa oryzicola Japan CALATTAG A AATACTEGAATT
2. E.Phylopogon EUA Seq cratTacEEEEER vtacTleaatTlc
3. Echinochloa phyllopogon France CAALTTA G..Illll L TACT lG.l‘a. ATT lC

4. Echinochloa oryzicola China GCALAT T.utllllll. L TAC TIG.-‘a..f—.T T.C

5. Echinochloa crus-pavonis Argentir|[CAALTTAG----- LTAC TIG ATT lC A

6. Pop-8 E crus-pavonis BR CAATTAG-====-~- I.. LT A CTIG....TTIC A

7. Echinochloa crus-galli Japan CAATTAG-===== I LT & CTIGv A TTIC :

8. Pop-120 E crus-galli BR GAATTAG-=-==-=-~ A vTacTleaaTTHC

9. Echinochloa colonum Paraguai CAATTAG-====== . TAC TIGA.»".T TlC

10. Pop-142 E colonun BR GAATTAG-====== wTacTBoaaTTHlC 3
ll. E helodes BR CGAATTAG-—=====RARAARAAAATA CT.vaTTlCT'\"-"-‘-.-“.

FIGURA 9. Figura representativa do alinhamento de sequéncias do cpDNA evidenciando regido
em tandem para as espécies E. oryzicola e E. phyllopogon. Substituicdo de
nucleotideo e indel diferente para cada espécie. Porto Alegre, RS. 2013.
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Svecies/Abbrv

1. Echinochloa oryzicola Japan AA
2. E.Phylopogon EUA Segq rrollllrrrrrrrrarrrancoataratacrrcallrararaarrrilaar
3. Echinochloa phyllopogon France rrolllrrrrrrrrarrraaceataratacrreallrataraarrrifaar
4. Echinochloa oryzicola China rrcllrrrrrrrrarrraaceararatacrrcallrataraarrrifaar
S. Echinochloa crus-pavonis Argentina TTG--TTTTTTTT.&TTT.RA.GG.%H.S«.AT&CTTCRITM&.&A.-‘-.TTTI.AAT
6. Pop-8 E crus-pavonis BR TT6--TTTTTTTTATTTAAGGATAAATACTTICArATAR AR TTT ALY
7. Echinochloa crus-galli Japan TTG--T'rTTT'rTT.i.TTT.ﬁ.).GGATﬁ.:"..i.T.\‘-.C'rTC.»‘:.IT.*.T.&..-“..\ATT'rll.i..i.r
8. Pop-120 E crus-galli BR TT6--TTTTTTTTATTTAAGGATARATACTTICAlTATARAATT TR AT
3. Echinochloa colonum Paraguai rrelllrrrrrrrrarrrarceataratacrrcallrararaarrriaar
10. Pop-142 E colonun BR rrollllrrrrrrrrarrrarcoataratacrrcallraransarrrlaar
11. E helodes BR rrcl-trrrrrrrarrrancoataratacrrcallrararaarrrilaar

FIGURA 10. Figura representativa do alinhamento de sequéncias do cpDNA evidenciando regido
que sofreu indel, e em outra regido apresenta alteracdes nucleotidicas. Porto Alegre,
RS. 2013.

As espécies E. crus-galli e E. crus-pavonis apresentam apenas duas mutacGes que
as diferem. Nas sequéncias analisadas, para todas as demais espécies o nucleotideo
encontrado € uma timina, para a espécie E. crus-galli este alterou para guanina e em outra

regido ocorreram duas alteragOes de adenina para timina (Figura 11).

1. Echinochloa oryzicola Japan TCATTTRCGAAAMACTT AAAAAGCTCGG
2. E.Phylopogon EUA Seq _a TeAaTTTHcaaacTTHRRRRRR 2 222cTGe
3. Echinochloa phyllopogon France b TcAaTTTHcaa2cTTHRRRRRR . 222cTGe
4. Echinochloa oryzicola China b TeATTTHca22cTT-HRERRR.A2222¢6TGe
5. Echinochloa crus-pavonis Argentina [ATGATTT .G."a. AACTT—-====- ...0. AAAAGCTCGGC
6. Pop-8 E crus-pavonis EBR ATGATTT .G.ﬂ. AACTT—-===~- l..-‘a. AAAMAAGTGCG
7. Echinochloa crus-galli Japan ATGATTT lG.-“. AACTT—~====- ...ﬁ AALAAGTGG
3. Pop-120 E crus-galli BR hrcatrrloaracTT----- BB::rr22cTGG
9. Echinochloa colonum Paraguai ATGATTT lc.b. AACTT—-====- l. LAAABMAGCTGGC
10. Pop-142 E colonun BR v TGATTTReARACTT----- BB:r222cTcGG
11. E helodes BR hrtcatrTTloaracrr----- Il‘a..r-..:-.;-.‘a.c'rcc

FIGURA 11. Figura representativa do alinnhamento, detalhe da sequéncia do cpDNA
evidenciando regido que sofreu indel, e em outra regido apresenta mutacoes,
podendo diferenciar E. crus-galli de E. crus-pavonis. Porto Alegre, RS. 2013.

4.1.2.1 Analise filogenética com base nas sequéncias de copDNA e ITS

As sequéncias de DNA obtidas foram alinhadas com sequéncias disponiveis no
GeneBank e de Aoki & Yamaguchi (2008). Os acessos oriundos do RS, denominados com
um BR ap6s o nome cientifico, apresentaram elevada similaridade com as sequéncias de

diferentes espécies de capim-arroz (Figura 12). O dendograma indica a presenca de dois
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grandes grupos (A e B). O grupo A ¢ dividido em dois subgrupos Al e A2, onde Al é
composto por trés espéecies E. phyllopogon, E. oryzicola e E. helodes. Dessas trés espéecies
E. phyllopogon e E. oryzicola apresentam elevado valor de semelhanca devido a ocorréncia
de sequéncias em tandem, indel e alteracbes nucleotidicas iguais, conforme apresentado
nas Figuras 8, 9, 10 e 11, indicando que essas duas espécies podem ser consideradas a
mesma. Essas duas espécies apresentam pequena diferenca para a espécie E. helodes
(Figura 12). Ja o subgrupo A2 é composto apenas pela espécie E. colonun, onde as quatro
sequéncias apresentaram elevado valor de bootstrap (97,6%). Essa espécie apresenta varios
indel e alteracGes nucleotidicas em sua sequéncia (Figura 9, 10 e 11).

O grupo B é dividido em trés subgrupos B1, B2 e B3. O grupo B1 é composto pela
espécie E. crus-pavonis e uma sequéncia pertencente a espécie E. crus-galli originaria da
Argentina cuja sequéncia e descricdo da identificacdo foi obtida do GeneBank. Porém,
devido a elevada semelhanca genética entre essas espécies e pela confirmacao que o acesso
Pop-8 € classificado como E. crus-pavonis, é possivel ter ocorrido erro na classificacdo da
espécie Argentina ou até mesmo que essa espécie Argentina possa ser hibrido entre E.
crus-galli e E. crus-pavonisi (Figura 12). O subgrupo B2 é composto pela espécie E. crus-
galli variedade patricola que pelo agrupamento do dendograma pode ser considerada uma
espécie e ndo variedade de E. crus-galli (Figura 12). E por fim, o subgrupo B3 que é
composto por E. oryzoides, E. esculenta e, principalmente, por E. crus-galli e suas
variedades. A similaridade das sequéncias e o agrupamento no dendograma, indica que
existe grande semelhanca entre as espécies ou até mesmo podem ser consideradas a mesma
espécie (Figura 8, 9, 10, 11 e Tabela 12). Esses casos de duas ou mais espécies de capim-

arroz apresentar semelhanca morfoldgica e genética, podendo se tratar da mesma espeécie, é
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também sugerido em outros trabalhos (Yabuno, 1962; Yamaguchi et al., 2005; Aoki &

Yamaguchi, 2008).

~ Pop=-118_E_ crus-galli_ou_oryzoides BR
— Pop-21_E__crus-galli_BR
— Pop-30_E_crus-galli_ BR
= Pop-117_E_crus-galli_BR
— Pop-109_E_crus-galli_BR
— Pop-115_E_crus-galli_ou_oryzoides_BR
— Pop=-133_E_ crus-galli_BR
— Pop-86__E_crus-galli_ BR
— Pop-111_Indefinide_BR
— Pop=-129_E_crus-galli BR
— Pop-1_E_crus-galli_BR
0.054 — Pop-120 E_ crus-galli BR
— Pop-49_E_crus-galli_BR
— Pop-116_E_crus-galli_BR
— Pop-114_E_crus-galli_BR
— Pop-128_E_crus-galli_ BR
— Echinochloa_oryzoides_Franca
— Pop-112_E_crus-galli_BR
o.084 — Echinocchloa_esculanta__Japan
— Pop=-107_E_crus-galli_BR
— Pop-144_Indefinido BR
— Echinochloa_crus-galll_var._praticola_Japan
—— Pop-138_E_crus-galli_BR
— Pop-2_E_crus-galli_BR
B 3 L Pop-45_Indafinide_BR
0.18 ——— Echinochloa_crus-galli_Japan
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0. A ——————— Pop-136_Indefinido_BR
B Pop=106_Indefinido_BR
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— Echinochloa_crus-galli_Argentina
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FIGURA 12. Dendograma realizado com acessos de Echinochloa originados de lavouras do RS
(classificagdo original com base na andlise morfologica e descritos com a
denominagdo “BR” apo6s o nome). Sequéncias de cpDNA de diversas espécies do
género Echinochloa foram utilizadas como critério de agrupamento. Porto Alegre,
RS. 2013.
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As sequéncias dos primers ITS também geraram um dendograma onde o género
Echinochloa apresentou um grupo com 100% de suporte por bootstrap (Figura 13). Porém,
diferente das combinacdes de primers utilizadas para amplificar regides genémicas do
cloroplasto (cpDNA), esses primers amplificam regides do DNA nuclear que apresentam
taxa de evolucdo cinco vezes mais rapida que o cpDNA (Clegg & Zurawski, 1992). O
dendograma gerado a partir das sequéncias desses primers apresenta quatro grandes grupos
A, B, C e D. O grupo A é composto por E. colonun e E. helodes, essas duas espécies
apresentaram elevada semelhanca em suas sequéncias (Figura 8, 9, 10, 11 e 13). O grupo B
consistiu novamente das E. crus-pavonis e E. crus-galli origindria da Argentina,
confirmando a suspeita gerada com as informacdes dos primers do cpDNA descrito
anteriormente (Figura 12 e 13). O grupo C é constituido por seis acessos originarios do
Brasil. Desses, cinco foram classificados como E. crus-galli e um ficou sem definicdo, o
que provavelmente indica pertencer a mesma espécie (Figura 13). O grupo D é dividido em
dois subgrupos D1 e D2, onde D1 é formado por varias espécies, E. oryzoides, E.
phyllopogon, E. sculenta, E. oryzicola e E. crus-galli var. patricola, indicando elevada taxa
de semelhanca entre as espécies e inviabilizando o uso desses primers como classificadores
para essas espécies (Figura 13). E por fim, o subgrupo D2 que apresenta uma sequéncia de
E. oryzoides e o restante dos acessos Brasileiros foram classificados morfologicamente
como E. crus-galli. Como discutido anteriormente essas duas espécies podem ser
sinbnimos, o que é reforcado com as informagdes geradas com as sequéncias obtidas com

os primers ITS (Figura 13).
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FIGURA 13. Dendograma realizado com acessos de Echinochloa originados de lavouras do RS
(classificagdo original com base na analise morfologica e descritos com a
denominagdo “BR” apds o nome). Sequéncias de ITS de diversas espécies do género
Echinochloa foram utilizadas como critério de agrupamento. Porto Alegre, RS.
2013.



66

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Aoki & Yamaguchi (2008),
que indicam que as espeécies E. oryzicola e E. phyllopogon séo sindbnimos. Da mesma
forma, as espécies E. crus-galli e E. oryzoides por estarem agrupadas podem ser
consideradas a mesma espécie. O mesmo resultado foi encontrado por Yamaguchi et al.
(2005), onde as espécies E. esculenta, E. crus-galli e E. orizoides podem ser consideradas a

mesma espécie.

4.2 Determinacdo do mecanismo de resisténcia de capim-arroz ao herbicida
imazethapyr

Foram desenvolvidos trés experimentos com o objetivo de identificar o mecanismo
que confere resisténcia as plantas de capim-arroz aos herbicidas inibidores da ALS. O
primeiro foi um experimento de curva dose-resposta, que teve a finalidade de identificar o
nivel de resisténcia dos bioGtipos resistentes em comparacdo com 0 suscetivel.
Posteriormente, foi realizada a avaliacdo da atividade da enzima ALS, que é uma forma de
discriminar a superexpressdo da enzima ALS e a ocorréncia de alteracbes de sua
sensibilidade aos herbicidas. Por fim, foi sequenciado o gene ALS dos bidtipos utilizados
no experimento de curva dose-resposta e alinhado com sequéncia padrdo do gene ALS, a
fim de identificar a ocorréncia de mutacdo nas regibes que conferem resisténcia aos

herbicidas.
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4.2.1 Curva dose-resposta para determinacdo do nivel de resisténcia ao
herbicida imazethapyr
Foi verificada a existéncia de interacdo significativa entre os fatores biotipos e dose
para as variaveis de controle avaliadas visualmente aos 7, 14, 21 e 23 DAA e para a massa
seca da parte aérea, avaliado aos 23 DAA (Apéndice 1). Assim, sera apresentada a
comparacdo entre os seis biotipos de capim-arroz em relacdo ao aumento da dose de
imazethapyr nas quatro épocas de avaliacdo visual e na avaliacdo de massa seca da parte
aérea. Os dados obtidos dessas avaliacdes foram ajustados ao modelo sigmoidal de quatro

parametros.

Na avaliacdo realizada aos 7 DAA (Figura 14A; Tabela 8), o ajuste pela equacédo
logistica de quatro parametros para o bidtipo suscetivel (SUSSP01) ndo proporcionou a
obtencédo de significancia do parametro Cso, e por isso, inviabilizou a anélise comparativa
entre este e 0s demais bidtipos resistentes. O parametro Cs corresponde a dose eficaz que
resulta em 50% da resposta da varidvel analisada (Ritz, 2005). Esse problema ¢é devido,
provavelmente, ao pouco tempo decorrido apo6s a aplicacdo do herbicida imazethapyr. A
acao deste herbicida ocorre logo apds a aplicacdo, todavia, 0s sintomas comecam a
aparecer no periodo de sete a 14 dias apos a aplicacdo, sendo que em baixas temperaturas,

esse periodo pode ser ainda maior (Vidal & Merotto Jr., 2001).
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FIGURA 14. Controle visual (%) de seis bittipos de capim-arroz em fungdo de diferentes
concentracdes do herbicida imazethapyr, aos 7 (A), 14 (B), 21 (C) e 23 DAA (D).
As equaces correspondentes encontram-se na Tabela 8. Porto Alegre, RS. 2013.
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TABELA 8. Parametros da equacéo logistica e fator de resisténcia (FR) para as variaveis controle

visual, aos 7, 14, 21 e 23 DAA e massa seca da parte aérea de seis bidtipos de
capim-arroz, aos 23 DAA, submetido a diferentes doses do herbicida imazethapyr.
Porto Alegre, RS. 2013

4] iotAneiall
Bictino Y 2 el Co0u GRe™ Fator de Resisténcia™
P Dose IC ¥95% FRZ  1Cc¥95%
7 DAA
SuSsPo1  -0,6368**  0,4482N°  37,324*  1164,891N5 (-3393,334; 5723,114)
PALMSO1  -0,7022** -0,5062N°  24,640N° 1064,337N° (-3435,806; 5564,466) 0,91N°  (-5,334; 6,154)
CAMAQO1 -1,1343** .0,9594™5  16,557** 179,128** (6,484;351,776)  0,15**  (-0,471;0,771)
ARRGRO1  -0,8086** -0,8602N°  23,344** 481290M  (-523,990; 1486,570) 0,415  (-1,404; 2,224)
CACHS50  -0,7045**  0,1685"°  22,707** 259,172"S  (-263,516;781,856)  0,22*  (-0,749; 1,189)
MOSTS51  -2,0409NS  -0,3718"S  9.261**  233,358*  (-38,882; 505,602) 0,2*  (-0,620; 1,020)
14 DAA
SUSSPO1  -0,6706** -0,0636™°  102,493** 45 872** (24,146; 67,594)
PALMSO1  -2,5184** -12434NS  87264** 147,189**  (128,300;166,080)  3,21**  (1,644;4,776)
CAMAQO1 -1,9637**  14639NS  02487** 102,255**  (88,132;116,368)  2,23**  (1,136; 3,324)
ARRGRO1  -1,8129**  -45153*  90,050** 149,771**  (122,280;177,260)  3,26**  (1,595; 4,492)
CACHS50  -1,1605** -0,2490NS  98,493**  48,542** (38,424; 58,656) 1,06 (0,513; 1,607)
MOSTS51  -1,1715**  -1,2312NS  74573** 614,789**  (140,870;1088,710)  134*  (1,270; 25,529)
21 DAA
SUSSPO1  -1,3439**  -0,0288™°  100,642** 13,576** (8,052; 19,088)
PALMSO1  -2,4416%* -1,0102N  97,477*% 142,072**  (126,212;157,928)  10,46** (6,036; 14,884)
CAMAQO1 -1,8977** -0,1737"  06,409%*  23,025%** (19,093; 26,947) 1,7 (0,954; 2,446)
ARRGRO1  -2,2288** -2,9616™°  98,233** 122,127**  (107,888; 136,372) 9**  (5,197;12,803)
CACHS50  -1,4257** -0,0254“ 100,692** 12,711** (6,993; 18,427) 0,94 (0,368; 1,512)
MOSTS51  -0,9045**  -13174"S  90,986**  673,940*  (-110,648; 1458,528)  49,64* (-11,579;110,859)
23 DAA
SUSSPO1  -1,8334**  -0,0328"5  99,849**  11,682** (5,441; 17,919)
PALMSO1  -2,4940**  0,0308"°  98,595** 124,440**  (114,100; 134,780)  10,65** (4,884; 16,416)
CAMAQO1 -1,1767** -0,0328"° 100,485** 10,736%** (5,669; 15,811) 0,92 (0,274; 1,566)
ARRGRO1  -2,5271** -1,7856™  98,138** 109,266**  (100,446;118,094)  9,35**  (4,304; 14,396)
CACHS50  -1,9448™  -0,0251M  100,002**  7,247"S (-7,763; 22,263) 0,62 (-0,921; 2,161)
MOSTS51  -0,7965**  -2,2272N°  104,296** 827,194*  (-159,424; 1813,804)  70,81"° (-21,826; 163,446)
Massa seca da parte aérea
SUSSPO1  1,2665**  3,7228**  100,67**  6,9635* (-0,447; 14,367)
PALMSO1  2,1085**  6,0475**  97,821** 139,79**  (125,747;153,833)  20,07* (-1,405; 41,545)
CAMAQO1 -0,5438** -0,0127"S  99,999** 5 1794** (0,433; 9,927) 074N (-0,304; 1,784)
ARRGRO1 ~ 1,8890**  9,3723**  100,97** 120,05**  (106,951; 133,149)  17,24* (-1,203; 35,683)
CACHS50  0,9635**  6,5613**  99,668**  7,4796%** (1,564; 13,396) 1,074 (0,932; 1,216)
MOSTS51  1,4743**  25587NS  08382**  699,92**  (453,299; 946,681)  100,51* (-12,235; 213,255)

bY Declividade da curva; ¢ Limite inferior; d¥ Limite superior; Cs, ou GRs,¥ Dose do herbicida
imazethapyr que causa 50% de efeito no fator analisado; Dose® Dose em g.ha™; IC¥ 95% Intervalo de
confianca a 5% de probabilidade; FRZ fator de resisténcia = Cs, ou GRy, do biétipo avaliado/ Csy ou GRsodo
bidtipo suscetivel (SUSSPO1).

**p<0,01; * p < 0,05; " No significativo a 5%.
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A avaliacdo do controle visual realizado aos 14 DAA indicou a ocorréncia de
sensibilidade diferenciada ao herbicida imazethapyr entre os bidtipos avaliados (Figura
14B; Tabela 8). Nesta avaliacdo, a analise comparativa do intervalo de confianca do Cs
confirmou a resisténcia nos biotipos PALMS01, ARRGR01 e MOSTS51. Destes, 0 bidtipo
MOSTS51 apresentou fator de resisténcia 13. Nesta avaliacdo ndo foi possivel confirmar a
resisténcia a imazethapyr para o bidtipo CACH50. Isso ocorreu porque o intervalo de
confianca do parametro Cso desse bidtipo ndo diferiu do intervalo de confianca do padrédo

suscetivel (SUSSPO01) utilizado nesse experimento (Tabela 8).

Nas avaliacbes de controle visual realizados aos 21 e 23 DAA e na avaliacdo de
massa seca da parte aérea aos 23 DAA, foram observados aumento nos niveis de
resisténcia dos biotipos que se apresentaram resistentes aos 14 DAA (Figura 14Ce D, 16 e
Tabela 8). Isso confirma que os bidtipos PALMS01, ARRGR01 e MOSTS51 sdo
resistentes ao herbicida imazethapyr, os quais apresentaram um GRs, (dose necessaria para
reducdo de 50% do crescimento) na avaliacdo de massa seca da parte aérea de 140, 120 e
700 g.ha™, respectivamente (Figura 15 e Tabela 8). Outro trabalho também identificou
populacdes de capim-arroz com elevados niveis de resisténcia aos herbicidas pertencentes
ao grupo quimico da TPs e IMIs, apresentando GRs, de 653 e 576 g.ha, respectivamente

(Panozzo et al., 2013).
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FIGURA 15. Massa seca da parte aérea (%) de seis bidtipos de capim-arroz, em relacdo a
testemunha ndo tratada, em funcéo de diferentes doses do herbicida imazethapyr, aos
23 DAA. Equagdes correspondentes encontram-se na Tabela 8. Porto Alegre, RS.
2013.

A reducdo da massa seca da populacdo suscetivel (SUSSPO1) ndo diferiu dos
bidtipos CAMAQO1 e CACHS50 (Figura 15) nem o FR (Tabela 8). Os biétipos ARRGR0O1
e PALMSO1 apresentaram FR de 17,2 e 20, respectivamente. Trabalho realizado
anteriormente, utilizando os mesmos bi6tipos, confirmou que PALMS01 e ARRGRO1
apresentam resposta ao mecanismo de resisténcia relacionado a metabolizagdo dos
herbicidas (Matzenbacher, 2012). Neste trabalho as aplicacdes prévias de malathion
reduziram o FR em 1,46 vezes quando comparado ao mesmo biotipo sem a aplicagcdo do
malathion, esse valor corresponde a uma reducéo de 31% do Csp. Outro trabalho realizado
com os herbicidas inibidores da ALS em capim-arroz demonstrou que uma populagéo

obteve incremento de controle com aplicacdo prévia de malathion, passando de 80% para
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100% de controle. Isso sugere que o mecanismo de metabolizacdo do herbicida realizado
pelas enzimas P450 é responsavel por conferir algum nivel de resisténcia a esta populacao
(Riar et al., 2012a).

Na avaliacdo aos 21 DAA o nivel de controle aumentou com o incremento da dose
do herbicida, sendo que o controle de 100% para os bidtipos SUSSP01 e CACHS50
ocorreu com a dose de 100 g.ha™, para PALMS01 e ARRGRO1 com dose maior ou igual a
1000 g.ha™ e para a populacdo MOSTS51 o controle ndo ultrapassou 0s 80% mesmo com a
dose de 2000 g.ha™ (Figuras 15D e Tabela 8). O bi6tipo MOSTS51 apresentou FR 112
(Tabela 8). De todos os bidtipos analisados esse foi 0 que apresentou a maior resisténcia ao
herbicida imazethapyr, sendo necessaria dose de 700 g.ha™ para controlar 50% das plantas
(Tabela 15D e 16). Em Bidens subalternans (DC.) a dose de 100 g.ha™ de imazethapyr
reduziu a massa seca da parte aérea do bidtipo suscetivel em 97% e para o bidtipo
resistente foram necessarios 6784 g.ha™ para reduzir em 88% (Lamego, 2008). Em
Amaranthus tuberculatus (Moqg.), ndo foi obtido 0 GRsy porque ndo houve reducéo da
parte aérea mesmo na dose de 7000 g.ha™ (Patzoldt & Tranel, 2007). Esses trabalhos
confirmam que o ensaio de curva dose-resposta é confiavel e indica o nivel de resisténcia
das populacgdes, indicando o uso desse procedimento para a discriminacdo das plantas
resistentes e suscetiveis bem como o nivel da resisténcia (Kuk et al., 2003).

De acordo com os resultados observados, confirmou-se que os bi6tipos PALMSO01,
ARRGRO01 e MOSTS51 séo resistentes ao herbicida imazethapyr. Dentre esses, 0s biotipos
PALMS01 e ARRGRO1 apresentaram resisténcia devido a metabolizacdo do herbicida
imazethapyr (Matzenbacher, 2012). O bi6tipo MOSTS51 apresenta elevado FR, e por ndo
ter apresentado resposta aos inibidores de metabolizacdo, sugere-se que a resisténcia é

devida a mutacéo no local de agdo do herbicida.
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4.2.2 Avaliacdo do efeito do herbicida imazethapyr na atividade da enzima
ALS em diferentes populac6es de capim-arroz

Foi verificada a existéncia de interacdo significativa entre os fatores biotipo x dose
para a atividade da enzima ALS (Apéndice 2). Assim, sera apresentada a comparacgao entre
0s seis biotipos de capim-arroz em relagdo ao aumento da dose de imazethapyr. Os dados
obtidos dessas avaliacdes foram ajustados ao modelo sigmoidal de trés parametros.Ensaio
in vivo da enzima ALS apresenta a finalidade de determinar a atividade da enzima ALS.
Essa determinacdo é feita pela deteccdo do acimulo de acetoina que ocorre pela aplicacao
foliar do inibidor da KARI (CPCA). Esse inibidor interrompe a conversdo de acetolactato
para dihidroxiisovalerato, resultando assim no acimulo de acetolactato que é convertido
em acetoina (Corbett & Tardif, 2006) a qual é quantificada colorimetricamente em

espectrofotometro (Westerfeld, 1945).

Os biotipos CAMAQO1 e CACHS50 apresentaram valores de lsp de
respectivamente 11,6 e 9,7 g.ia.ha™, que sdo superiores ao do bi6tipo suscetivel SUSSP01
que apresentou lso de 5,1 g.ia.ha™ (Tabela 9). Entretanto, esses dois bi6tipos apresentaram
curvas similares ao do bidtipo SUSSP01 (Figura 16). Dos trés biotipos que foram
resistentes no experimento de curva dose-resposta (Figura 14, 16 e Tabela 8) apenas
PALMSO01 e MOSTS51 apresentaram resposta no experimento de atividade da enzima
ALS (Figura 16 e Tabela 9). O biétipo ARRGRO01 foi mais suscetivel que o biotipo
SUSSPO1, apresentando s, de 0,236 g.ia.ha™ (Figura 16 e Tabela 9), resultado que exclui
local de agdo alterado como mecanismo de resisténcia desse biotipo. Outro trabalho
utilizando herbicida inibidor da enzima ALS em experimento de curva dose-resposta

identificou uma populacgdo de capim-arroz com fator de resisténcia (FR) de 9,4 vezes (Riar
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et al., 2012a) porém, analisando na atividade da enzima ALS, o FR néo foi significativo

(Riar et al., 2013).

TABELA 9. Pardmetros da equacao logistica e fator de resisténcia (FR) para atividade da enzima
ALS de seis biotipos de capim-arroz, submetidos a diferentes doses do herbicida
imazethapyr. Porto Alegre, RS. 2013
Csoou GR5og ictAnri
Bi6tipo bl & Fator de Resisténcia
Dose ¥ IC 2 95% FRE IC £95%
SUSSPO1 0,329**  101,58** 7,483** (5,181; 9,785)
PALMSO1  0,329**  105,06** 122,53** (89,629; 155,431) 16,374**  (9,687; 23,060)
CAMAQo1 0,329**  97,401**  6,45** (3,211, 9,689) 0,862N° (0,355; 1,369)
ARRGRO1  0,329**  99,668** 0,0217** (0,005345; 0,0381) 0,002** (0,00054; 0,00526)
CACHS50 0,329**  97,621** 4,387** (-20,424;29,198) 0,586** (0,208; 0,964)
MOSTS51  0,329**  9,261** 1369,8** (994,98; 1744,621) 183,06** (107,673; 258,447)

d¥ Limite superior; bZ Declividade da curva; 1s;¥ Dose do herbicida imazethapyr que causa 50% de
efeito no fator analisado; Dose? Dose em g.ha™; IC¥ 95% Intervalo de confianga a 5% de probabilidade; FRY
fator de resisténcia = sy do bidtipo avaliado/ Isy do bidtipo suscetivel SUSSPO1.

** n < 0,01; * p < 0,05; ™ No significativo.
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FIGURA 16. Reducdo da absorbancia (%) de seis bidtipos de capim-arroz, em relacdo a
testemunha ndo tratada, em fungdo de diferentes doses do herbicida imazethapyr.
Equacdes correspondentes encontram-se na Tabela 9. Porto Alegre, RS. 2013.

Os resultados da atividade da enzima ALS indicam que as populagdes PALMSO01 e
MOSTS51 apresentam resisténcia devido a insensibilidade da enzima ALS ao herbicida
imazethapyr, por apresentar menor reducdo de sua atividade a doses que seriam letais para
as plantas dessa espécie (Figura 16 e Tabela 9). O Is, foi de 86,2 g.ia.ha™ para a populacio
PALMSO1 e 1525,4 g.ia.ha™ para MOSTS51, esses valores s&o respectivamente 17 e 299
vezes maior que o bidtipo suscetivel SUSSPOL. O fator de resisténcia foi significativo e
correspondeu a 16,3 e 183 (Tabela 9). Em todos os biotipos analisados, o nivel de controle
aumentou com o incremento da dose do herbicida. Dentre todos, o bi6tipo MOSTS51 foi o

que apresentou o maior nivel de resisténcia, onde, a maior dose utilizada no ensaio, 1600
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g.ia.ha™, reduziu a producéo de acetolactato em 57% (Figura 16 e Tabela 9). Trabalho
realizado com B. subalternans apresentou FR de 166 vezes maior para o biotipo resistente
quando comparado com o suscetivel (Lamego et al., 2009). Em outro trabalho, a atividade
da enzima ALS confirmou resisténcia em Setaria viridis indicando um FR de 182 vezes

maior para a populacdo resistente (Laplante et al., 2009).

4.2.3 Sequenciamento do gene ALS em capim-arroz

O fragmento sequenciado do gene ALS de E. crus-galli apresentou 1701 pb (Riar et
al., 2013) e 1870pb (Panozzo et al., 2013). Entretanto, trabalho realizado com a finalidade
de sequénciar completamente o gene ALS de E. phylopogon comprovou que o gene ALS
dessa espécie contém 2300pb (Iwakani et al., 2011). O gene ALS é composto por seis
regides conservadas, designadas como regiGes de dominio CAD para a porc¢éo inicial do
gene, BE para a parte final e regido de dominio F entre essas regides (Merotto Jr. et al.,
2009). Nessas regides foram identificadas mutacGes que causam resisténcia aos herbicidas
inibidores da ALS em diversas espécies.

O ensaio in vivo da atividade da enzima ALS indicou que uma alteracdo nessa
enzima pode ser a causa de resisténcia para os bidtipos PALMS01 e MOSTS51. Desta
forma, visando comprovar que esses bi6tipos de capim-arroz oriundos do estado do RS
apresentam mutacdo, foi sequenciado o gene ALS de modo a identificar as mutagdes
associadas com a resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS. O sequenciamento do gene
ALS, realizado no presente trabalho, foi iniciado com a obtencdo dos primers (Tabela 3)
desenhados com base nas sequéncias ALS de Bromus tectorum, Echinochloa phyllopogon
e Oryza sativa, com a finalidade de amplificar as regides de dominio AD, F e BE. Esses

primers foram eficientes na amplificacdo das sequéncias nucleotidicas que correspondem



77

as regides de dominio AD (Figura 17b), regido entre D e F (Figura 17c), F (Figura 17d) e
BE (Figura 17e) do gene ALS. Esses primers produziram fragmentos unicos a partir dos
quais foi possivel a purificagio do DNA direto da reacdo de PCR. Os fragmentos
purificados foram sequenciados para determinar a sequéncia nucleotidica do gene ALS. Os
primers desenhados para amplificacdo da regido de dominio C (Riar et al., 2013) nédo
produziram tamanho de fragmento esperado, ndo obtendo a sequéncia da regido inicial do

gene ALS.

FIGURA 17. Produto representativo da amplificacdo de todos os bi6tipos para os dominios AD
(b), regido entre dominio D e F (c), dominio F (d) e os dominios BE (e) do gene
ALS de capim-arroz, separados em gel de agarose 2%, e corados com brometo de
etidio. Marcador de peso molecular de 100pb (a). Porto Alegre, RS. 2012,

Para comprovar que as sequéncias obtidas correspondem ao gene ALS, que até o
momento de realizacdo deste experimento eram desconhecidas para o capim-arroz, foi
realizado alinhamento através do programa BLAST (Basic Local Alignment Source Toll)
com as sequéncias nucleotidicas do gene ALS de outras espécies. As sequéncias obtidas no
presente trabalho apresentaram homologia de 69, 87 e 99% com as espécies Arabidopsis

thaliana (NM_114714.2), O. sativa (AY 885675.1) e E. phyllopogon (AB 636580),
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respectivamente. Outro trabalho realizado com E. crus-galli apresentou sequéncia com
98% de similaridade com sequéncias de Poaceas (Panozzo et al., 2013). Desta forma, os
resultados obtidos sugerem que as sequéncias obtidas sdo referentes ao gene ALS. A
similaridade entre as sequéncias dos bidtipos resistentes e a sequéncia do biotipo suscetivel
foi de 100% para as populacdes CAMAQOL, ARRGR0O1 e CACHS50 e 99% para as
populacdes PALMS01 e MOSTS51, diferindo apenas as regiGes que apresentavam
mutacgdes. Esse percentual também foi encontrado em trabalho realizado com E. crus-galli
(Riar et al., 2013). No alinhamento com as sequéncias de Arabidopsis (NM_114714.2) sdo
mostradas as regifes de dominios (C, A, D, F, B e E) do gene ALS e os locais onde se
encontram 0s aminodacidos alterados, que conferem resisténcia a planta (Apéndice 3),
exceto a regido de dominio C que nao foi obtida.

N&o foram identificados polimorfismos entre as sequéncias do bidtipo suscetivel
SUSSPO01 e dos biotipos resistentes CAMAQOL1, ARRGRO0O1 e CACHS50. Ja, para os
biotipos PALMS01 e MOSTS51 foi observado polimorfismo na sequéncia nucleotidica na
regido dos dominios E e B, respectivamente. Na populacdo MOSTS51, a mutacéo referente
a regido de dominio B sofreu uma substituicdo na posicdo central do codon referente ao
aminoéacido Triptofano (Ws74). Essa substituicdo foi de uma base nitrogenada Guanina (G)
por Timina (T), acarretando em uma substituicdo do aminoacido Triptofano (TGG) por
Leucina (TTG) na regido de dominio B (Apéndice 3). Essa alteracdo pode ser melhor
visualizada no alinhamento realizado com a tradugdo dos pares de base para aminoacidos
(Apéndice 4). Na analise do cromatograma pode-se observar que a mutagcdo em questao
encontra-se em heterozigose ou corresponde a existéncia de mais de uma cépia do gene
ALS (Figura 18). Essa mutacdo em heterozigose também foi encontrada em outros biotipos

de capim-arroz, onde a substituicdo da base nitrogenada corresponde & mesma mutagado
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encontrada nesse trabalho (Kaloumenos et al., 2013; Panozzo et al., 2013). Essa alteracdo
também confere resisténcia a inibidores da ALS em outras espécies de planta daninha,
como Schoenoplectus juncoides (Uchino et al., 2007), Amaranthus tuberculatus (Patzoldt

& Tranel, 2007) e Bidens subalternans (Lamego et al., 2009).
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FIGURA 18. Cromatograma do sequenciamento da regido B do bidtipo suscetivel (SUSP01)
figura (2) e do bidtipo resistente MOSTS51 figura (b). Porto Alegre, RS. 2013.

O elevado numero de plantas daninhas resistentes aos herbicidas inibidores da ALS,
descrito na literatura, que apresentam mutacdo no aminoacido Trpsz, pode ser explicado
pelo fato de que esta mutagdo confere elevado nivel de resisténcia. De todas as alteragdes
de aminodcido possiveis, a substitui¢cdo por Leusz, ocorre na maioria dos casos registrados
de resisténcia. Essa alteracdo de Triptofano para Leucina, pode conferir resisténcia cruzada
a todos os grupos pertencentes aos herbicidas inibidores da ALS (IMIs, SUs, TPs, PTBs e
SCTs) (Heap, 2013). Essa mutacdo além de ser frequentemente detectada confere alto nivel
de resisténcia em diversas plantas daninhas (Lamego et al., 2009; Uchino et al., 2007;

Patzoldt & Tranel, 2007) incluindo o capim-arroz (Panozzo et al., 2013).

Como pode ser observado no resultado dos ensaios de dose-resposta e da atividade
da enzima ALS, o bi6étipo MOSTS51, o qual estd presente & mutacdo Ws74L, mostrou ser

mais resistente que os demais bidtipos testados. O padrdo de resisténcia encontrado nesse
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trabalho € muito similar ao observado em outros bidtipos de capim-arroz (Panozzo et al.,
2013) e em outras especies que apresentam a mesma mutacdo (Lamego et al., 2009;
Uchino et al., 2007; Patzoldt & Tranel, 2007). No entanto, ha populacfes de capim-arroz
que apresentam resisténcia cruzada aos herbicidas inibidores da ALS onde, 0 mecanismo
de resisténcia é devido a metabolizacdo dos herbicidas pelas enzimas citocromo P450
monooxygenases (Fischer et al., 2000; Kaloumenos et al., 2013; Yasuor et al., 2008;
Yasuor et al., 2009). Entretanto, o bidtipo MOSTS51 ndo apresentou resposta aos
inibidores das enzimas P450, PBO, ABT e Malathion (Matzenbacher, 2012). Este biotipo
comprovou resposta nos ensaios de dose-resposta (Figura 14, 16 e Tabela 8), com menor
sensibilidade da enzima ALS do que o biotipo suscetivel (Figura 16 e Tabela 9) e apresenta
mutacdo na enzima ALS, relacionada com o mecanismo de resisténcia ao herbicida
imazethapyr (Apéndice 3 e 4). Desta forma, conclui-se que a maior parte da resisténcia
deste biotipo é devido a alteracdo da enzima alvo, ndo descartando outros mecanismos de
resisténcia ndo relacionados & local de acdo alterado, evidenciado em experimento com C*
que comprovou a reducdo da translocacdo do herbicida inibidor da ALS em bi6tipo de
capim-arroz resistente quando comparado com suscetivel (Riar et al., 2012a).

O outro bidtipo PALMSO01 que apresentou mutacdo no gene ALS foi identificado
como possuindo uma substituicdo na posicdo central do codon referente ao aminoacido
Serina (Sgs3) na regido de dominio E. A mutacdo ocorrente nesse aminoacido, diferente da
mutacdo no aminoacido Trpsz4, de forma geral, ndo apresenta altos niveis de resisténcia
cruzada aos herbicidas inibidores da ALS, porém confere elevado nivel de resisténcia aos
herbicidas pertencentes ao grupo quimico das IMIs (Heap, 2013). Mutag¢es na posicao
Sess3 podem resultar nas trocas de SessN, Sessl € SessT € essas trés alteracfes resultam em

resisténcia ao herbicida imazethapyr (>10 vezes) em diversas espécies de planta daninha
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(Laplante et al., 2009; Patzoldt et al., 2001; Patzoldt et al., 2007; Whaley et al., 2006). A
espécie Amaranthus hybridus apresentou a mutacdo SgssN, que conferiu 10 vezes mais
resisténcia a IMI e PTB e resisténcia intermediaria (<10) a SU e TP (Whaley et al., 2006) e
diferentes populacbes de Setaria viridis apresentam as trés possiveis alteracbes de
aminoéacidos apresentadas anteriormente (Laplante et al., 2009).

A populacdo PALMSO01 apresenta mutacdo que corresponde a substituicdo de uma
base nitrogenada Guanina por uma Adenina, ocasionando uma substituicdo do aminoacido
Serina (S) (AGC) por Asparagina (N) (AAC) (Apéndice 3). Essa alteracdo pode ser
visualizada no alinhamento realizado com a traducdo dos pares de base para aminoacidos
(Figura 18). Essa mesma mutacédo foi encontrada em populacdes de S. viridis e proporciona
nivel de resisténcia similar ao encontrada nesse experimento (Laplante et al., 2009). De
acordo com os resultados obtidos no experimento de dose-resposta (Figura 14, 16 e Tabela
8) e da atividade da enzima ALS (Figura 16 e Tabela 9), o bioétipo PALMSO01 apresentou
moderada resisténcia ao herbicida imazethapyr. Essa moderada resisténcia pode ser devido
a mutacdo estar em heterozigose (Figura 19) e a ocorréncia de metabolizacdo

(Matzenbacher, 2012), como mencionada no item 4.2.1.
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FIGURA 19. Cromatograma do sequenciamento da regido E do biotipo suscetivel (SUSSP01)
figura (a) e do bidtipo resistente PALMSO01 figura (b). Porto Alegre, RS. 2013.
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O bidtipo ARRGROL1 foi classificado como resistente no ensaio de dose-resposta e
foi mais suscetivel que o biotipo suscetivel SUSPO1 (Figura 14, 16 e Tabela 8). Essa
resisténcia poderia ser devido a uma mutacdo na enzima ALS, porém das regifes de
dominio analisadas ndo foi possivel constatar mutacdo associada com a atividade da
enzima ALS (Figura 16 e Tabela 9). Isto exclui a ocorréncia de uma possivel mutacdo no
aminoacido Ala;y,, descartando esse mecanismo como origem da resisténcia nesse biotipo.
Como discutido anteriormente (Iltem 4.3.1) o biétipo ARRGRO1 apresenta 0 mecanismo de
metabolizacdo como origem da resisténcia aos herbicidas (Matzenbacher, 2012). Resultado
similar foi encontrado em populacdes de capim-arroz que se mostraram resistentes ao
herbicida, porém ndo apresentaram insensibilidade da enzima no ensaio da atividade da
enzima ALS e ndo foram observados mutacbes na sequéncia do gene ALS. Esses
resultados evidenciam outro mecanismo como origem da resisténcia, e 0s autores sugerem

gue 0 mecanismo possa estar relacionado a metabolizacdo do herbicida (Riar et al., 2013).



5 CONCLUSOES

A avaliacdo morfologica apresentou grande variabilidade tanto de caracteristicas
vegetativas como reprodutivas dificultando a utilizacdo das chaves taxondmicas para
varios acessos. O comprimento do eixo secundario foi caracteristico da espécie E. colonun,
e a largura do antécio foi caracteristica discriminadora de E. crus-pavonis em relacdo a E.
crus-galli.

A andlise filogenética, através de sequéncias de cpDNA é mais discriminadora em
relacdo aos parametros morfoldgicos do que as sequéncias ITS. A espécie E. colonun
apresenta varios indel e mutacdes possibilitando a facil diferenciacdo das demais espécies.
A sequéncia de nucleotideos de cpDNA, obtida com os marcadores de cpDNA, indicou a
ocorréncia de duas mutacGes difenciais entre as espécies E. crus-galli e E. crus-pavonis.
Nestes locais foram encontradas sequéncias em heterozigose indicando a possibilidade de
hibridizacdo entre estas espécies.

A resisténcia ao herbicida imazethapyr, em populacBes de capim-arroz, esta
associada a mutagdes do gene ALS que indicam a ocorréncia de alteragdo de local de acdo
como mecanismo de resisténcia. Este processo em conjunto com a prévia identificacdo de
incremento de metabolizacdo de herbicidas em capim-arroz indica a ocorréncia de grande

complexidade da resisténcia a herbicida nesta espécie.
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APENDICE 1. Andlises de variancia do ensaio de curvas dose-resposta para o herbicida

7 APENDICES

imazethapyr.
Controle 7 DAA
Fonte de variagdo  Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Dose 8 607,908951 151,51 <0,001
Biotipo 5 143,487654 35,76 <0,001
Dose x Biotipo 40 8,41821 2,1 <0,001
Residuo 108 4,012346 0,0014
Controle 14 DAA
Fonte de variacdo  Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Dose 8 18779,8611 1294,61 <0,001
Biotipo 5 8041,0185 554,32 <0,001
Dose x Biotipo 40 412,5463 28,44 <0,001
Residuo 108 14,5062 <0,001
Controle 21 DAA
Fonte de variagdo  Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Dose 8 17338,0015 1248,34 <0,001
Biotipo 5 16516,9136 1189,22 <0,001
Dose x Biotipo 40 1026,1597 73,88 <0,001
Residuo 108 13,8889 <0,001
Controle 23 DAA
Fonte de variagdo  Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Dose 16637,6543 1767,41 <0,001
Biotipo 17876,1728 1898,98 <0,001
Dose x Biotipo 40 1198,9506 127,36 <0,001
Residuo 108 9,4136 <0,001
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Continuacdo APENDICE 1. Analises de variancia do ensaio de curvas dose-resposta para
0 herbicida imazethapyr.

Massa seca da parte aérea 23 DAA

Fonte de variagdo  Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Dose 8 14990,8298 1332,85 <0,001
Biotipo 5 14661,9524 1303,61 <0,001
Dose x Bidtipo 40 929,9913 82,69 <0,001
Residuo 108 11,2472 <0,001

continuagéo



APENDICE 2. Anélises de variancia do ensaio da atividade da enzima ALS para o
herbicida imazethapyr.

Atividade da enzima ALS

Fonte de variacao

Graus de liberdade Quadrado médio F Significancia
Dose 5 10726,16566 1417,74 <0,001
Bidtipo 10 8503,28182 1123,93 <0,001
Dose x Biotipo 50 216,27455 28,59 <0,001
Residuo 132 998,6667 7,5657 <0,001
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APENDICE 3. Alinhamento das sequéncias obtidas das populacdes de capim-arroz, com o

gene ALS de A. thaliana (NM_114714.2). Em destaque, sublinhado as
regides de dominio do gene, grafados em amarelo esta a trinca nucleotidica
que corresponde ao aminoacido que estd acima da sequéncia, com sua
respectiva posicédo e, grafados em vermelho os aminoacidos que sofreram
mutacdo. Similaridade entre as sequéncias estdo representadas pelos
asteriscos.

ArabidopsisNM 114714.2 GGATACGCTCGATCCTCAGGTAAACCAGGTATCTGTATAGCCACTTCAGG 545
sussp01  —=——= TACGCGCTCGTACGGCTACGTAGGCGTCTGCGTCGCCACCTAGGG 61
CACHS50 CTAGTAGCGCGCTCGTCCGGCGACGTCGGCGTCTGCGTCGCCACCTCGGG 75
CAMAQO1 G--TTCACGCGCTCGACCGGCCACGTAGGCGTCTGCGTCGCCACCTCGGG 80
MOSTS51 GGGTTCGCGCGCTCGTCCGGCCGCGTCGGCGTCTGCGTCGCCACCTCGGG 80
ARRGRO1 CGGTTTACTCGCTCGCCCGGCCACGTCAGCGTCTGCTTCGACTCCTCGGG 70
PALMSOl —m————— GCATCCATCTGGTGGTGTATGCGTCTGCGTATTATCCTCGGG 57
*‘ * . * * . . * ‘**** *‘ ':* *“**
ArabidopsisNM 114714.2 TCCCGGAGCTACAAATCTCGTTAGCGGATTAGCCGATGCGTTGTTAGATA 595
SUSSPO1 CCCCGGTGCCACCAACCTCGTCTCCGCGCTCGCCGACGCGCTGCTCGACT 111
CACHS50 CCCCGGGGACACCAACCTCGTCTCCGCGCTCGCCGACTCGCTGCTCGACT 125
CAMAQO1 CCCCGGCGCCACCAACCTCGTCTCCGCGCTCGCCGACGCGCTACTCGACT 130
MOSTS51 CCCCGGCGCCACCAACCTCGTCTCCGCGCTCGCCGACGCGCTGCTCGACT 130
ARRGRO1 CCCCGGCGCCACCAACCTCGTCTCCGCGCTCGCCGACGGGCTGCTCGACT 120
PALMSO1 CCCCGGGGCCACCTACCTCGTCTCCTCGCTCGCCGAATGGCTGCTCGACT 107
* Kk Kk ok Xk ‘k. **.:* * Kk Kk k% : * . *‘***** * *. *‘**
DOMINIO A Pig7
ArabidopsisNM 114714.2 GTGTTCCTCTTGTAGCAATCACAGGACAAGTCCCTCGTCGTATGATTGGT 645
SUSSPO1 CCATCCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCCGCATGATCGGC 161
CACHS50 CCATCCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCCGCATGATCGGC 175
CAMAQO1 CCATCCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCCGCATGATCGGC 180
MOSTS51 CCATCCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCCGCATGATCGGC 180
ARRGRO1 CCATCCCCATGGCCGCCATCACCGGCCAAGTGCCCCGCCGCATGATCGGC 170
PALMSO1 CCATCCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCCGCATGATCGGC 157
.* * * _~k * _**.*****_**.**.** *k *kk kk kkhkkkk k%
Ays DOMINIO D
ArabidopsisNM 114714.2 ACAGATGCGTTTCAAGAGACTCCGATTGTTGAGGTAACGCGTTCGATTAC 695
SUSSPO1 ACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACCCGCTCCATCAC 211
CACHS50 ACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACCCGCTCCATCAC 225
CAMAQO1 ACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACCCGCTCCATCAC 230
MOSTS51 ACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACCCGCTCAATCAC 230
ARRGRO1 ACCGACGCCTTCCAAGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACCCGCTCCATCAC 220
PALMSO1 ACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACCCGCTCCATCAC 207
**‘** * % * % **‘***** **‘** * % *****‘** * % * % * % * %
ArabidopsisNM 114714.2 GAAGCATAACTATCTTGTGATGGATGTTGAAGATATCCCTAGGATTATTG 745
SUSSPO1 CAAGCACAACTACCTCGTCCTCGACATCGACGACATCCCCCGCGTCATAC 261
CACHS50 CAAGCACAACTACCTCGTCCTCGACATCGACGACATCCCCCGCGTCATAC 275
CAMAQO1 CAAGCACAACTACCTCGTCCTCGACATCGACGACATCCCCCGCGTCATAC 280
MOSTS51 CAAGCACAACTACCTCGTCCTCGACATCGACGACATCCCCCGCGTCATAC 280
ARRGRO1 CAAGCACAACTACCTCGTCCTCGACATCGACGACATCCCCCGCGTCATAC 270
PALMSO1 CAAGCACAACTACCTCGTCCTCGACATCGACGACATCCCCCGCGTCATAC 257
* Kk Kk k% * Kk k% * % * % ‘* * % .* **‘** * kK Kk k ‘* ‘* **:
ArabidopsisNM 114714.2 AGGAAGCTTTCTTTTTAGCTACTTCTGGTAGACCTGGACCTGTTTTGGTT 795
SUSSPO1 AGGAGGCCTTCTTCCTCGCCTCCTCTGGCCGGCCCGGGCCGGTGCTCGTC 311
CACHS50 AGGAGGCCTTCTTCCTCGCCTCCTCTGGCCGGCCCGGGCCGGTGCTCGTC 325
CAMAQO1 AGGAGGCCTTCTTCCTCGCCTCCTCTGGCCGGCCCGGGCCGGTGCTCGTC 330
MOSTS51 AGGAGGCCTTCTTCCTCGCCTCCTCTGGCCGGCCCGGGCCGGTGCTCGTC 330
ARRGRO1 AGGAGGCCTTCTTCCTCGCCTCCTCTGGCCGGCCCGGGCCGGTGCTCGTC 320
PALMSO1 AGGAGGCCTTCTTCCTCGCCTCCTCTGGCCGGCCCGGGCCGGTGCTCGTC 307

****.*‘k * Kk Kk ok K ‘k.** :* * Kk ok ok k .*.** **.** * % R
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Continuacdo APENDICE 3. Alinhamento das sequéncias obtidas das populacdes de capim-
arroz, com o gene ALS de A. thaliana (NM_114714.2). Em
destaque, sublinhado as regiGes de dominio do gene, grafados
em amarelo estd a trinca nucleotidica que corresponde ao
aminoacido que esta acima da sequéncia, com sua respectiva
posicdo e, grafados em vermelho o0s aminoéacidos que
sofreram mutacdo. Similaridade entre as sequéncias estdo

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO1

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO1

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO1

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO1

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO1

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO1

representadas pelos asteriscos.

GATGTTCCTAAAGATATTCAACAACAGCTTGCGATTCCTAATTGGGAACA
GACATCCCCAAGGACATCCAACAGCAGATGGCC-TTGCCGGTCTGGAACA
GACATCCCCAAGGACATCCAACAGCAGATGGCG-CTTATAGTCAGGTACA
GACATCCCCAAGGACATCCAACAGCAGATG-———===—————————— GC-
AACATCCCCAAGGACATCCAACAGCAGAAGGA---TTAAGGTATGGTGCG
GACATCCCCAAGGACATCCAACAGCAGATGGCTGTTTCCGTCATGTTACA
GACATCCCCAAGGACATCCAACAGCAGATGGG---TTGGCGTCTG-TTTG

* * kk kk kk Kkk Kkkhkkkk Kkk*k .

GGCTATGAGATTACCTG--GTTATATGTCTAGGATGCCTAAACCTCCGGA
CGCCCATGACTCTGCCG-GGGTACATTGCGCGCCTGCCCAAGCCTCCGGC
TCTTATATACTCCGCCATGGGTACATTGCGCGCCTGCCCAAGCCTCCGGC
—————————— TCCGCCG-GGGTACATTGCGCGCCTGCCCAAGCCTCCGGC
A-TTATATAGTGCGCCG-GGGTACATTGCGCGCCTGCCCAAGCCTCCGGC
CCTTGTATACTCCGCCG-GGGTACATTGCGCGCCTGCCCAAGCCTCCGGC
CACTAATGTCTCCACCG-GGGTACATTGCGCGCCTGCCCATACCTCCGGC

* * *x  kkx k% * * Kk kkKk ke * Kk k k k ok ok

AGATTCTCATTTGGAGCAGATTGTTAGGTTGATTTCTGAGTCTAAGAAGC
AACTGAATTGCTTGAGCAGGTGCTGCGTCTTGTTGGTGAGTCGCGGCGCC
AACTGAATTGCTTGAGCAGGTGCTGCGTCTTGTTGGTGAGTCGCGGCGCC
AACTGAATTGCTTGAGCAGGTGCTGCGTCTTGTTGGTGAGTCGCGGCGCC
AACTGAATTGCTTGAGCAGGTGCTGCGTCTTGTTGGTGAGTCGCGGCGCC
AACTGAATTGCTTGAGCAGGTGCTGCGTCTTGTTGGTGAGTCGCGGCGCC
AACTGAATTGCTTGAGCAGGTGCTGCGTCTTGTTGGTGAGTCGCGGCGCC

* * . . * kkkkkk K * * * * % * Kk Kk Kk kk * *

CTGTGTTGTATGTTGGTGGTGGTTGTTTGAATTCTAGCGATGAATTGGGT
CTGTTCTTTATGTTGGTGGTGGTTGCGCTGCATCCGGTGAGGAGCTGCGC
CTGTTCTTTATGTTGGTGGTGGTTGCGCTGCATCCGGTGAGGAGCTGCGC
CTGTTCTTTATGTTGGTGGTGGTTGCGCTGCATCCGGTGAGGAGCTGCGC
CTGTTCTTTATGTTGGTGGTGGTTGCGCTGCATCCGGTGAGGAGCTGCGC
CTGTTCTTTATGTTGGTGGTGGTTGCGCTGCATCCGGTGAGGAGCTGCGC
CTGTTCTTTATGTTGGTGGTGGTTGCGCTGCATCCGGTGAGGAGCTGCGC

* Kk Kk x * Ak khkkkkkhkhkkkhkhkkhkkkxkh Kk . kK * kx k% **x X

AGGTTTGTTGAGCTTACGGGGATCCCTGTTGCGAGTACGTTGATGGGGCT
CGCTTTGTGGAGATGACCGGAATCCCAGTGACAACTACTCTGATGGGCCT
CGCTTTGTGGAGATGACCGGAATCCCAGTGACAACTACTCTGATGGGCCT
CGCTTTGTGGAGATGACCGGAATCCCAGTGACAACTACTCTGATGGGCCT
CGCTTTGTGGAGATGACCGGAATCCCAGTGACAACTACTCTGATGGGCCT
CGCTTTGTGGAGATGACCGGAATCCCAGTGACAACTACTCTGATGGGCCT
CGCTTTGTGGAGATGACCGGAATCCCAGTGACAACTACTCTGATGGGCCT

* kkkkhkk kkk k kk Kk KkkhkkkkokKk * kK Kk k% K’k kK kkKkx Kk

GGGATCTTATCCTTGTGATGATGAGTTGTCGTTACATATGCTTGGAATGC
TGGCAACTTCCCCAGTGATGACCCACTGTCTCTGCGCATGCTTGGTATGC
TGGCAACTTCCCCAGTGATGACCCACTGTCTCTGCGCATGCTTGGTATGC
TGGCAACTTCCCCAGTGATGACCCACTGTCTCTGCGCATGCTTGGTATGC
TGGCAACTTCCCCAGTGATGACCCACTGTCTCTGCGCATGCTTGGTATGC
TGGCAACTTCCCCAGTGATGACCCACTGTCTCTGCGCATGCTTGGTATGC
TGGCAACTTCCCCAGTGATGACCCACTGTCTCTGCGCATGCTTGGTATGC

* k. ko Kk e kAkkk Ak kK * Kk Kk Kk * K khkKhkKAkKkhkkhk o Kk Kk Kk

845
360
374
362
377
370
353

893
409
424
401
425
419
402

943
459
474
451
475
469
452

993
509
524
501
525
519
502

1043
559
574
551
575
569
552

1093
609
624
601
625
619
602
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Continuaco APENDICE 3. Alinhamento das sequéncias obtidas das populaces de capim-
arroz, com o gene ALS de A. thaliana (NM_114714.2). Em
destaque, sublinhado as regides de dominio do gene, grafados
em amarelo esta a trinca nucleotidica que corresponde ao
aminoacido que est4 acima da sequéncia, com sua respectiva
posicdo e, grafados em vermelho os aminoacidos que
sofreram mutagdo. Similaridade entre as sequéncias estdo
representadas pelos asteriscos.

ArabidopsisNM 114714.2 ATGGGACTGTGTATGCAAATTACGCTGTGGAGCATAGTGATTTGTTGTTG 1143
SUSSPO1 ACGGTACTGTATATGCAAATTATGCAGTGGATAAGGCCGACCTGTTGCTG 659
CACHS50 ACGGTACTGTATATGCAAATTATGCAGTGGATAAGGCCGACCTGTTGCTG 674
CAMAQO1 ACGGTACTGTATATGCAAATTATGCAGTGGATAAGGCCGACCTGTTGCTG 651
MOSTS51 ACGGTACTGTATATGCAAATTATGCAGTGGATAAGGCCGACCTGTTGCTG 675
ARRGRO1 ACGGTACTGTATATGCAAATTATGCAGTGGATAAGGCCGACCTGTTGCTG 669
PALMSO1 ACGGTACTGTATATGCAAATTATGCAGTGGATAAGGCCGACCTGTTGCTG 652
* * % *‘k‘k**‘*********‘k* **:***** '* . * * Kok Kk ok ok * %
DOMINO F D376 R377
ArabidopsisNM 114714.2 GCGTTTGGGGTAAGGTTTGATGATECGEGTCACGGGTAAGCTTGAGGCTTT 1193
SUSSPO1 GCATTTGGTGTGCGGTTCGATGATCGTGTGACAGGAAAAATTGAGGCTTT 709
CACHS50 GCATTTGGTGTGCGGTTCGATGATCGTGTGACAGGAAAAATTGAGGCTTT 724
CAMAQO1 GCATTTGGTGTGCGGTTCGATGATCGTGTGACAGGAAAAATTGAGGCTTT 701
MOSTS51 GCATTTGGTGTGCGGTTCGATGATCGTGTGACAGGGAAAATTGAGGCTTT 725
ARRGRO1 GCATTTGGTGTGCGGTTCGATGATCGTGTGACAGGGAARATTGAGGCTTT 719
PALMSO01 GCATTTGGTGTGCGGTTCGATGATCGTGTGACAGGAAAARATTGAGGCTTT 702

* Kk Kkkkkk K**k *Ahkkhkk Khhkkhkkkrkkhkkkkhkirkk Kk K*k k%K K’k Kk Kk kK kk kK

ArabidopsisNM 114714.2 TGCTAGTAGGGCTAAGATTGTTCATATTGATATTGACTCGGCTGAGATTG 1243
SUSSPO1 TGCAAGCAGGGCCAAGATTGTGCACATTGATATTGATCCAGCTGAGATTG 759
CACHS50 TGCAAGCAGGGCCAAGATTGTGCACATTGATATTGATCCAGCTGAGATTG 774
CAMAQO1 TGCAAGCAGGGCCAAGATTGTGCACATTGATATTGATCCAGCTGAGATTG 751
MOSTS51 TGCAAGCAGGGCCAAGATTGTGCACATTGATATTGATCCAGCTGAGATTG 775
ARRGRO1 TGCAAGCAGGGCCAAGATTGTGCACATTGATATTGATCCAGCTGAGATTG 769
PALMSO01 TGCAAGCAGGGCCAAGATTGTGCACATTGATATTGATCCAGCTGAGATTG 752
***:** Khkhkhkk KAhkhkkhkhkkhk K(k KhkkhkAkkkhkkkkk*k *“k‘k‘k**‘k*‘k‘k‘k
ArabidopsisNM 114714.2 GGAAGAATAAGACTCCTCATGTGTCTGTGTGTGGTGATGTTAAGCTGGCT 1293
SUSSPO1 GCAAGAACAAGCAGCCACATGTGTCCATCTGTGCGGATGTCAAGCTTGCT 809
CACHS50 GCAAGAACAAGCAGCCACATGTGTCCATCTGTGCGGATGTCAAGCTTGCT 824
CAMAQO1 GCAAGAACAAGCAGCCACATGTGTCCATCTGTGCGGATGTCAAGCTTGCT 801
MOSTS51 GCAAGAACAAGCAGCCACATGTGTCCATCTGTGCGGATGTCAAGCTTGCT 825
ARRGRO1 GCAAGAACAAGCAGCCACATGTGTCCATCTGTGCGGATGTCAAGCTTGCT 819
PALMSO01 GCAAGAACAAGCAGCCACATGTGTCCATCTGTGCGGATGTCAAGCTTGCT 802
Kk kkkkk kkk | Kk kkkkAAkKkk Kk kkkk  Akkkk KAKkKA KKK
ArabidopsisNM 114714.2 TTGCAAGGGATGAATAAGGTTCTTGAGAACCGAGCGGAGGAGCTTAAGCT 1343
SUSSPO1 TTGCAGGGCATGAATGCTCTTCTGGAAGGAATCATATCAAAGAAGAGTTT 859
CACHS50 TTGCAGGGCATGAATGCTCTTCTGGAAGGAATCATATCAAAGAAGAGTTT 874
CAMAQO1 TTGCAGGGCATGAATGCTCTTCTGGAAGGAATCATATCAAAGAAGAGTTT 851
MOSTS51 TTGCAGGGCATGAATGCTCTTCTGGAAGGAATCATATCAAAGAAGAGTTT 875
ARRGRO1 TTGCAGGGCATGAATGCTCTTCTGGAAGGAATCATATCAAAGAAGAGTTT 869
PALMSO01 TTGCAGGGCATGAATGCTCTTCTGGAAGGAATCATATCAAAGAAGAGTTT 852
kkkkk Kk kkkkkk | kkkk Kk T R S
ArabidopsisNM 114714.2 TGATTTTGGAGTTTGGAGGAATGAGTTGAACGTACAGAAACAGAAGTTTC 1393
SUSSPO1 TGACTTTGGCTCATGGCAAGATGAGTTGGATCAGCAGAAGAGGGAATTCC 909
CACHS50 TGACTTTGGCTCATGGCAGGATGAGTTGGATCAGCAGAAGAGGGAATTCC 924
CAMAQO1 TGACTTTGGCTCATGGCACGATGAGTTGGATCAGCAGAAGAGGGAATTCC 901
MOSTS51 TGACTTTGGCTCATGGCACGATGAGTTGGATCAGCAGAAGAGGGAATTCC 925
ARRGRO1 TGACTTTGGCTCATGGCACGATGAGTTGGATCAGCAGAAGAGGGAATTCC 919
PALMSO01 TGACTTTGGCTCATGGCACGATGAGTTGGATCAGCAGAAGAGGGAATTCC 902

* Kk Kk kkkkKk .k kK kkAhkKkKkKkkk Kk . kKR Kk kK * kK kK X%
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Continuacdo APENDICE 3. Alinhamento das sequéncias obtidas das populacdes de capim-
arroz, com o gene ALS de A. thaliana (NM_114714.2). Em
destaque, sublinhado as regiGes de dominio do gene, grafados
em amarelo estd a trinca nucleotidica que corresponde ao
aminoacido que esta acima da sequéncia, com sua respectiva
posicdo e, grafados em vermelho o0s aminoéacidos que
sofreram mutacdo. Similaridade entre as sequéncias estdo

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO01

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO01

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO1

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO1

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO1

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO1

representadas pelos asteriscos.

CGTTGAGCTTTAAGACGTTTGGGGAAGCTATTCCTCCACAGTATGCGATT
CCCTGGGGTACAAAACTTTCGATGAGGAGATTCAGCCACAGTATGCTATC
CCCTGGGGTACAAAACTTTCGATGAGGAGATTCAGCCACAGTATGCTATC
CCCTGGGGTACAAAACTTTCGATGAGGAGATTCAGCCACAGTATGCTATC
CCCTGGGGTACAAAACTTTCGATGAGGAGATTCAGCCACAGTATGCTATC
CCCTGGGGTACAAAACTTTCGATGAGGAGATTCAGCCACAGTATGCTATC
CCCTGGGGTACAAAACTTTCGATGAGGAGATTCAGCCACAGTATGCTATC

* * Kk ok k. **k kK kK K *k*x  x * k% * kA rkkkkkrkk kK

AAGGTCCTTGATGAGTTGACTGATGGAAAAGCCATAATAAGTACTGGTGT
CAGGTTCTGGATGAGCTGACGAAAGGGGAGGCCATCATTGCCACTGGTGT
CAGGTTCTGGATGAGCTGACGAAAGGGGAGGCCATCATTGCCACTGGTGT
CAGGTTCTGGATGAGCTGACGAAAGGGGAGGCCATCATTGCCACTGGTGT
CAGGTTCTGGATGAGCTGACGAAAGGGGAGGCCATCATTGCCACTGGTGT
CAGGTTCTGGATGAGCTGACCAAAGGGGAGGCCATCATTGCCACTGGTGT
CAGGTTCTGGATGAGCTGACCAAAGGGGAGGCCATCATTGCCACTGGTGT

*hkkhkk Kk hrxkkkk kkk*k * o kK * kkkkk kk . * ok k ok Kk k k ok

CGGGCAACATCAAATGTGGGCGGCGCAGTTCTACAATTACAAGAAACCAA
TGGGCAACACCAGATGTGGGCGGCACAGTACTACACTTACAAGCGACCAA
TGGGCAACACCAGATGTGGGCGGCACAGTACTACACTTACAAGCGACCAA
TGGGCAACACCAGATGTGGGCGGCACAGTACTACACTTACAAGCGGCCAA
TGGGCAACACCAGATGTGGGCGGCACAGTACTACACTTACAAGCGGCCAA
TGGGCAACACCAGATGTGGGCGGCACAGTACTACACTTACAAGCGGCCAA
TGGGCAACACCAGATGTGGGCGGCACAGTACTACACTTACAAGCGGCCAA

AhkkhkAhkhkkhhkk Kk kAhkhkhkkhkhkkhkhkhkkhk K hkkhkkeoehkhkhkkhkkx *kkhkhxkhkx% * Kk kK

GGCAGTGGCTATCATCAGGAGGCCTTGGAGCTATGGGATTTGGACTTCCT
GGCAGTGGTTGTCTTCAGCTGGTCTTGGAGCTATGGGATTTGGTTTGCCA
GGCAGTGGTTGTCTTCAGCTGGTCTTGGAGCTATGGGATTTGGTTTGCCA
GGCAGTGGTTGTCTTCAGCTGGTCTTGGGGCTATGGGATTTGGTTTGCCA
GGCAGTGGTTGTCTTCAGCTGGTCTTGGGGCTATGGGATTTGGTTTGCCA
GGCAGTGGTTGTCTTCAGCTGGTCTTGGGGCTATGGGATTTGGTTTGCCA
GGCAGTGGTTGTCTTCAGCTGGTCTTGGGGCTATGGGATTTGGTTTGCCA

*Ahkkhkhkkhkkk Kk Kk e kkkk e kk KhkAhkkkhkk KAhkkhkhkhkkhkrkhkkhkrkkhkkkk o K Kk .

GCTGCGATTGGAGCGTCTGTTGCTAACCCTGATGCGATAGTTGTGGATAT
GCTGCTGCTGGTGCTGCTGTGGCCAACCCAGGTGTTACAGTTGTTGACAT
GCTGCTGCTGGTGCTGCTGTGGCCAACCCAGGTGTTACAGTTGTTGACAT
GCTGCTGCTGGTGCTGCTGTGGCCAACCCAGGTGTTACAGTTGTTGACAT
GCTGCTGCTGGTGCTGCTGTGGCCAACCCAGGTGTTACAGTTGTTGACAT
GCTGCTGCTGGTGCTGCTGTGGCCAACCCAGGTGTTACAGTTGTTGACAT
GCTGCTGCTGGTGCTGCTGTGGCCAACCCAGGTGTTACAGTTGTTGACAT

* Kk Kk k k Kk koo kK K*hkkhkk kAk Kkkkkk ok Kk * Kk kkkxk Kkk k%

TGACGGAGATGGAAGCTTTATAATGAATGTGCAAGAGCTAGCCACTATTC
CGATGGGGATGGCAGCTTCCTCATGAACATTCAGGAGTTGGCTATGATCC
CGATGGGGATGGCAGCTTCCTCATGAACATTCAGGAGTTGGCTATGATCC
CGATGGGGATGGCAGCTTCCTCATGAACATTCAGGAGTTGGCTATGATCC
CGATGGGGATGGCAGCTTCCTCATGAACATTCAGGAGTTGGCTATGATCC
CGATGGGGATGGCAGCTTCCTCATGAACATTCAGGAGTTGGCTATGATCC
CGATGGGGATGGCAGCTTCCTCATGAACATTCAGGAGTTGGCTATGATCC

* Kk **‘*****.***** ‘*.*‘k*** .* **.*** *.‘k* * *k*x K

1443
959
974
951
975
969
952

1493
1009
1024
1001
1025
1019
1002

1543
1059
1074
1051
1075
1069
1052

1593
1109
1124
1101
1125
1119
1102

1643
1159
1174
1151
1175
1169
1152

1693
1209
1224
1201
1225
1219
1202
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Continuacdo APENDICE 3. Alinhamento das sequéncias obtidas das populacdes de capim-
arroz, com o gene ALS de A. thaliana (NM_114714.2). Em
destaque, sublinhado as regiGes de dominio do gene, grafados
em amarelo estd a trinca nucleotidica que corresponde ao
aminoacido que esta acima da sequéncia, com sua respectiva
posicdo e, grafados em vermelho o0s aminoéacidos que
sofreram mutacdo. Similaridade entre as sequéncias estdo

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO01

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
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MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO1

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO1

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO1

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO1

ArabidopsisNM 114714.2
SUSSPO1
CACHS50
CAMAQO1
MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO1

representadas pelos asteriscos.

GTGTAGAGAATCTTCCAGTGAAGGTACTTTTATTAAACAACCAGCATCTT
GCATCGAGAACCTCCCAGTGAAGGTCTTTGTGCTAAACAACCAACACCTG
GCATTGAGAACCTCCCAGTGAAGGTCTTTGTGCTAAACAACCAACACCTG
GCATCGAGAACCTCCCAGTGAAGGTCTTTGTGCTAAACAACCAACACCTG
GCATTGAGAACCTCCCAGTGAAGGTCTTTGTGCTAAACAACCAACACCTG
GCATTGAGAACCTCCCAGTGAAGGTCTTTGTGCTAAACAACCAACACCTG
GCATTGAGAACCTCCCAGTGAAGGTCTTTGTGCTAAACAACCAACACCTG

* * kkkhkkk kk kAhxkkkkkkkkhkkhk *x ok *hkkhkkhkhkrkhkkhkkx Kk **k

Ws74 DOMINIO B

GGCATGGTTATGCAATGGGAAGATCGGTTCTACAAAGCTAACCGAGCTCA
GGGATGGTGGTGCAGTGGGAGGACAGATTCTACAAGGCCAACCGAGCACA
GGTATGGTGGTGCAGTGGGAGGACAGATTCTACAAGGCCAACCGAGCACA
GGGATGGTGGTGCAGTGGGAGGACAGATTCTACAAGGCCAACCGAGCACA
GGTATGGTGGTGCAG-GAGGACAGATTCTACAAGGCCAACCGAGCACA
GGGATGGTGGTGCAGTGGGAGGACAGATTCTACAAGGCCAACCGAGCACA
GGGATGGTGGTGCAGTGGGAGGACAGATTCTACAAGGCCAACCGAGCACA

* Kk Kk kk*k *kkkk Kk Kkkk k%K * kkkhkhkkhkkhkk kk khkhkkhkkhkhkkk o kK

CACATTTCTCGGGGATCCGGCTCAGGAGGACGAGATATTCCCGAACATGT
CACATACTTGGGGAATCCAGAGAATGAGAGCGAGATATATCCGGATTTTG
CACATACTTGGGGAACCCAGAGAATGAGAGCGAGATATATCCGGATTTTG
CACATACTTGGGGAACCCAGAGAATGAGAGCGAGATATATCCGGATTTTG
CACATACTTGGGGAACCCAGAGAATGAGAGCGAGATATATCCGGATTTTG
CACATACTTGGGGAATCCAGAGAATGAGAGCGAGATATATCCGGATTTTG
CACATACTTGGGGAATCCAGAGAATGAGAGCGAGATATATCCGGATTTCG

Kk kk k. * kkxk Kk Kk *x * kK kK R R i i b Y * kK K .k

TGCTGTTTGCAGCAGCTTGCGGGATTCCAGCGGCGAGGGTGACAAAGAAA
TGATGATTGCCAAAGGGTTCAACATTCCAGCAGTCCGTGTGACAAAGAAG
TGATGATTGCCAAAGGGTTCAACATTCCAGCAGTCCGTGTGACAAAGAAG
TGATGATTGCCAAAGGGTTCAACATTCCAGCAGTCCGTGTGACAAAGAAG
TGATGATTGCCAAAGGGTTCAACATTCCAGCAGTCCGTGTGACAAAGAAG
TGATGATTGCCAAAGGGTTCAACATTCCAGCAGTCCGTGTGACAAAGAAG
TGATGATTGCCAAAGGGTTCAACATTCCAGCAGTCCGTGTGACAAAGAAG

Kk ok k e Kk kk * x * ok *kk Kk kkkk Kk * kkkkhkkkkkkk

GCAGATCTCCGAGAAGCTATTCAGACAATGCTGGATACACCAGGACCTTA
AGCGAAGTACGTGCAGCAATCAAGAAGATGCTCGAGACTCCAGGGCCGTA
AGCGAAGTCCGTGCAGCAATCAAGAAGATGCTCGAGACTCCAGGGCCGTA
AGCGAAGTCCGTGCAGCAATTAAGAAGATGCTCGAGACTCCAGGGCCGTA
AGCGAAGTCCGTGCAGCAATCAAGAAGATGCTCGAGACTCCAGGGCCGTA
AGCGAAGTCCGTGCAGCAATCAAGAAGATGCTCGAGACTCCAGGGCCGTA
AGCGAAGTCCGTGCAGCAATCAAGAAGATGCTCGAGACTCCAGGGCCGTA

* Kk . *  kk ek kkk e kK * k * *khkkhkkk kkhk kkekkkkhkkx kkx kK

CCTGTTGGATGTGATTTGTCCGCACCAAGAACATGTGTTGCCGATGATCC
CCTGTTGGATATCATTGTCCCGCACCAGGAACATGTGTTGCCTATGATCC
CCTGTTGGATATCATTGTCCCGCACCAGGAACATGTGTTGCCTATGATCC
CCTGTTGGATATCATTGTCCCGCACCAGGAACATGTGTTGCCTATGATCC
CCTGTTGGATATCATTGTCCCGCACCAGGAACATGTGTTGCCTATGATCC
CCTGTTGGATATCATTGTCCCGCACCAGGAACATGTGTTGCCTATGATCC
CCTGTTGGATATCATTGTCCCGCACCAGGAACATGTGTTGCCTATGATCC

kkkhkkkkkkhkk Kk Kk Kk*k kkhkkhkhkhkkkhk khkkhkkhkAhkrAkkhkkhkrAkkhk *hkkkhkx*k

1743
1259
1274
1251
1275
1269
1252

1793
1309
1324
1301
1325
1319
1302

1843
1359
1374
1351
1375
1369
1352

1893
1409
1424
1401
1425
1419
1402

1943
1459
1474
1451
1475
1469
1452

1993
1509
1524
1501
1525
1519
1502
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Continuacdo APENDICE 3. Alinhamento das sequéncias obtidas das populacdes de capim-
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PALMSO1

ArabidopsisNM 114714.2
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ArabidopsisNM 114714.2
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CACHS50
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MOSTS51
ARRGRO1
PALMSO1

arroz, com o gene ALS de A. thaliana (NM_114714.2). Em
destaque, sublinhado as regiGes de dominio do gene, grafados
em amarelo estd a trinca nucleotidica que corresponde ao
aminoacido que esta acima da sequéncia, com sua respectiva
posicdo e, grafados em vermelho o0s aminoéacidos que
sofreram mutacdo. Similaridade entre as sequéncias estdo
representadas pelos asteriscos.

Ses3 Gesa DOMINIO E
CGAGTGGETGGCACTTTCAACGATGTCATAACGGAAGGAGATGGCCGGATT 2043

CGAGCGGTGGCGCTTTCAAGGACATGATCCTGGATGGTGATGGCAG---—- 1555
CGAGCGGTGGCGCTTTCAAGGACATGATCCTGGATGGTGATGGCAG---—- 1570
CGAGCGGTGGCGCTTTCAAGGACATGATCCTGGATGGTGATGGCAG--—-— 1547
CGAGCGGTGGCGCTTTCAAGGACATGATCCTGGATGGTGATGGCAG---—- 1571
CGAGCGGTGGCGCTTTCAAGGACATGATCCTGGATGGTGATGGCAG---- 1565
CG-GGTGGCGCTTTCAAGGACATGATCCTGGATGGTGATGGCAG—— -- 1548

* Kk *kkkkkk kkhkkkhkkkk k% * Kk x hhkk e hkk o khkhkhkhkx *

AAATACTGAGAGATGAAACCGGTGATTATCAGAACCTTTTATGGTCTTTG 2093

________________ GACCG-——————————————————————————-TG 1562

________________ GACCG-=-——=—=—————————————————————-TG 1577

________________ GACCG--——=-—————————————————————-TG 1554

________________ GACCG---—-———=—==—=——————————————-TG 1578

________________ GACCG---————=—==————————————————-TG 1572

________________ GACCG---———————————————————————-TG 1555
* KKKk * %

TATTGATCCGG——----— ATTTCAGCAAGCGGTGCCCT--——————————— 1593
TATTGATCCGG——----— ATTTCAGCAAGCGGTGCCCT--——————————— 1608
TATTGATCCGG——----— ATTTCAGCAAGCGGTGCCCT--——————————— 1585
TATTGATCCGG——----— ATTTCAGCAAGCGGTGCCCT--——————————— 1609
TATTGATCCGG—-—-—-— ATTTCAGCAAGTGGTGCCCT-—-———-———————-— 1603
TATTGATCCGG—-—-—-— ATTTCAGCGAGTGGTGCCCT-—-———-———————-— 1586

* %k * x * x * . * Kk x .k * * Kk k

ATTTGAGTTTCTTTTAGTTGTTGATCTGCCTGCTTTTTGGTTTACGTCAG 2193

---TGCTTTCCTTTGACAT----—-—————— TGCATATGAG-—--—-—————— 1619
—---TGCTTTCCTTTGACAT----—-—————— TGCATATGAG-—--—-—————— 1634
---TGCTTTCCTTTGACAT----—-—————— TGCATATGAG-—---—————— 1611
---TGCTTTCCTTTGACAT----—-—————— TGCATATGAG-—--—-—————— 1635
—-—-TGCTTTCCTTTGACAT--—-—-—-—-————— TGCATATGAG-—--—-—-————— 1629
—-—-TGCTTTCCTTTGACAT--—-—-—-—-————— TGCATATGAG-—---—-————— 1612

* % * Kk Kkkkkx Xk .- % Kk koo koo k *

ACTACTACTGCTGTTGTTGTTTGGTTTCCTTTCTTTCATTTTATAAATAA 2243

—-CTAGTACAAGAG-TGATGTGTG-——————- TCTT--————————————— 1644
—-CTAGTACAAGAG-TGATGTGTG-——————- TCTT--————————————— 1659
—-CTAGTACAAGAG-TGATGTGTG-—-————-—- TCTT--————————————— 1636
-CTAGTACAAGAG-TGATGTGTG-—-—-=-———— TCTT-—-—=——————————— 1660
-CTAGTACAAGAG-TGATGTGTG-—-—--———— TCTT-—-—=——————————— 1654
-CTAGTACAAGAG-TGATGTGTG-—-—-=-———— TCTT-—-—=——————————— 1637
* %k ***:. :* **:*** * x * kK x
ATAATCCGGTTCGGTTTACTCCTTGTG———---— 2270
—-—-—--ACCTGTCTGATGTTCTCCC-—-——————-—-— 1663
—-—---ACCTGTCTGATGTTCTCCC-—-——————-—— 1678
—-—-—--ACCTGTCTGATGTTCTCCT-————————— 1655
—-——-ACCTGTCTGATGTTCTCCC—-——=—————— 1679
—-—-—--ACCTATCTGATGTTCTCCT-————————— 1673
—-—-—--ACCTATCTGATGTTCTCCT-————————— 1656

. kK * * kK kK ekkkKk
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APENDICE 4. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos do gene ALS dos bi6tipos de

capim-arroz, com 0 gene ALS de A. thaliana (NM_114714.2). Em
destaque sublinhado as regiGes de dominio do gene, grafados em cinza esta
0 aminoacido que se mutado confere resisténcia aos herbicidas e grafados
em negrito os aminoacidos que sofreram mutacdo. Similaridade entre as
sequéncias estdo representadas pelos asteriscos. Porto Alegre, RS. 2013.

DOMINIO A Pig7

ArabidopsisNM 114714.2 AAEGYARSSGKPGICIATSGPGATNLVSGLADALLDSVPLVAITGQVPRR 50
ARRGRO1 TASGFARSSGRVGVCVATSGPGATNLVSALADALLDSIPMVAITGQVPRR 50
MOSTS51 -ASGFARSSGRVGVCVATSGPGATNLVSALADALLDSIPMVAITGQVPRR 49
PALMSO01 -ASGFARSSGRVGVCVATSGPGATNLVSALADALLDSIPMVAITGQVPRR 49
CACHS50 -ASGFARSSGRVGVCVATSGPGATNLVSALADALLDSIPMVAITGQVPRR 49
SUSSPO1 ----FARSSGRVGVCVATSGPGATNLVSALADALLDSIPMVAITGQVPRR 46
CAMAQO1 ---GFARSSGRVGVCVATSGPGATNLVSALADALLDSIPMVAITGQVPRR 47
:*****: *:*:************.********:*:**********
Azps DOMINIO D
ArabidopsisNM 114714.2 MIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVMDVEDIPRIIEEAFFLATSGRPGP 100
ARRGRO1 MIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVLDIDDIPRVIQEAFFLASSGRPGP 100
MOSTS51 MIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVLDIDDIPRVIQEAFFLASSGRPGP 99
PALMSO1 MIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVLDIDDIPRVIQEAFFLASSGRPGP 99
CACHS50 MIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVLDIDDIPRVIQEAFFLASSGRPGP 99
SUSSPO1 MIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVLDIDDIPRVIQEAFFLASSGRPGP 96
CAMAQO1 MIGTDAFQETPIVEVTRSITKHNYLVLDIDDIPRVIQEAFFLASSGRPGP 97
~k~k************************:*::****:*:******:******
ArabidopsisNM 114714.2 VLVDVPKDIQQQLAIPNWEQAMRLPGYMSRMPKPPEDSHLEQIVRLISES 150
ARRGRO1 VLVDIPKDIQQQMA----NTPMSLPGYIARLPKPPATELLEQVLRLVGES 146
MOSTS51 VLVDIPKDIQQQMA----NTPMSLPGYIARLPKPPATELLEQVLRLVGES 145
PALMSO1 VLVDIPKDIQQQM---~-- NTPMSLPGYIARLPKPPATELLEQVLRLVGES 144
CACHS50 VLVDIPKDIQQQMA----NTPMSLPGYIARLPKPPATELLEQVLRLVGES 145
SUSSPO1 VLVDIPKDIQQQMADPVWNTPMSLPGYIARLPKPPATELLEQVLRLVGES 146
CAMAQO1 VLVDIPKDIQQQMA----NTPMSLPGYIARLPKPPATELLEQVLRLVGES 143
****:*******: . ‘* ****::*:**** . ***::**:‘**
ArabidopsisNM 114714.2 KKPVLYVGGGCLNSSDELGRFVELTGIPVASTLMGLGSYPCDDELSLHML 200
ARRGRO1 RRPVLYVGGGCAASGEELRRFVEMTGIPVTTTLMGLGNFPSDDPLSLRML 196
MOSTS51 RRPVLYVGGGCAASGEELRRFVEMTGIPVTTTLMGLGNFPSDDPLSLRML 195
PALMSO1 RRPVLYVGGGCAASGEELRRFVEMTGIPVTTTLMGLGNFPSDDPLSLRML 194
CACHS50 RRPVLYVGGGCAASGEELRRFVEMTGIPVTTTLMGLGNFPSDDPLSLRML 195
SUSSPO1 RRPVLYVGGGCAASGEELRRFVEMTGIPVTTTLMGLGNFPSDDPLSLRML 196
CAMAQO1 RRPVLYVGGGCAASGEELRRFVEMTGIPVTTTLMGLGNFPSDDPLSLRML 193
::********* *‘:** ****:*****::******.:*.** **‘k:**
DOMINIO F D376 Ra77
ArabidopsisNM 114714.2 GMHGTVYANYAVEHSDLLLAFGVRFDDRVTGKLEAFASRAKIVHIDIDSA 250
ARRGRO1 GMHGTVYANYAVDKADLLLAFGVRFDDRVTGKIEAFASRAKIVHIDIDPA 246
MOSTS51 GMHGTVYANYAVDKADLLLAFGVRFDDRVTGKIEAFASRAKIVHIDIDPA 245
PALMSO01 GMHGTVYANYAVDKADLLLAFGVRFDDRVTGKIEAFASRAKIVHIDIDPA 244
CACHS50 GMHGTVYANYAVDKADLLLAFGVRFDDRVTGKIEAFASRAKIVHIDIDPA 245
SUSSPO1 GMHGTVYANYAVDKADLLLAFGVRFDDRVTGKIEAFASRAKIVHIDIDPA 246
CAMAQO1 GMHGTVYANYAVDKADLLLAFGVRFDDRVTGKIEAFASRAKIVHIDIDPA 243
************:::*****************:***************‘*
ArabidopsisNM 114714.2 EIGKNKTPHVSVCGDVKLALQGMNKVLE-NRAEELKLDFGVWRNELNVQK 299
ARRGRO1 EIGKNKQPHVSICADVKLALQGMNALLEGIISKK-SFDFGSWQDELDQQK 295
MOSTS51 EIGKNKQPHVSICADVKLALQGMNALLEGIISKK-SFDFGSWQDELDQQK 294
PALMSO01 EIGKNKQPHVSICADVKLALQGMNALLEGIISKK-SFDFGSWQDELDQQK 293
CACHS50 EIGKNKQPHVSICADVKLALQGMNALLEGIISKK-SFDFGSWQDELDQQK 294
SUSSPO1 EIGKNKQPHVSICADVKLALQGMNALLEGIISKK-SFDFGSWQDELDQQK 295
CAMAQO1 EIGKNKQPHVSICADVKLALQGMNALLEGIISKK-SFDFGSWQDELDQQK 292

* Kk ok ok ok k ****:*.********** :** S .:*** ‘k::**: * Kk
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Continuacdo APENDICE 4. Alinhamento das sequéncias de aminoécidos do gene ALS dos
bidtipos de capim-arroz, com o gene ALS de A. thaliana
(NM_114714.2). Em destague sublinhado as regides de
dominio do gene, grafados em cinza esta 0 aminoacido que se
mutado confere resisténcia aos herbicidas e grafados em
negrito os aminoacidos que sofreram mutacdo. Similaridade
entre as sequéncias estdo representadas pelos asteriscos. Porto
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DOMINIO E

ArabidopsisNM 114714.2
ARRGRO1 B

MOSTS51

PALMSO1

CACHS50

SUSSPO1

CAMAQO1

ArabidopsisNM 114714.2
ARRGRO1
MOSTS51
PALMSO01
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Alegre, RS. 2013

QKFPLSFKTFGEAIPPQYAIKVLDELTDGKAIISTGVGQHOMWAAQEYNY
REFPLGYKTFDEEIQPQYATIQVLDELTKGEAIIATGVGQHOMWAAQYYTY
REFPLGYKTFDEEIQPQYAIQVLDELTKGEAIIATGVGQHOMWAAQYYTY
REFPLGYKTFDEEIQPQYAIQVLDELTKGEAIIATGVGQHOMWAAQYYTY
REFPLGYKTFDEEIQPQYAIQVLDELTKGEAIIATGVGQHOMWAAQYYTY
REFPLGYKTFDEEIQPQYATIQVLDELTKGEAIIATGVGQHOMWAAQYYTY
REFPLGYKTFDEEIQPQYAIQVLDELTKGEAIIATGVGQHOMWAAQYYTY

.ok kok ekhkkhk k kK hkhkhkhkkekhkhkhkkhkhk koekhkhkkoekhkkhkhkhkhkhkkhkhkrkhhkk ok *

KKPROWLSSGGLGAMGFGLPAAIGASVANPDAIVVDIDGDGSFIMNVQEL
KRPROWLSSAGLGAMGFGLPAAAGAAVANPGVTVVDIDGDGSFLMNIQEL
KRPROWLSSAGLGAMGFGLPAAAGAAVANPGVTVVDIDGDGSFLMNIQEL
KRPROWLSSAGLGAMGFGLPAAAGAAVANPGVTVVDIDGDGSFLMNIQEL
KRPROWLSSAGLGAMGFGLPAAAGAAVANPGVTVVDIDGDGSFLMNIQEL
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ATIRVENLPVKVLLLNNQHLGMVMQWEDRFYKANRAHTFLGDPAQEDEIF
AMIRIENLPVKVEVLNNQHLGMVVQWEDRFYKANRAHTYLGNPENESEIY
AMIRIENLPVKVFVLNNQHLGMVVQEEDRFYKANRAHTYLGNPENESETY
AMIRIENLPVKVEVLNNQHLGMVVOWEDRFYKANRAHTYLGNPENESEIY
AMIRIENLPVKVEVLNNQHLGMVVQWEDRFYKANRAHTYLGNPENESEIY
AMIRIENLPVKVEVLNNQHLGMVVOWEDRFYKANRAHTYLGNPENESEIY
AMIRIENLPVKVEVLNNQHLGMVVQWEDRFYKANRAHTYLGNPENESEIY
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PNMLLFAAACGIPAARVTKKADLREAIQTMLDTPGPYLLDVICPHQEHVL
PDFVTIAKGENIPAVRVTKKSEVRAATIKKMLETPGPYLLDIIVPHQEHVL
PDFVTIAKGENIPAVRVTKKSEVRAATIKKMLETPGPYLLDIIVPHQEHVL
PDEFVTIAKGENIPAVRVTKKSEVRAATIKKMLETPGPYLLDIIVPHQEHVL
PDFVTIAKGENIPAVRVTKKSEVRAATIKKMLETPGPYLLDIIVPHQEHVL
PDEFVTIAKGENIPAVRVTKKSEVRAATIKKMLETPGPYLLDIIVPHQEHVL
PDEVTIAKGEFNIPAVRVTKKSEVRAATKKMLETPGPYLLDIIVPHQEHVL
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Ses3 Gesa
PMIPSGGTFNDVITEGDGRIKYRNRLSEPFMVFVCIWKNLVCN--FLFVL
PMIPSGGAFKDMILDGDGRTVYSGFQQAVPLLSFDIAYELVQE----CVL
PMIPSGGAFKDMILDGDGRTVYSGFQQAVPLLSFDIAYELVQE----CVL
PMIPIGGAFKDMILDGDGRTVYSGFQQAVPLLSFDIAYELVQE————CVL
PMIPSGGAFKDMILDGDGRTVYSGFQQAVPLLSFDIAYELVQE----CVL
PMIPSGGAFKDMILDGDGRTVYSGFQQAVPLLSFDIAYELVQE----CVL
PMIPSGGAFKDMILDGDGRTVYSGFQQAVPLLSFDIAYELVQE----CVL
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