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EXPRESSAO GENICA ASSOCIADA A DEGRADAC%O DE IMAZETHA PYRE
EFEITO DA TEMPERATURA E DA CONClENTRA(;AO DE CO , EM CAPIM-
ARROZ

Autor: Giliardi Dalazen
Orientador: Aldo Merotto Jr.

RESUMO

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidasnadanca climatica sao
fatores que alteram a dinamica das popula¢cdes a®agsl daninhas nos ambientes
agricolas. O melhor entendimento desses fatoregndaimental para que técnicas
adequadas de manejo das plantas daninhas sejaragai@s. O objetivo deste trabalho
foi identificar o mecanismo de resisténcia de @lamte capim-arroZ¢hinochloa crus-
galli) e avaliar o efeito da temperatura e concentrded0Q sobre o0 seu crescimento e
tolerancia ao herbicida imazethapyr. Os experingerdalizados constaram da avaliacéo
do efeito de inibidores e indutores de enzimas xifgtadoras de herbicidas,
identificacdo e expressao de genes responsavaisgsesténcia e avaliacdo do efeito de
cenarios de mudanca climatica sobre a biologianerale de capim-arroz. A aspersao
prévia dos inibidores enzimaticos malathion e bigidxde piperonila reverteu
parcialmente a resisténcia a imazethapyr nas ppiesaresistentes, diminuindo o fator
de resisténcia (FR) de 15,92 para 3,44 e 4,94ecaspmente. De maneira oposta, a
aspersao prévia de anidrido naftalico aumentou aé&$das populacbes. A expressao
relativa do geneCYPB81AG6 foi aproximadamente 5 vezes superior na populacéo
resistente PALMSO01, aumentando para cerca de &&svem plantas tratadas com
imazethapyr. A expresséo relativa do g&®TF1foi 12,3 vezes superior na populacao
resistente em comparacado com a suscetivel. Alémailar expressdo desses genes, foi
observada a maior expresséao relativa do gdRéB, o qual codifica para um fator
iniciador de traducdo. O aumento da temperatulaenfiou de maneira mais acentuada
a tolerancia de plantas de capim-arroz ao herbiodaethapyr em comparacdo com o
aumento da concentracdo de LLCom o aumento da temperatura de 24/20°C para
30/26°C, o FR em plantas cultivadas sob 400 ppmeatou 72% e 55% para as
populacdes ARRGRO1 e PALMSO01, respectivamente. @Quanltivadas em 700 ppm,

o aumento do FR foi de 43% (ARRGRO01l) e 46,5% (PADWSem resposta ao
aumento da temperatura. O teor relativo de claofdi inferior em condicbes de
temperatura elevada. A taxa de transporte de pkti@ severamente reduzida pelo
aumento da concentracdo de £ plantas cultivadas em temperatura de 24/20°C. O
incremento de metabolizacdo causado pelo aumenexpl@ssdo de multiplos genes
esta envolvido no processo de resisténcia ao itmazgt em capim-arroz. Os aumentos
da temperatura e da concentracdo de @@nentam o nivel de resisténcia de capim-
arroz ao herbicida imazethapyr.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade denignéa, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (149f.) Marco, 2016.
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GENE EXPRESSION ASSOCIATED TO DEGRADATION OF IMAZET HAPYR
AND THE EFFECT OF TEMPERATURE AND CO , CONCENTRATION IN
BARNYARDGRASS!

Author: Giliardi Dalazen
Adviser: Aldo Merotto Jr.

ABSTRACT

Herbicide resistance and climate change are fathatsaffect the dynamics of
weed populations in agricultural environments. Atdreunderstanding of these factors
is essential for designing appropriate weed managermtrategies. The aim of this
study was to identify the mechanism of resistarfdeaonyardgrassEchinochloa crus-
galli) to imazethapyr and to evaluate the effect of temajure and C&concentration on
growth and tolerance to the herbicide imazethafgveral experiments were carried
out to evaluate the effect of inhibitors and indscef herbicide detoxifying enzymes,
the expression of genes potentially associated hatbicide detoxification, and the
effect of climate change scenarios on the biologgt eontrol of barnyardgrass. The
preliminary spraying of the enzyme inhibitors mhiah and piperonyl butoxide
partially reversed the resistance to imazethapyresistant populations, decreasing the
resistance factor (RF)f 15.92 to 3.44 and 4.94, respectively. Converstig prior
spraying of naphthalic anhydride increased the FRhese populations. The relative
expression oCYP81A6gene was approximately 5 times higher in PALMS@distant
population, rising to about 8.5 times in plantsateel with imazethapyr, in comparison
with the susceptible population. The relative egpien of the gen&STF1was 12.3
times higher in comparison with the population sypsible. The translation initiating
factor elF4B was also more expressed in the resistant poputatibhe increase in
temperature affected more sharply the tolerandeaiyardgrass plants to imazethapyr
as compared to the concentration of,CThe increase of temperature from 24/20°C to
30/26°C in plants grown under 400 ppm increased Rlkein 72% and 55% for
ARRGRO1 and PALMSO01 populations, respectively. lemps growing at 700 ppm this
increasing of temperatures increased the RF in 42RRGR01) and 46.5%
(PALMSO01). The relative chlorophyll content was kEmthan in high temperature
conditions. The electron transport rate was seyereduced by increasing the
concentration of C@in plants grown in the temperature 24/20°C. Thgradation
enhancement caused by the high expression of ragtigenes is involved in the
resistance to the herbicide imazethapyr in barrgrass. The increasing of temperature
and of the C@ concentration increase the resistance of barnyasdgo the herbicide
imazethapyr.

! Doctoral thesis in Plant Science, Faculdade dewgmia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brazil. (149p.) March, 2016.
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1 INTRODUCAO

As plantas daninhas sdo consideradas o principatalte para a producao
agricola quanto ao aspecto fitossanitario (OerR662Vila-Aiub et al, 2009). O efeito
das plantas daninhas sobre as culturas ocorreigaimente devido a competicdo por
recursos essenciais para o crescimento e desemeoiio, tais como agua, luz,
nutrientes e gas carbonico (Dias al, 2010). Nas ultimas décadas, o método mais
comumente utilizado para o controle dessas plaetasido o controle quimico (Busi
al., 2011), substituindo homens, animais e implenteatpicolas (Powles & Yu, 2010).
Entre as principais vantagens deste método estépida operacionalidade, o nao
revolvimento do solo, o controle de plantas darsndhesde a implantacédo da cultura e a
elevada eficiéncia (Vargas & Roman, 2006). No dotapopulacdes de plantas
daninhas resistentes a herbicidas pertencentesos waecanismos de acdo vém sendo
selecionadas em todos os continentes, diminuiref@i@&ncia desses compostos (Heap,
2016).

Entre as plantas daninhas que apresentam resst@mearbicidas esta o capim-
arroz. Esta espécie é uma das principais plantasltes da cultura do arroz irrigado no
sul do Brasil (Agostinettoet al, 2010), podendo causar perdas de até 90% na
produtividade do arroz, dependendo da densidadeféestante, cultivar e manejo da
irrigacéo da lavoura (Pintet al, 2008). Mais de 80% das plantas daninhas queesaor

na lavoura orizicola no estado do Rio Grande dgo8riencem ao génekxhinochloa



(Kissmann, 1999). No Brasil, entre as espécieEaenochloaexistentes, a de maior
importancia econdémica e distribuica&eéhinochloa crus-gall{Beltranet al, 2012).

No Brasil, existem casos confirmados de resistéaciherbicidas em duas
espécies de capim-arroz: a resisténcia multiplaadenochloa crus-gallaos inibidores
da enzimaacetolactato sintase (ALS) e ao quinclorac, e stéwia deE. crus-gallie
E. cruspavonisao quinclorac (Heap, 2016). Na regidao sul do Brasincremento de
detoxificacdo por enzimas citocromo P450 monooxagen(P450) esta envolvido no
processo de resisténcia em algumas populacdesdMetcheet al, 2015). Da mesma
forma, bibtipos resistentes dE. crus-galli da regido sul dos Estados Unidos
demonstraram como mecanismo parcial de resistartogabicidas inibidores da enzima
ALS a detoxificacdo por P450 (Riat al, 2012). Na China, biotipos de crus-galli,
resistentes a herbicidas inibidores da enzima la€Cefh carboxilase (ACCase)
apresentaram maior atividade da enzima glutatiotearSferase (GST), ao serem
comparados com biotipos de populagcfes suscethaanget al, 2011).

A resisténcia por incremento de detoxificacdo poziraas P450 e GST é
particularmente preocupante, jA que a resisténuiauma mesma espécie de planta
daninha pode ocorrer para herbicidas de varios msoas de acao (resisténcia
multipla), inclusive para novos herbicidas (PowtsYu, 2010). Na maioria dos
trabalhos que visam elucidar 0 mecanismo de resistéa sua deteccao é realizada
indiretamente por meio da utilizacdo de inibidoeegiméticos (Yasouet al, 2009).
Contudo, métodos mais modernos tém sido empregddomaneira a identificar os
genes responsaveis pela detoxificacdo dos herbi@da populagbes resistentes. Em
Echinochloa phyllopoganespécie pertencente ao mesmo género que O cam-a
alguns gene€YP ja foram identificados como causa da resisténdmeraicidas. Os

genes CYP81A12 e CYP81A21 estdo envolvidos na resisténcia aos herbicidas



bensulfuron-methyl e penoxsulan (Iwakaetial, 2014a).Ja os gene€YP71AK2 e
CYP72A254 foram relatados como responsaveis pela resistéacia herbicida
bispyribac-sodium (lwakan®t al, 2014b). Em E. crus-gallisdo raros os registros de
genes relacionados a resisténcia. O gene que c@iira uma enzima GSE¢GST1
foi descrito como responséavel pela detoxificacdogdanclorac em uma populacéo
resistente na China (kt al., 2013).

Os aumentos da temperatura e da concentracdo des@@Oconsiderados o0s
principais fatores que promovem a atual mudancenatica em nosso planeta
(Solomon, 2007). Juntamente com variacOes da magnidesses dois fatores, tem se
encontrado alteracbes em sistemas agricolas, ndduas plantas daninhas (Ziska,
2000; Clements & Ditommaso, 2011). Varios experitogrgue avaliam a competicao
de plantas daninhas tém sido desenvolvidos a ficadecterizar os efeitos de elevadas
temperaturas e concentracdes de, G@bre a fisiologia e o crescimento das espécies
vegetais (Ziska & McConnells, 2016). Do ponto detaviadaptativo e de dispersédo das
espécies, observa-se 0 aumento no impacto dasapldaninhas com o cenario de
mudanca climatica (Thuilleet al, 2006; McDonaldet al, 2009; Wanget al, 2011).
Em capim-arroz, o maior acumulo de biomassa e igaigiio do ciclo das plantas foi
observado sob temperaturas elevadas (Peters & @Gigr204).

Além das alteragBes no crescimento e biologia @srads plantas daninhas pela
mudanca climatica, o controle dessas espécies pay da utilizacdo de herbicidas
também pode ser alterado. Alguns estudos indicaefeito neutro ou aumento da
tolerancia de plantas daninhas aos herbicidas comwurmoento da temperatura e
concentracdo de GQprincipalmente para o herbicida glyphosate (Ziskal, 1999;
Ziska et al, 2004; Maneaet al, 2011; Downeyet al, 2012). No entanto, ndo ha

descritos os efeitos da interacdo da temperaturaa&@oncentracdo de GQobre o



crescimento e resposta aos herbicidas em capim;agrimcipalmente em populagbes
resistentes e cujo mecanismo de resisténcia esdgaionado ao incremento de

metabolizacao.

Objetivos gerais
Identificar o mecanismo de resisténcia de plantasapim-arroz Echinochloa
crus-gall) ao herbicida imazethapyr e avaliar o efeito dapkeratura e da concentracao

de CQ sobre 0 seu crescimento e tolerancia ao herbicida.

Objetivos especificos

i.  Avaliar o efeito de inibidores e indutores de erasn®450 sobre o controle de
plantas de capim-arroE¢hinochloa crus-galjitratadas com imazethapyr.

ii. Determinar genes referéncia para estudos de arddisexpressdo génica em
plantas de capim-arroZE¢hinochloa crus-gal)i submetidas a estresse pelo
herbicida imazethapyr.

iii. Identificar e analisar a expressao de genes reladas ao incremento de
metabolizacdo de imazethapyr em plantas de capima-#Echinochloa crus-
galli).

iv. Avaliar o efeito da temperatura e da concentragd@€@ sobre o controle de
plantas de capim-arroE¢hinochloa crus-gal)itratadas com imazethapyr.

v. Avaliar o efeito da temperatura e da concentragd€@ sobre o crescimento e

parametros fotossintéticos de plantas de capineggachinochloa crus-gal)i
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2 CAPITULO 1. OCORRENCIA E IMPORTANCIA DA RESlSTENClA~ A
HERBICIDAS CAUSADA POR INCREMENTO DE METABOLIZACAO
PARA O MANEJO DE PLANTAS DANINHAS

- Revisao de literatura submetida a Revista Brissitle Herbicidas -

RESUMO

A resisténcia a herbicidas causada por mecanisamsetacionados ao local de
acdo (NRLA), principalmente incremento de metalagiio, € muito problemética
devido a ocorréncia de bidtipos com resisténciaipia) e € um novo desafio para o
manejo de plantas daninhas e utilizacdo de hedsiciRecentemente, enzimas
associadas a degradacdo de xenobidticos, espewialnsgocromo P450, GSTs e
transportadores ABC, tém sido associadas a resigt@nherbicidas em vérias plantas
daninhas. Os objetivos desta revisdo sdo descoegenhecimento atual da regulacéo
génica associada a resisténcia a herbicidas capsémacremento de metabolizacéo e
analisar as principais implicacOes deste probleara gefinir estratégias adequadas de
manejo com o0 uso de herbicidas. A resisténciaiptaltn herbicidas causada pelo
incremento da degradacdo ocorre émlium rigidum Alopecurus myosuroides
Echinochloa phyllopogoe outras véarias espécies. O nivel de resisténbiarbicidas
causada pelo incremento de metabolizacdo é afg@dtatores ambientais em varios
casos, o0 que dificulta o diagndstico da resistéadiacilita sua distribuicdo. O manejo
moderno de plantas daninhas deve considerar astexdsticas de degradacdo do
herbicida, uma vez que a simples rotacdo de hdasgpode ndo ser suficiente para
prevenir a ocorréncia da resisténcia a estes pedud utilizacdo de misturas
sinergisticas de herbicidas e outros inibidoresnediticos pode contribuir para prevenir
e controlar a resisténcia NRLA.



CHAPTER 1- OCCURRENCE AND IMPORTANCE OF RESISTANCE TO
HERBICIDES CAUSED BY INCREASE OF METABOLISM FOR WEE D
MANAGEMENT

- Literature Review submitted to the Revista Beisil de Herbicidas -

ABSTRACT

Non-target-site (NTS) herbicide resistance, maicbused by degradation
enhancement, is very problematic due to the ocooereof biotypes with multiple
resistance and is a new challenge for weed managesne herbicide use. Recently,
enzymes associated with xenobiotic degradationcgspecytochrome P450, GSTs and
ABC transporters, have been associated with thigidiée resistance in several weeds.
This knowledge opens a new window to understancetodution of NTS. The aims of
this review are to describe the gene regulatiose@ated with the herbicide resistance
caused by degradation enhancement and to analgem#in interactions of this
problem in order to design the adequate managemstestiegies for herbicide use.
Multiple herbicide resistance caused by degradaginhancement occurs inolium
rigidum, Alopecurus myosuroidesEchinochloa phyllopogorand in several other
species. The level of herbicide resistance causedidgradation enhancement is
affected by environmental factors in several casasich difficult the resistance
diagnostic and facilitate its distribution. The neod weed management should consider
the characteristics of the herbicide degradatiorgesthe simple rotation of herbicides
may not be enough to prevent the herbicide resistahhe use of synergistic mixtures
of herbicides and other enzyme inhibitors can doute to the prevention and control
of NTS resistance.
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2.1INTRODUCAO

Os mecanismos de resisténcia de plantas daninkaseduicidas sao resultantes
da ocorréncia de muta¢cdes que causam diminuicderdbilidade das plantas a estes
compostos. Existem dois mecanismos primarios dstéesia: a resisténcia relacionada
ao local de acéo do herbicida (RLA) e a resistén@@relacionadas ao local de acdo do
herbicida (NRLA) (Yuaret al, 2007; Yu & Powles, 2014). A resisténcia RLA aeor
quando doses letais do herbicida alcangcam o lecalcdo, mas, devido a ocorréncia de
mutacdo que confere substituicdo de aminoacidagene que codifica a enzima alvo,
ocorrem mudancas na conformacdo da enzima, pralerinigacdo do herbicida ao
local de acdo (Powles & Yu, 2010). Aléem da redugacsensibilidade enziméatica em
relacdo ao herbicida, a RLA pode ser conferida pelmento da expressdo do gene
alvo, que pode ocorrer tanto devido a amplificagéogene quanto por mutacdes na
regido promotora (Gainex al, 2010; Powles & Yu, 2010). A resisténcia NRLA dev
se a ocorréncia de mecanismos que limitam a chegadiose letal do herbicida ao
local de acdo. Estes mecanismos incluem, princigyatey a menor absorcdo do
herbicida pela planta, alteracdo na translocacdocemento da metabolizacdo do
herbicida (Powles & Yu, 2010).

O incremento de metabolizacdo é responsavel pétxifieacdo do herbicida
pelas plantas que, por meio da atividade de enzoetsificadoras transformam o
herbicida em compostos menos toxicos que a molépatantal. Assim como a
metabolizacdo é responsavel pela resisténcia deaplaaninhas, esse mecanismo de
detoxificacdo € o principal mecanismo de seletidae herbicidas sobre culturas
(Devineet al, 1993). As principais enzimas envolvidas nessegqsso sdo a citocromo
P450 monooxigenase (P450) e glutationa S-tran&fg@ST) (Powles & Yu, 2010).

Este tipo de resisténcia esta envolvido em fenOmeeoresisténcia multipla, em que



11

plantas sdo resistentes a herbicidas de diversafliga quimicas, pertencentes a
diferentes mecanismos de acdo (Buono & loli, 20Ik19. torna ainda mais complexo e
importante 0 seu entendimento, devido a diminuda@® opcdes de herbicidas para o
manejo de populagdes com resisténcia multipla.

Os objetivos desta revisdo sdo descrever o atudlecomento da regulacéo
génica associada a resisténcia a herbicidas capstmlancremento de metabolizacéo e
analisar as principais implicacOes deste probleara gefinir estratégias adequadas de

manejo com o uso de herbicidas.

2.2FASES DA METABOLIZACAO

A detoxificacdo de herbicidas em plantas é divididaquatro fases (Yuaat al,
2007): fase I- converséo; fase II- conjugacao; fiseonversao secundaria e transporte
para o vacuolo e; fase IV- deposicdo do metabbhi (figura 1). Durante a fase I, a
molécula do herbicida sofre modificacbes quimidass como oxidacdo, reducdo,
hidrolise, oxigenacdo ou hidroxilagdo. Nesse prameatuam principalmente enzimas
P450, que catalisam reacbes de oxidacdo e reduedsubstratos enddgenos e
xenobidticos (Yuanet al, 2007). Nesta fase também pode atuar a enzimia ary
acylamidase, a qual é responsavel pela hidrolismalécula de herbicida (Powles &
Shaner, 2001). Na fase II, a molécula do herbioida metabdlito resultante da fase | é
conjugado com substratos hidrofébicos ou eletoufdli (acUcares, aminoacidos ou
glutationas) por enzimas da familia GST ou porogiitransferases (GTs) (Yuat al,
2007; Readet al, 2004). Isso faz com que ocorra 0 aumento dad#iolade em agua e
diminua a fitotoxidade do herbicida (Carvalkbibal, 2009). Na fase lll, os metabdlitos

resultantes da fase Il sdo transportados parami@gpor transportadores ABATP-
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binding cassede(Yuan et al, 2007). Durante essa fase podem ocorrer conjegacd
secundarias, originando compostos nao-fitotoxietaios, 1991). Por fim, na fase 1V,

0s metabdlicos derivados do processo de detox@icgacompartimentalizados nos
vacuolos, podem ser associados com componenteareldepcelular, tais como pectina,
lignina, polissacarideos e fracdes proteicas, fodoaresiduos insoluveis (Skidmore,

2000).

GS-R
UDP-aglicar ubP

-aglcar ABC
O\ i Ej (fase I1I)
GT ATP
(fase IT) HX
ABC
Ak (fase I1I) GS-R
GS

ADP  GST

(fase II)

-aguicar GSR H
\@ X-R

@ -aglicar
herbicida
modificagdo e
incorporagdo em
componentes da
citoplasma parede celular
(fase Iv)

. transportador ABC

FIGURA 1. Representacao da atividade de enzimagetwificagdo de herbicidas em
plantas. A detoxificacdo é composta por quatro sfase atividade
monooxigenase por enzimas citocromo P450 monooaggs (fase ), a
reacdo de conjugacdo acucares ou glutationa (GSH) emzimas
glicosiltransferases (GTs) ou glutationa S-trarssfes (GSTSs),
respectivamente (fase Il), o transporte via trartapgores ABC, seguido
da compartimentalizacdo no vacuolo (fase lIll) eoiporacdo na parede

celular (fase V). Modificado de Yu & Powles, 2014.
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2.3ENZIMAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO DE METABOLIZACAO

DE HERBICIDAS

2.3.1 Citocromo P450 monooxigenases - fase | da metaydlz

A familia de genes citocromo P45QYP estd entre as mais abundantes em
plantas (Nelson & Werck-Reichhart, 2011). As enank®#50 sdo conhecidas como
enzimas-chave na fase | do metabolismo de xenob&te possuem papel fundamental
da detoxificagdo de herbicidas em plantas (¥uml, 2005). S&o heme-proteinas que
normalmente catalisam reacdes de monoxigenacamdiemes de oxigénio e NADPH
(Yuanet al, 2007). Essas enzimas estdo envolvidas na répalacdo da resisténcia de
biotipos de azevemL¢@lium rigidum, principalmente devido ao uso de subdoses de
herbicidas (Busiet al, 2013; Yuet al, 2013). EmEchinochloa phyllopogorfoi
verificada a maior expressédo dos ge@&49°81A12 CYP81A2lem plantas resistentes
aos herbicidas bensulfuron-methyl e penoxulam, amhtbidores da enzima ALS
(lwakami et al, 2014a). Na mesma espécie, 0s geB&¥¥P71AK2e CYP72A254
apresentaram maior expressdao em plantas resisteotegrbicida bispyribac-sodium
(lwakamiet al, 2014b). EnEchinichloa crus-gallio geneCYP81A6apresentou maior
expressao em plantas resistentes ao herbicidatinagze (Dalazemt al, 2015b).

Além de serem responsaveis pela resisténcia entaplalaninhas, genésYP
também estdo relacionados aos mecanismos de wkerherbicidas em culturas, tais
comoCYP72A21e CYP81A6emO. sativa(Panet al, 2006; Hiroseet al, 2007; Liuet
al., 2012),CYP72A5em Zea mayqPersanst al, 2001),CYP81B2e CYP71Allem
Nicotiana tabaccunfYamadaet al, 2000),CYP71C6vlem Triticum aestivum(Xiang

et al, 2006) eCYP71A1GEmGlycine maxSiminszkyet al, 1999).
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2.3.2 Aryl acylamidases - fase | da metabolizacao

As aryl acylamidases sdo enzimas que catalisamrdlise de certas acylamidas
(Powles & Shaner, 2001). A detoxificacdo do hedacinibidor do fotossistema I
propanil pela acdo dessas enzimas em arroz contbumacéo de 3,4-dichloroanilina
(DCA) e acido propidnico. Estudos realizados conatipos de Echinochloa spp.
resistentes ao propanil também denotaram a pat@&gpdessa enzima na detoxificacao
(Hoaglandet al, 2004). Em bidtipo déeptochloa chinensigesistente ao propanil foi
identificada a presenca de DCA apdés a aspersaceduciia, além do aumento da
atividade da enzima aryl acylamidase em relacabi@tipo susceptivel (Ismaét al,

2013).

2.3.3 Glutationas S-transferases (GSTSs) - fase Il da bwdizacao

As glutationas S-transferases (GSTs) sdo enzimasatuam na fase Il da
detoxificacdo, catalisando a conjugacéo do grugada grutationa (GSH) com centros
eletrofilicos de moléculas lipofilicas para fornpaodutos menos ativos (Oztetik, 2008;
Edwardset al, 2011). Essas enzimas podem ser induzidas paassss bioticos ou
abidticos, tais como 0 estresse osmotico e tempastlevadas, além de estresses
oxidativos ocasionados por herbicidas (Dixdral, 2002).

A detoxificagdo por conjugacdo com glutationa (GSH) observada
principalmente em herbicidas pertencentes aos grdps clorotriazinas, difenileters,
cloroacetanilidas, sulfoniluréias e ariloxifenoxipronatos (Cumminget al, 2011),
sobretudo em poéaceas. Plantas Elecrus-galli resistentes ao quizalofop-p-ethyl
apresentaram maior atividade de uma GST quando araags aos bidtipos
susceptiveis (Huamt al, 2011). Em bidtipos dé. crus-galli resistentes, ap6s a

aspersdo do herbicida quinclorac foi observado atonde 6-10 vezes no nivel de
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expressdo de um gene que codifica uma glutatiomanSteraseEcGST) (Li et al,
2013). Alguns estudos indicam que a resisténcidldpecurus myosuroides varios
herbicidas é ocasionada por uma GST codificadageeAmGSTF1ICumminset al,
2013). O gen®©sGSTL2 responsavel pela codificacdo de uma GST quesestdvida

na detoxificacdo do herbicida chlorsulfuron @nsativa A superexpressao desse gene
em plantas de arroz promoveu um aumento na tolarans herbicidas chlorsulfuron e
glyphosate (Hu, 2014).

Apesar da participacdo de GSTs na detoxificacatetbicidas em poaceas,
também existem informacdes da atividade destasnaszem plantas de outras familias
botanicas. A detoxificacdo de atrazine em planwalltilon theophrastresistentes
esta relacionada a acdo de GSTs (Gronwald & Plaesai999). Plantas dgsonchus
oleraceusresistentes a simazine quando expostas ao hexrbividgtraram atividade de
GST em torno de 8,3 vezes superior em relacdo derialasusceptivel (Fraga &
Tasende, 2003). As enzimas GSTs também estdo @m®IwWos mecanismos de
seletividade de herbicidas em culturas, tal congetaxificacdo de cloroacetanilidas e

difeniléters na cultura da soja, realizada peleggmGSTU4Benekost al, 2010).

2.3.4 Glicosiltransferases (GTs) - fase Il da metaboléac
As glicosiltransferases (GTs) sdo enzimas queisatala formacao da ligacao
glicosidica entre um agucar e um aceptor, o qudé ger uma gama de biomoléculas
incluindo outros agucares, proteinas, lipidios éémdas pequenas (Gloster, 2014). As
familias de GTs de plantas sdo capazes de recanhecmobnios e metabdlitos
secundérios, bem como toxinas naturais e produtimsicps (Bowles & Lim, 2010).
A acdo de GTs na conjugacéao direta de herbicidaplantas foi observada em

2,4-D, clopyralid, chloramben, diclofop-methyl, ladida maleica, MCPA, metamitron,
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metribuzin, picloram e quinclorac. Todavia, a cgaj¢gdo dos herbicidas 2,4-D,
acifluorfen, bentazon, dicamba, diclofop-methyl,aniprop-methyl, fluorodifen,
sulfoniluréias e propanil, em algumas espécieslalatas, somente foi possivel apos a
ativacao por enzimas P450 (Schréder & Collins, 2088 alguns casos, a conjugacao
direta de determinados herbicidas (ex. 2,4-D eoftiptmethyl), mediada por GTs, nédo
resulta em detoxificacdo estavel na planta. Istrrecdevido a rapida conversao dos
conjugados para a forma de herbicida ativo (Kedied., 1996).

De modo diferenciado ao observado nas enzimas €458Ts, existem poucos
estudos que demonstram a acdo de GTs como mecaprsmgpal de resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas. Trabalho realizatdo & myosuroidesietectou maior
atividade de GTs na populacdo resistente em coigg@mra susceptivel. Porém, a
resisténcia dessa populacdo também foi associaazi@ de enzimas P450 e GSTs

(Brazier-Hickset al., 2002).

2.3.5 Transportadores ABC (ATP- binding cassete) - fHsdal metabolizacao

Os transportadores ABC correspondem a uma supdidaaei transportadores
ligados a membrana e proteinas sollveis que realizaansporte de moléculas através
da membrana celular num processo que envolve aliselide ATP (Remy & Duque,
2014). Na maioria dos casos, o0 transporte envolremmcao de substratos do citosol
para compartimentos extracitosolicos, incluindospago extracelular ou o vacuolo
(Frelet-Barrancet al., 2008).

Em plantas existem relatos da atuacao de transipoet ABC na detoxificacdo
de herbicidas, mais especificamente no transp@teodjugados S-glutationilados. A
inducdo da express@nMRP1foi observada em plantas de milho apos a aplicdgéo

herbicidas seletivos 2,4-D, atrazine, metolachlprimisulfuron (Pangt al, 2012). Em
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Arabdopsis thalianaa superexpressao do geAtPgpl aumentou a resisténcia aos
herbicidas dicamba, pendimetalina, oryzalin e MSM¥indsoret al, 2003). A perda
de funcdo do gendAtPDR11lem plantas deé\. thaliana conferiu maior tolerancia a
paraquat (Xiet al, 2012). Recentemente, a resistéridimyza canadenseo herbicida
glyphosate foi associada a sincronizacdo da majmessdo de genes que codificam a
enzima EPSPS e transportadores ABC (Tetnial, 2015). Os geneM10 e M11
apresentaram expressao relativa superior (quateesyeem plantas tratadas com
glyphosate, 24 horas apods a aplicacdo do herbicdian significativa reducdo na

expressao desses genes apos esse periodo.

2.4DETECCAO DA RESISTENCIA POR INCREMENTO DE

METABOLIZACAO E FATORES RELACIONADOS

2.4.1 Inibidores enzimaticos

A deteccdo da ocorréncia de metabolizacdo de laabiqor enzimas P450
pode ser realizada indiretamente, por meio do esmitidores enzimaticos (Yasoer
al., 2009, Matzenbachat al, 2015). Entre eles estdo o 1-aminobenzotriazoiT},
butoxido de piperonila (PBO) e malathion (SiminszRQ06; Elmoreet al, 2015). O
inseticida organofosforado malathion é o inibidoaisncomumente utilizado e a
inibicdo ocorre quando o atomo de enxofre libenaelo organofosfato oxigenado inibe
a acdo da enzima P450 (Werck-Reichlearal, 2000). EmL. rigidum, a utilizagdo de
malathion reverteu a resisténcia de bidtipos msiss a chlorsulfuron (Yet al, 2009).
Da mesma forma, efd. phyllopogon o uso do inibidor de P450 malathion aumentou a
fitotoxidade do herbicida penoxsulam em plantasisteastes devido a menor

detoxificagdo do herbicida (Yasoet al, 2009). Em biotipo d&. crus-galli resistente
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ao herbicida imazethapyr, a resisténcia foi parcéaite revertida, tanto com a aplicacéo
de malathion quanto de PBO, ambos aplicados nad#4600 g h4 duas horas antes
da aplicacdo do herbicida. A reducdo do fator dm@st@ncia com a aplicacdo de
malathion e PBO foi reduzida de 15,94 para 3,4494,4espectivamente (Dalazen
al., 2015a).

A inibicdo da enzima aryl acylamidase pode serdabgior meio da aplicacéao
prévia do inseticida carbaril. A reversao da résisia deE. crus-galli e E. colonaao
herbicida propanil foi observada com a aplicac&vipr (24 horas) de 1100 g hae
carbaril (Hoaglanet al, 2004).

No caso de enzimas GSTs, a deteccdo da resisf@ugaser observada pelo uso
de inibidores que atuam como mimetizadores detgata (GSH), que se ligam ao sitio
de conjugacdo da enzima GST, inibindo a ligacdo cotmerbicida ou metabdlito
oriundo da fase | da metabolizacdo (Cumnensal, 2013). O inibidor de GST 4-
chloro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole (NBD-CI), aplilo 48 horas antes da aplicacao
dos herbicidas, na dose de 270 ¢, hmelhorou a eficiéncia de fenoxaprop-p-ethyl e
clodinafop-propargyl sobre plantas 8e myosuroide§Cumminset al, 2013). Outro
inibidor de GST ¢ o tridiphane, o qual reverteesisténcia déupinus angustifolius
metribuzin, aplicado na dose de 50 ¢‘hduas horas antes da aplicacdo do herbicida

(Panet al, 2012).

2.4.2 Expressdao diferencial de genes e regulagdo epigenét
Recentemente, métodos baseados em biologia malet&ria auxiliado na
identificacdo dos mecanismos de resisténcia ddegdataninhas a herbicidas (Débte
al., 2015). A avaliacao da expressao diferencialateg tem sido realizada por meio de

reacOes de gPCR(antitative Polymerase Chain ReacioA gPCR é uma ferramenta
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analitica versatil, em que um fluoréforo é utilivagara reportar a quantidade de
produto de PCR em tempo real, durante cada ciclB@R (Délyeet al, 2015). Essa
técnica foi utilizada em plantas &ephyllopogonna avaliacdo da expressao diferencial
dos gene€YP81A12 CYP81A2](lwakamiet al, 2014a) eCYP71AK2e CYP72A254
(lwakami et al, 2014b), os quais apresentaram maior expressdiivacem bidtipos
resistentes. Em bidtipos de crus-galli, reacées de gPCR demonstraram a ocorréncia
de maior expressdo do gekReGST1(Li et al, 2013) eCYP81A6(Dalazenet al,
2015b) em plantas resistentes, assim comoAemyosuroidesem relacdo ao gene
AMGSTF1Cumminset al, 2013).

Além da ocorréncia de mutacdes, a expressao dardedelos genes pode ser
explicada por fatores epigenéticos. Recentemefgans autores tém sugerido que a
regulacdo epigenética possa estar envolvida naugimlda resisténcia de plantas
daninhas aos herbicidas (Gressel, 2009; Délye,)2@LBipdtese do envolvimento da
regulacdo epigenética na evolucdo da resisténdaséada no fato de que alguns
herbicidas podem causar estresse oxidativo simdarcausados por estresses abioticos
em plantas (Eldeen & Radwan, 2012). Muitas dasneszienvolvidas no processo de
metabolizacdo de herbicidas sdo enzimas envohedasotas basais de resposta a
estresses, como a detoxificacdo de espécies rea@vaxigénio (ROS), resultando em
condi¢cbes de estresse (Tausz, 2001). Até o momseéatn,escassos 0s estudos que
relacionam o efeito de herbicidas sobre a regulagdigenética, assim como as
consequéncias sobre a expressdo de genes relasanddtoxificacdo de herbicidas.

Em estudo realizado com glyphosate d@maestivum diferentes doses do
herbicida causaram alteracdes na metilagcdo do [N, variagdes de 28,3 a 73,9% na
metilacdo do DNA de plantas tratadas (Nardeshial, 2015). Estudos iniciais e

thaliana tém demostrado que os herbicidas imazethapyr,hgbgte e 2,4-D néo
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induziram alteracbes na metilacdo global do DNAsdesspécie (Markus, dados nao
publicados). No entanto, quando diferentes mutaetasionados com vias epigenéticas
especificas foram testados, observou-se maior t#hildade aos herbicidas em

genotipos mutantes (Markus, dados néo publicadDgsse modo, a regulacéo
epigenética pode ser considerada um importantedggara a agricultura e manejo de

plantas daninhas, embora os estudos estejam enmiziae

2.4.3 Atividade de enzimas detoxificadoras

A resisténcia por incremento de metabolizacdo psdar relacionada a maior
atividade de enzimas detoxificadoras (Yu & Powl2814). Isso significa que as
enzimas sintetizadas em plantas resistentes apaesenaior atividade metabolica e,
consequentemente, maior consumo de substrato ¢luahi Dessa forma, a avaliagao
da atividade de enzimas detoxificadoras, tais canf@d50 e GSTs pode ser indicativo
da resisténcia por incremento de metabolizacéo €Yah, 2005).

Em estudo realizado coma. crus-galli os biotipos resistentes aos herbicidas
inibidores da enzima ACCase, apresentaram maiordatie da enzima GST, em
comparacdo com biotipos de populagdes suscetitAian(et al, 2011). Em outro
estudo, a atividade de enzimas P450 foi avaliadaiétipos resistentes e suscetiveis de
E. phyllopogon(Yun et al, 2005). Plantas resistentes apresentaram maigentracéo
de P450, assim como maior atividade, principalmeate a aplicacao de herbicidas.

A atividade de enzimas detoxificadoras de herbgi@ssim como as demais
enzimas, é dependente de fatores ambientais, painténte a temperatura (Mahan
al., 2004). Alguns estudos demonstram a relacdo anteenperatura e o metabolismo
de herbicidas devido a atividade de enzimas détaxiéras. EmAmaranthus palmeyi

tanto a velocidade de metabolizacdo quanto a glamigide mesotrione metabolizada
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foram superiores sob temperaturas mais elevad#30(4D - dia/noite) em relacdo as
plantas cultivadas em temperaturas mais amenak>(Zsk 32,5/22,5°C) (Godat al.,
2015). De modo semelhante, espécies gramineaseat@esn, em meédia, 56% e 68%
de metabolizacdo de amicarbazone em temperaturas25@20°C e 40/35°C,
respectivamente (Ywet al, 2015). Embora a atividade enzimatica ndo tentda s
mensurada em ambos 0s estudos, os autores atrihuemaior metabolizacdo do
herbicida sob altas temperaturas a maior atividiedenzimas detoxificadoras. Contudo,
alguns estudos confirmam a maior atividade de esmimbetoxificadoras em altas
temperaturas. Em plantas e myosuroidesa atividade de enzima GST foi superior
em plantas cultivadas em temperatura mais elex2&f& (vs. 10°C), principalmente no

bidtipo resistente (Milneet al, 2007).

2.4.4 Analise de concentracao de herbicidas e seus migiad

A presenca de quantidades variaveis do herbicideeeltios de plantas tratadas,
assim como a deteccdo de seus metabolitos, € umativd da ocorréncia de
metabolismo de herbicidas em plantas daninhas. @bwolesmo de fenoxaprop e
mesosulfuron+iodosulfuron em plantas com resiséémuiltipla foi avaliado em plantas
de A. myosuroides por meio de analise por LC/MS-MS Liquid
Chromatography/tandem Mass Spectome({Kaiser & Gerhards, 2015). Em plantas
resistentes, a quantidade dos herbicidas analidad@msenor em comparagédo com as
plantas suscetiveis.

Outra forma de analisar a ocorréncia de metaboligingor meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (&uPowles, 2014). Nesse tipo de
estudo, a deteccao do herbicida na forma paremtalseus metabdlitos € realizada pela

anélise do perfil metabdlico das moléculas radieatiente marcadas cort'¢]. Em
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plantas dd.. rigidum, o perfil metabélico do herbicid&*C]chlorsulfuron demonstrou a
maior presenca do herbicida na forma parental emntgd suscetiveis, demonstrando
nao ocorrer a metabolizacdo nesse bidtipo. No enta bidtipo resistente, além da
quantidade de herbicida detectada na forma pareentaido menor, foi observada a
maior presenca de um metabdlito oriundo do metsinalide imazetaphyr (Christopher
et al, 1991). A mesma metodologia foi utilizada na meadlde glifosato e seus
metabolitos em plantas resistentes e suscetivegitaria insularis (Carvalhoet al,
2013) eC. canadensis(Gonzalez-Torralveet al, 2012). Em biétipos resistentes, a
degradacdo do glifosato em metabdlitos (acido amétitfosfonico, glioxilato e

sarcosina) foi superior a observada no biotipoesing.

2.5IMPORTANCIA DA METABOLIZACAO NO MANEJO DA

RESISTENCIA

A ocorréncia de resisténcia cruzada e multiplaldatas daninhas a herbicidas
tem se tornado cada vez mais frequente, eviderwiandtuacdo de mecanismos de
resisténcia complexos. O incremento de metabolizdedherbicidas esta envolvido em
fendbmenos de resisténcia mdltipla, em que plandas resistentes a herbicidas de
diversas familias quimicas, pertencentes a difesentecanismos de acdo (Buono &
loli, 2011). A resisténcia a herbicidas émrigidum é o exemplo mais impactante da
evolugcdo da resisténcia. Nessa espécie, ocorrempmiantemente mecanismos de
resisténcia NRLA e RLA, tornando comum o acumulontkranismos de resisténcia
distintos em um mesmo individuo (Powles & Yu, 20d@net al, 2014). Na Australia,
seis populacdes de rigidum sdo descritas por apresentarem resisténcias caipada

multiplas, em que esta presente o incremento daboitacdo de herbicidas inibidores
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da ACCase, ALS, fotosistema Il e dinitroanilidasu(& Powels, 2014). A populacéo
VLR69 delL. rigidum apresentou, apos 21 anos de selecdo por difereatbridas,
resisténcia a 11 grupos de herbicidas pertencentésco mecanismos de acao (Heap,
2014).

O aumento do numero de casos de resisténcia cruezadaltipla devido ao
incremento de metabolizacdo de herbicidas deveasta vez mais reconhecido como
uma grave ameaca para eficacia de herbicidas (D2Q&3; Yu & Powles, 2014).
Nesse contexto, estratégias de manejo da resstbaseado na rotacdo de mecanismos
de acdo podem nédo ser eficazes pelo fato de guesisténcia por incremento de
metabolizacdo pode conferir resisténcia a variagpasg de herbicidas, incluindo
herbicidas nunca utilizados. E fundamental prioriza rotacdo e associacdo de
herbicidas que ndo apresentem potencial de serg¢aiboigados pelos mecanismos até
entdo conhecidos. Herbicidas que inibem as enziAlZ8 ou ACCase sdo mais
comumente metabolizaveis (Powles & Yu, 2010; Bedékigardif, 2012) e, portanto,
devem ser utilizados de maneira racional no progrderotacao de herbicidas. Além
disso, a adocdo de manejo alternativo da resistgmilera ser possivel a partir da
utilizacdo de agentes quimicos sinergisticos j@au® herbicidas, com capacidade de
inibir as enzimas responsaveis pela metaboliza¢éo% Powles, 2014). O avanco do
conhecimento destes processos podera resultatratégs de prevencdo em relacdo a
rotacdo de mecanismos de detoxificagdo como foremmgrdvencédo e evolucdo da

resisténcia a herbicidas.
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2.6 CONSIDERACOES FINAIS

A ocorréncia de incremento de metabolizacdo comecamsmo de resisténcia
de plantas daninhas aos herbicidas deve ser coamdadam agravante no que se refere
aos desafios no manejo de plantas daninhas rdssst&farias espécies tém apresentado
casos de bidtipos com resisténcia multipla e/owada devido ao incremento de
metabolizacdo, o que reduz as alternativas pararejm e controle dessas plantas por

meio da aplicacéo de herbicidas.

O conhecimento do mecanismo de resisténcia, assino ©S genes e enzimas
envolvidos € fundamental, uma vez que, a partirsakesinformacbes, medidas
adequadas no manejo podem ser tomadas. Medidasaaplcacédo de herbicidas em
momentos de menor atividade das enzimas detoxdffteadpodem contribuir para o
manejo dessas plantas daninhas. Além disso, aagfido de misturas sinergisticas,
incluindo produtos inibidores de enzimas detoxdmas, melhora a eficiéncia dos
herbicidas e pode ser fundamental na prevencaasgardao e controle da resisténcia

devido ao incremento de metabolizagéo.
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3 CAPITULO 2- EFEITO DE INIBIDORES E INDUTORES DE ENZ IMAS
P450 SOBRE PLANTAS DE CAPIM-ARROZ TRATADAS COM
IMAZETHAPYR

RESUMO

A ocorréncia de resisténcia a herbicidas causada iporemento de
metabolizacdo é um problema crescente em divesggcies de plantas daninhas. A
identificacdo deste mecanismo de resisténcia pedeealizada através da aplicagédo de
compostos que afetam a atividade de enzimas detkiiras O objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito de inibidores e indutores d@zimas citocromo P450
monooxigenases (P450) como forma de identificagioabrréncia de degradacao do
herbicida imazethapyr em capim-arroEZcliinocholoa crus-gal)i resistente a este
herbicida. Os experimentos foram realizados em-dasagetacdo, e 0s compostos
foram aplicados através de aspersdo em plantastidsma quatro folhas. Foram
avaliados o efeito da asperséo prévia e simultélneanibidores malathion e butéxido
de piperonila (PBO) e do indutor de enzimas P4%driglo naftalico (AN) em interacéo
com imazethapyr em capim-arroz suscetivel e redestao herbicida imazethapyr. A
quantificacdo de degradacéo do herbicida imazetHapgvaliada em tecido foliar que
recebeu imazethapyr isolado ou em adigdo a mafatAi@sperséo prévia de inibidores
de P450, principalmente malathion, causou incremert controle e reducdo no
acumulo de massa de matéria seca da parte aéreSRMMe do fator de resisténcia
(FR) nas populacdes resistentes. O FR de resiatéagbopulacao resistente PALMSO01
foi reduzido de 15,92 para 3,44 e 4,99 com a adpegpsévia de malathion e PBO,
respectivamente. De maneira oposta, a aspersa@ mévAN causou a reducao no
controle e o0 aumento no acumulo de MMSPA e do Fiyab passou de 4,45 para 8,32.
A aspersdao prévia de malathion proporcionou o atomera concentracdo de
imazethapyr em 0,042 mg de imazethapyt kg folhas de capim-arroz, em relacéo as
plantas aspergidas apenas com o herbicida, indicandeducdo da atividade das
enzimas detoxificadoras. A aspersdo simultanea dgathion e imazethapyr,
independentemente da dose do inibidor, foi menizgerfe que a aspersdo prévia do
inibidor. O incremento de metabolizacdo por enzinb0 esta envolvido no
mecanismo de resisténcia de capim-arroz ao hegbicidzethapyr.
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CHAPTER 2- EFFECT OF CYTOCHROMO P450 MONOXIGENASES
INHIBITORS AND INDUCTORS ON BARNYARDGRASS RESISTANT TO
IMAZETHAPYR

ABSTRACT

The evolution of herbicide resistant weeds causedrihancement degradation
iIs an increasing problem in several weedke Tdentification of this resistance of
mechanism of weeds can be obtained through ofgteyisig of compounds that affect
the activity of detoxifying enzymes. The aim ofglstudy was to evaluate the effect of
inhibitors and inducers of cytochrome P450 monoemaéses (P450) enzymes to
identify of the occurrence of imazethapyr degramaherbicide resistant barnyardgrass
(Echinocholoa crus-galli The experiments were performed in greenhouse thed
compounds were sprayed in three to four leaf stalgats. The P450 inhibitors
malathion and piperonyl butoxide (PBO) and the cetunaphthalic anhydridéNA)
applied simultaneously or sequentialy with imazpimavas evaluated on susceptible
and imazethapyr resistant barnyargrass. In additiendegradation of imazethapyr was
analyzed in plants treated with imazethapyr appdiletie or two hours after malathion.
The previous spray of P450 inhibitors, particulamalathion, increase the effect of
imazethapyr in resistant populations. The sprayifhgnalathion and PBO prior to
imazethapyr reduced the RF from 15.92 to 3.44 a@@, 4espectively, in the population
PALMSO1. Conversely, the P450 inductor AN increagedRF from 4.45 to 8.32. The
effect of malathion increase the concentration mazethapyr at 0.042 mg kgin
barnyardgrass leaves in comparison to plants sgraygh the herbicide alone,
indicating decreased activity of the detoxifyingggmes. The simultaneous spraying of
malathion and imazethapyr, regardless of the ittnldose, was less efficient than the
sequential application of this inhibitor. The detagon enhancement caused by P450
enzymes are involved in the resistant mechanisbaofyardgrass to imazethapyr.
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3.1INTRODUCAO

O capim-arroz € uma das principais plantas danidaasltura do arroz irrigado
no sul do Brasil (Agostinettet al., 2010). Essa planta daninha pode provocar peigas
até 90% na produtividade do arroz, dependendo dsidie da infestante, cultivar e
manejo da irrigacdo da lavoura (Pirgb al, 2008), o que demanda o emprego de
métodos de controle. O método quimico € o maigzatib para o controle dessa planta
daninha, sendo que os herbicidas inibidores darenaicetolactato sintase (ALS) sdo
amplamente utilizados.

Os herbicidas inibidores da enzima ALS inibem as;@es de condensacao
responsaveis pela sintese dos aminoacidos al#atimo cadeia ramificada valina,
leucina e isoleucina (Powles & Yu, 2010). Entrecasacteristicas favoraveis desses
herbicidas estdo a utilizacdo de pequenas dosaspto espectro de controle, a ampla
janela de aplicacdo, a atividade residual no smlegletividade sobre as culturas e a
baixa toxicidade sobre mamiferos (Tranel & Wrigh902). No entanto, trata-se de
herbicidas propensos a selecionarem populacOestamss devido a alta taxa de
mutacdo natural no gerS (10° a 10% e & capacidade de serem detoxificados por
plantas (Preston & Powles, 2002; Carvathal, 2009). Esses fatores, somados ao uso
intenso, selecionaram populacdes de plantas danicdlea diversas espécies com
resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima fti&ap, 2016), fazendo com que
este seja atualmente um dos principais problengtssiberbicidas.

A resisténcia aos inibidores da ALS pode ser dewitgautacées no gemd.S
tornando a enzima ALS insensivel aos herbicidaser®omecanismos néo relacionados
ao local de acdo (NRLA) tém sido investigados caragsa da resisténcia, incluindo
casos de resisténcia multipla e cruzada (Yu & Pewd®14). Entre os mecanismos

destaca-se o incremento de detoxificagdo por emszamacromo P450 monooxigenases
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(P450) (Powles & Yu, 2010), conhecidas como enziomave na fase | do
metabolismo de xenobioticos, e de papel fundameatdetoxificacdo de herbicidas em
plantas (Yuret al, 2005). Essas enzimas sao responsaveis pela atbgdm atomo de
oxigénio a molécula de herbicida, reduzindo su&idade antes que alcance o local de
acdo (Werck-Reichharet al, 2000). Esse mecanismo de detoxificacdo tambéem é
responsavel pela tolerancia de culturas a detedogderbicidas, conferindo-lhes
seletividade sobre as plantas (kiual, 2012).

A deteccédo da ocorréncia de detoxificacdo de hddsgor enzimas P450 pode
ser realizada por meio do uso de inibidores enmosg(Yasouet al, 2009). Entre eles
estdo o butoxido de piperonila (PBO) e o inseticatganofosforado malathion
(Siminszky, 2006). De maneira oposta, alguns cotogoagem como indutores de
enzimas P450, aumentando a tolerancia da plantheabgidas. Esses compostos séo
conhecidos comeafeners entre eles esta o anidrido naftalico (AN), umnposto que
induz a expressao de gerf0em poaceas (Hatzios & Burgos, 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dabidores (PBO e malathion) e
do indutor (anidrido naftalico) de enzimas P450 reolplantas de capim-arroz

(Echinochloa crus-galjiresistentes e suscetiveis ao herbicida imazeyhaph

3.2MATERIAL E METODOS

A superacdo da dorméncia das sementes para todexpesimentos foi
realizada por meio da imersdo das sementes emaéasolde KNQ (0,2%), em
temperatura de 25°C, até o inicio da germinagdasgdim da radicula), o que ocorreu,

aproximadamente, aos quatro dias apos o trataméypbs, as sementes foram
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enxaguadas em agua destilada e acondicionadas arasptle Petri mantidas em
temperatura de 25°C até a emissao da primeira.f@h@ansplante das plantulas foi
realizado em vasos preenchidos com substrato, trmala mistura de solo do tipo
argissolo e composto organico, na proporcao de, HléIn da complementacdo com
fertilizante mineral. As plantas foram cultivadas easa de vegetacéo climatizada, com
temperatura de 25-27°C, umidade relativa do apdexanadamente 70% e fotoperiodo

de 14/10 horas (dia/noite).

3.2.1 Experimento 1- Controle de plantas de capim-arroz ratadas com
imazethapyr em resposta a aplicacdo prévia de inidores de enzimas
P450.

O experimento foi conduzido em casa de vegetagéiaando-se a metodologia
de curvas de dose-resposta, com quatro repetic@plantas foram cultivadas
individualmente em vasos com capacidade de 200 pdrfurados e mantidos
submersos com agua até o nivel do solo. Foramzaddis quatro populacfes de capim-
arroz (fator A), sendo duas suscetiveis (SUSSPOAOSTSO01) e duas resistentes
(ARRGRO1 e PALMSO01) ao herbicida imazethapyr. Obidores de enzimas P450
(fator B) avaliados foram o butoxido de piperorffdB8O) e o malathion. Ambos foram
aspergidos na dose de 1000 g,hduas horas antes da aplicacéo do herbicida.\@isni
de doses de imazethapyr (fator C) utilizados nasilagdes suscetiveis foram 0; 6,625;
13,25; 26,5; 53; 106 e 212 g ha\as resistentes, foram 0; 26,5; 53; 106; 212; 24
848 g hd. Baseado em experimentos prévios, o intervalalaies utilizadas nas
populacdes suscetiveis foi menor, uma vez que astgs sdo mais sensiveis ao
herbicida imazethapyr. Em todos os tratamentoadmscido o adjuvante Dash na dose

de 0,5% v/v.
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A aspersao dos tratamentos foi realizada quangiaatas se encontravam com
trés folhas. Para isso, foi utilizada camara degidacdo automatizada (Greenhouse
Spray Chamber, modelo Generation lIll), utilizandopsnta de pulverizacdo TJ8002E,
com pressdo constante de 42 Ib el velocidade de deslocamento de 1,16 s
gerando o volume de calda de 200 [*ha

O controle foi avaliado aos 7, 14 e 21 dias ap@plecacdo dos tratamentos
(DAT) por meio de escala percentual determinadavés de avaliacdo visual, em que
zero significa auséncia de sintomas e 100% signifiorte da planta. A massa de
matéria seca da parte aérea (MMSPA) foi mensurasl@& DAT, ap0s a secagem das
plantas em estuda (60°C) até as mesmas atingiressant@dnstante. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ajustadelo modelo logistico de 3
parametros [(y= a/1+(x§¥]. Para a determinac&o dos valores gg €y da equacao foi
substituido por 50 (50% de controle), conforme psbp por Carvalh@t al. (2005).
Para os fatores qualitativos (populacdes de capioz-& inibidores de enzimas P450),
as medias foram comparadas pelo teste de TukeyOfpx@s dados percentuais de

controle foram transformados efr + 0,5.

3.2.2 Experimento 2- Controle de plantas de capim-arroz ratadas com
imazethapyr em resposta a aplicacéo prévia de anidito naftalico.

A metodologia referente as populacbes de capinrapmducdo das plantas,
aspersao dos tratamentos, doses de imazetaphyiacdea e andlise estatistica foi
similar a utilizada no experimento 1. No entantdator B foi composto pela presenca
ou auséncia de anidrido naftalico (AN), um indutty enzimas P450. O AN foi

aplicado na dose de 1000 g'hduas horas antes da aplicacdo do herbicida.
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3.2.3 Experimento 3- Quantificacdo de imazethapyr em platas de capim-
arroz em resposta a aspersao prévia de malathioragidrido naftalico.

AplOs a germinacdo, as plantulas foram transplast@daa caixas plasticas
contendo uma camada de dez centimetros de subskatiocada caixa foram
transplantadas 40 plantulas de uma mesma populagiopondo uma unidade
experimental. Cada tratamento teve duas repeti¢@am utilizadas duas populacoes
de capim-arroz, sendo uma suscetivel (SUSSPO1)tra oesistente (PALMSO01) ao
herbicida imazethaphyr. Em experimento prévio (erpento 1), a populacdo
PALMSO1 teve a resisténcia consideravelmente relzetom a aspersdo prévia de
inibidores de enzimas P450 (malathion e PBO).

A concentracdo de imazethapyr foi quantificada extatnentos que consistiram
em combinacdes do herbicida imazethapyr na dosenedada (106 g Hpcom a
aplicacdo prévia de malathion ou anidrido naftadl@mbos na dose de 1000 g'ha
sobre a populacéo resistente (PALMSO01) (tabel®l&n desses tratamentos, tambéem
foi quantificada a concentracdo de imazethapyr demtgs resistentes (PALMSO01)
tratadas apenas com imazethapyr, e também em ®ladia tratadas. Ainda, foi
quantificada a concentracdo de imazethapyr emagdasuscetiveis (SUSSPO01) tratadas
com o herbicida.

A aspersao dos tratamentos foi realizada quandgaasas encontravam-se no
estadio de desenvolvimento de 3-4 folhas. Os pmomados da aspersdo dos
tratamentos foram similares aos descritos antedoten(experimento 1). A parte aérea
das plantas foi coletada aos 7 DAT. Imediatameptes a coleta, as amostras foram
acondicionas em gelo e posteriormente congeladas anomento do preparo das

amostras e quantificacdo do imazethapyr em labdoato
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TABELA 1. Tratamentos avaliados na quantificacdoimezethapyr em plantas de
capim-arroz Echinochloa crus-galji em resposta a aspersao prévia de
malathion (inibidor de P450) e anidrido naftaliagad(tor de P450).
UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.

Tratamento Populacdo Resposta a Inibidor/ Dose de
Imazethapyr Indutor imazethapyr
T1 SUSSPO01 Suscetivel - 106 g'ha
T2 PALMSO01 Resistente malathion* 106 g'ha
T3 PALMSO01 Resistente anidrido naftalico* 106 ¢*ha
T4 PALMSO01 Resistente - 106 gha
T5 PALMSO01 Resistente - -

*aspergido duas horas antes da aspersdo de impyetha dose de 1000 g-ha

A aspersao dos tratamentos foi realizada quangoaasas encontravam-se no
estadio de desenvolvimento de 3-4 folhas. Os pmomsdos da aspersdo dos
tratamentos foram similares aos descritos antedoten(experimento 1). A parte aérea
das plantas foi coletada aos 7 DAT. Imediatameptes & coleta, as amostras foram
acondicionas em gelo e posteriormente congeladas anomento do preparo das
amostras e quantificacdo do imazethapyr em labiwatds analises de imazethapyr
foram realizadas no laboratorio NSF Bioensaios,\éamao, RS. Cada amostra foi
composta por 2,5 g de tecido vegetal processadonedeneizado. Em seguida, foram
adicionados 10 mL da solucdo de acido acético @df/acetonitrila (grau HPLC). As
amostras foram agitadas em agitador tipo “vortex” b min. Apés, foram adicionados
3 g de sulfato de magnésio anidro, 1,7 g de acd&atddio anidro e 1 g de cloreto de
sbédio. As amostras foram agitadas em agitador“tipdex” por 1 min e centrifugadas
por 7 min a 4000 rpm. Em seguida, foi transferidmll de sobrenadante para tubo
ependorfe contendo 0,15 g de sulfato de magnésgilboarAs amostras foram agitadas
vigorosamente (agitacdo anual) e centrifugadas Zanin a 5200 rpm. Apdés a
centrifugacao, foi transferido 1 mL do extrato parao de ependorfe e adicionado 1

mL de metanol (grau HPLC). Em seguida, o extraidiltoado em membrana filtrante
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de 0,45 um de PTFE e acondicionado em vial. As aas$oram homogeneizadas
manualmente, antes de se proceder a analise crgndfata. A analise cromatogréafica

foi realizada pelo protocolo POP-05.130.BIOENSAIOS.

3.2.4 Experimento 4- Mistura simultanea de imazethapyr com diferentes
doses de malathion no controle de capim-arroz resente a
imidazolinonas

O experimento foi conduzido em vasos com volume@@ mL, com quatro
repeticbes. As populacdes utilizadas foram a ARRGRBPALMSO01, ambas resistentes
ao herbicida imazethapyr. Os tratamentos avaliadosistiram da combinacdo da dose
recomendada de imazethapyr (106 §)heom doses de malathion de 0,67; 1,00; 1,50;
2,25: 3,37; 5,06 e 7,59 kg haformando curvas de dose-resposta. Todos os &atas
qgue receberam imazethapyr tiveram a adicdo de adje(Dash 0,5% v/v). A aspersao
do inibidor de P450 malathion foi realizada juntateecom o herbicida, quando as
plantas se encontravam com trés folhas. Os proestias da aspersao dos tratamentos
foram similares aos descritos anteriormente (expaTio 1).

O controle foi avaliado aos 7 e 14 dias apos aagfio dos tratamentos (DAT)
por meio de escala visual de controle, em que ggrofica auséncia de sintomas e 100
significa morte da planta. A massa de matéria skcgarte aérea (MMSPA) foi
mensurada aos 21 DAT, ap6s a secagem das plantasteda (60°C) até as mesmas
atingirem massa constante. Os dados foram subrmeetdaandlise de variancia

(ANOVA) (p<0,05) e ajustados pelo modelo linear &= bx).
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3.3RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Experimento 1- Controle de plantas de capim-arroz ratadas com
imazethapyr em resposta a aplicacéo prévia de initbores de enzimas
P450.

A ANOVA da avaliacdo visual de controle de capimroaraos 7 DAT
apresentou interacao tripla entre os fatores al@diaindicando que o efeito da
aplicacdo prévia de inibidores de enzimas P450ri@wal de acordo com a populacao
de capim-arroz e a dose do herbicida imazethapyx@la) (figura 1). A inibicdo das
enzimas P450 foi mais significativa na populacdgistente PALMSO01 (figura 1d).
Sobretudo para o inibidor malathion e nas menoossside imazethapyr, uma vez que
o controle de plantas foi superior em relacédo &cagho de apenas o herbicida, ou seja,
sem a aplicacdo prévia de inibidor. Nessa popujapdodose de 26,5 g hadle
imazethapyr, o incremento de controle foi de apmaxiamente 28% e 12,5% com a
aspersao prévia de malathion e PBO, respectivammemtaelacdo as plantas tratadas
apenas com o herbicida, as quais tiveram cont®|&68. Com o aumento da dose do
herbicida, o incremento no controle diminuiu, sende na dose recomendada (106 g
ha') o controle foi 12,5% e 5% superior com a aspeps@évia de malathion e PBO,
respectivamente.

O efeito da asperséo prévia dos inibidores de eawiP#50 sobre o controle de
capim-arroz com imazethapyr também foi evidenciao® valores de 45 calculados a
partir dos parametros estimados pelo modelo matemnéiabela 2), e no fator de
resisténcia (FR) (tabela 3), calculado a partir daleres de €. Para os tratamentos
que nédo receberam inibidores de metabolizacdo, doFde 4,87. Contudo, com a
aspersao prévia de malathion e PBO, os FRs foralnzigos para 2,24 e 3,18,

respectivamente.
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Na populacéo resistente ARRGRO1 (figura 1c) tamibéuve incremento no

controle com a aspersao prévia de inibidores demaisz P450, porém em menor

proporcdo em relacdo a populacdo PALMSO01. Em relagdpopulacdes suscetiveis

SUSSPO1 (figura la) e MOSTSO01 (figura 1b), a aSpeymévia de inibidores nao

apresentou efeito sobre o controle, exceto parduas menores doses do herbicida

(6,625 e 13,25 g [ na populacdo SUSSP01, com incremento de cordm&2% a

15% para ambos os inibidores avaliados.
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FIGURA 1. Controle (%) de plantas de capim-arrBzhinochloa crus-gal)i tratadas
com imazethapyr, em resposta a asperséo préviahidares de enzimas
P450 (malathion e PBO), aos 7 dias ap0s a aplicagédratamentos, em
duas populagbes suscetiveis (SUSSP01 (a) e MOSTI90le duas
populacdes resistentes (ARRGRO1 (c) e PALMS01 &) herbicida
imazethapyr. UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.

A avaliagao visual de controle aos 14 DAT (figujae2a ANOVA (anexo 1b),

de forma semelhante ao observado aos 7 DAT, demaomgfue a aspersao prévia de
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inibidores de metabolizacdo ndo apresentou efeitopopulacdes suscetiveis (figuras
2a e 2b). No entanto, nas populacdes resistenigsraé 2c e 2d) foi observado
significativo incremento de controle, principalmenba PALMS01, onde ocorreu
reducdo no crescimento das plantas (figura 3).aNegpulacdo, ocorreu incremento de
controle em todas as doses de imazethapyr avaliadagando a aproximadamente
41% em plantas tratadas previamente com malathiandose de 26,5 g hadeste
herbicida. Consequentemente, houve reducdo no ERf@ul2,99 para as plantas
tratadas apenas com imazethapyr ao passo que lmdones malathion e PBO o

reduziram para 4,81 e 10,88, respectivamente.
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FIGURA 2. Controle (%) de plantas de capim-arrazhinochloa crus-gal)i tratadas
com imazethapyr, em resposta a aspersao préviashidores de enzimas
P450 (malathion e PBO), aos 14 dias ap0s a apbadgs tratamentos, em
duas populagbes suscetiveis (SUSSP0O1 (a) e MOSTI9Ple duas
populacdes resistentes (ARRGRO1 (c) e PALMSO01 &) herbicida
imazethapyr. UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.
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Na populacdo ARRGRO1 (figura 2c), o incremento detrole foi observado
apenas nas menores doses do herbicida, com aumerdproximadamente 11% no
controle de plantas tratadas previamente com matatEsse incremento no controle
resultou na reducdo do FR de 18,49 para 14,51 46 1dgm a aspersao prévia de

malathion e PBO, respectivamente (tabela 3).

imazethapyr (@)

0 26,5 53 106 212 424 848
imazethapyr (g ha't)

malathion + imazethapyr

0 26,5 53 106 212 424 848
imazethapyr (g ha'1)

PBO + imazethapyr (c)

0 26,5 53 106 212 424 848
imazethapyr (g ha't)

FIGURA 3. Efeito visual da aplicagdo de imazethaf@jre de inibidores de enzimas
P450 malathion (b) e PBO (c) sobre plantas de capioz Echinochloa
crus-gall)) resistentes ao herbicida imazethapyr (PALSMO&¥ 84 dias
apos a aplicacdo dos tratamentos. Os inbidoremfapdicados duas horas
antes da aplicacdo do herbicida imazethapyr, amada®se de 1000 g ha
UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.
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A resposta a aspersao prévia de inibidores de asziPd50 se manteve até a
tltima avaliacdo, aos 21 DAT (figura 4), com efgitmais pronunciados para o
malathion na populacdo PALMSO1 (figura 4d), em quéncremento no controle
chegou a 32,5% na dose de 26,5 e 53 fdemimazethapyr. O FR de resisténcia foi
reduzido de 11,3 para 5,31 e 8,59 com a aspersédapde malathion e PBO,
respectivamente. De modo semelhante, nas menoses,dus inibidores apresentaram
efeito no controle de plantas de capim-arroz daulagdo MOSTSO01 (figura 4b). Para
as demais populacdes, a aspersao prévia de iresidier metabolizacdo nao apresentou

efeito sobre o controle.
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FIGURA 4. Controle (%) de plantas de capim-arrBzhinochloa crus-gal)i tratadas
com imazethapyr, em resposta a aspersao préviahidares de enzimas
P450 (malathion e PBO), aos 21 dias apds a apbicdgsi tratamentos, em
duas populagbes suscetiveis (SUSSP01 (a) e MOSTI90le duas
populacdes resistentes (ARRGRO1 (c) e PALMS01 &) herbicida
imazethapyr. UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.



45

Os resultados de acumulo de massa de matéria aegart® aérea (MMSPA)
(figura 5) corroboram com o0s observados para amwas de avaliagcdo visual de
controle. As plantas pertencentes a populacdo PALIM@igura 5d) apresentaram
maiores reducdes no acumulo de MMSPA em respasspersao prévia dos inibidores
enzimaticos, principalmente malathion, e nas mendoses de imazethapyr (26,5; 53 e
106 g hd). Na dose de 26,5 g hale imazethapyr, a MMSPA foi reduzida cerca de
53% e 43% para os inibidores malathion e PBO, mtsfaenente. Para a dose de 53 g
ha' de imazethapyr, a reducédo foi de 50% (malathiotp%® (PBO), e para a dose

recomendada de imazethapyr (106 g)lmreducao foi de 55% e 12,5%.
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FIGURA 5. Massa de matéria seca da parte aérea ®)18e plantas de capim-arroz
(Echinochloa crus-galjitratadas com imazethapyr, em resposta a aspersao
prévia de inibidores de enzimas P450 (malathioB@)Paos 28 dias apo6s
a aplicacao dos tratamentos, em duas populacoestimess (SUSSPO1 (a)

e MOSTSO01 (b)) e duas populacdes resistentes (ARRGR) e
PALMSO01 (d)) ao herbicida imazethapyr. UFRGS, PoMlegre, RS,
Brasil. 2016.
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TABELA 2. Parametros da equacao logisticasg fara a variavel controle de plantas
de capim-arroz Echinochloa crus-gal)i tratadas com imazethapyr, em
resposta a aplicacdo prévia de inibidores de emzip#b0 (malathion e
PBO), aos 7, 14 e 21 dias ap0s a aplicacdo desneatos. UFRGS, Porto
Alegre, RS, Brasil. 2016.

a b %  Cso(ghd) IC
Tratamento ~DAT
Imazethapyr 80,42 -1,19 8,59 13,04 +1,17
SUSSPOL 1o athion + imazeth 69,2 2 3 £0,71
(suscetivel) Malathion + imazethapyr , -4.7 4,5 5,55 +0,
PBO + imazethapyr 75,33 -3,26 4,79 5,90 +0,44
Imazethapyr 70,79 -3,79 4,67 5,89 +0,43
MOSTS01 lathi . h 1041
(suscetivel) Malathion + imazethapyr 71,2 -3,59 4,67 5,93 0,
PBO + imazethapyr 75,74 -3,37 4,65 5,66 +0,41
Imazethapyr 54,52 -1,22 98,33 705,16 + 3,57
ARRGRO01 . . +338
(resistente) Malathion + imazethapyr 49,04 -1,21 47,19 >848 3,
PBO + imazethapyr 52,33 -1,34 76,98 758,79 3,17
Imazethapyr 80,81 -1,73 48,04 63,56 +2,44
PALMSO01 lathi . h 1161
(resistente) Malathion + imazethapyr 83,02 -1,71 22,9 29,19 +1,
PBO + imazethapyr 77,49 -2,29 31,95 41,49 +1,43
14 DAT
Imazethapyr 97,17 -3,3 5,49 5,59 + 0,09
SUSSPO01 . . +016
(suscetivel) Malathion + imazethapyr 96,31 -1,56 5,83 6,12 =0,
PBO + imazethapyr 98,88 -2,45 6,02 6,08 +0,15
Imazethapyr 96,3 -3,56 4,97 5,08 +0,21
MOSTSOL - athion + imazeth 9512  -395 4,68 480  +031
(suscetivel) alathion + imazethapyr , -3, , , =0,
PBO + imazethapyr 97,09 -3,72 4,67 4,75 +0,32
Imazethapyr 103,89 -2,31 106,74 103,33 £3,66
ARRGRO01 . . +123
(resistente) Malathion + imazethapyr 104,16 -1,56 85,33 81,07 1,
PBO + imazethapyr 98,88 -2,45 85,61 86,41 +1,09
Imazethapyr 93,04 -1,27 64,5 72,58 + 5,96
PALMSO01 . .
(resistente) Malathion + imazethapyr 92,26 -1,17 23,3 26,90 +1,61
PBO + imazethapyr 102,3 -0,78 64,41 60,80 1,79
21 DAT
Imazethapyr 100,02 -2,35 6,50 6,50 +0,18
SUSSPO01 . . +0.08
(suscetivel) Malathion + imazethapyr 100,26 -2,81 6,75 6,74 0,
PBO + imazethapyr 100,56 -2,15 6,96 6,92 +0,24
Imazethapyr 100,2 -2,29 6,67 6,66 +0,19
MOSTSO01 lathi . h +017
(suscetivel) Malathion + imazethapyr 98,02 -3,71 5,01 5,06 =0,
PBO + imazethapyr 98,33 -2,48 5,29 5,36 +0,33
Imazethapyr 103,06 -3,06 106,63 104,58 +2,88
éggggﬁé Malathion + imazethapyr 103,53 -2,23 116,02 112,52 +3,34
PBO + imazethapyr 102,14 -1,94 99,42 97,30 1,21
Imazethapyr 99,01 -1,48 72,47 73,46 +6,16
PALMSO01 lathi . h +1.70
(resistente) Malathion + imazethapyr 100,09 -1,22 34,56 34,51 +1,
PBO + imazethapyr 100,6 -1,14 56,4 55,81 +5,83

Cso: dose que causa 50% de controle; IC: intervaloatdianca do parametrogXa=0,05).
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Os FRs para a variavel MMSPA (tabela 3) foram raths consideravelmente
com a aspersao prévia dos inibidores. Plantas quamf tratadas apenas com
imazethapyr apresentaram FR de 15,92, ao passplajutas tratadas previamente com
malathion e PBO tiveram seus FRs reduzidos parae8494, respectivamente. Para as
demais populacdes, ndo houve reducdo no acumiMEPA e no FR com a aspersao
prévia de malathion e PBO.

O incremento no controle e a reducdo no acUmulMBESPA e dos FRs em
plantas resistentes tratadas previamente com nualatt PBO indicam que o
incremento de metabolizacdo do herbicida imazethajgvido a atividade de enzimas
P450, esteja envolvido no mecanismo de resistélesaas populacdes. O efeito mais
pronunciado foi observado quando o herbicida focago em doses menores ou igual a
recomendada (106 g g combinado com a asperséo prévia de malathion plantas

pertencentes a populacdo PALMSO01.

TABELA 3. Fator de resisténcia de plantas de cagiroz Echinochloa crus-gal)i
tratadas com imazethapyr em resposta a aplicag&@pie inibidores de
enzimas P450 (malathion e PBO) para as variaveigate aos 7, 14 e
21 dias apos a aplicacdo dos tratamentos e massatéiga seca da parte
aerea (MMSPA). UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil.201

Fator de resisténcia (FR)

Tratamento
7 DAT 14 DAT 21 DAT MMSPA
Imazethapyr 1,00 1,00 1,00 1,00
SUSSPO1 . .
(suscetivel) Malathion + imazethapyr 0,43 1,10 1,04 1,22
PBO + imazethapyr 0,45 1,09 1,07 0,81
Imazethapyr 0,45 0,91 1,02 1,01
MOSTSO01 . :
(suscetivel) Malathion + imazethapyr 0,45 0,86 0,78 0,12
PBO + imazethapyr 0,43 0,85 0,83 0,41
Imazethapyr 54,07 18,49 16,09 17,21
ARRGRO1 ) ,
(resistente) Malathion + imazethapyr >65,23 14,51 17,31 17,07
PBO + imazethapyr 58,18 15,46 14,97 18,81
Imazethapyr 4,87 12,99 11,30 15,92
PALMSO01 . .
Malathion + imazethapyr 2,24 4,81 5,31 3,44

(resistente)
PBO + imazethapyr 3,18 10,88 8,59 4,94
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O efeito inibitorio da aspersdo prévia de malatheo®PBO (experimento 1)
demonstra que o incremento de metabolizacdo pamasz’450 atua como mecanismo
de resisténcia nas populacdes de capim-arroz adde neste estudo. Essas enzimas
atuam por meio da catalisacéo de reacfes de m@maggo dependentes de oxigénio e
NADPH (Yuanet al, 2007), tornando as moléculas de herbicidas m&nasas. A
inibicdo de enzimas P450 por malathion ocorre goamé@tomo de enxofre liberado
pelo organofosfato oxigenado se liga e inibe a at@@nzima P450, aumentando a
sensibilidade das plantas aos herbicidas (WerkHRaitet al, 2000). A inibicdo por
PBO resulta da formacédo de um complexo entre cagnepto heme da enzima P450 e
uma molécula de carbene (carbono divalente) oriwdadbidroxilacdo da molécula de

PBO, inibindo a atividade sobre o herbicida (Hoag&d_evi, 1998).

TABELA 4. Parametros da equacao logistica ed3fara a variavel massa de materia
seca da parte aérea (MMSPA) de capim-arizhihochloa crus-gal)i
tratadas com imazethapyr, em resposta a aplica¢&mple inibidores de
enzimas P450 (malathion e PBO). UFRGS, Porto Aldg# Brasil. 2016.

a b X  GRe(gha) IC
Tratamento
MMSPA
Imazethapyr 2,21 2,05 3,65 3,65 +0,11
SUSSP,Ol Malathion + imazethapyr 2,19 235 4,44 4,44 +0,07
(suscetivel)
PBO + imazethapyr 2,97 1,81 2,94 2,94 +0,18
Imazethapyr 2,73 2,74 3,67 3,67 +0,09
MOSTS,Ol Malathion + imazethapyr 2293 136 044 0,44 +0,40
(suscetivel)
PBO + imazethapyr 6,44 1,66 1,50 1,50 +0,26
Imazethapyr 1,52 1,73 62,8 62,80 + 3,56
ARRGROl Malathion + imazethapyr 166 1,46 62,31 62,31 *+ 4,06
(resistente)
PBO + imazethapyr 1,5 2,05 68,66 68,66 + 3,50
Imazethapyr 2,18 1,46 58,11 58,11 +3,33
PALMSO01 . .
. Malathion + imazethapyr 255 0,99 1255 12,55 +1,38
(resistente)
PBO + imazethapyr 2,7 0,89 18,02 18,02 +4,41

GRs,: dose que causa reducdo de 50% no cresciment@ldats; IC: intervalo de confianca do

parametro X (a=0,05).
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O efeito desses compostos é relatado na litergtana uma série de espécies e
herbicidas. EmLolium rigidum a utilizacdo de malathion reverteu a resistéga
bidtipos resistentes a chlorsulfuron (¥t al, 2009). EmEchinochloa phyllopoggn
tanto a aspersao prévia de PBO quanto de malathiorentaram expressivamente a
fitotoxicidade do herbicida bispyribac em plantasistentes (Fischat al, 2000). Da
mesma forma, enk. phyllopogon o uso do inibidor de P450 malathion aumentou a
fitotoxidade do herbicida penoxsulam em plantasistestes devido ao menor
detoxificacdo do herbicida (Yasoat al, 2009). O mesmo inibidor de metabolizacao
foi utilizado para detectar o mecanismo de resis#€de Alopercurus myosuroides
Com a associacdo de malathion, observou-se reddgafator de resisténcia ao

herbicida flupyrsulfuron (Letouze & Gasquez, 2003).

3.3.2 Experimento 2- Controle de plantas de capim-arroz ratadas com
imazethapyr em resposta a aplicacéo prévia de aniifo naftalico.

A ANOVA da avaliacao visual de controle aos 7 DAtlicou a ocorréncia de
interacdo significativa entre os fatores populagddose de imazethapyr (figura 6)
(anexo 2a). Essa resposta era esperada, uma vee tja¢a de populacdes resistentes e
suscetiveis ao herbicida. Em relacdo aos fatorexipais, a aspersdo prévia de
anidrido naftalico (AN) mostrou-se significativa&eduzindo o controle de plantas de
capim-arroz. As maiores diferencas de controle nfiorabservadas na populacdo
suscetivel SUSSPO1 (figura 6a) e na populacaoteatisPALMSO01 (figura 6d). Nas
demais populagdes também ocorreu reducdo no cerdeoplantas, porém em menor
proporgao.

Na populacdo PALMSO01, a reducdo no controle corap@rado prévia de NA

ocorreu em todas as doses do herbicida, chega@d8®a&m relacdo as plantas tratadas
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com apenas imazetaphyr, na dose de 4247y ®a fatores de resisténcia (FRs) das
populacdes resistentes, calculados a partir gio(t@bela 5) foram reduzidos de um
valor superior a 150 para 17,5 e 102 para as pofpesaPALMS01 e ARRGRO1,

respectivamente, em resposta ao AN (tabela 7).
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FIGURA 6. Controle (%) de plantas de capim-arrBzhinochloa crus-gal)i tratadas
com imazethapyr, em resposta a aspersdo préviaddgor de enzimas
P450 (anidrido naftalico), aos 7 dias apds a agicalos tratamentos, em
duas populagbes suscetiveis (SUSSP01 (a) e MOSTI90le duas
populacdes resistentes (ARRGRO1 (c) e PALMS01 &) herbicida
imazethapyr. UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.
Aos 14 DAT (figura 7 e anexo 2b), as interacOegeews trés os fatores
populacdo e dose de imazethapyr foram significati®dém disso, a interagdo entre a
populacdo e a aspersédo prévia de AN também seauasgnificativa, indicando que a

reducdo de controle ndo ocorreu em todas as pd@mida@s maiores redugdes no

controle de plantas de capim-arroz em respostgpeérsi prévia de AN ocorreu na
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populacao resistente PALMSO01 (figura 7d), com rédacchegando a 23% na dose
recomendada do herbicida (106 g-h&ssa reducéo no controle resultou na diminuicéo
do G (tabela 5) e, consequentemente, do FR (tabelpagsando de 28,28 para 8,32
nas plantas tratadas com AN. Para as demais pdeslagmbora tenham ocorrido

variacdes no controle, ndo ocorreram variacoesszmas nos valores de FR.
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FIGURA 7. Controle (%) de plantas de capim-arrazhinochloa crus-gal)i tratadas
com imazethapyr, em resposta a aspersdo préviaddgor de enzimas
P450 (anidrido naftalico), aos 14 dias apos a agdio dos tratamentos, em
duas populagbes suscetiveis (SUSSP0O1 (a) e MOSTI9Ple duas
populacdes resistentes (ARRGRO1 (c) e PALMSO01 &) herbicida
imazethapyr. UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.

O controle aos 21 DAT (figura 8) e a ANOVA (anexo) 2ndicam que nao
houve significancia na interacéo tripla entre aerés. Porém, a interacdo entre os

fatores populacéo e dose de imazethapyr foi saatifia. Em relacéo ao fator principal

AN, nédo houve diferenca significativa entre aplic@u ndo anteriormente ao herbicida.
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Contudo, na populacdo PALMSO01 observou-se redueamuirole, reduzindo-o em até

18%, o que refletiu na reducdo do FR em 7,94 vigabsla 7).
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FIGURA 8. Controle (%) de plantas de capim-arrazhinochloa crus-gal)i tratadas
com imazethapyr, em resposta a aspersado préviaddgéor de enzimas
P450 (anidrido naftalico), aos 21 dias apos a agdio dos tratamentos, em
duas populagbes suscetiveis (SUSSP01 (a) e MOSTI9Ple duas
populacdes resistentes (ARRGRO1 (c) e PALMSO01 &) herbicida
imazethapyr. UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.

Em relacao a variavel MMSPA (figura 9), a ANOVA éxo 2d) demonstra que
a interacdo entre os fatores populacdo e dose deethapyyr foi significativa,
comprovando a diferenca de sensibilidade ao heldi® efeito do fator principal AN
foi significativo, podendo ser observado de maneivais marcante na populacdo
PALMSO1 (figura 9d). Observa-se que nas doses deathapyr de 26,5; 53 e 106 g ha
1

, a aspersdo prévia de AN aumentou o acumulo de RA&m aproximadamente

33%, 50% e 63%, respectivamente. O aumento no doudau MMSPA observado
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resultou nos aumentos da §Rabela 6) e do FR (tabela 7). Nas plantas queberam
apenas imazethapyr o FR foi de 4,45, ao passo laméap tratadas previamente com

AN tiveram FR de 8,32.
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FIGURA 9. Massa de matéria seca da parte aérea ®)18e plantas de capim-arroz
(Echinochloa crus-galjitratadas com imazethapyr, em resposta a aspersao
prévia de inductor de enzimas P450 (anidrido riaftjlaos 28 dias apds a
aplicacao dos tratamentos, em duas populactedisess¢SUSSPO1 (a) e
MOSTSO01 (b)) e duas populacgdes resistentes (ARRGE)E PALMS01
(d)) ao herbicida imazethapyr. UFRGS, Porto Aleg®, Brasil. 2016.

A reducdo na fitointoxicacdo por imazethapyr emnfals de capim-arroz
tratadas previamente com AN demonstra o papel demsg@osto no incremento da
metabolizacdo por enzimas P450. Esse composto az i induzir a expressao de
genes P450 e, consequentemente, proporcionar roaiteldo de enzima e maior

capacidade detoxificadora. O tratamento de semaitgemilho com AN induziu a

expressao dos gen€¥P92Ale CYP72A5Persan®t al, 2001). Em plantas de milho
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tratadas com AN, a fitointoxicacdo causada por etiepyr foi menor, sendo que o

conteudo de enzimas P450 em plantas que recebehrfoiAmaior em relacdo as

plantas nao tratadas (Barrett & Maxon, 1991).

TABELA 5. Parametros da equacdao logisticasgpara as variaveis controle de plantas
de capim-arroz Echinochloa crus-gal)i tratadas com imazethapyr, em

resposta a aplicacdo prévia anidrido naftalico (Ad)s 7, 14 e 21 dias
apos a aplicacéo dos tratamentos. UFRGS, Portad\IB$, Brasil. 2016.

a b X Cso(g ha') IC
Tratamento

7 DAT
sSUSspo1 Imazethapyr 88,37 -1,76 4,85 5,64 +0,26
(suscetivel) AN + imazethapyr 90,68 -1,03 9,54 11,66 +1,21
MOSTS01 |mazethapyr 81,95 -0,83 9,02 15,47 +2,54
(suscetivel) AN + imazethapyr 73,9 -0,92 12,25 2733 +2,13
ARRGRO1 Imazethapyr 50,11 -2,06 29,59 577,07 +0,59
(resistente) AN + imazethapyr 47,56 -1,16 25,42 >848  +0,50
PALMSO01 Imazethapyr 72,78 -1,04 46,36 98,73 +5,75
(resistente) AN + imazethapyr 46,73 -2,13 31,51 >848 +1,70

14 DAT
SUSSpPo1 Imazethapyr 98,26 -2,09 4,55 4,63 +0,17
(suscetivel) AN + imazethapyr 96,08 -2,00 4,06 423  +0,32
MOSTS01 |mazethapyr 92,82 -3,24 3,35 3,51 + 0,56
(suscetivel) AN + imazethapyr 92,43 -2,20 4,18 450  +0,32
ARRGRO0O1 Imazethapyr 86,54 -1,36 52,54 66,17 *4,73
(resistente) AN + imazethapyr 80,25 -1,09 36,75 58,27 +2,74
PALMSO01 Imazethapyr 94,83 -0,91 34,15 38,50 +1,72
(resistente) AN + imazethapyr 102,68 -0,78 139,93 130,87 +3,15

21 DAT
SUSSpPo1 Imazethapyr 99,99 -3,69 4,51 4,51 +0,03
(suscetivel) AN + imazethapyr 100 -5,63 5,18 5,18 +0,00
MOSTS01 |mazethapyr 96,2 -3,42 3,54 3,62 +0,32
(suscetivel) AN + imazethapyr 97,63 2,35 4,55 464 0,21
ARRGRO1 Imazethapyr 89,68 -1,30 53,3 63,67 +5,04
(resistente) AN + imazethapyr 89,68 -1,10 58,98 7277 7,62
PALMSO1 Imazethapyr 101,12 -0,88 50,66 49,40 +3,60
(resistente) AN + imazethapyr 106,24 -0,83 98,18 85,21 +3,01

Cso: dose que causa 50% de controle; IC: intervaloatdianca do parametrogXa=0,05).
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TABELA 6. Parametros da equacao logistica g{3fara a variavel massa de material
seca da parte aérea (MMSPA) de capim-arizhihochloa crus-gal)i
tratadas com imazethapyr, em resposta a aplicagdwoapde anidrido
naftalico (AN). UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil180

a b Xo GRs IC
Tratamento
MMSPA
SUSSP0o1 |mazethapyr 2,33 3,02 2,87 2,87 +0,21
(suscetivel) AN + imazethapyr 2,21 3,95 3,64 364  +0,17
MOSTS01 Imazethapyr 3,3 1,64 1,35 1,35 +0,50
(suscetivel) AN + imazethapyr 5,55 4,23 5,55 555  +0,08
ARRGRO0O1 Imazethapyr 3,03 0,73 19,17 19,17 +2,88
(resistente) AN + imazethapyr 3,28 0,67 13,33 13,33  +1,99
PALMSO1 Imazethapyr 3,35 0,95 12,78 12,78 +2,44
(resistente) AN + imazethapyr 3,32 0,99 23,88 23,88 +3,69

GRso: dose que causa reducao de 50% no crescimeniatass; IC: intervalo de confianga=0,05).

TABELA 7. Fator de resisténcia de plantas de cagiroz Echinochloa crus-gal)i
tratadas com imazethapyr em resposta a aplicagéoapde anidrido
naftédlico (AN) para as variaveis controle aos 7,el21 dias apos a
aplicacdo dos tratamentos e massa de matéria segaarte aérea
(MMSPA), tendo como populacgéo suscetivel a SUSSBBRGS, Porto
Alegre, RS, Brasil. 2016.

Fator de resisténcia (FR)

Tratamento

7DAT  14DAT 21 DAT MMSPA
SUSSPO1 Imazethapyr 1,00 1,00 1,00 1,00
(suscetivel) AN + imazethapyr 2,07 0,91 1,15 1,27
MOSTSO01 Imazethapyr 2,74 0,76 0,80 0,47
(suscetivel) AN + imazethapyr 4,85 0,97 1,03 1,93
ARRGRO1 Imazethapyr 102,37 14,30 14,12 4,68
(resistente) AN + imazethapyr >150,35 12,59 16,14 4,64
PALMSO01 Imazethapyr 17,51 8,32 10,95 4,45
(resistente) AN + imazethapyr >150,35 28,28 18,89 8,32

3.3.3 Experimento 3- Quantificacdo de imazethapyr em platas de capim-
arroz em resposta a aspersao prévia de malathioragidrido naftalico.
Os resultados obtidos neste experimento corrobeamo efeito do inibidor de
enzimas P450 malathion na detoxificagcdo de imapgtham plantas resistentes,
observado no experimento 1. Conforme esperado, eoctracdes maiores de

imazethapyr foram quantificadas em plantas susEst(8USSP01), uma vez que essas
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plantas possuem menor capacidade de metabolizarkicida. No entanto, plantas
resistentes (PALMSO01) tratadas previamente com ibidor de P450 malathion
apresentaram a mesma concentracdo de imazethapya gncontrada nas plantas

suscetiveis, indicando que o malathion inibiu eiddide das enzimas P450 (figura 10).
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FIGURA 10. Efeito da aplicacdo prévia de malathemranidrido naftalico sobre a
concentracdo de imazethapyr (mg'kge tecido) em folhas de capim-
arroz Echinochloa crus-gal)i S: suscetivel (SUSSPO01); R: resistente
(PALMSO1); imi: imazethapyr (106 g B mal: malathion (1000 g Ha
duas horas antes da aplicacdo de imazethapyr)aradrido naftalico
(1000 g h#d, duas horas antes da aplicacdo de imazethapyris le
indicam o teste de Scott-Knott ao nivel de 5% dadbalilidade de erro.
UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.

Plantas resistentes tratadas apenas com imazett@pgsentaram menor
concentracdo do herbicida em comparacdo com planissetiveis tratadas com e
imazethapyr e resistentes que receberam malatl@goido de imazethapyr. Esses
resultados demonstram que plantas resistentes,dguaatadas previamente com
malathion, comportam-se como suscetiveis, uma vee g concentracdo de

imazethapyr sete dias ap0s a asperséo dos trat@rfenigual. A aplicacdo prévia de

AN nao apresentou efeito como indutor de enzim&d P4
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3.3.4 Experimento 4- Mistura simultanea de imazethapyr com diferentes
doses de malathion no controle de capim-arroz resente a
imidazolinonas

A ANOVA referente ao controle aos 7 DAT demonstradcorrido interacao
significativa entre o fator populacdo de capim-ar® a dose de malathion em
associacdo com a dose recomendada de imazethepya(L1a) (anexo 4a). Nao foi
observado incremento expressivo no controle efetyaelo herbicida imazethapyr
através da adicdo simultanea de malathion, indemeechente da dose do inibidor
utilizada. Mesmo em doses muito altas de malattiigh9 kg hd), o incremento no
controle foi de no maximo 8,5%. Assim como nos demaperimentos, a populacéo
PALMSO01 mostrou-se mais sensivel ao herbicida ithapgr, em relacdo a populacéo
ARRGRO1.

Aos 14 DAT os resultados de controle foram simdaffegura 11b), porém a
interacdo entre os fatores nao foi significativaefa 4b). Assim como aos 7 DAT, o
controle foi maior na populacdo PALMSO01, variande 87,5% a 92,5% nos
tratamentos que receberam a dose zero e 7,59 kgdsmectivamente. Na populacdo
ARRGRO1, o incremento no controle foi de 10%, vat@de 50% a 60%.

Os dados de acumulo de MMSPA (figura 11c) demanstjue, assim como
para as variaveis de controle, a mistura de malattausou reducdo no crescimento das
plantas. Em ambas as popula¢gbes, a reducdo no lkacioeu MMSPA foi de
aproximadamente 30%, na dose de 7,59 k§j e entanto, na dose empregada nos
demais experimentos (1,00 kghaa reducéo foi de 30% para a populacdo PALMS01
e de apenas 3% para a populagdo ARRGRO01, demahsteamaior tolerancia desta

populacao ao herbicida imazethapyr. Dessa fornt@resultado indica que a populagao
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ARRGRO1 necessita de doses maiores de malathia quag ocorra a inibicdo das

enzimas P450, assim como foi observado no expetinien
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FIGURA 11. Controle (%) aos 7 (a) e 14 (b) diassap@aplicacdo dos tratamentos e
massa de material seca da parte aérea (MMSPAE (oladtas de capim-
arroz Echinochloa crus-galjitratadas com imazethapyr (106 g*ham
associacdo com diferentes doses de malathion. Fexeailadas duas
populacdes resistentes (ARRGR0O1 e PALMS0l) ao ¢idebi
imazethapyr. UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.

Embora tenha ocorrido incremento no controle coadigdo de malathion, em
nenhum dos tratamentos se obteve 100% de coniiéie. disso, considerando o custo
deste inseticida organofosforado (aproximadame®@0RO0 por Kg), a sua utilizagédo
em mistura com o herbicida torna-se inviavel dotpaie vista econdmico, uma vez que
outros herbicidas ou métodos mais eficientes etdmn@oderiam ser empregados. A

utilizacdo deste produto € justificada como fornga anhecimento do mecanismo

responsavel pela resisténcia a herbicidas.
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A aplicacao prévia de malathion proporcionou madrelices de controle em
comparacao com a aplicacdo em mistura com o hegbioiazethapyr. Na populacéo
PALMSO01, na dose de 106 ghde herbicida e 1,00 kg Hale malathion, a aplicacdo
prévia (experimento 1) causou reducdo de 55% nmnalcdde MMSPA. Com a
aplicacdo simultanea (experimento 4), a reducaaldoapenas 30%. Alguns trabalhos
corroboram com os resultados obtidos nestes estimtbsando que a aspersao prévia
dos inibidores de enzimas P450 € mais eficientsdiyieet al, 2009; Yuet al, 2009).

A aspersdo simultanea de malathion (1,00 kY lcam o herbicida imazethapyr efn
crus-galli causou pequena reducdo no acumulo de MMSPA emaceks plantas que
receberam apenas o herbicida, variando de 5% a {(Rfar et al, 2012).
Possivelmente, a menor resposta observada quamatathion é aspergido em mistura
com o imazethapyr ocorre devido as caracterisfiisaso-quimicas destes produtos,
juntamente com a composicdo epicuticular das folleasapim-arroz. O revestimento
epicuticular de folhas de capim-arroz é predomeraente formado por componentes
polares (72%) (Kissmann, 1997). Devido ao menoétearlipofilico do malathion
(Kow= 560), a sua absorcdo é mais lenta em relacamazethapyr (K,= 11). Dessa
forma, a aspersao do inibidor deve ser prévia doidida para que ocorra a absorcao e
inibicdo das enzimas P450 de maneira mais eficiétédora este procedimento seja
comumente utilizado para a detecgcéo de enzimas &d80do como detoxificadoras de
herbicidas, o mesmo j& foi utilizado em formula¢éeergisticas de herbicidas, como
no caso da mistura de propanil com o organofostopékerophos (400 gt+ 40 g ')
(Valverdeet al, 2007). O coeficiente de lipofilicidade do herba propanil (Kw=
193) é superior ao do imazethapyr, o que tornaaabsor¢do mais lenta, possibilitando
a inibicdo das enzimas P450 pelo organofosforadenmaeem situacdes de aplicacéo

simultanea.
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A resisténcia por incremento de metabolizacdo @hder nas populacdes de
capim-arroz utilizadas neste estudo alerta paaé@ncia de resisténcia multipla dessa
espécie envolvendo mecanismos NRLA. Esse tipo distéacia é particularmente
preocupante, uma vez que o seu manejo é dificullagimo a limitacdo no numero de
herbicidas. Ao contrario da resisténcia RLA, a sespnudanca de herbicida pode nao

ser suficiente, demandando o emprego de métodoaatit/os de controle.

3.4CONSIDERACOES FINAIS

A aspersédo prévia de malathion e PBO proporcionaiomtontrole de plantas
de capim-arroz tratadas com imazethapyr, confondieado pela reducdo dos valores
de FRs nas populacdes resistentes. As respostassigaificativas foram observadas
para o inibidor de enzimas P450 malathion, prinoyeate sobre plantas da populagéo
PALMSO01. De maneira oposta, a aspersdo prévia ddrigm naftalico deve ter
induzido a atividade de enzimas P450, reduzindontrale de plantas e aumentando os
valores dos FRs nas populacOes resistentes. Asaspepnjunta de imazethapyr e
malathion, mesmo que em altas doses, ndo promaantoole de plantas de capim-
arroz tal qual o obtido com a aspersao prévia ithidior.

A atividade de enzimas P450 foi inibida em plaméassstentes (PALMS01) com
a aspersao prévia de malathion, uma vez que amimac&o de imazethapyr em plantas
resistentes tratadas com o inibidor foi similar Bseyvada na populacdo resistente
(SUSSPO01). Esses resultados, de forma conjuntaprosam indiretamente que o
incremento de metabolizagdo por enzimas P450 es@vido como mecanismo de

resisténcia de capim-arroz ao herbicida imazethapyr
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4 CAPITULO 3- ANAl_ISE DA EXPRESSAO DE GENES RELACIONA DOS A
DETOXIFICACAO DE IMAZETHAPYR EM PLANTAS DE CAPIM-
ARROZ

RESUMO

A elucidagdo do mecanismo de resisténcia de platgashas a herbicidas é
importante para que praticas adequadas de manajo senpregadas. O objetivo deste
estudo foi identificar e analisar a expressdo degeelacionados a detoxificacdo de
imazethapyr em plantas de capim-arroz. Foram aladidrés populacdes de capim-
arroz, sendo uma suscetivel (SUSSP01) e duasergsist(ARRGR0O1 e PALMSO01).
Estudos prévios com as populacdes resistentesanadicque ndo existem mutacdes no
geneALS relacionadas com a resisténcia, e inibidores d@abuobkzacao reverteram o
fator de resisténcia ao herbicida imazethapyr.r@tarmentos constaram da auséncia ou
aplicacdo do herbicida imazethapyr na dose de 18&'gAs plantas foram coletadas
antes e 24 h ap0s a aplicacdo do herbicida. Asendé estabilidade de genes referéncia
foi realizada utilizando-se sete genes referénoa,qual os gened8S e actina
apresentaram-se mais estaveis em resposta a papuag@o estresse causado pelo
herbicida. Foram avaliadas a expresséo de sets Gatie trésGST, um fator iniciador
de traducdod|F4B), além do gendLS A analise de expressao génica foi realizada por
meio de reacao de qRT-PCR. Nao foi observada difarea expressao relativa do gene
ALS entre as populacbes suscetiveis e resistentdadasa ou ndo tratadas com
imazethapyr. Os gend3YP81A6e GSTFlapresentaram maior expressao relativa nas
populacdes resistentes. O geD¥P8lA6apresentou expressdo 9,61 e 8,44 vezes
superior nas populacbes resistentes ARRGR01 e PAlMS$espectivamente em
relacdo a populacdo suscetivel SUSSP01 nédo trafadexpressao desse gene foi
induzida pela aspersdo do herbicida imazethapyge@e GSTF1 apresentou maior
expressdo relativa na populagdo PALMSO01, chegand®,380 vezes superior nas
plantas tratadas com imazethapyr em relacdo a acimlsuscetivel SUSSPO1 nao
tratada. Além desses genes, foi observada a mamessdo do fator iniciador de
traducédoelF4B nas populagdes resistentes, o qual para as popsla8RRGRO1 e
PALMSO01 tratadas com imazethapyr apresentou exwe$s46 e 5,96 superior,
respectivamente, em comparacdo com a populacaetsuedtc A maior expressao
relativa dos gene€YP81A6e GSTF1confirma o incremento de metabolizagdo como
mecanismo de resisténcia a imazethapyr em capomn.arr
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CHAPTER 3- ANALYSIS OF THE EXPRESSION OF GENES RELATED TO
IMAZETHAPYR DETOXIFICATION IN BARNYARDGRASS PLANTS

ABSTRACT

The understanding of mechanism of herbicide rasistan weeds is essential for
the design and utilization of correct weed managereactices. The aim of this study
was to identify and analyze the expression of gemdated to detoxification of
imazethapyr in barnyardgrass. The study was caragetl using one susceptible
(SUSSPO01) and two populations resistant to imapgthGARRGRO01 and PALMSO01).
Previous studies with the resistant populationgcatdd absence &LS gene mutation
associated with herbicide resistance and decreasitige resistance level in response to
metabolization inhibitors. Plant material was cctésl before and 24 h after spraying of
imazethapyr at 106 g HaA reference gene stability analysis was carriatl using
seven reference genes, wherein the gd@&andactin showed to be more stable in
response to the population and herbicide treatmé&he study consisted of the
evaluation of seven gendsYP, three GST genes, the translation initiating factor
(elF4B), and theALS gene. The gene expression analysis was performeiRb-PCR.
There was no difference in the relative expressiotne ALS gene between susceptible
and resistant populations, treated or not treatitd mazethapyr. The€YP81A6and
GSTF1 genes showed higher relative expression in thestaes populations. The
CYP81A6gene had expression 9.61 and 8.44 higher in tkesta@t populations
ARRGRO01 and PALMSO01, respectively, in comparisothwie susceptible population
SUSSPO01 untreated. The expression of this genendased by spraying the herbicide
imazethapyr. TheGSTF1 gene showed higher relative expression in PALMSO01
population, reaching 12.30 times higher in plargated with imazethapyr in relation to
susceptible population SUSSPO1 untreated. The ssipre of theelF4B translation
initiator factor for the resistant populations ARRGL and PALMSO01 treated with
imazethapyr was 6.46 and 5.96 higher, respectivaynpared with the susceptible
population. The high relative expression ©@YP81A6genes andsSTF1lindicate the
importance of degradation enhancement for the teegise of barnyargrass to
imazethapyr.
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4.1INTRODUCAO

A resisténcia de plantas daninhas aos herbiciddgelacionada a ocorréncia de
dois mecanismos primarios de resisténcia: a resisté&elacionada ao local de acéo do
herbicida (RLA) e a n&o relacionada ao local de al@iherbicida (NRLA) (Powles &
Yu, 2010). O mecanismo de resisténcia RLA podeaesado por mutagdo no gene que
codifica a enzima alvo, maior atividade da enzirhepo @u aumento no numero de
copias no gene que codifica a enzima alvo. Os nwmoas NRLA abrangem a
resisténcia causada pela menor absor¢cdo e aumerdionouicdo da translocacao do
herbicida, sequestro do herbicida no vacuolo emento de detoxificagdo do herbicida
(Yu & Powles, 2014).

O incremento de detoxificacdo de herbicidas poineag detoxificadoras tem
sido relacionado a resisténcia em varias espéei@satitas daninhas, principalmente as
poécead.olium rigidum(Yu et al, 2009; Busiet al, 2011),Alopercurus myosuroides
(Délye et al, 2011) eEchinochloa phyllopogoriYasouret al, 2009; Iwakamiet al,
2014a). Entre as enzimas detoxificadoras, destaeam-enzimas citocromo P450
monoxigenases (conhecidas como CYP ou P450) ezasmanglutationa S-transferases
(GST). As enzimas P450 e GST sao fundamentaisasas fl e Il do metabolismo de
herbicidas, respectivamente (Yuaial, 2007). A resisténcia devido ao incremento de
metabolizacdo € particularmente preocupante, urmague uma mesma enzima pode
detoxificar mais de um herbicida, levando a restcruzada ou multipla (Beckie &
Tardif, 2012).

O capim-arrozEchinochloa crus-gal)ié uma das principais plantas daninhas da
cultura do arroz-irrigado (Agostinettet al, 2010), podendo causar reducbes de

produtividade na ordem de 90% (Pirgbal, 2008). O sistema de produgéo de arroz
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resistente aos herbicidas inibidores da enzimaokaotdto sintase (ALS) pertencentes
ao grupo quimico das imidazolinonas (arroz Clelafle aumentou a utilizacéo
repetida desses herbicidas, selecionando populagdeapim-arroz resistentes (Wilson
et al, 2010). O mecanismo de resisténcia dessas pdaslapvolve tanto mutacées no
gene ALS quanto o incremento de metabolizacdo por enzime®xiicadoras
(Matzenbacheet al., 2015).

O envolvimento de gen&dYPe GSTja foi descrito em processos de resisténcia
em plantas daninhas e seletividade em plantayvadéts. A familia de gen€3YP81A
esta estreitamente relacionada com a metabolizigdwerbicidas em plantas. O gene
CYP81A6ja foi relacionado a metabolizacdo de bensulfunathyl e sulfoniuréias em
arroz (Panet al, 2006; Liuet al, 2012). EmEchinochloa phyllopoggna maiores
expressdes dos gend3YP81lAl2e CYP8l1lA2l1estdo associadas a resisténcia a
penoxulam e bensulfuron-methyl (lwakami al, 2014a). Nesta mesma espécie, a
aspersao prévia de bispyribac-sodium induziu aesgdio dos geneSYP71AK2e
CYP72A25%em plantas resistentes aos inibidores da ALS @walet al, 2014b). Em
arroz e Arabidopsis thaliana o gene CYP72A31confere tolerancia ao herbicida
bispyribac-sodium (Saikat al, 2014). Em relacdo aos gen8S$T, o geneGSTF1
conferiu maior tolerancia aos herbicidas chloratwlu e fenoxaprop-p-ethyl em
Alopercurus myosuroidesLolium rigidum causando resisténcia multipla (Cummaéns
al., 2013). Em arroz, a superexpressao dos g&®HE.1ou GSTL2levou a maior
tolerancia aos herbicidas chlorsulfuron e glyphogbiu et a., 2009; Het al, 2014).

Da mesma forma, a maior expressdo do géfd1foi descrita como a causa da
resisténcia de plantas &e crus-galliao herbicida quinclorac (let al, 2013). Embora
as enzimas GST catalisem reacdes de conjugacaerba@ila com moléculas mais

sollveis, diminuindo a fitotoxicidade dos compogféganet al, 2007), essas enzimas
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também apresentar outras funcdes na detoxificagdeebicidas, tais como a atividade
peroxidase e a sinalizacdo de estresses (Detoal, 2002; Powles & Yu, 2010;
Cumminset al, 2013).

Em reacbes de gRT-PCR (do ingléguantitative reverse transcription-
polymerase chain reactipn faz-se necessaria a analise da estabilidade edesg
referéncia, utilizados no calculo da expresséactivalado gene alvo. Uma série de
estudos demonstra que a expressao dos genes cefea@mplamente utilizados nesse
tipo de estudo pode variar consideravelmente coocordicdes experimentais, tecidos e
espécies (Thelliet al, 1999; Stirzenbaum & Kille, 2001). A analise dtabilidade na
expressdo de genes referéncia em plantas danimhasegposta ao estresse por
herbicidas ja foi realizada e/ myosuroidegpara os herbicidas inibidores da enzima
ACCase (Petiet al, 2012) e enk. rigidum para herbicidas inibidores da enzima ALS
(Duhoux & Délye, 2013). Nesses estudos, 0 geneémdea mais estavel pam
myosuroidese L. rigidum foram os genes que codificam para as proteinagdinabe
CAP, respectivamente. Em capim-arrdz €ru-galli) sob estresse por herbicidas, a
estabilidade de genes referéncia ainda néo fostigazla.

Os objetivos deste estudo foram avaliar a estaliédde genes referéncia e a
expressdo de gen€Y'Pe GSTem plantas de capim-arroz suscetiveis e resist@iste

imidazolinonas, em resposta a aspersao de imazethap

4.2MATERIAL E METODOS

4.2.1 Producao do material vegetal
Foram utilizadas uma populacdo suscetivel e dugsi@gdes resistentes ao

herbicida imazethapyr. A origem da populagéo siaefioi Sdo Paulo-SP (SUSSPO01)



68

e as populacdes resistentes foram oriundas de cAl®ande-RS (ARRGRO01) e
Palmares do Sul-RS (PALMSO01).

A superacdo da dorméncia das sementes para todexpesimentos foi
realizada por meio da imersdo das sementes emasolde KNQ (0,2%), em
temperatura de 25°C, até o inicio da germinacasesé&im da radicula), 0 que ocorreu,
aproximadamente, quatro dias apos a imersao. Agd@ementes foram enxaguadas em
agua destilada e acondicionadas em placas deegre®BOD (temperatura de 25°C) até
a emissao da primeira folha para que, em segudaem transplantadas em vasos de
200 mL.

Como substrato foi utilizada a mistura de argissloomposto organico, na
proporcao de 10:1, além da complementacéao confiZanie mineral. As plantas foram
cultivadas em casa de vegetacao climatizada, compeamtura de 25-27°C, umidade

relativa do ar de aproximadamente 70% e fotoperétedb4/10 horas (dia/noite).

4.2.2 Asperséao do herbicida

O herbicida imazethapyr foi aspergido na dose recmada, de 106 g ha
acrescido de adjuvante (Dash 0,5% v/v). A aspedsaberbicida foi realizada quando
as plantas se encontravam com 3-4 folhas em cadeafulverizacdo automatizada
(Greenhouse Spray Chamber, modelo Generation Ut)lizando-se ponta de
pulverizacdo TJ8002E, com pressdo constante deb4dol® e velocidade de

deslocamento de 1,16 nf,gerando o volume de calda de 200 *.ha

4.2.3 Coleta das amostras
As amostras foram coletadas em dois diferentesdsrdp coleta: TO (antes da

aspersao do herbicida e T24 (24 horas apés a aspeesherbicida). Em cada tempo



69

foram coletadas trés repeticbes bioldgicas, semdocgda uma delas foi formada por
folhas de diferentes plantas. Cada amostra foitaxde armazenada em microtubo de
1,5 mL e imediatamente acondicionada em nitrogégiado (LN,;). Em seguida, as

amostras foram acondicionadas em ultrafreezer GB%té o momento da extracdo do

MRNA.

4.2.4 Extracdo do RNA

O RNA foi extraido por meio da maceracao de 0,legaohostra de material
vegetal em nitrogénio liquido (LN e adicdo de 300 pL do reagente Trizol®
(Invitrogen), seguindo recomendacdes do fabricdbte. seguida, as amostras foram
homogeneizadas (dois vortex por 15 s) e centrifagiad10000 rpm durante 15 min a
4°C. O sobrenadante foi transferido para um nowratubo e incubado durante 5 min
em temperatura ambiente. Apds, em cada tubo fodacionas 60 UL de cloroférmio e
agitados vigorosamente no vortex durante 15 s. éguida, os tubos foram incubados
em temperatura ambiente durante 5 min e centrifbgyadl0000 rpm durante 15 min a
4°C. A fase aquosa resultante da centrifugacatdonsferida para um novo microtubo.
Em seguida, foi adicionada solucéo precipitador&Na (0,8 M citrato de sédio e 1,2
M NaCl) e isopropanol na quantidade correspondanteetade do volume da fase
agquosa transferida para o novo tubo. Posteriormesteubos foram invertidos para
misturar a solugdo, e incubados durante 10 min empératura ambiente e
centrifugados a 10000 rpm durante 15 min a 4°Col@enadante oriundo do processo
de centrifugacgéo foi descartado e o precipitadadawom etanol 70% e centrifugado a
8000 rpm durante 5 min a 4°C. O sobrenadantedscaltado e o pellet permaneceu
durante 10 min em estufa com circulagéo de ar ae®8@°C, para secagem. Por fim, o

pellet foi ressuspendido em 50 pL de agua livr&kbNease, incubado durante 10 min a
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60°C, centrifugado a 8000 rpm durante 5 min4%C para precipitar o material
insolivel e o sobrenadante transferido para ovo microtubo.

A concentracdo de RNA extraido foi verificada milhdo-se espectofotbmetro
Genesys 2 (Thermo Spectronic), em comprimento de onda der@60Para isso, 3 pL

de solucéo de RNA foram diluidos em 297 uL de adiiaQ.

4.2.5 Purificacdo do RNA e Sintese do cDNA

A purificacdo das amostras de RNA foi realizada g de RNA total,
ajustando-se o volume necessario para se obtergessdidade. A esse volume foi
adicionado 1 pL de 10X DNase | Reaction Bufferpll de DNase e o volume
necessario de agua RNase free para completar smmgdiotal de 10 pL. As amostras
foram incubadas durante 15 min em temperatura amebieem seguida, em cada
amostra foi adicionado 11 puL de EDTA (25 mM), seguila incubac&o por 10 min em
temperatura de 65°C. As amostras foram mantidagedmpor 1 min, seguido de um
spinde 5 s.

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada pwio da adicédo de 1 uL de
Mix primers- oligo (dT) (50 uM), 1 uL de 10 mM dIRTMix e 1 pL de dgua RNase
free as amostras de RNA total purificado, obter®l@svolume final de 20 pL por
amostra. Em seguida, as amostras foram incubadaantdu5 min a 65°C
(termociclador) e encubadas em gelo por 1 min. Apakzado um brevspin em cada
amostra foram adicionados 4 pL de 5X First-Strantfd8, 1 uL de DTT (0,1 M) e 0,4
uL de SuperScript Il RT (200 unidades L As amostram foram suavemente
misturadas e incubadas por 5 min a 25°C. Em segaglamostras foram incubadas a

50°C por 60 min, seguido de uma etapa de 15 mif@ para inativacdo da reagao.
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4.2.6 Genes candidatos e desenho dos primers

Os genes referéncia avaliados quanto a sua edsal@li assim como gsimers
estdo listados na tabela 1. Esses genes foramoseldos a partir do trabalho realizado
por Duhoux & Délye (2013). Os genes candida®éP e GST foram escolhidos
baseando-se em uma ampla revisdo de literaturaldtél). Além desses genes, foi
avaliada a expressao do geMeS (local de acdo do herbicida imazethapyr) e dorfato

iniciador de traducaelF4B (tabela 2).

TABELA 1. Relacdo dos genes referéncia e sequertnagprimers dos sete genes
referéncia utilizados para a andlise de RT-PCRempo real. UFRGS,
Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.

Gene Sequéncia goimer (forward) Sequéncia dprimer (reverse
Actina 5’-tttccaagggtgagtatgatgag-3’ 5’-acacaggacacaaaagtz-3’
CAP 5’-ctccagggaagatgctgaag-3’ 5’-cttgaaagccccaatcdaaa-
EF1 5’-cactggtcacctgatctacaa-3’ 5’-gtacttgaaggacctciigB’
Rubisco 5’-ggagtatgaaaccaaggatactg-3’  5'-gttgtccatgtaccagiga-3’
Ubiquitina 5’-caagaagaagacgtacaccaag-3’  5’-gaccttgtagaactgge®ig
18S 5’-gtgacggagaattagggttc-3’ 5’-tgtcaggattgggtaadtg-
28S 5’-ctgatcttctgtgaagggt-3’ 5’-tgatagaactgctaatggyc-3

18S: RNA ribossomal 18S; Act: actina; Ubi: ubiquétj 28S: RNA ribossomal 28S; EF1: fator de
elongacéo 1; CAP: ativador catabdlico de protefiudy: Rubisco.

Algumas sequéncias darimers foram obtidas diretamente na literatura. As
demais sequénciasforam desenhadas a partir do programa Primer3Plus
(<http://www.bioinformaticsnl/cgi-bin/primer3plus/primer3plusgi>) a partir da
regido mais conservada de cada sequéncia obtida Genbank
(http://wwwncbi.nlm.nih.gov/genbanB/ Para cada gene foram desenhados trés pares de
primers A selecdo da sequéncia nucleotidica plimers baseou-se em temperatura de
pareamento de 60°C, tamanho proximo a 20 pb e tamnde fragmento esperado em

torno de 100 pb.
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TABELA 2. Relacédo dos gen€3YPe GSTe sequencias dgsimersutilizados para a
andlise de RT-PCR em tempo real. UFRGS, Porto AleBSS, Brasil.

2016.
Gene Sequéncia goimer (forward)  Sequéncia dprimer (reversé
CYP81A6  5’-gaagcccaggagtttaagca-3’ 5’-ggcgatcatgctctt@tct-
5’-gaagcccaggagtttaagca-3’ 5'-ttctgcagagtgagcagtac-
5’-gccaacctgtgggactactt-3’ 5’-tacacctccggctctgiett-
5’-tgtcgctactgctgaaccacccc-3’ 5’-ttcagtcatgtcgacatgc-3’
CYP81A12 5-aatcacaccgcttctcctgttc-3’ 5’-aacgttctcatcttaemi@acc-3’
CYP81A21 5’-ccaagctgcgatcaatcattc-3’ 5’-taatcgttcatacaaagtagdagt-3’
CYP71C30 5'-cttctacggcaacgacttcc-3’ 5’-caaacgcctccgtcatatct-
5’-acgctcaccttcgagatcat-3’ 5’-cggttgcagcaatacasaga-
5’-gctcaccttcgagatcatcc-3’ 5’-cggttgcagcaatacagdiga-
CYP71AK2 5’-atgacgtatgacttacccacaatg-3’ 5’-cgatccacgacadte: 3’
CYP72A254 5’-acccaaccagccatcaggt-3’ 5’-caaatagcgccactcagiaac-
CYP72A31 5’-gaagaacaaacctgactacgaaggct-3’° 5’-ctccatctctgfgticcgaccaat-3’
GSTF1 5’-caagtacgtcctccgcaagt-3’ 5’-gggttgaagaggcatt@ta-
5’-acgtcctccgcaagtacaag-3’ 5’-gggttgaagaggcattggta-
5’-tggggatctgcttctctttg-3’ 5’-gggttgaagaggcattggta-
GST1 5’-gccgaggaggacctgaagaac-3’ 5’-gtgactcacagatagggits’
GSTL1 5’-cgcttggattatcaggaact-3’ 5’-gctttggagattaaggdiga-
elF4B1 5’-aaggggaaagattggaggaa-3’ 5’-gaggcttggtcagaadtatc
5’-aaggggaaagattggaggaa-3’ 5’-ggcttggtcagaacca&cac-
5’-gggaagtgattttgcaggag-3’ 5’-gaggcttggtcagaacaatc-
ALS 5’-tggcagcttcctcatgaacat-3’ 5’-atccccaggtgttggtigtt

4.2.7 Analise em qRT-PCR

O cDNA obtido foi amplificado por PCR em tempo r@RT-PCR) usando-se o
kit SYBR Green®. A analise de RT- PCR foi realizadan o equipamento 7300 Real-
Time PCR System® (Applied Biosystems) em placasetwo 96 pocos PCR-96M2-
HS-C® (Axygen) com selador MicroAmp® Optical Adhesi Film (Applied
Biosystems).

As reacOes foram realizadas em volume final de 20fqrmado por 10 pL da

amostra de cDNA (diluida 1:100) em agua Mili-Q epll0dos constituintes da reacao
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composta de 2 pL tampéo 10X, 0,5 pL dNTPs (10 pMatdka nucleotideo), 1,2 puL de
solucdo de MgGl (50 mM), 2 pL de SYBR Green® (Invitrogen) dilaid1:100
(preparado no momento da utilizacdo a patérsolucdo diluida 100X), 0,2 pL
de ROX Reference Dye, 0,1 uL Tag Platinum®iffngen) e 0,4 puL da combinacao
deprimers forwarde reverse

As etapas de amplificacdo incluiram um ciclo irlida 95°C durante 5 min,
seguido de uma sequéncia de 40 ciclos: iniciado @4t por 15 s, 60°C por 10 s,
72°C por 15 s e 60°C por 35 s, e um ciclo finatldsnaturacao de 95°C por 15 s, 60°C

por 60 s, 95°C por 15 s e 60°C por 15 s.

4.2.8 Analise da estabilidade dos genes referéncia

A andlise da estabilidade dos genes referéncieeftizada a partir dos valores
de Ct obtidos na reacdo de gRT-PCR (Wah@l, 2015). Para isso, foi utilizado o
programa computacional RefFinder (http://fulxied¥ais/?ckattempt=1), o qual utiliza
os algoritmos geNorm, Normfinder, BestKeper e metdtt. Os coeficientes de
estabilidade (CE) foram classificados em cada um agoritmos e, por fim, foi
determinada uma classificacdo abrangente de taakyoritmos. Quanto menor o CE,

maior a estabilidade do gene referéncia.

4.2.9 Andlise da expressao génica

A partir dos valores de Ct foram calculados a médialesvio padrdo e o
intervalo de confiangca por tratamento. A quantféa relativa foi realizado pelo o
ajuste das curvas pela andlise da eficiéncia da &GRés do software LinRegPCR

(versao 12.2), que analisa a curva exponencialngd@ifcacdo. Valores de R>0,99,
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com eficiéncia entre 1,8 e 2 e numeros de pontasrasaque 4 foram aceitos (Tuosti
al., 2010).

O calculo de expressao relativa foi realizado @sado métodaCt (Dussault;
Pouliot, 2006), pela equaGAACt = (Chivo - Clegulado) - (Clealibrador Clregulado), SENAO 0
AACt a expressdo relativa do gene, e a aplicacicesidtado em 4V fornece a
dimensdo de variagdo. O valor deefahdor foi determinado pela media dos genes
referéncia que apresentaram menores coeficientesdlese de estabilidade realizada

no programa computacional RefFinder.

4.3RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Especificidade dos primers dos genes reguladores

A especificidade doprimers pode ser visualizada na figura 1. Os produtos da
reacdo de gRT-PCR indicam que caulemer apresentou um Unico pico na curva de
dissociacao, indicado pela temperatura. Isso signifue a amplificacéo foi especifica,
nao havendo a amplificacdo de outros genes paeandetdoprimer relativo ao gene

referéncia.
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FIGURA 1. Curvas de dissociacdo de sete genesérefier em folhas de plantas de
capim-arroz Echinochloa crus-gal)i suscetiveis e
imidazolinonas, em resposta ao estresse pela aspdes imazethapyr.
UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.

resistentes as
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4.3.2 Nivel de expressao dos genes referéncia

Os niveis de expressao dos sete genes referéncidodsms as amostras
(populacéo x herbicida x tempo de coleta) pelasdes de qRT-PCR, representados
pelos valores de Ct, sdo apresentados na figupa@nto menor o valor de Ct, maior a
quantidade de transcritos de determinado gene.aldseg médios de Ct para os sete
genes referéncia avaliados variaram de 23,35 &30, gene com maior quantidade de

transcritos foi dRubiscq seguido peld 8S 28S EF1, Actina CAP e Ubiquitina.

38

36 A

34 A

e

30 A

Valor de Ct

28 A

26 A

SIREE

20

genes referéncia

FIGURA 2. Valores de Ct de sete genes referéncifolitas de plantas de capim-arroz
(Echinochloa crus-galli suscetiveis e resistentes as imidazolinonas, em
resposta ao estresse pele aspersao de imazethapws(verticais indicam
0 desvio padrdo no Ct de cada gene). Dados obtdo2 repeticbes
biologicas. UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.

4.3.3 Andlise de estabilidade de genes referéncia

Para a determinacdo da estabilidade dos geneéneif@iforam utilizados cinco
métodos (algoritmos). O método Delta Ct determieatabilidade dos genes de acordo
com a variacdo do valor do Ct. Dessa forma, 0s gyenais estaveis sdo 0s que
apresentaram menor variabilidade nos valores deSier et al, 2006). No método

geNorm o coeficiente de estabilidade € chamadovd®r M”. O valor M é calculado

de acordo com a variagdo do Ct, no entanto, um n@alor M € recalculado
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eliminando-se os dois genes menos estaveis naimimmada do céalculo. Quanto
menor o valor M, maior a estabilidade do gene ésigia (Vandesompekt al, 2002).

O método NormFinder calcula o coeficiente de ebtitnie S e o desvio padrao (DP).
Os genes referéncia sdo consideraveis estaveisl@uwanbos os valores S e DP séo
baixos (Anderseet al, 2004). No método BestKeeper a variacdo dos eslde Ct e o
desvio padréo (DP) de cada gene sao utilizados@agdculo da estabilidade. Genes
com DP<1 séo considerados estaveis e ordenadobasema correlacao entre o valor
Ct e a média geométrica dos valores de Ct de todogalores com DP<1 (indice
BestKeeper). Os genes candidatos com maior coéelegm o indice BestKeeper séo
considerados os mais estaveis (Pfeffal, 2004). Por fim, o método RefFinder utiliza
de maneira integrada os demais meétodos de analisesthbilidade dos genes,
classificando-os de maneira abrangente. Baseadodeaacdo de cada um dos outros
meétodos, o método RefFindetribui um peso adequado a um gene individual e
calculada a média geométrica dos seus pesos p#asiicacdo abrangente dos genes
referéncia candidatos (X&t al, 2012).

A andlise de estabilidade dos genes demonstra er@m tocorrido grandes
variacbes na classificacdo dos genes quanto a Sadilelade entre os métodos
utilizados (figura 3 e tabela 3). Quanto menordacoeficiente de estabilidade (CE),
maior a estabilidade do gene. Para todos os métddiaados, os genek8Se Actina
apresentaram maior estabilidade, e os g&#&3 e Rubiscg a menor estabilidade. No
método Delta Ct (figura 3A), a ordem crescente stab#lidade foil8S (CE= 5,51),
Actina (CE= 5,59),Ubiquitina (CE= 5,89),EF1 (CE= 6,37), 28S (CE= 6,76CAP
(CE= 8,97) eRubisco(CE= 10,95). Para o método BestKeeper (figura 8R)ene mais
estavel foil8S (CE= 0,95), seguido dos genAstina (CE= 1,34),28S (CE= 1,99),

Ubiquitina (CE= 2,30),EF1 (CE= 2,33),CAP (CE= 6,18) eRubisco(CE= 10,57). O
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método NormFinder (figura 3C) ordenou como maisess os geneéctina (CE=

2,07),18S(CE= 2,81),Ubiquitina (CE= 3,18),28S(CE= 3,74) EF1 (CE= 4,98),CAP

(CE= 7,35) eRubisco(CE= 10,14). Por fim, no método geNorm (figura 389,genes

18Se Acting, com 0s mesmos coeficientes de estabilidade (G&A,2oram os mais

estaveis, seguidos dos genm#squitina (CE= 2,82),28S(CE= 3,27),EF1 (CE= 3,81),

CAP (CE= 5,58)eRubisco(CE= 7,12).
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FIGURA 3. Coeficientes de estabilidade de sete geekeréncia candidatos em folhas

de plantas de capim-arrozEdhinochloa crus-gal)i resistentes e
suscetiveis, tratadas e ndo tratadas com imazethapilizando os
programas computacionais Delta Ct (A), BestKeeBgr NormFinder (C)
e geNorm (D). UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016
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TABELA 3. Classificacao da estabilidade de seteegarferéncia em folhas de plantas
de capim-arrozEchinochloa crus-gal)i resistentes e suscetiveis, tratadas
e nao tratadas com imazethapyr. UFRGS, Porto Al&fseBrasil. 2016.

Ordem de classificacéo

Método
1 2 3 4 5 6 7
Delta CT 18S Act Ubi EF1 28S  CAP Rub
BestKeeper 18S Act 28S Ubi EF1 CAP Rub
NormFinder Act 18S Ubi EF1 28S CAP Rub
geNorm 18S/ Act - Ubi 28S EF1  CAP Rub

RefFinder (classificacdo
18S Act Ubi 28S EF1 CAP Rub
abrangente)

18S: RNA ribossomal 18S; Act: actina; Ubi: ubiquétj 28S: RNA ribossomal 28S; EF1: fator de
elongacéo 1; CAP: ativador catabdlico de protefudy: Rubisco.

Na ordenacao realizada pelo algoritmo RefFindgu(fi 4 e tabela 3), o qual faz
uma classificacdo abrangente utilizando os resadtaibs outros quatro algoritmos
(Delta Ct, BestKeeper, NormFinder e GeNorm), o gd&S apresentou maior
estabilidade na expressédo (CE= 1,19), seguido elmssgctina(CE= 1,41),Ubiquitina
(CE= 3,22),28S(CE= 4,16),EF1 (CE= 4,47),CAP (CE= 6,00) eRubisco(CE= 7,00).
Dessa forma, a média de Ct dos geh8S e Actina por terem apresentado maior
estabilidade no método RefFinder, foram os utilimagara o calculo da expressao

relativa dos geneSYPe GST, além do genALSe do fator iniciador de traducao
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FIGURA 4. Classificagdo abrangente e coeficientesedtabilidade de sete genes

referéncia candidatos em folhas de plantas de eapima Echinochloa
crus-gall) resistentes e suscetiveis, tratadas e ndo tsatadan
imazethapyr. UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.
4.3.4 Andlise de expressao do gene ALS
A expressao relativa do geA&Snao foi alterada peloos tratamentos avaliados
(figura 5). Tanto na populacdo ARRGROL1 (figura Bfvpnto na populacdo PALMSO01
(figura 5B), a expressédo foi semelhante & obsermadaopulacéo suscetivel SUSSPOL.
A aspersao de imazethapyr ndo causou efeito n@&sqw relativa do gedd.S Dessa
forma, pode-se afirmar que a maior expressao owiornmimero de copias do gene
ALS ndo atuam como mecanismos de resisténcia ao inaggetnessas populacdes de
capim-arroz. Estes resultados somam-se aos endositaateriormente, onde néo foram
encontradas mutacdes no geAES relacionadas a resisténcia a herbicidas nestas
populacdes (Matzenbachet al, 2015). Em conjunto, estes resultados indicamajue

resisténcia a herbicidas nas populacdes ARRGROALMBO01 ndo é causada por

mecanismos de resisténcia RLA.
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FIGURA 5. Expressao relativa do geAeS em plantas de capim-arroEghinochloa
crus-gall) suscetiveis (SUSSPO01) e resistentes (ARRGRO1L1VIBA1)
as imidazolinonas, em resposta a aspersao de imapget TO; plantas nao
tratadas; T24: 24 horas ap0s a aspersdo de impyetlgarras verticais
indicam o intervalo de confianca<0,05). UFRGS, Porto Alegre, RS,

Brasil. 2016.

4.3.5 Analise de expresséao dos genes CYP e GST

Dentre todos os geneSYP e GST avaliados, foi observada a expressao

diferencial de um gen€YP e um geneGST O geneCYP8lA6apresentou maior

expressdo na populacdo resistente PALMSO01 (figyrayudndo as plantas foram

tratadas com o herbicida imazethapyr. A expressaiiva da populacdo resistente

ARRGRO1 tratada com o herbicida imazethapyr aval@tl apos a aplicacéo (T24) foi

9,61 vezes maior em comparacao a populacédo sudcediv tratada (TO) (figuras 6A e

9A). Na populacdo PALMSO01 (figura 6B), a expresséativa foi 8,44 vezes superior

quando as plantas foram aspergidas com imazeth@gaw). A expressdao do gene

CYP81A6 mesmo na auséncia de herbicida, foi superiorapallpcdo PALMS01. A

expressao relativa desse gene foi 1,67 e 4,96 wegpesior em plantas das populacoes

resistentes ARRGO1 e PALMSO01, respectivamente.Diegma, além da expresséo do

geneCYP81A6ser maior constitutivamente nas populacfes resestea aspersao do

herbicida imazethapyr induziu a maior expressaeealgsne.
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FIGURA 6. Expressédo relativa do ger@YP81A6 em plantas de capim-arroz
(Echinochloa crus-galjisuscetiveis (SUSSPO01) e resistentes (ARRGRO1
e PALMSO01) as imidazolinonas, em resposta a aspesdmazethapyr.
TO; plantas nao tratadas; T24: 24 horas ap0s as@&pde imazethapyr.
Barras verticais indicam o intervalo de confiangae0(05). Dados
obtidos de trés repeticdes biologicas. UFRGS, Palegre, RS, Brasil.
2016.

Algumas espécies poaceas, tais como ar@yz@ sativa e trigo {riticum
aestivum sdo naturalmente tolerantes aos herbicidas mant@zibidor do FSII) e as
sulfoniluréias (inibidores da enzima ALS). A seletade desses herbicidas sobre essas
culturas é atribuida a presenca do g&neP81A6 responsavel pela fase | da
detoxificacdo desses herbicidas nas plantas éPah, 2006; Zhanget al, 2007). A
insercdo desse gene em espécies ndo poaceaspnaisAc thaliana e Nicotiana
tabacumconferiu tolerancia a esses herbicidas @tiwal, 2012). De maneira oposta, 0
silenciamento desse gene por meio de RNA de in&ré&a tornou plantas de arroz,
antes tolerantes, sensiveis ao herbicida bentapomprovando a funcdo desse gene no
processo de detoxificacdo de herbicidas em plgbta®t al, 2012).

No presente estudo, a aspersdo do herbicida insg@etinduziu a expressao do
gene CYP81A6nas duas populacbes resistentes avaliadas (figjurdla populacéo

ARRGRO01, a expresséo relativa em plantas ndo ast@dd) e tratadas (T24) foi igual a

1,67 e 9,61, respectivamente. Na populacdo PALM@BO0dspersdo de imazethapyr
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aumentou a expressao de 4,96 (TO) para 8,44 (R¥yultados semelhantes foram
observados em arroz, em que tanto a aspersao tazéenguanto de metsulfuron-
methyl causou o0 aumento da expressao do G&81AGLu et al, 2015).

Na populacdo PALMSO01, em plantas coletadas no fiihbservada a maior
expressdo do ger@STF1(figura 7). Na populacdo ARRGRO1 (figuras 7A e 9&n
plantas tratadas com imazethapyr (T24), a expredssse gene foi 6,41 vezes superior
a populacdo suscetivel SUSSPO1 (T0). Contudo, sénaia do herbicida (TO), a
expressao relativa foi semelhante a observada palgg@o suscetivel. Na populacao
PALMSO01 (figura 7B), a expressédo relativa do g&®TF1foi superior tanto em
plantas nao tratadas (TO) quanto em plantas tatéti24) com imazethapyr. Em
plantas ndo tratadas (T0), a expressao relativd G4 vezes superior a populacao
suscetivel, ao passo que em plantas tratadas (@2Kpressao foi 12,30 vezes maior.
Observa-se ainda que, mesmo em plantas suscelivaigs maior expressao desse gene
em plantas tratadas (T24) com imazethapyr.

As enzimas GST estao envolvidas na fase Il da roktalgdo de herbicidas em
plantas. Nesta fase ocorre a conjugacdo da moléouleerbicida com glutationa, apos
ser ativada na fase | (Yuast al, 2007). No entanto, essas enzimas também podem
apresentar outras funcdes nas plantas, tais comtividade peroxidase e a sinalizacéo
para a producdo de metabdlitos secundarios que ageatafesa contra estresses (Dixon
et al, 2010; Powles & Yu 2010). EmA.myosurioideso geneGSTFlapresentou baixa
atividade detoxificadora de herbicidas, porémaftamente ativo como uma glutationa
peroxidase, catalisando a reduc¢do de hidroperoxidginicos (Cumminet al, 1999).

A insercdo desse mesmo gene A&rabidopsis thalianaesultou na resisténcia maltipla
a herbicidas devido a maior atividade de enzimasxmases e ao maior acumulo de

compostos antioxidantes (glutationas, flavonoideantcianinas) (Cumminst al,
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2013). Embora existam poucas informacdes a respaiformacdo de espécies reativas
de oxigénio por herbicidas inibidores da ALS, alkurabalhos com estes herbicidas
demonstram o aumento dos niveis de determinadasa&nantioxidantes em funcéo da

presenca desses herbicidas (Wang & Zhou, 2006; \&taaig 2009).
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FIGURA 7. Expresséo relativa do ge@8TF1lem plantas de capim-arrcgghinochloa
crus-gall) suscetiveis (SUSSP01) e resistentes (ARRGRO1 €A)
PALMSO01 (B)) as imidazolinonas, em resposta a afgede imazethapyr.
TO; plantas ndo tratadas; T24: 24 horas ap0s as@&pee imazethapyr.

Barras verticais indicam o intervalo de confianga0(05). Dados obtidos
de trés repeti¢des bioldgicas. UFRGS, Porto Aldg&,Brasil. 2016.

4.3.6 Analise de expresséao do gene elF4B

Além da maior expressédo dos ge@&P81A6e GSTF1 foi observada a maior
expressdo do fator iniciador de tradugb4B (figura 8). A expressao relativa desse
gene na populacdo ARRGRO1 foi 2,51 vezes supenoplantas ndo tratadas (TO) e
6,46 vezes superior em plantas tratadas (T24) cwemathapyr (figuras 8A e 9C). Na
populacdo PALMSO1 (figura 8B), a expressédo relafmia2,30 vezes superior em
plantas nao tratadas (TO) e 5,96 vezes superiorplemtas tratadas (T24) com
imazethapyr. Na populacdo suscetivel SUSSPO1 &sgér e 9C), observa-se que a
expressao relativa desse gene foi superior emgsdmtadas com o herbicida. Dessa
forma, em todas as populagdes, a asperséo de impyeinduziu a expresséo do gene

elF4B.
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FIGURA 8. Expresséo relativa do geslE-4B em plantas de capim-arroZghinochloa
crus-gall) suscetiveis (SUSSP01) e resistentes (ARRGRO0O1l) as
imidazolinonas, em resposta a aspersdo de imazethEQ plantas nao
tratadas; T24: 24 horas apoOs a aspersdo de impygetlgarras verticais
indicam o intervalo de confiancan<0,05). Dados obtidos de trés
repeti¢cdes bioldgicas. UFRGS, Porto Alegre, RSsiBra016.

O fator de iniciacdo de traduc&F4B, juntamente com outras proteinas que
também atuam como fatores iniciadores de tradug&esponsavel pelo processo de
reconhecimento do mRNA pelos ribossomos durant&ooepso de sintese protéica
(Spriggs et al, 2010). Essa proteina apresenta funcédo helicasponsavel pelo
desenrolamento de alguns mRNA na regido 5-UTR gosigdo do codon inicial
(AUG) para o inicio da traducdo nos ribossomos l{Bazianet al, 2010). A expressao
diferencial desse fator iniciador de traducdo estacionada com a ocorréncia de
estresses em plantas, sendo importante na regu@dioa poés-transcricional em
eucariotos (Sonenberg & Hinnebusch, 2009). Aléraajia maior expressao desse gene
esta diretamente relacionada com a menor efici@eiquimioterapicos no tratamento
de células cancerigenas, havendo uma alta coroetagtée a maior expressao do fator
iniciadorelF4B e a maior producdo de proteinas responsaveisgemices cancerigenas
(Degenet al, 2013). Dessa forma, dependendo da estrutura RbANna regiao

5'UTR, a maior expressao de fatores iniciadoretatbucao ¢IF4B) pode culminar no

maior contelido de enzimas detoxificadoras, taisocasnenzimas P450 e GST.
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FIGURA 9. Expresséo dos gene¥P81AGA), GSTF1(B) eelF4B (C) em plantas de
capim-arroz Echinochloa crus-gal)i suscetiveis (SUSSPO01) e resistentes
(ARRGRO01) as imidazolinonas, em resposta a aspeatsdmazethapyr.
TO; plantas néo tratadas; T24: 24 horas apds as@&pede imazethapyr.
UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.

4.4CONSIDERACOES FINAIS

A analise de estabilidade da expressao de genekdeges demonstrou que 0s
genesl18S e actina foram 0s mais estaveis em plantas de capim-auseetiveis e
resistentes as imidazolinonas, submetidas ou naoesteesse pelo herbicida
imazethapyr. A andlise de estabilidade foi reabzath cinco métodos (algoritmos)
diferentes, e estes genes foram 0s mais estavdizdes os metodos avaliados.

A andlise de expressao do g&leSdemonstrou que a quantidade de transcritos
em todas as populagdes avaliadas foi semelhardgdiav@&ndo diferencas entre plantas
tratadas e nao tratadas com imazethapyr. Dessa fgrade-se afirmar que a maior
expressdo do gene ALS ndo € a causa da resistiaipopulacfes avaliadas neste
estudo.

Os genesCYP81A6 e GSTF1 apresentaram maior expressao relativa nas
populacdes resistentes. O gebd¥P81lA6apresentou expressao 9,61 e 8,44 vezes

superior nas populacbes ARRGO01 e SUSSPO1, respexciite. A expressao desse
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gene foi induzida pela aspersédo do herbicida irhapgt. O genésSTF1lapresentou
maior expressao relativa na populacdo PALMSO01,s&8¢3 vezes superior nas plantas
tratadas com imazethapyr. Além desses genes, a mgoessao do fator iniciador de
traducédoelF4B pode estar envolvida na resisténcia dessas p@msago herbicida

imazethapyr.

4.5REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGOSTINETTO, D. et al. Interferéncia e nivel de dagconémico de capim-arroz
sobre o arroz em funcao do arranjo de plantas farauPlanta Daninha, Vigosa, v.
28, n. especial, p. 993-1003, 2010.

ANDERSEN, C. L. et al. Normalization of real-timeantitative reverse transcription-
PCR data: a model-based variance estimation apprtmaddentify genes suited for
normalization, applied to bladder and colon candata sets.Cancer Research
Baltimore, v. 64, n. 15, p. 5245-5250, 2004.

BECKIE, H. J.; TARDIF, F. J. Herbicide cross reaiste in weed<Crop Protection,
Guildford, v. 35, n.1, p. 15-28, 2012.

BUSI, R. et al. Genetic control of a cytochrome ®4&etabolism-based herbicide
resistance mechanism in Lolium rigidureredity, London, v. 106, n. 5, p. 817-824,
2011.

CUMMINS, |I. et al. Key role for a glutathione trdesase in multiple-herbicide
resistance in grass wee®NAS, Washington, v. 110, n. 15, p. 5812-5817, 2013.

DELYE, C. et al. Non-target-site-based resistarumikl be the centre of attention for
herbicide resistance research: Alopecurus myosesad an illustration.Weed
Research Oxford, v. 51, n. 5, p. 433-437, 2012.

DIXON, D. P. et al. Plant glutathione transferageasnome Biology London, v. 3, n. 3,
p. 1-10, 2002.

DIXON, D. P. et al. Roles for glutathione transtaa in plant secondary metabolism.
Phytochemistry, New York, v. 71, n. 1, p. 338-350, 2010.

DUHOUX, A.; DELYE, C. Reference genes to study hede stress response in
Lolium sp.: up-regulation of P450 genes in plardsistant to acetolactate-synthase
inhibitors.PL0oS One San Francisco, v. 8, n. 5, p. 1-12, 2013.



88

DUSSAULT, A. A.; POULIOT, M. Rapid and simple comsn of messenger RNA
levels using real-time PCmiological Procedures Onling London, v. 8, n. 1, p. 1-10,
2006.

HU, T. et al. Enhanced tolerance to herbicide oé mplants by over-expression of a
glutathioné&-transferase Molecular Breeding, Dordrecht, v. 24, n. 1, p. 409-418,
2009.

HU, T. A glutathione s-transferase confers herlgdiolerance in riceCrop Breeding
and Applied Biotechnology Londrina, v. 14, n. 2, p. 76-81, 2014.

IWAKAMI, S. et al. Cytochrome P450 CYP81A12 and G3A21 are associated with
resistance to two acetolactate synthase inhibitor&chinochloa phyllopogornPlant
Physiology, Minneapolis, v. 165, n. 2, p. 618-629, 2014a.

IWAKAMI, S. et al. Cytochrome P450 genes inducedbligpyribac-sodium treatment
in a multiple-herbicide-resistant biotype of Echihtma phyllopogon. Pest
Management ScienceLondon, v. 70, n. 4, p. 549-558, 2014b.

LI, G. et al. Identification and expression patterha glutathione S-transferase in
Echinochloa crus-gallWeed ResearchOxford, v. 53, n. 5, p. 314-321, 2013.

LIU, C. et al. A built-in mechanism to mitigate tspread of insect-resistance and
herbicide-tolerance transgenes into weedy rice latipus.PLoS ONE, San Francisco,
v.7,n.2,p.1-7, 2012.

LIU, C. et al. Expression of a rice CYP81A6 genafecs tolerance to bentazon and
sulfonylurea herbicides in both Arabidopsis and atmm. Plant Cell, Tissue
and Organ Culture, Dordrecht, v. 109, n. 3, p. 419-428, 2012.

LU, H. et al. Expression of cytochrome P450 CYP81liA6rice: tissue specificity,
protein subcellular localization, and response @wbitide applicationJournal of
Zhejiang University-SCIENCE B (Biomedicine & Biotednology), Hangzhou, v. 16,
n. 2, p. 113-122, 2015.

MATZENBACHER, F. O. et al. Distribution and analysof the mechanisms of
resistance of barnyardgrass (Echinochloa crus}dallimidazolinone and quinclorac
herbicides Journal of Agricultural Science, Cambridge, v. 153, n. 6, p. 1044-1058,
2015.

PAN, G. et al. Map-based cloning of a novel riceoclirome P450 gene CYP81A6 that
confers resistance to two different classes of ibehbs. Plant Molecular Biology,
Dordrecht, v. 61, n. 6, p. 933-943, 2006.

PETIT, C. et al. Validation of a set of referen@negs to study response to herbicide
stress in grasseBMC Research NotesLondon, v. 5, n. 18, p. 1-10, 2012.

PFAFFL, M. W. et al. Determination of stable howssghking genes, differentially
regulated target genes and sample integrity: Besi&e-Excel-based tool using pair-
wise correlationsBiotechnology Letters Dordrecht, v. 26, n. 6, p. 509-515, 2004.



89

PINTO, J. J. O. et al. Controle de capim-arroz {(Bmthloa spp.) em funcéo de
métodos de manejo na cultura do arroz irrig&danta Daninha, Vigosa, v.26, n. 4, p.
767-777, 2008.

POWLES, S. B.; YU, Q. Evolution in action: plantgsistant to herbicides.
Annual Review of Plant Biology Palo Alto, v. 61, n. 1, p. 317-347, 2010.

SAIKA, H. et al. A novel rice cytochrome P450 ge@&,P72A31, confers tolerance to
acetolactate synthase-inhibiting herbicides in aoce ArabidopsisPlant Physiology,
Minneapolis, v. 166, n. 3, p. 1232-1240, 2014.

SHAHBAZIAN, D. et al. Control of cell survival angroliferation by mammalian
eukaryotic initiation factor 4BMolecular and Cellular Biology, Washington, v. 30, n.
6, p. 1478-1485, 2010.

SILVER, N. Selection of housekeeping genes for gexgression studies in human
reticulocytes using real-time PCBMC Molecular Biology, London, v. 7, n. 33, p. 1-
9, 2006.

SONENBERG, N.; HINNEBUSCH, A. G. Regulation of tsdation initiation in
eukaryotes: mechanisms and biological targétdl, Cambridge, v. 136, n. 4, p. 731-
745, 20009.

SPIRGGS, K. A. et al. Translational regulation ehg expression during conditions of cell
stressMolecular Cell, Cambridge, v. 40, n. 2, p. 228-237, 2010.

STURZENBAUM, S. R.; KILLE, P. Control genes in qtiéative molecular biological
techniques: the variability of invarianc€omparative Biochemistry and Physiology
Part B: Biochemistry and Molecular Biology, New York, v. 130, n. 3, p. 281-289,
2001.

THELLIN, O. et al. Housekeeping genes as intertahdards: use and limitdournal
of Biotechnology Amsterdam, v. 75, n. 2-3 291-295, 1999.

VANDESOMPELE, J. et al. Accurate normalization ektime quantitative RT-PCR
data by geometric averaging of multiple internahtcol genes.Genome Biology
London, v. 3, n. 7, p. 1-12, 2002.

WANG, M. et al. Toxicological responses in wheaitifum aestivum under jointstress
of chlorimuron-ethyl and copperEcotoxicology and Environmental Safety
Amsterdam, v. 72, n. 2, p. 2121-2129, 2009.

WANG, M.; ZHOU, Q. Effects of herbicide chlorimureathyl on physiological
mechanisms in wheat (Triticum aestivurgotoxicology and Environmental Safety
Amsterdam, v. 64, n. 2, p. 190-197, 2006.

WANG, X. et al. Identification of the valid referem genes for quantitative rt-pcr in
annual ryegrass (Lolium multiflorum) under saless.Molecules Basel, v. 20, n. 3, p.
4833-4847, 2015.



90

WILSON, M. J. Herbicide programs for controlling Stresistant barnyardgrass in
Clearfield rice. In: RICE TECHNICAL WORKING GROUP BETING, 2010,
Biloxi. Proceedings of theBiloxi, MS: Rice Technical Working Group, 2010.

XIE, F. et al. miRDeepFinder: a miRNA analysis tdol deep sequencing of plant
small RNAs.Plant Molecular Biology, Dordrecht, v. 80, n. 1, p. 75-84, 2012.

YASOUR, H. et al. Mechanism of resistance to peota® in late watergrass
[Echinochloa phyllopogon (Stapf) Koss.].Journal of Agricultural and Food
Chemistry, Easton, v. 57, n. 9, p. 3653-3660, 2009.

YU, Q. et al. Distinct non-target site mechamss endow resistance to glyphosate,
ACCase and ALS-inhibiting herbicides in multipleribieide-resistant Lolium rigidum.
Planta, Berlin, v. 230, n. 4, p. 713-723, 2009.

YU, Q.; POWLES, S. Metabolism-based herbicidesstasce and cross-resistence in
crop weeds: a threat to herbicide sustainabilitd afobal crop protectionPlant
Physiology, Minneapolis, v. 166, n. 3, p. 1106-1118, 2014.

YUAN, J. S. et al. Non-target-site herbicide remmste: a family busines3rends in
Plant Science Oxford, v. 12, n. 1, p. 6-13, 2007.

ZHANG, L. et al. Identification of a cytochrome R&ydroxylase, CYP81A6, as the
candidate for the bentazon and sulfonylurea hetbicesistance gene, Bel, in rice.
Molecular Breeding, Dordrecht, v. 19, n. 1, p. 59-68, 2007.



5 CAPITULO 4- EFEITO DA CONCENTRACAO DE CO , E DA
TEMPERATURA SOBRE O CONTROLE, CRESCIMENTO E
PARAMETROS FOTOSSINTETICOS DE PLANTAS DE CAPIM-ARRO Z

RESUMO

A investigacdo do efeito dos cenarios de mudangaatita sobre a biologia e
controle de plantas daninhas € importante devigossivel alteracdo da dindmica de
competicao interespecifica e eficiéncia de herb&i@® objetivo deste estudo foi avaliar
o efeito da concentragcdo de £® da temperatura em capim-arroz resistente ao
imazethapyr cujo mecanismo de resisténcia é deadmcremento de metabolizacéo.
Os experimentos foram realizados em camara de imreso. Os tratamentos
constaram de populacdes suscetiveis (SUSSPO01 e BIWI$E resistentes (ARRGRO1
e PALMSO01) ao herbicida imazethapyr, doses de 6262588 g ha deste herbicida, das
temperaturas de 24/20°C e 30/26°C dia/noite, eedasentracdes de G@e 400 e 700
ppm. As avaliacbes constaram do controle, teotivelale clorofila (TRC), taxa de
transporte de elétrons (ETR), nimero de perfilharspgtanta (NPP), massa de matéria
seca da parte aérea (MMSPA), massa de matériadee@az (MMSR) e relacdo parte
aérea/raiz (PA/R). O controle de plantas de capmoearesistentes foi inferior com o
aumento da concentracdo de QOtemperatura. Aos 14 dias apds o tratamento,acom
aumento da temperatura de 24/20 para 30/26°Cpo dat resisténcia (FR) em plantas
cultivadas sob 400 ppm aumentou 72% e 55% parpopslacbes ARRGRO1 e
PALMSO01, respectivamente. Quando cultivadas empf{df, o aumento do FR foi de
43% (ARRGRO1) e 46,5% (PALMSO0l1l) em resposta ao atomela temperatura.
Plantas cultivadas em maiores temperaturas e coacén de C@apresentaram maior
NPP, MMSPA e MMSR. O TRC foi inferior em condicdses temperatura elevada. A
ETR foi severamente reduzida pelo aumento da ctreggio de C® em plantas
cultivadas em temperatura de 24/20°C. Os aumertdendperatura e da concentracao
de CQ tornaram as plantas resistentes ainda mais invghsio herbicida imazethapyr.
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CHAPTER 4- EFFECT OF CO, CONCENTRATION AND TEMPERATURE ON
CONTROL AND GROWTH OF BARNYARDGRASS RESISTANT TO
IMAZETHAPYR

ABSTRACT

The study of the effect of climate change on thedvbiology and control is
important due to the possible change of interspeabmpetition and herbicide
efficiency. The aim of this study was to evaludte effect of CQconcentration and
temperature on barnyardgrass resistant to imazgthapich resistance is related with
the herbicide degradation enhancement. Experimemse performed in growth
chamber. Treatments consisted of populations stibtefPALMSO01) and resistant
(ARRGROL1) to imazethapyr, doses of 6.625 to 84&1Ydi this herbicide, temperatures
of 24/20°C and 30/26°C (day/night) and £€ncentration of 400 and 700 ppm. The
evaluations were control of plants, relative chiprgl content (RCC), electron
transport rate (ETR), number of tillers per pladTP), dry matter of shoot (DMS), dry
matter of root (DMR) and ratio shoot/root (S/R).eTleffect of imazetaphyr on
barnyardgrass was lower with the increasing tentiperaand CQ concentration. For
the plants at 400 ppm, at 14 days after the treainige increasing of temperature from
24/20 to 30/26°C increased the resistance factdt) By 72% and 55% for the
ARRGRO1 and PALMSO01 populations, respectively. Whgawn at 700 ppm, the
increased of the RF was 43% for the ARRGRO1 and%6for the PALSMO1
populations in response to increasing temperaRients grown at higher temperatures
and CQ concentration showed higher NTP, DMS and DMR. R&@C was inferior in
high temperature conditions. The ETR was severelguced by increasing the
concentration of C@in plants grown under temperature of 24/20°C. iHoeeasing of
temperature and CQOconcentration increase the level of resistancdarshyardgrass
resistant to the herbicide imazethapyr.
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5.1INTRODUCAO

Ao mesmo tempo em que 0 £€© a temperatura sdo 0s principais fatores que
afetam o crescimento e desenvolvimento das plaegass dois fatores sdo os principais
componentes que promovem a atual mudanca climaticanosso planeta (Solomon,
2007; Sheppard & Stanley, 2014;). Juntamente camgé@es da magnitude desses dois
fatores, tem se encontrado alteracbes em sistem@dsolas, incluindo aspectos
relacionados as plantas daninhas (Ziska, 2000; €l&sm& Ditommaso, 2011). Com a
mudanca climatica, algumas espécies de plantasitdeniestdo sendo favorecidas em
detrimento de outras, alterando a composicao da flas areas de cultivo (Petetsal,
2014).

Varios experimentos que avaliam a competicdo detgdadaninhas tém sido
conduzidos a fim de caracterizar os efeitos da aglwy das temperaturas e
concentracbes de GOsobre a fisiologia e 0 crescimento das espécigetars
(McDonaldet al.,, 2009; Wanget al, 2011). Do ponto de vista adaptativo e de digmers
das espécies, espera-se que o0 impacto de plantedha® aumente com o cenario de
mudanca climatica (Thuilleet al, 2006). Por outro lado, do ponto de vista de
competicdo, pesquisas apontam para o decréscinmbediréncia das plantas daninhas
sobre as culturas (Davis & Ainsworth, 2012). Isecegplica devido ao fato de que a
maioria das plantas cultivadas apresenta metabmlistossintético @& Por serem mais
eficientes fotossinteticamente, as plantas(@aioria das plantas daninhas poaceas)

respondem menos a incrementos na concentracado gat@osférico, uma vez que o
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ponto de saturacdo de 360 ppm é inferior a corexgdr presente na atmosfera
atualmente (401,62 ppm em dezembro de 2015) (NC8AG; IPCC, 2014; Leegood,
2002). Dessa forma, a resposta a fertilizacdo dgéd@enor em plantas,@m relacao
as G (Ziska & McConnell, 2016).

Além das alteracdes no crescimento e biologia gsrads plantas daninhas pela
mudanca climatica (Dukest al, 2011; Blumenthakt al, 2013), o controle dessas
espécies por meio de herbicidas também pode smadit Uma série de estudos
realizados com o herbicida glyphosate demonstraaqesisténcia de varias espécies de
plantas daninhas (tantg Guanto G) foi favorecida com o aumento da concentragcédo de
CO, (Ziska et al, 1999; Ziskat al, 2004; Maneat al, 2011). De modo semelhante,
em trabalho realizado com 24 espécies de plantashds foi verificada a ocorréncia
de aumento da tolerancia dessas espécies aositi@sbern condi¢cdes de elevagcédo na
concentracdo de G@Downeyet al, 2012).

O efeito positivo do aumento na concentracdo de @fde ser inibido pelo
aumento da temperatura, principalmente em plangagaCque plantas £sdo mais
eficientes fotossinteticamente que plantgs@b temperaturas mais elevadas (Peters
al., 2014). Além disso, os processos enzimaticosimelados ao funcionamento e
resisténcia de plantas daninhas aos herbicida® estacionados a temperatura,
podendo gerar alteragcbes na intoxicagao das plévtsanet al, 2004).

O capim-arrozEchinochloa crus-gal)ié uma das principais plantas daninhas da
cultura do arroz-irrigado no sul do Brasil (Agostio et al, 2010). Trata-se de uma
espécie com metabolismo de carbong, €om populagbes resistentes a varios
herbicidas, entre eles as imidazolinonas (Heap6)20dcluindo populagdes em que o
incremento de detoxificagédo esta envolvido no ecoeale resisténcia (Matzenbacker

al., 2015). As imidazolinonas séo herbicidas inibédoda enzima acetolactato sintase
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(ALS), responsavel pela sintese dos aminoacidosneisss de cadeira ramificada
valina, leucina e isoleucina (Powles & Yu, 2010)guas estudos indicam o maior
acumulo de biomassa e antecipacéo do ciclo de eapom sob temperaturas elevadas
(Peters & Gerowitt, 2014). No entanto, ndo ha aritesos efeitos da interacdo da
temperatura com a concentracdo de, 8@bre 0 crescimento e controle dessa espécie
com herbicidas. Dessa forma, os objetivos destmltta foram avaliar o efeito da
temperatura e da concentracdo de, GObre o controle de plantas de capim-arroz
tratadas com imazethapyr e determinar o efeitoadegariacdes sobre o crescimento e

parametros fisiologicos de plantas dessa espécie.

5.2MATERIAL E METODOS

A superacdo da dorméncia das sementes para todexpesimentos foi
realizada por meio da imersdo das sementes emasolde KNQ (0,2%), em
temperatura de 25°C, até o inicio da germinacases&im da radicula), 0 que ocorreu,
aproximadamente, quatro dias apos a imersao. Agd@ementes foram enxaguadas em
agua destilada e acondicionadas em placas dealRet@tiemissdo da primeira folha para
que, em seguida, fossem transplantadas em vas@®@enL. Como substrato foi
utilizada a mistura de argissolo e composto orgamea proporcdo de 10:1, além da
complementag&o com fertilizante mineral. As plarfitaam cultivadas em camaras de
crescimento (Conviron ATC 40 e BDR16). O fotopedadilizado foi de 12/12 horas

(dia/noite), com intensidade luminosa de 240 pnidkth
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5.2.1 Experimento 1- Efeito da concentracdo de CPOe da temperatura
sobre controle de capim-arroz tratadas com imazethzyr

O experimento foi conduzido em esquema fatorial2¥@x7), com quatro
repeticbes. O fator A foi composto por populacdes ahpim-arroz, sendo duas
suscetiveis (SUSSP01 e MOSTSO01) e duas resistéhiRRGR01 e PALMSO01) ao
herbicida imazethapyr. Estudos prévios indicaram guncremento de metabolizacao
esta envolvido no processo de resisténcia nestadggdes (capitulo 3). O fator B foi
composto pelas concentractes de @®400 ppm (ambiente) e 700 ppm. O fator C foi
formado pelas temperaturas 24/20°C e 30/26°C (@ia)n O fator D foi formado por
doses do herbicida imazethapyr, formando curvadode-resposta. Para as populacdes
suscetiveis as doses utilizadas foram 0; 6,6225126,5; 53; 106 e 212 g haNas
resistentes, as doses utilizadas foram 0; 26,5168; 212; 424 e 848 g fia Baseado
em experimentos prévios, o intervalo de doseszatlihs nas populacdes suscetiveis foi
menor, uma vez que as plantas sdo mais sensivesrligida imazethapyr. Em todos
os tratamentos foi acrescido o adjuvante Dash (/5%

A aspersdo dos tratamentos foi realizada quanduaasas estavam com trés
folhas. As plantas cultivadas sob temperatura d202€ e 30/26°C atingiram o estadio
de asperséo do herbicida aos 8 e 7 dias apos splaate das plantulas e acomodacao
nas camaras, respectivamente. A aspersao do lgerlwi realizada em camara de
pulverizacdo automatizada (Greenhouse Spray Chanmbedelo Generation |ll),
utilizando-se ponta de pulverizacdo TJ8002E, coesgéo constante de 42 |b pal
velocidade de deslocamento de 1,16 mggrando o volume de calda de 200 [*.ha

O controle foi avaliado aos 7 e 14 dias ap0s aaghio dos tratamentos (DAT)
por meio de escala visual, em que zero significEm@cia de sintomas e 100 significa

morte da planta. A massa de matéria seca da pada &MMSPA) foi mensurada aos
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14 DAT, apos a secagem das plantas em estuda (G@@p mesmas atingirem massa
constante. Os dados foram submetidos a analisaringia e ajustados pelo modelo
logistico de 3 parametros [(y= a/1+@}. Para a determinacdo dos valores ggoly

da equacao foi substituido por 50 (50% de controt@)forme proposto por Carvalkbd

al. (2005). Para os fatores qualitativos (populagdescapim-arroz e inibidores de
enzimas P450), as médias foram comparadas petodesiukey (p<0,05). Os dados de

porcentagem de controle foram transformados/em 0,5.

5.2.2 Experimento 2- Efeito da concentracdo de CPOe da temperatura
sobre o crescimento e parametros fisiolégicos emapitas de capim-
arroz

O experimento foi conduzido em esquema fatorial2¥2), com quatro
repeticbes. O fator A foi composto por populacdes ahpim-arroz, sendo duas
suscetiveis (SUSSP01 e MOSTSO01) e duas resistéhiRRGR01 e PALMSO01) ao
herbicida imazethapyr. O fator B foi composto parasl concentracbes de €O
atmosférico, sendo utilizadas as concentracéeD8egpgm (ambiente) e 700 ppm. O
fator C foi formado pelas temperaturas 24/20°C/@&T (dia/noite).

Aos 21 dias apos a instalagcdo do experimento faaatiados o numero de
perfilhos por planta (NPP), teor relativo de cldeo{TRC), a fluorescéncia (F), a taxa
de transporte de elétrons (ETR) massa de maté@@adseparte aérea (MMSPA), massa
de matéria seca de raiz (MMSR) e a relagdo parta&eaiz (PA/R). As plantas foram
mantidas em estufa (60°C) até atingirem massa aatest O teor relativo de clorofila
foi mensurado com clorofilometro SPAD 502, e ooxed de fluorescéncia e taxa de
transporte de elétrons foram mensurados com o ameipto OS1-FL Chlorophyll

Fluorometer (Opti-sciences). Ambas as avaliagcdsspdodmetros fotossintéticos foram
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realizadas na ultima folha expandida de cada plantariormente a colheita. Os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA$ engdias foram comparadas pelo

teste de Tukey (p<0,05).

5.3RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Experimento 1- Efeito da concentracdo de CPOe da temperatura
sobre controle de capim-arroz tratadas com imazethgyr
Na primeira avaliagcdo, aos 7 DAT, a interacdo enfdatores avaliados foi

significativa (anexo 1a). Nas populacfes susceativaiontrole foi superior nas plantas
cultivadas na temperatura mais elevada (30/26°Chalta), independentemente da
concentracdo de G@ dose do herbicida (figuras 1a e 1b). Para a poaalSUSSPO01
(figura 1a), na dose recomendada do herbicida ithaggr (106 g hd), o controle foi
de 80% e 90% para as concentracdes de 400 ppm gpidde CQ, respectivamente,
na temperatura de 24/20°C. Contudo, as plantavadits sob temperatura de 30/26°C
apresentaram controle de 97,5% e 100%. Na populd€®8TS01 (figura 1b), nessas
mesmas condi¢cdes, 0 incremento no controle foi mlexanadamente 20% com o
aumento da temperatura, em ambas as concentragd€d Por outro lado, nas
populacdes resistentes (figuras 1c e 1d) o confimoluperior nas plantas cultivadas em
temperatura inferior, de 24/20°C. Essa respostaliservada nas doses inferiores a
recomendada (106 g hale imazethapyr). Na dose de 26,5  kla imazethapyr, na
populacdo PALMSO1 (figura 1d), o controle foi deZBP6 sob temperatura de 24/20°C,
em ambas as concentracdes de.@®@ temperatura de 30/26°C, o controle foi redmzid

para 52,5%, independentemente da concentracdo de NBOpopulagdo ARRGO1
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(figura 1c) também houve reducédo no controle coaumento da temperatura, porém,

em menor proporcao ao observado na populacdo PALMSO
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FIGURA 1. Controle (%) de plantas de capim-arrBzhinochloa crus-gal)i tratadas
com imazethapyr, em resposta a concentracdo de(4dD ppm e 700
ppm) e temperatura (24/20°C e 30/26°C dia/noitey @ dias apos a
aplicacdo dos tratamentos. Foram avaliadas duaslgudies suscetiveis
(SUSSPO1 (a) e MOSTSO01 (b)) e duas populacdesamtss (ARRGRO1
(c) e PALMSO01 (d)) ao herbicida imazethapyr. UFRB8rto Alegre, RS,

Brasil. 2016.

Os valores de £ (tabela 1) e fator de resisténcia (FR) (tabelaaB)bém

variaram de acordo com a concentracdo de, @Otemperatura, sobretudo nas

populacdes resistentes. Os maiores valoressge& ER foram observados nas plantas

cultivadas em maiores temperatura e concentrac&gdeNa populacdo PALMSO01, as

Cso para a concentracdo de 400 ppm de, @@am de 11,64 e 23,17 g hale

imazethapyr para as temperaturas de 24/20°C e °8D/2fspectivamente. Na

concentracéo de 700 ppm, as ©ram de 11,39 e 29,40 g hde imazethapyr para as
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temperaturas de 24/20°C e 30/26°C, respectivam@ate essa mesma populacdo os
valores de FR foram de 2,92 para o tratamento gqu&iniou a menor temperatura e
menor concentracdo de €(@4/20°C e 400 ppm). Quando as plantas foramveudéis
em temperatura de 30/26°C e 700 ppm dg, ©®R aumentou para 7,38.

Aos 14 DAT a interacao entre todos os fatores pésidnificativa (anexo 1b).
Porém, as interacdes triplas foram significativas;eto a interacdo entre os fatores
populacdo, concentracdo de £© temperatura. O controle de plantas suscetiveis
observado (figuras 2a e 2b), assim como aos 7 DIAil,superior sob maiores
temperaturas (30/26°C) na populacdo SUSSPO1 e easres doses de imazethapyr
avaliadas. Contudo, nas populacdes resistentesdfi®c e 2d), o controle foi inferior
sob as maiores temperaturas (30/26°C) e maior ntmagdo de C®(700 ppm). As
diferencas mais significativas foram observadasdeses inferiores a recomendada
(106 g h& de imazethapyr) (AGROFIT, 2016). Na dose de 26h@'gde imazethapyr,
as plantas cultivadas em concentracdo de 400 pp@Cdeapresentaram controle de
62,5% e 42,5% para as temperaturas de 24/20°C20°B0)/ respectivamente. Para a
concentracdo de 700 ppm de £ 6s valores de controle foram reduzidos para 5875
e 36,25% para as temperaturas de 24/20°C e 30/288@ectivamente.

As variacdes nos indices de controle observadasrayar consequentemente,
valores de & e FR distintos (tabelas 1 e 3). Nas populacdesetiugis ndo houve
variacdo desses valores em resposta a concentta¢@® e temperatura. Contudo, na
populacao resistente ARRGRO1, os valores g§en& concentracao de 400 ppm de,CO
foram de 20,58 e 73,87 g hale imazethapyr para as temperaturas de 24/20°C e
30/26°C, respectivamente. Na concentracdo dede(’00 ppm, asdgforam de 32,92
e 57,77 g ha de imazethapyr para as temperaturas de 24/20°C0/26°F,

respectivamente. Esses valores geraram FRs de 3955 para a concentracao de 400
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ppm de CQ@ nas temperaturas de 24/20°C e 30/26°C, respeciivime, na

concentracdo de 400 ppm de £@e 8,71 e 15, 29 para as temperaturas de 24/20°C

30/26°C, respectivamente. Na populacdo PALMSOlyaleres de € a 400 ppm

passaram de 16,43 para 36,57 ¢ e imazethapyr com o aumento da temperatura. Na

concentracéo de 700 ppm, os valores ggp@ssaram de 30,13 para 56,30 g Ha

imazethapyr com o aumento da temperatura de 24/@ar&£30/26°C, respectivamente.

O valor do FR a 400 ppm de @Qubiu de 4,35 para 9,68 com o aumento da

temperatura. Quando cultivadas a 700 ppm dg 6®GR passou de 7,97 para 14,9 com

0 aumento da temperatura de 24/20°C para 30/26%pectivamente.

Controle (%)
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FIGURA 2. Controle (%) de plantas de capim-arrBzhinochloa crus-gal)i tratadas
com imazethapyr, em resposta a concentracdo de(4dD ppm e 700
ppm) e temperatura (24/20°C e 30/26°C dia/noitey &4 dias apos a
aplicacdo dos tratamentos. Foram avaliadas duaslgudies suscetiveis
(SUSSPO1 (a) e MOSTSO01 (b)) e duas populacdesamtss (ARRGRO1
(c) e PALMSO01 (d)) ao herbicida imazethapyr. UFRB8rto Alegre, RS,

Brasil. 2016.
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Nas populacdes suscetiveis, o0 maior controle ohdervsob maiores
temperaturas pode estar relacionado a maior alis@ctanslocacdo do herbicida
imazethapyr na temperatura de 30/26°C. Uma sérexplerimentos demonstra a maior
fitointoxicacdo de plantas por herbicidas em cobekicde temperaturas elevadas (Kent
et al, 1991; Polge & Barret, 1997; Olsenal, 2000). A ocorréncia de maior absor¢éo
de herbicidas em condicdes de altas temperatucsieeadevido a maior permeabilidade
da membrana plasmatica nessas condi¢des (Los &&J@@04). A maior translocacéo
de herbicidas sistémicos sob altas temperaturaseopelo fato de que essas condi¢cdes
coincidem com as condicfes em que as planfagaiS qual o capim-arroz, apresentam
a maior atividade fotossintética. Dessa forma, @urério das populacdes resistentes,
como as populacdes suscetiveis ndo apresentamasndetoxificadoras em quantidade
suficiente para que ocorra a metabolizacdo do ¢idehias plantas suscetiveis sao ainda
mais sensiveis ao herbicida imazethapyr em tempagainais elevadas.

Nas populacdes resistentes, o cenario de mudangpatica simulado neste
experimento aumentou a tolerancia das plantas aoiclta imazethapyr. Estudos
demonstram que a fitointoxicacdo de plantas trataden herbicidas € menor sob altas
temperaturas, uma vez que a atividade detoxifieadessas enzimas é favorecida. Em
Amaranthus palmeritanto a velocidade de metabolizacdo quanto atigiaale de
mesotrione metabolizada por enzimas detoxificadofasgam superiores sob
temperaturas elevadas (Goddral, 2015). De modo semelhante, espécies gramineas
apresentaram 56% e 68% de metabolizacdo de anuoadaem temperaturas de
25/20°C e 40/35°C, respectivamente (M al, 2015). Na cultura do milho,
temperaturas entre 25-30°C proporcionaram selefidd maxima ao herbicida

rimsulfuron, o que nao foi observado na temperaderd0°C (Koeppet al, 2000).
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TABELA 1. Parametros da equacao logisticasg fara a variavel controle de plantas
de capim-arroz Echinochloa crus-gal)i tratadas com imazethapyr, em
resposta a concentracdo de ;C@00 ppm e 700 ppm) e temperatura
(24/20°C e 30/26°C dia/noite), aos 7 e 14 dias apdaspersao do
herbicida. UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.

a b X) C50 IC
Tratamento
7 DAT

400 ppm; 24/20°C 81,03 -3,93 3,53 399 0,78

400 ppm; 30/26°C 95,08 -2,26 3,76 394 +£0,88
SUSSPO1

700 ppm; 24/20°C 85,75 -2,86 3,55 3,99 +£0,93

700 ppm; 30/26°C 94,48 -2,96 3,55 3,69 =£0,77

400 ppm; 24/20°C 75,13 -3,26 1,58 195 1,55

400 ppm; 30/26°C 94,86 -2,8 0,8 0,83 0,78
MOSTSO01

700 ppm; 24/20°C 72,6 -2,47 0,84 1,16 0,82

700 ppm; 30/26°C 94,93 -2,76 0,75 0,78 £0,73

400 ppm; 24/20°C 76,48 -1,76 9,25 13,27 *2,35
400 ppm; 30/26°C 78,41 -1,39 15,21 22,84 *2,55

ARRGRO1
700 ppm; 24/20°C 71,85  -2,15 10,95 16,09 +3,54
700 ppm; 30/26°C 78,81  -1,21 16,84 26,56 + 1,89
400 ppm; 24/20°C 77,77  -2,06 8,75 11,64 2,80
400 ppm; 30/26°C 86,00  -1,83 19,36 23,17 *2,70
PALMSO01
700 ppm; 24/20°C 76,62  -2,25 8,61 11,39 +3,73
700 ppm; 30/26°C 88,81  -0,87 21,97 29,40 +5,64
14 DAT
400 ppm; 24/20°C 98,94  -2,79 3,75 3,78 +0,63
400 ppm; 30/26°C 99,07 3,5 3,51 353 +0,70
SUSSPO1
700 ppm; 24/20°C 99,44  -2,21 4,27 4,29 +0,59
700 ppm; 30/26°C 99,88  -4,48 3,77 3,77 +027
400 ppm; 24/20°C 98,81 4.6 3,52 354 +0,68
400 ppm; 30/26°C 99,58  -4,49 3,74 3,75 +0,53
MOSTS01
700 ppm; 24/20°C 98,05  -3,12 3,71 3,76 +0,56
700 ppm; 30/26°C 99,76  -5,47 3,34 3,34 +0,85
400 ppm; 24/20°C 83,16  -0,96 13,42 20,58 * 6,66
400 ppm; 30/26°C 116,56  -0,60 119,00 73,87 102,14
ARRGRO1
700 ppm; 24/20°C 91,3 0,77 25,68 32,92 +10,10
700 ppm; 30/26°C 91,47  -0,96 47,54 57,77 +10,20
400 ppm; 24/20°C 93,71  -1,09 14,52 16,43 +3,37
400 ppm; 30/26°C 106,39  -0,95 41,5 36,57 +5,70
PALMS01

700 ppm; 24/20°C 99,52 -0,87 29,8 30,13 =*5,65

700 ppm; 30/26°C 124,3 -0,67 101,68 56,30 *67,20
Cso: dose que causa 50% de controle; IC: intervaloadianca do parametrogXe=0,05).
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Além do possivel efeito da temperatura sobre aidatie de enzimas
detoxificadoras, tanto o aumento da temperaturatqua maior concentracdo de £0
produziram plantas com maior acumulo de MMSPA (fBg8). Para essa variavel, a
interacdo entre todos os fatores avaliados foiifsggtiva (anexo 1c). Em todas as
populacdes, a MMSPA das testemunhas foi superiar tratamentos com maior
temperatura (30/26°C) e concentracdo de,.C@brém, nas populacdes suscetiveis
SUSPO1 e MOSTSO01 (figuras 3a e 3b), nos tratamesttosjue houve a aspersdo de
imazethapyr, independentemente da dose, ndo hdterenta entre os cenarios de
mudanca climatica sobre o acimulo de MMSPA, deamlalto controle proporcionado
pelo herbicida.

Nas populacdes resistentes ARRGRO1 e PALMSO01 ém;3c e 3d), o maior
acumulo de MMSPA foi observado nas plantas culagasbb temperatura de 30/26°C,
independentemente da concentracdo de. ®@ra a temperatura de 24/20°C, o maior
acumulo de MMSPA ocorreu na concentracdo de @© 700 ppm. Em ambas as
populacdes resistentes foram observadas diferergcasimulo de MMSPA em doses
iguais ou inferiores a 212 g hale imazethapyr, ou seja, o dobro da dose recordanda
Na dose de 56 g Hade imazethapyr, na populacdo ARRGRO1, na concgittrde 400
ppm de CQ o acimulo de MMSPA foi de 0,05 e 0,12 g pldrpara as temperatura de
24/20°C e 30/26°C, respectivamente. Isso correspandum aumento de 58% no
acumulo de MMSPA com aumento da temperatura. Paoaeentracdo de 700 ppm de
CO,, em ambas as temperaturas, o actmulo de MMSPA€&,43 g planth Da
mesma forma, na populacdo PALMSO01, na concentrded00 ppm de CLOocorreu
maior acumulo de MMSPA com o aumento da temperatarardem de 25%. Na
concentracdo de 700 ppm, assim como na concentrdgdd00ppm, ndo houve

diferenca no acimulo de MMSPA com o aumento da ¢éeatpra.
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FIGURA 3. Massa de matéria seca da parte aérealaldap de capim-arroz
(Echinochloa crus-gal)i tratadas com imazethapyr, em resposta a
concentracdo de G400 ppm e 700 ppm) e temperatura (24/20°C e
30/26°C dia/noite), aos 14 dias apos a aplicac&otrddamentos. Foram
avaliadas duas populacdes suscetiveis (SUSSP@LM&STSO01 (b)) e
duas populacdes resistentes (ARRGRO1 (c) e PALM&D) ao
herbicida imazethapyr. UFRGS, Porto Alegre, RSsiBra016.

Embora os resultados demonstrem que o efeito demtonda temperatura foi
mais significativo que o aumento da concentracd€@g é importante ressaltar que
uma das principais consequéncias do aumento demivacido desse gas na atmosfera €
justamente o aumento da temperatura (Tubietlal, 2007). Dessa forma, com o
aumento na concentracao de @mosférico, além da fertilizacdo causada pelo ams
plantas G também serdo favorecidas pelo aumento da tempemtu consequéncia do
aumento da concentracdo de LCQAs projecdes indicam que, até o final do sécalo,
concentracdo de GCQOdevera ficar entre 730 e 1020 ppm e a tempergiadera

aumentar de 1,1 a 6,4°C (IPCC 2007; Rahmstioal, 2012).
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TABELA 2. Parametros da equacéo edgppara a variavel massa de material seca da
parte aérea (MMSPA) de capim-arrdzchinochloa crus-gal)i tratadas
com imazethapyr em resposta a concentracdo de (4@ ppm e 700
ppm) e temperatura (24/20°C e 30/26°C dia/noitey &4 dias apos a
aspersao do herbicida. UFRGS, Porto Alegre, R%iB2016.

MMSPA
a b X GRsc IC

Tratamento

400 ppm; 24/20°C 1,21 1,43 0,49 0,49 +1,86
400 ppm; 30/26°C 1,82 2,01 1,74 1,74 +0,78
700 ppm; 24/20°C 0,62 15 1,27 1,27 +1,46
700 ppm; 30/26°C 1,65 2,77 2,74 2,74 +0,84

SUSSPO1

400 ppm: 24/20°C 0,47 2,81 41 203  £151
400 ppm; 30/26°C 1,99 2,04 1,82 153  +155

MOSTSO01
700 ppm; 24/20°C 0,71 2,26 319 037 1,71
700 ppm; 30/26°C 1,39 3,23 361 189 +1,67
400 ppm; 24/20°C 0,36 1,01 315 3,15 +1,53
; ° 2,39 +1,04
ARRGROL 400 ppm; 30/26°C 1,86 0,74 2,39
700 ppm; 24/20°C 0,88 1,12 331 331 +1,19
700 ppm; 30/26°C 2,1 0,66 1,73 1,73 +0,79
400 ppm; 24/20°C 0,53 1,29 2,76 2,76 +0,88
; ° 3,31 +0,72
PALMSO1 400 ppm; 30/26°C 2,03 1,15 3,31

700 ppm; 24/20°C 0,85 1,36 255 2,95 +0,53
700 ppm; 30/26°C 2,43 0,83 1,91 191 +1,53

GRsy: dose que causa reducdo de 50% no cresciment@ldats; IC: intervalo de confianca do

parametro X (a=0,05).

Como consequéncia desse cenéario de mudanca cinidéiseado nos resultados
deste estudo, 0 manejo de plantas de capim-amoartee-a mais dificultado do ponto
de vista da eficiéncia dos herbicidas em populagésstentes devido ao incremento de
metabolizacdo. Isso podera ocorrer por dois fat@esprimeiro lugar, a eficiéncia dos
herbicidas diminuira devido a maior atividade deimas detoxificadoras, as quais
apresentam maior atividade em temperaturas mamadds. Segundo, o maior
crescimento das plantas submetidas a cenérios danta climatica tornara as plantas
mais vigorosas e, portanto, mais tolerantes adsdmas. Ainda, o elevado crescimento
dessas plantas provavelmente diminuir4 o periodal ide aplicacdo, uma vez que as

plantas atingirdo o estadio de aplicacdo (trésaf)llmais rapidamente. Isso também
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implicara em reinfestacdo mais rapida das aregsiedeva ao aumento no namero de

aplicacdes de herbicidas, favorecendo a selecéestdéncia.

TABELA 3. Fator de resisténcia de plantas de cagiroz Echinochloa crus-gal)i
tratadas com imazethapyr em resposta a concentiag@® (400 ppm e
700 ppm) e temperatura (24/20°C e 30/26°C dia/hqiera as variaveis
controle aos 7 e 14 dias ap6s a aplicacdo dosnieatas e massa de
matéria seca da parte aérea (MMSPA). UFRGS, Polegrd, RS,

Brasil. 2016.
Fator de resisténcia (FR)
Tratamento
7 DAT 14 DAT MMSPA
400 ppm; 24/20°C 1,00 1,00 1,00
400 ppm; 30/26°C 0,99 0,93 3,55
SUSSPOL 700 ppm; 24/20°C 1,00 1,14 2,59
700 ppm; 30/26°C 0,93 1,00 5,59
400 ppm; 24/20°C 0,49 0,94 4,14
400 ppm; 30/26°C 0,21 0,99 3,12
MOSTS01 700 ppm; 24/20°C 0,29 0,99 0,76
700 ppm; 30/26°C 0,20 0,88 3,86
400 ppm; 24/20°C 3,33 5,45 6,43
400 ppm; 30/26°C 5,73 19,55 4,88
ARRGRO1 700 ppm; 24/20°C 4,04 8,71 6,76
700 ppm; 30/26°C 6,66 15,29 3,53
400 ppm; 24/20°C 2,92 4,35 5,63
400 ppm; 30/26°C 5,81 9,68 6,76
PALMSO01 ' !
=0 700 ppm; 24/20°C 2,86 7,97 5,20
700 ppm; 30/26°C 7,38 14,90 3,90

5.3.2 Experimento 2- Efeito da concentracdo de CPOe da temperatura
sobre o crescimento e parametros fisiolégicos emapitas de capim-
arroz

Os resultados apontam que apenas a interacdo @ntfatores populacédo e
temperatura foi significativa para a variavel teglativo de clorofila (TRC) (anexo 2a).
Exceto na populacdo SUSSPO1 (figura 4a), em toslaemais populacbes avaliadas o

TRC foi superior nas plantas cultivadas sob tenipeaade 24/20°C (figuras 4c, 4d e



108

4e), independentemente da concentracdo de G seja, o0 efeito da concentracdo de

CO, sobre o TRC néo foi significativo.
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FIGURA 4. Teor relativo de clorofila (TRC) de plastde capim-arroZ¢€hinochloa
crus-gall) suscetiveis (SUSSP0O1 (a) e MOSTS01 (b)) e resste
(ARRGO1 (c) e PALMSO01 (d)) ao herbicida imazethamm resposta a
concentracdo de G(e temperatura. Barras verticais indicam o interval
de confiangao=0,05). UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.

As maiores diferencas devido a temperatura foraserwhdas nas populacdes

MOSTSO01 (figura 4b) e ARRGROL1 (figura 4c). Nessapytacdes, os TRCs foram

aproximadamente 21% inferiores nas plantas culisaob temperatura de 30/26°C. Na

populacdo PALMSO01 (figura 4d), a reducdo no TRC coaumento da temperatura foi

de 12,5%. Os maiores valores foram observados palggio MOSTS01, com 48,57

sob temperatura de 24/20°C.
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A anadlise de variancia para a variavel taxa desparte de elétrons (ETR)
demonstra que todas as interacdes duplas foranificajwas e que a tripla nao
apresentou significancia (anexo 2b). Em todas pslpgdes de capim-arroz avaliadas,
a ETR foi inferior em plantas cultivadas no tratatbeem que se combinou a
temperatura de 24/20°C e concentracdo de d&0700 ppm (figura 5). Nas populacoes
suscetiveis SUSSP01 e MOSTSO01 (figuras 5a e 5Sbyedscdées na ETR com o
aumento da concentracdo de LRa temperatura de 24/20°C foram de 39,78% e
70,56%, respectivamente. Para as populacbes resstARRGR01 e PALMSO01
(figuras 5c e 5d), a reducdo na ETR foi de 43,78%124%, respectivamente. A
populacdo PALMSO01, aléem de ter apresentado a madoicdo na ETR a 24/20°C, foi a
Gnica em que também houve reducdo na ETR a 30/28f@ o aumento na
concentracdo de GONessa temperatura, a ETR foi de 50,70 e 38,75oraentracoes
de 400 ppm e 700 ppm, respectivamente.

A reducdo na ETR com o aumento da concentracadldekservado em todas
as populacdes de capim-arroz ja foi observada dmasoaspécies (Hunet al, 2014;
Long et al, 2004). A ETR é uma medida em tempo real dadstde fotoquimica dos
fotossistemas, sendo a variavel fotossintética wensivel as variacdes das condicdes
ambientais (Pimentekt al, 2011). O cultivo de plantas em condicbes de alta
concentracdo de GOpode levar a inibicdo da fotossintese devido ammato de
carboidratos no citosol (Stitt & Quick, 1989; Foyetr al, 1990). O acumulo de
carboidratos ocorre devido ao fato de que a regalae outros processos altera os
padrbes de crescimento das plantas e demandatpasdonilados devido a limitagdes
ambientais, tal como a temperatura (Ainswathal, 2004). Dessa forma, conforme

observado neste estudo, na combinacdo de temperamika (24/20°C) e alta
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concentracdo de GO(700 ppm), ocorre acumulo de fotoassimilados, i¢éi do

processo de fotossintese e reducéo na ETR.
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FIGURA 5. Taxa de transporte de elétrons (ETR) dantps de capim-arroz
(Echinochloa crus-gal)i suscetiveis (SUSSP01 (a) e MOSTSO01 (b)) e
resistentes (ARRGO1 (c) e PALMSO01 (d)) ao herbigidazethapyr, em
resposta a concentragdo de@Jemperatura. Barras verticais indicam o
intervalo de confiancar€0,05). UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.

Para a variavel namero de perfilhos por planta (NRP® interacdo foi
significativa apenas entre os fatores concentrdead@GQ e temperatura (anexo 2c). Na
temperatura 30/26 °C n&do houve diferenca entremseatracoes de G@igura 6). No
entanto, sob temperatura de 24/20°C, a fertilizag@ia CQ ocasionou aumento no

NPP em todas as populacdes avaliadas. O maior fbiPébservado na populagéo

MOSTSO01 (figura 6b), com valores superiores a noedilhos por planta. O menor

NPP foi observado na populagdo SUSSPOL1 (figurg 6om) apenas trés perfilhos por

planta no cenario de 24/20°C e 400 ppm de.@®0rtanto, é possivel afirmar que tanto
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0 incremento na concentracdo de,@Danto o aumento da temperatura geram plantas
de capim-arroz com maior niamero de perfilhos.

O maior NPP (figura 6) observado em plantas dencaproz cultivadas nos
tratamentos que combinaram alta temperatura (30)265m alta concentracdo de £0
ou alta concentracdo de ¢@a temperatura mais baixa, coincide com os traitoee
que proporcionaram maior acumulo de MMSPA (figurdsso pode ser explicado pelo
fato de que o NPP é o principal componente da gamlude MMSPA (Sugiyama,
1995). O processo de perfilhamento é reguladogiords genéticos e ambientais (Kim
et al, 2010). Tanto o aumento na concentracao dedo@nto o da temperatura podem
causar o aumento no perfilhamento de poaceas (dfodsLawflor, 1999; Baker &
Allen, 1993). Nessas condicfes, ocorre 0 maior atmrde fotoassimilados, o qual é
um dos principais fatores que estimulam a emisgomayos perfilhos (Kimet al,
2010).

As ANOVAs dos dados referentes ao acumulo de MM8SRAMSR revelam a
ocorréncia de interacdo tripla entre os fatoresliad@s (anexos 2d e 2f).
Independentemente da populacédo de capim-arrozadealo acimulo de MMSPA foi
superior em plantas cultivadas sob a temperatura3@26°C (figura 7). Nessa
temperatura, 0 aumento na concentracdo dg r@0 proporcionou maior crescimento
das plantas. No entanto, na temperatura de 24/28¢&to na populagcdo SUSSPO1
(figura 7a), todas as demais populagbes apresenta@or acimulo de MMSPA na
maior concentracdo de GQfiguras 7b, 7c e 7d). Em relacdo ao efeito métbe
fatores principais, as populagbes MOSTS01 e PALMS@umularam maiores
quantidades de MMSPA, revelando nao haver relagée @ resisténcia ao herbicida
imazethapyr e o crescimento sob cenérios de mudaligetica, na auséncia do

herbicida. Para o fator concentracdo de,,CA&io houve diferenca entre os niveis
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avaliados. Contudo, para o fator temperatura, @stgd acumularam, em média, 67% a

mais de MMSPA quando cultivadas em temperaturaDd263C. Na figura 9 é possivel

observar o efeito da temperatura e concentracd@Qesobre o crescimento da parte

aérea e raizes das plantas.
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resistentes (ARRGO1 (c) e PALMSO01 (d)) ao herbicrdazethapyr, em
resposta a concentracdo de&Qemperatura. Barras verticais indicam o
intervalo de confiancar€0,05). UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.

O teor relativo de clorofila (TRC) (figura 4) faaversamente proporcional ao

acumulo de MMSPA (figura 7). Em condi¢cBes de terapea mais elevada (30/26°C),

o0 acumulo de MMSPA foi superior e o TRC foi inferi® TRC esta diretamente ligado

a disponibilidade de nitrogénio (N), uma vez quie edemento € um dos principais

componentes da molécula de clorofila. Com o aumeatdaxa fotossintética e os

maiores acumulos de fotoassimilados e MMSPA, a ddm@aor N aumenta, causando
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deficiéncia de N nas folhas (Kiet al, 2011; Walteet al, 2015). Dessa forma, pode-se

inferir que a demanda por nutrientes por plantascaj@m-arroz sera superior em

condicOes de temperatura e concentracédo dec@@adas.
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FIGURA 7. Massa de matéria seca da parte aérea @M)€ massa de matéria seca de
raiz (MMSR) de plantas de capim-arroEchinochloa crus-gal)i
suscetiveis (SUSSPO01 (a) e MOSTSO01 (b)) e resesst®tRRGO1 (c) e
PALMSO01 (d)) ao herbicida imazethapyr, em respastancentracao de
CO, e temperatura. Barras verticais indicam o intervéé confianca

(0=0,05). UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.

O efeito dos tratamentos em relagdo ao acumulo E&SRI foi semelhante ao

observado para a varidvel MMSPA. O crescimentoctdali foi superior em plantas

cultivadas sob temperatura de 30/26°C (figura dnht@do, nessa temperatura, a maior

concentracdo de G@700 ppm) causou reducdo no acumulo de MMSR npslagdes

MOSTSO01 e PALMSO1 (figuras 7b e 7d). Na temperati&r24/20°C, assim como para
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a MMSPA, exceto para a populacdo SUSSPO01, o aunmentmoncentracdo de GO
gerou maior crescimento radicular.

A ANOVA para a relacdo parte aérealraiz (PA/R) éadia ocorréncia de
interacdo tripla entre os fatores avaliados (an2gh Em plantas cultivadas em
temperatura de 24/20°C, exceto para a populacdoSBOB (figura 8a), a maior
concentracdo de G@700 ppm) resultou em menor relacdo PA/R. Essedtaglos sao
em decorréncia do maior crescimento radicular destas de capim-arroz cultivadas a
700 ppm de Co (figura 7). Embora na temperatura de 24/20°C o e na
concentracdo de GQenha ocasionado maior acimulo de MMSPA, a préomornp
aumento do acumulo de MMSR foi superior. Na médieeeas trés populacdes em que
concentracdo de GQeve efeito, o acumulo de MMSPA foi 44,39% supenas
plantas cultivadas a 700 ppm. Contudo, o acimulg&R nesse cenario foi 62,55%
superior, explicando a menor relacdo PA/R observada

O maior crescimento radicular observado nos cemdeaaltas temperaturas e/ou
concentracdo de GOazem com que, nessas condi¢cdes, a capacidadestitivapdo
capim-arroz aumente. Com o sistema radicular masisto, o volume de solo
explorado é maior, competindo com as culturas goa& nutrientes. O arroz-irrigado,
uma das principais culturas infestadas pelo capioraé uma planta £-a qual seria
beneficiada com o aumento da concentracdo de &Mosférico. No entanto, o
aumento da temperatura pode anular o efeito posde fertilizagdo com COem
plantas G, uma vez que a temperatura Otima para a fotossirgm plantas £¢é de
aproximadamente de 20-25°C. Contudo, em planja® Gtervalo de temperatura em
gue a atividade fotossintética € maior € de 30-484&noriet al, 2014). Dessa forma,

sendo o capim-arroz uma plantg, ©s resultados observados neste experimento, em
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que as plantas apresentaram maior crescimento rtla g&rea e das raizes na maior

temperatura (30/26°C), corroboram com os resultpdesentes na literatura.
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FIGURA 8. Relacdo parte aéreal/raiz (PA/R) de pkdka capim-arrozEchinochloa

crus-gall) suscetiveis (SUSSP0O1 (a) e MOSTS01 (b)) e ressste
(ARRGO1 (c) e PALMSO01 (d)) ao herbicida imazethamm resposta a
concentracdo de G(e temperatura. Barras verticais indicam o interval
de confiancao=0,05). UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil. 2016.
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FIGURA 9. Efeito da temperatura (24/20°C e 30/268Qoncentracéo de G400 e
700 ppm) sobre o crescimento de plantas de capwa-#Echinochloa
crus-gall) suscetiveis (SUSSP01 (A) e MOSTSO01 (B)) e ratiste
(ARRGO1 (C) e PALMSO01 (D)) ao herbicida imazethapyFRGS, Porto
Alegre, RS, Brasil. 2016.
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5.4 CONSIDERACOES FINAIS

Os cenarios de mudanca simulados neste traballicamdgue o controle de
plantas de capim-arroz com imazethapyr poderaaserdcido em areas com presenca
de plantas suscetiveis ao herbicida. No entantoplamtas resistentes, em que ha o
envolvimento de enzimas detoxificadoras (P450)pmtrole foi inferior em condicdes
de temperatura elevada (30/26°C) ou alta conceiurde CQ (700 ppm). O aumento
da temperatura influenciou de maneira mais aceatadadlerancia de plantas de capim-
arroz ao herbicida imazethapyr em comparacédo camineento da concentracdo de
CO,. A maior concentracdo de G@presentou maior efeito quando combinada com a
menor temperatura avaliada (24/20°C). Com o aunaatemperatura de 24/20°C para
30/26°C, o fator de resisténcia em plantas culégasbb 400 ppm aumentou 72% e
55% para as populacbes ARRGRO1 e PALMSO01, respmectnte. Quando cultivadas
em 700 ppm, o aumento do FR foi de 43% (ARRGRO#6&% (PALMSO01) em
resposta ao aumento da temperatura.

Além de, possivelmente, favorecer a maior atividade enzimas
detoxificadoras, 0 aumento da temperatura causonamr acumulo de massa de
matéria seca da parte aérea (MMSPA), tornando asgs mais vigorosas. Plantas
cultivadas na concentragao de 700 ppm de €@mperatura de 30/26°C apresentaram
maior perfilhamento, favorecendo o acimulo de MMSRKEmM do maior crescimento
da parte aérea, os cendarios de mudanca climatidaéta favoreceram o crescimento
radicular das plantas e 0 acimulo de massa deiens¢&a de raiz (MMSR).

As variaveis fotossintéticas teor relativo de ditma(TRC) e taxa de transporte
de elétrons (ETR) também apresentaram respostaguam@nto de temperatura e

concentracdo de GOO TRC foi inversamente proporcional ao acUmuldvildSPA,
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ao passo que a menor ETR foi observada em plaotigadas sob a temperatura de
24/20°C e 700 ppm de GO

De maneira geral, pode-se concluir que tanto o atovda concentracédo de €O
quanto da temperatura aumentardo o crescimentdegdrioia de capim-arroz ao

herbicida imazethapyr.
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6 CONCLUSOES GERAIS

As populacdes resistentes de capim-arroz ARRGRBALMSO01 apresentam o
incremento de metabolizacdo como mecanismo ddérsia ao herbicida imazethapyr.
A resisténcia foi parcialmente revertida com a esjmeprévia de inibidores de enzimas
P450 (malathion e PBO). De maneira oposta, a apgnevia de anidrido naftalico
atuou como indutor da resisténcia ao herbicida.

A anadlise da estabilidade de genes referéncia deineonque as os gen&8Se
actina apresentaram-se mais estaveis em plantas de eammsubmetidas ao estresse
pelo herbicida imazethapyr.

Os geneLYP81A6e GSTF1lestdo envolvidos no mecanismo de resisténcia a
imazethapyr nas populacdes avaliadas neste estugeneCYP81A6 o qual codifica
para uma enzima detoxificadora (citocromo P450 ropigenase), apresentou maiores
niveis de expressao relativa nas populacdes deneapoz resistentes ao imazethapyr.
Além disso, a aspersdo do herbicida induziu a esfie desse gene. De forma
semelhante, o gem®STF1 o qual codifica para uma enzima glutationa Ssfenase,
também apresentou maiores niveis de transcritopao@dacoes resistentes, sobretudo
quando as plantas foram tratadas com imazethams. populagdes resistentes foi
observada a maior expresséao relativa do gdRrdB, o qual codifica para um fator

iniciador de traduc&o. Esse gene, juntamente cogenssCYP81A6e GSTF1 pode
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estar envolvido no processo de resisténcia ao tmazg nas populacdes avaliadas
neste estudo.

Os aumentos da temperatura e da concentracdo deto@f@aram as plantas
resistentes ainda mais insensiveis ao herbicidaethapyr. Plantas cultivadas em
temperaturas mais elevadas (30/26°C) e maior ctmrag@o de C© (700 ppm)
apresentaram maior acumulo de massa de matériataettana parte aérea quanto nas

raizes, tornando-as mais vigorosas.



7 ANEXOS

CAPITULO 2

Experimento 1
Anexo la- ANOVA controle aos 7 DAT

Fator de variacédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio
Populacédo (F1) 3 6,20 2,06 833,29 p<0,01
Inibidor (F2) 2 0,14 0,07 29,01 p <0,01
Dose (F3) 6 37,31 6,21 2504,39 -
Int. F1xF2 6 0,16 0,02 10,96 p<0,01
Int. F1xXF3 18 1,85 0,10 41,50 p <0,01
Int. F2xF3 12 0,19 0,01 6,49 p <0,01
Int. FIXF2xF3 36 0,15 0,004 1,68 p <0,05
Tratamentos 83 46,02 0,55 223,32 p <0,01
Residuo 252 0,62 0,002
Total 335 46,65
Anexo 1b- ANOVA controle aos 14 DAT
Fator de variacédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio
Populacéo (F1) 3 8,03 2,67 294,20 p<0,01
Inibidor (F2) 2 0,08 0,04 4,53 p < 0,05
Dose (F3) 6 80,50 13,41 1473,08 -
Int. F1xF2 6 0,35 0,05 6,54 p <0,01
Int. F1xF3 18 6,08 0,33 37,14 p<0,01
Int. F2xF3 12 0,40 0,03 3,73 p <0,01
Int. FIXF2xF3 36 0,79 0,02 2,42 p <0,01
Tratamentos 83 96,28 1,16 127,35 p<0,01
Residuo 252 2,29 0,009
Total 335 98,57
Anexo 1c- ANOVA controle aos 21 DAT
Fator de variagédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio
Populacédo (F1) 3 7,98 2,66 228,70 p<0,01
Inibidor (F2) 2 0,11 0,05 4,79 p <0,01
Dose (F3) 6 92,47 15,41 1323,74 -
Int. F1xF2 6 0,34 0,05 4,86 p<0,01
Int. F1xF3 18 6,92 0,38 33,05 p <0,01
Int. F2xF3 12 0,30 0,02 2,20 p < 0,05
Int. FIXF2xF3 36 0,76 0,02 1,83 p <0,01
Tratamentos 83 108,91 1,31 112,70 p<0,01
Residuo 252 2,93 0,011
Total 335 111,84
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Anexo 1d- ANOVA massa de matéria seca da partad®tsISPA)

Fator de variagédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio

Populacédo (F1) 3 6,34 2,11 31,91 p <0,01

Inibidor (F2) 2 0,29 0,14 2,19 ns

Dose (F3) 6 156,10 26,01 392,83 -

Int. F1xF2 6 3,15 0,52 7,94 p <0,01

Int. F1xF3 18 14,70 0,81 12,33 p <0,01

Int. F2xF3 12 0,30 0,02 0,37 ns

Int. F1xF2xF3 36 3,83 0,10 1,61 p <0,05

Tratamentos 83 184,73 2,22 33,60 p<0,01

Residuo 252 16,68 0,06

Total 335 201,42

Experimento 2
Anexo 2a- ANOVA controle aos aos 7 DAT

Fator de variagédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio

Populacédo (F1) 3 2,47 0,82 137,98 p<0,01

Indutor (F2) 1 0,30 0,30 51,48 p<0,01

Dose (F3) 6 16,96 2,82 472,91 -

Int. F1xF2 3 0,04 0,01 2,62 ns

Int. F1XF3 18 0,75 0,04 6,97 p<0,01

Int. F2xF3 6 0,05 0,009 1,61 ns

Int. FIXF2xF3 18 0,16 0,008 1,48 ns

Tratamentos 55 20,76 0,37 63,14 p <0,01

Residuo 112 0,66 0,005

Total 167 21,43

Anexo 2b- ANOVA controle aos 14 DAT

Fator de variacédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio

Populacédo (F1) 3 4,95 1,65 138,64 p<0,01

Indutor (F2) 1 0,22 0,22 18,62 p<0,01

Dose (F3) 6 31,56 5,26 442,04 -

Int. F1xF2 3 0,21 0,07 6,01 p <0,01

Int. F1xF3 18 1,33 0,07 6,23 p <0,01

Int. F2xF3 6 0,05 0,009 0,78 ns

Int. FIXF2xF3 18 0,17 0,009 0,83 ns

Tratamentos 55 38,52 0,70 58,85 p <0,01

Residuo 112 1,33 0,01

Total 167 39,85

Anexo 2c- ANOVA controle aos 21 DAT

Fator de variagédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio

Populacédo (F1) 3 7,17 2,39 144,85 p<0,01

Indutor (F2) 1 0,04 0,04 2,88 ns

Dose (F3) 6 35,81 5,96 361,63 -

Int. F1xF2 3 0,04 0,01 0,98 ns

Int. F1xF3 18 2,64 0,14 8,91 p <0,01

Int. F2xF3 6 0,06 0,01 0,62 ns

Int. F1xF2xF3 18 0,21 0,01 0,71 ns

Tratamentos 55 46,01 0,83 50,67 p<0,01

Residuo 112 1,84 0,01

Total 167 47,85
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Anexo 2d- ANOVA massa de matéria seca da pareagd@MSPA)

Fator de variagédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio

Populacédo (F1) 3 13,01 4,33 106,55 p<0,01

Indutor (F2) 1 0,16 0,16 4,04 p <0,05

Dose (F3) 6 111,59 18,59 456,78 -

Int. F1xF2 3 0,22 0,07 1,82 ns

Int. F1xF3 18 7,11 0,39 9,71 p <0,01

Int. F2xF3 6 0,21 0,03 0,88 ns

Int. F1xF2xF3 18 0,56 0,03 0,77 ns

Tratamentos 55 132,89 2,41 59,34 p<0,01

Residuo 112 4,56 0,04

Total 167 137,45

Experimento 3
Anexo 3a- ANOVA concentracéo de imazethapyr

Fator de variagédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio

Tratamentos 4 0,22 0,05 913,38 p <0,01

Residuo 5 0,003 0,00006

Total 9 0,22

Experimento 4
Anexo 4a- ANOVA controle aos 7 DAT

Fator de variagédo Grausde  Soma dos Quadrado F SignificAncia
liberdade quadrados médio

Populacédo (F1) 1 20,53 20,53 126,09 p<0,01

Dose de malathion (F2) 7 2,93 0,41 2,57 -

Int. F1xF2 7 0,22 0,03 0,20 p < 0,05

Tratamentos 15 23,69 1,57 9,7 p<0,01

Residuo 48 7,81 0,16

Total 63 31,51

Anexo 4b- ANOVA controle aos 14 DAT

Fator de variagédo Grausde  Soma dos Quadrado F SignificAncia
liberdade quadrados médio

Populacédo (F1) 1 67,64 67,64 299,57 p<0,01

Dose de malathion (F2) 7 1,80 0,25 1,13 -

Int. F1xF2 7 0,58 0,08 0,37 ns

Tratamentos 15 70,03 4,66 20,67 p <0,01

Residuo 48 10,83 0,22

Total 63 80,87

Anexo 4c- ANOVA massa de matéria seca da partadBtBISPA)

Fator de variagédo Grausde  Soma dos Quadrado F SignificAncia
liberdade quadrados médio

Populacédo (F1) 1 7,05 7,05 74,49 p<0,01

Dose de malathion (F2) 7 0,69 0,09 1,05 -

Int. F1xF2 7 0,65 0,09 0,98 ns

Tratamentos 15 8,40 0,56 5,91 p<0,01

Residuo 48 4,54 0,09

Total 63 12,95
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CAPITULO 4

Experimento 1
Anexo la- ANOVA controle aos 7 DAT

Fator de variacédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio

Populacéo (F1) 3 44,34 14,78 411,55 p < 0,05

[CO,] (F2) 1 0,23 0,23 6,39 p<0,01

Temperatura (F3) 1 8,19 8,19 228,10 p < 0,05

Dose imazethapyr (F4) 6 4320,60 720,10 20048,04 -

Int. F1xF2 3 2,11 0,70 19,58 p <0,05

Int. F1xF3 3 25,67 8,55 238,19 p <0,05

Int. F1xF4 18 9,51 0,53 14,72 p <0,05

Int. F2xF3 1 0,10 0,11 3,04 ns

Int. F2xF4 6 0,43 0,07 2,02 ns

Int. F3xF4 6 8,99 1,50 41,73 p < 0,05

Int. FIXF2xF3 3 0,30 0,10 2,81 p <0,01

Int. FIXF2xF4 18 1,13 0,06 1,75 p <0,01

Int. FAXF3xF4 18 8,86 0,49 13,70 p <0,05

Int. F2xF3xF4 6 0,20 0,03 0,95 ns

Int. FAXF2xF3xF4 18 1,34 0,07 2,08 p < 0,05

Tratamentos 111 4432,05 39,93 1111,63 p <0,05

Residuo 336 12,06 0,03

Total 447 444412

Anexo 1b- ANOVA controle aos 14 DAT

Fator de variagédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio
Populacédo (F1) 3 185,35 61,78 796,93 p <0,05
[CO.] (F2) 1 1,41 1,41 18,20 p <0,05
Temperatura (F3) 1 2,04 2,04 26,32 p <0,05
Dose imazethapyr (F4) 6 4688,50 781,41 10079,23 -
Int. F1xF2 3 2,49 0,83 10,74 p <0,05
Int. F1xF3 3 8,10 2,70 34,83 p <0,05
Int. F1xF4 18 92,37 5,13 66,19 p <0,05
Int. F2xF3 1 0,53 0,53 6,85 p <0,05
Int. F2xF4 6 1,94 0,32 4,18 p <0,05
Int. F3xF4 6 3,66 0,61 7,87 p <0,05
Int. F1xF2xF3 3 0,33 0,11 1,44 ns
Int. F1xF2xF4 18 2,87 0,16 2,05 p <0,05
Int. F1xF3xF4 18 14,76 0,82 10,58 p <0,05
Int. F2xF3xF4 6 1,55 0,26 3,34 p <0,05
Int. F1xXF2xF3xF4 18 1,39 0,08 1,00 ns
Tratamentos 111 5007,33 45,11 581,87 p <0,05
Residuo 336 26,04 0,08

Total 447 5033,38
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Fator de variagédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio

Populacédo (F1) 3 1,58 0,53 27,14 p <0,05

[CO,] (F2) 1 0,18 0,18 9,46 p <0,05

Temperatura (F3) 1 5,07 5,07 260,89 p < 0,05

Dose imazethapyr (F4) 6 40,64 6,77 348,19 -

Int. F1xF2 3 0,05 0,01 0,82 ns

Int. F1xF3 3 0,59 0,19 10,19 p <0,05

Int. F1xF4 18 1,71 0,09 4,88 p <0,05

Int. F2xF3 1 0,002 0,002 0,11 ns

Int. F2xF4 6 0,30 0,05 2,57 p <0,01

Int. F3xF4 6 8,73 1,45 74,82 p <0,05

Int. F1xF2xF3 3 0,02 0,006 0,32 ns

Int. F1xF2xF4 18 0,05 0,002 0,14 p <0,05

Int. F1xF3xF4 18 1,21 0,06 3,45 p <0,05

Int. F2xF3xF4 6 0,04 0,006 0,33 ns

Int. F1xF2xF3xF4 18 0,15 0,008 0,44 p <0,01

Tratamentos 111 60,35 0,54 27,94 p < 0,05

Residuo 336 6,54 0,019

Total 447 66,89

Experimento 2

Anexo 2a- ANOVA teor relativo de clorofila (TRC)

Fator de variacédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio

Populacéo (F1) 3 1383,13 461,04 54,64 p < 0,05

[CO,] (F2) 1 25,88 25,88 3,07 ns

Temperatura (F3) 1 389,57 389,57 46,16 p < 0,05

Int. F1xF2 3 33,19 11,06 1,31 ns

Int. F1xF3 3 563,67 187,89 22,26 p < 0,05

Int. F2xF3 1 11,81 11,81 1,40 ns

Int. F1xF2xF3 3 51,20 17,07 2,02 ns

Tratamentos 15 2458,47 163,89 19,42 p < 0,05

Residuo 48 405,04 8,44

Total 63 2863,51

Anexo 2b- ANOVA taxa de transporte de elétrons (ETR

Fator de variacédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio

Populacéo (F1) 3 90,38 30,12 1,18 ns

[CO,] (F2) 1 2366,82 2366,82 92,72 p <0,05

Temperatura (F3) 1 2803,70 2803,70 109,84 p < 0,05

Int. F1xF2 3 770,58 256,86 10,06 p < 0,05

Int. F1xF3 3 490,13 163,37 6,40 p <0,05

Int. F2xF3 1 1554,33 1554,33 60,89 p <0,05

Int. F1xF2xF3 3 121,99 40,66 1,59 ns

Tratamentos 15 8197,94 546,53 21,41 p < 0,05

Residuo 48 1225,18 25,52

Total 63 9423,12
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Fator de variagédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio

Populacédo (F1) 3 149,37 49,79 52,52 p <0,05

[CO,] (F2) 1 14,06 14,06 14,83 p <0,05

Temperatura (F3) 1 14,06 14,06 14,83 p <0,05

Int. F1xF2 3 2,31 0,77 0,81 ns

Int. F1xF3 3 5,56 1,85 1,95 ns

Int. F2xF3 1 12,25 12,25 12,92 p <0,05

Int. F1xF2xF3 3 0,87 0,29 0,31 ns

Tratamentos 15 198,50 13,23 13,96 p <0,05

Residuo 48 45,50 0,94

Total 63 224,00

Anexo 2d- ANOVA massa de matéria seca da parted®BISPA)

Fator de variacédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio

Populacédo (F1) 3 0,58 0,19 8,00 p < 0,05

[CO,] (F2) 1 0,05 0,05 1,98 ns

Temperatura (F3) 1 15,51 15,51 635,68 p < 0,05

Int. F1xF2 3 0,17 0,05 2,27 ns

Int. F1xF3 3 0,43 0,14 5,92 p < 0,05

Int. F2xF3 1 0,38 0,38 15,80 p <0,05

Int. FIXF2xF3 3 0,29 0,10 4,04 p <0,01

Tratamentos 15 17,42 1,16 47,61 p < 0,05

Residuo 48 1,17 0,02

Total 63 18,59

Anexo 2e- ANOVA massa de matéria seca de raiz (MMSR

Fator de variacédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio
Populacédo (F1) 3 0,77 0,26 16,73 p < 0,05
[CO,] (F2) 1 0,05 0,05 3,42 ns
Temperatura (F3) 1 13,23 13,23 860,16 p <0,05
Int. F1xF2 3 1,09 0,36 23,72 p < 0,05
Int. F1xXF3 3 0,88 0,29 19,06 p < 0,05
Int. F2xF3 1 1,36 1,36 88,27 p <0,05
Int. FIXF2xF3 3 1,70 0,57 36,89 p <0,01
Tratamentos 15 19,10 1,27 82,73 p < 0,05
Residuo 48 0,74 0,01
Total 63 19,84

Anexo 2f- ANOVA relacao parte aérea/raiz (PA/R)

Fator de variacédo Graus de Soma dos Quadrado F Significancia
liberdade guadrados médio
Populacdo (F1) 3 0,39 0,13 2,44 ns
[CO,] (F2) 1 0,34 0,34 6,49 p <0,01
Temperatura (F3) 1 4,67 4,67 88,42 p <0,05
Int. F1xF2 3 0,24 0,08 1,53 ns
Int. F1xF3 3 1,37 0,46 8,67 p <0,05
Int. F2xF3 1 2,92 2,92 55,22 p <0,05
Int. FIXF2xF3 3 1,34 0,44 8,46 p < 0,05
Tratamentos 15 11,28 0,75 14,23 p <0,05
Residuo 48 2,54 0,05

Total 63 13,82
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