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RESPOSTA DE Echinochloa crus-galli A FENOXAPROP-P-ETHYL FORMULADO
COM PROTETOR E RESISTENCIA CRUZADA NEGATIVA A CLOMAZONE !

Autor: Luan Cutti
Orientador: Aldo Merotto Junior

RESUMO

O capim-arroz é uma das principais espécies resistentes a herbicidas no mundo. No
Brasil, existe grande ocorréncia de bidtipos resistentes aos herbicidas inibidores da ALS e
quinclorac, sendo que atualmente herbicidas inibidores da enzima ACCase séo alternativas
para o controle de bibtipos resistentes. No entanto, seu uso continuo pode favorecer a
evolucdo da resisténcia também para esse mecanismo de acdo. O incremento de
metabolizagdo estd associado a diversos bidtipos de capim-arroz resistentes as
imidazolinonas. Este mecanismo de resisténcia pode simultaneamente alterar processos de
ativacdo de herbicidas. Bidtipos resistentes podem ser manejados também com o herbicida
clomazone, que necessita ser metabolizado na planta para ser ativo, e apresenta poucos casos
de resisténcia no mundo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a evolugdo da resisténcia a
herbicidas inibidores da enzima ACCase e identificar a ocorréncia de resisténcia cruzada
negativa ao herbicida clomazone em populagdes resistentes a inibidores de ALS em capim-
arroz (Echinochloa crus-galli). Experimentos de curva de dose-resposta foram conduzidos
em casa de vegetacao. A resisténcia ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl formulado com protetor
isoxadifen-ethyl (Starice®) e sem protetor (Podium®) foi testada sem e com aplicacéo de
inibidores de enzimas P450 e GST previamente ao herbicida. Para o experimento de
resisténcia maltipla foram testados os herbicidas quinclorac e imazethapyr em bidtipo ja
caracterizado como resistente a fenoxaprop-p-ethyl. A resisténcia cruzada negativa (RCN)
foi testada com aplicacdo de clomazone em quatro bidtipos suscetiveis e quatro resistentes
as imidazolinonas por metabolizacdo. O bidtipo 7.9 € resistente ao herbicida fenoxaprop-p-
ethyl formulado com o protetor isoxadifen-ethyl, apresentando fator de resisténcia de
aproximadamente seis. A aplicacdo de fenoxaprop-p-ethyl sem o protetor reverteu a
resisténcia. A aplicacdo de inibidor de enzimas P450 ndo teve efeito negativo na resisténcia,
enquanto que o uso de inibidor de enzimas GST foi eficiente em reduzir o fator de resisténcia
de algumas varidveis. A resisténcia multipla aos herbicidas quinclorac, imazethapyr e
fenoxaprop-p-ethyl foi comprovada. Para o imazethapyr as enzimas GST apresentam papel
na detoxificacdo. Verificou-se resisténcia cruzada negativa ao clomazone em bidtipos
resistentes as imidazolinonas por incremento de metabolizacdo. O uso de inibidor de P450
reverteu a RCN. A ocorréncia de RCN ao herbicida clomazone favorece a sua utilizacdo no
manejo da resisténcia em capim arroz. Foi comprovada a ocorréncia de resisténcia a
fenoxaprop-p-ethyl formulado com o protetor isoxadifen-ethyl em uma populacéo de capim-
arroz, o que acentua a necessidade de utilizacdo de praticas de prevencdo a evolucdo da
resisténcia a herbicidas na cultura do arroz.

lDisserta(;f?\o de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (159f.). Fevereiro, 2018.
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Echinochloa crus-galli RESPONSE TO FENOXAPROP-P-ETHYL FORMULATED
WITH SAFENER AND NEGATIVE CROSS-RESISTANCE TO CLOMAZONE!

Author: Luan Cutti
Advisor: Aldo Merotto Junior

ABSTRACT

Barnyardgrass is one of the major herbicide resistant weeds in the world. In Brazil,
several biotypes are resistant to ALS inhibitors and quinclorac. Herbicides inhibitors of
ACCase inhibitor are important alternatives for controling these resistant biotypes.
Howerver, the continuous use of these herbicides suggests the evolution of the resistance
also to this mechanism. In several populations the mechanism of resistance is related with
degradation enhancement. This mechanism can simultaneously also result changes of
herbicide activation. Barnyardgrass resistant biotypes can be controlled with the herbicide
clomazone, which needs to be activated in the plant, and rare cases of resistance were found.
The objectives of this work were to characterize the evolution of resistance to ACCase
inhibitors and to identify the occurrence of negative cross-resistance (NCR) to clomazone in
populations of Echinochloa crus-galli resistants to ALS inhibitors. Populations of
barnyardgrass were evaluated and several dose-response experiments were conducted in
greenhouse. Resistance was evaluated to the herbicide fenoxaprop-p-ethyl formulated with
the safener isoxadifen-ethyl (Starice®) and without safener (Podium®), without and with
application of inhibitors of P450 and GST enzymes prior the herbicide spraying. Multiple
herbicide resistance was evaluated to quinclorac and imazethapyr in a biotype already
characterized as resistant to fenoxaprop-p-ethyl. Negative cross-resistance was tested to
clomazone in four susceptible and four imidazolinone-resistant biotypes caused by
degradation enhancement. One biotype was resistant to the herbicide fenoxaprop-p-ethyl
formulated with the safener isoxadifen-ethyl. The application of fenoxaprop-p-ethyl without
the safener reversed the resistance. The application of inhibitor of P450 enzymes had no
negative effect on resistance, however the use of GST enzyme inhibitor was efficient in
reducing the resistance factor of some variables. Multiple resistance to herbicides quinclorac,
imazethapyr and fenoxaprop-p-ethyl was identified. Inhibitors of GST enzymes play a role
in detoxification. NCR to clomazone in imidazolinone-resistant biotypes was associate with
P450 metabolization. This phenomenon favors the use of clomazone in herbicide resistant
programs. Herbicide resistance to fenoxaprop-p-ethyl formulated with safener was identified
in one barnyardgrass population which increase necessity of several methods do prevent the
occurrence of resistance in this specie.

Master Dissertation in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (159p.). February, 2018.
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1 INTRODUCAO

O arroz € o principal alimento basico para grande parte da populacdo mundial. No
Brasil, na safra 2016/17 foram cultivados mais de 1.456.000,00 ha de arroz irrigado, com
produtividade média de 7.618,00 kg ha* (Conab, 2017). Dentre as muitas causas de perdas
em produtividade destaca-se a competicdo da cultura com as plantas daninhas, que tem a
espécie capim-arroz (Echinochloa crus-galli) como uma das principais competidoras.
Apenas uma planta m? pode reduzir a produtividade em até 11,3%, mostrando-se assim
muito competitivo mesmo em baixas infestacfes (Galon et al., 2007). Atualmente, o controle
desta planta daninha ocorre principalmente com herbicidas dos mecanismos de acao
inibidores das enzimas acetolactato sintase (ALS) e acetil coenzima-A carboxilase
(ACCase), que séo repetidamente utilizados em cultivos de arroz devido a eficiéncia e
praticidade (Iwakami et al., 2012).

O capim-arroz ¢ listado como uma das mais importantes espécies resistentes aos
herbicidas no mundo (Heap, 2017). No Brasil, os primeiros casos de resisténcia em E. crus-
galli e E. crus-pavonis foram ao quinclorac, herbicida inibidor da sintese da parede celular,
no ano de 1999 (Heap, 2017). Este cenario de resisténcia agravou-se recentemente com o
uso de cultivares de arroz Clearfield®, resistentes aos herbicidas do grupo quimico das
imidazolinonas. Esta tecnologia foi introduzida no Brasil em 2004 com o objetivo de
controlar o arroz vermelho e outras plantas daninhas (Roso et al., 2010). Porém, o uso
continuado de cultivares CL sem rotagdo com herbicidas de outros mecanismos de acdo,

proporcionou a selecdo de bidtipos de E. crus-galli resistentes ao grupo das imidazolinonas
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(Riar et al., 2012) e resisténcia maltipla a inibidores da ALS + quinclorac (Matzenbacher et
al., 2014).

A resisténcia de capim-arroz aos herbicidas ALS ocorre por mecanismos
relacionados e/ou ndo relacionados ao local de acdo. Mutagdes nas sequéncias génicas
codificadoras da enzima ALS, como Trip574Leu e Ser653Asn, foram identificadas em E.
crus-galli no Brasil (Matzenbacher et al., 2014). De forma adicional, também foram
identificados mecanismos ndo relacionados ao local de acdo como responsaveis pela
resisténcia desta espécie as imidazolinonas, devido a um incremento na taxa de
metabolizacdo do herbicida por acdo de enzimas como citocromo P450 monooxigenase
(P450) e glutationa-S-transferase (GST) (Matzenbacher et al., 2014; Dalazen, 2016).

Devido a evolugéo da resisténcia de capim-arroz aos herbicidas inibidores da ALS e
quinclorac, optou-se por herbicidas com mecanismos de acéo alternativos para o controle
desta espécie, como herbicidas inibidores da ACCase e clomazone. Herbicidas inibidores da
ACCase sdo passiveis de serem utilizados em espécies cultivadas da familia Poacea devido
a presenca de compostos protetores que garantem a seletividade para a cultura. No entanto,
no Brasil esses herbicidas estdo sendo utilizados de forma continua e com frequente aumento
de doses. Este cenario de utilizacdo sugere a evolucdo da resisténcia de capim-arroz a este
mecanismo de acdo, de forma similar ao que ja ocorre em diversos paises (Huan et al., 2013;
Wright et al., 2016). Desta forma, considera-se problematica a possiblidade de ocorréncia
de resisténcia também aos herbicidas inibidores da enzima ACCase, 0s quais representam
uma importante ferramenta para o manejo de plantas daninhas no arroz. Além disso, a
ocorréncia de resisténcia multipla quinclorac + ALS + ACCase limita ainda mais as
ferramentas de controle quimico do capim-arroz. O mecanismo de incremento na taxa de
metabolizagdo pode ser o responsével por conferir resisténcia aos herbicidas dos trés
mecanismos de acdo, visto que ja foi sugerido como responsavel pela resisténcia tanto para

quinclorac como para inibidores da ALS e ACCase (Dalazen, 2016; Matzenbacher et al.,
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2014; Bakkali et al., 2007). O conhecimento dos mecanismos de resisténcia a herbicidas €
importante para preservar a utilidade destes no controle de plantas daninhas, e
consequentemente, para a sustentabilidade da producéo de arroz.

Determinados mecanismos de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas podem
conferir ainda aumento na sensibilidade a outros herbicidas, denominado de resisténcia
cruzada negativa (Délye et al, 2013). Esse efeito pode estar associado, por exemplo, ao
incremento da taxa de metabolizacdo do herbicida, um dos mecanismos de resisténcia
identificado aos herbicidas inibidores da ALS. Plantas que apresentam resisténcia por
metabolizagdo, consequentemente podem aumentar a atividade de herbicidas como o
clomazone, um pré-herbicida, que necessita ser metabolizado em 5-keto-clomazone para ser
ativo nas plantas (Ferhatoglu & Barrett, 2006). A descoberta de bidtipos com resisténcia
cruzada negativa pode ser empregada como uma estratégia de gerenciamento da resisténcia
de plantas daninhas, a fim de prevenir ou atrasar a evolucéo dessas populactes (Gressel &
Segel, 1990). Estes estudos sdo ainda mais importantes devido ao cenario desfavoravel a

perspectiva de langcamento de novos mecanismos de acéo herbicida.

1.1 Objetivo geral

Caracterizar a resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima ACCase e identificar a
ocorréncia de resisténcia cruzada negativa ao herbicida clomazone em populacdes

resistentes aos inibidores de ALS em capim-arroz (Echinochloa crus-galli).

1.2 Objetivos especificos

i) Avaliar a ocorréncia de Echinochloa crus-galli resistente aos herbicidas inibidores da

enzima ACCase, e a resisténcia maltipla a outros herbicidas.
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i) Caracterizar o mecanismo de resisténcia de Echinochloa crus-galli aos herbicidas

inibidores da enzima ACCase.

iii) Relacionar a resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima ALS por incremento de
metabolizagdo com a ocorréncia de maior suscetibilidade ao herbicida clomazone em

biétipos de Echinochloa crus-galli;



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Resisténcia de plantas daninhas a herbicidas

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é o resultado da evolugdo adaptativa
das populac6es devido a intensa presséo de selecdo exercida por estes compostos (Jasieniuk
et al., 1996; Neve et al., 2009). Individuos menos sensiveis possuem vantagem seletiva em
populacdes de plantas daninhas repetidamente tratadas com herbicidas de mesmo
mecanismo de acao e, consequentemente, aumentam sua frequéncia na populacéo (Délye et
al, 2013). A resisténcia aos herbicidas é caracterizada quando o biotipo sobrevive e consegue
se reproduzir apds ser submetido a uma dose de herbicida que seria letal em outros
individuos da mesma espécie. Assim, plantas resistentes necessitam uma dose maior do
herbicida para seu controle. As curvas dose-resposta permitem determinar o Csg (controle de
50%) e GRsp (reducdo de 50% da matéria seca) e, consequentemente, determinar o fator de
resisténcia (FR) dos bidtipos (Christoffoleti, 2002). A resisténcia de plantas daninhas aos
herbicidas € um processo espontaneo no qual o herbicida age como agente selecionador de
bidtipos resistentes, que inicialmente estdo em baixa frequéncia na area (Christoffoleti et al.,
1994). Pode ser originada pela selecdo causada por um unico herbicida ou pela selecéo
resultante do uso de diversos herbicidas que sdo utilizados sequencialmente ou
simultaneamente (Preston et al., 2009).

Dentre os biotipos resistentes, alguns deles apresentam resisténcia cruzada e/ou
multipla aos herbicidas, sendo 0 manejo desses bidtipos mais limitante. A resisténcia cruzada

é caracterizada quando um biotipo apresenta resisténcia a dois ou mais grupos quimicos de
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herbicidas de mesmo mecanismo de acéo, e pode ser conferida a um bi6tipo por qualquer
dos mecanismos que conferem resisténcia (Beckie & Tardif, 2012). A resisténcia multipla
ocorre em plantas que sdo resistentes a dois ou mais herbicidas de diferentes mecanismos de
acdo, caracterizando um problema complexo e de dificil solucdo (Patzoldt et al., 2005).

No mundo sdo relatadas 486 espécies de plantas daninhas resistentes a um ou mais
grupos de herbicidas (Heap, 2017). No Brasil existem 38 espécies de plantas daninhas
resistentes e, dentre estas, sete sdo espécies comuns em lavouras de arroz (Echinochloa crus-
galli, Echinochloa crus-pavonis, Sagittaria montevidensis, Cyperus difformis, Cyperus iria,

Fimbristylis miliacea e Oryza sativa) (Heap, 2017).

2.2 Mecanismos de resisténcia a herbicidas

Os mecanismos de resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas conhecidos até hoje
sdo divididos em duas categorias: mecanismos relacionados ao local de acdo (RLA) e nédo
relacionados ao local de acdo (NRLA) dos herbicidas (Powles & Yu, 2010). O mecanismo
RLA é caracterizado por alteracdes estruturais em um nico aminoacido na enzima alvo, que
inibe ou reduz a sua afinidade de ligacdo com o herbicida, ou pela superexpressdo da enzima
alvo (Kaundun, 2010). Com relacdo aos herbicidas inibidores da enzima ALS foram
identificadas alteragdes em oito codons que codificam a enzima ALS, que causam resisténcia
a herbicidas com esse mecanismo de acdo: Alal22, Prol197, Ala205, Asp376, Arg377,
Trp574, Ser653 e Gly654 (Beckie & Tardif, 2012; Heap, 2017; Panozzo et al., 2017). Para
herbicidas inibidores da enzima ACCase, as mutacdes observadas até o momento se
distribuem em aminodcidos de sete posicdes do gene: 11e1781, Trp1999, Trp2027, 11e2041,
Asp2078, Cys2088 e Gly2096 (Kaundun, 2010; Kaundun et al., 2013a; Kaundun et al.,
2013b; Guo et al., 2017). Mutacdes em diferentes posi¢des do gene, ou diferentes mutagoes
na mesma posic¢do, geralmente conferem resisténcia cruzada a herbicidas (Beckie & Tardif,

2012).
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A resisténcia RLA é também associada ao aumento da producgdo da enzima alvo do
herbicida, que pode ser resultado do aumento do nimero de copias do gene que codifica essa
enzima. A superexpressdo da enzima alvo é verificada principalmente na resisténcia ao
herbicida glyphosate, como é o caso da espécie Amaranthus palmeri, que apresenta maior
namero de copias do gene codificador da enzima EPSPS no bidtipo resistente (Gaines et al.,
2010). No entanto, recentemente a superexpressao da enzima alvo foi relacionada também a
resisténcia aos herbicidas inibidores da ACCase. A resisténcia de Digitaria sanguinalis a
herbicidas do grupo quimico dos ariloxifenoxipropionatos e das cliclohexadionas ocorre pela
presenca de 4,9 a 7,6 vezes mais copias do gene ACCase e consequente, superexpressao no
bidtipo resistente (Laforest et al., 2017).

Mecanismos de resisténcia NRLA correspondem a reducdo na quantidade de
moléculas de herbicida que atingem o local de acdo (Délye et al., 2013). Estes mecanismos
podem ocorrer devido ao aumento na capacidade de detoxificacdo de herbicidas (Dalazen,
2016; Matzenbacher et al., 2014), reducédo da absorcao (Koger & Reddy, 2005), translocacao
reduzida (Feng et al., 2004) e sequestro no vacuolo (Ge et al., 2010). A resisténcia NRLA
pode apresentar heranca genética do tipo monogénica ou poligénica (Délye, 2013), porém a
poligénica € mais frequente (Yu & Powles, 2014). A evolugdo deste mecanismo pode ter
ocorrido pelo acumulo de genes com efeito aditivo por meio de reproducao sexual (Délye et
al., 2013a; Deélye, 2013b; Petit et al., 2010). Assim, ao contrario dos mecanismos RLA,
mecanismos de resisténcia NRLA por vezes podem conferir resisténcia multipla a grupos de
herbicidas de diferentes mecanismos de acdo (Powles & Yu, 2010; Yuan et al., 2006).

Espécies com aumento da capacidade de detoxificacdo metabolizam o herbicida
rapidamente em compostos ndo toxicos, ou menos tOXicos, enquanto espécies suscetiveis
sdo incapazes de fazé-lo, ou o fazem em taxa muito mais lenta (Powles & Yu, 2010). A
detoxificacdo é conferida principalmente pela acdo de enzimas ndo especificas como

glutationa-S-transferase (Tal et al., 1995) e citocromo P450 monooxigenase (P450) (Yun et



8
al., 2005; Han et al., 2013). As enzimas P450 fazem parte da fase | de metabolizac¢do, onde
catalisam reacGes de oxidagdo, reducdo e hidrélise. Normalmente agem através da
hidroxilagdo ou desalquilacdo adicionando um &tomo de oxigénio a molécula (Ghanizadeh
& Harrington, 2017). O envolvimento de enzimas P450 na resisténcia de herbicidas tem sido
principalmente identificado em gramineas, o que pode ser explicado pelo maior nimero de
genes CYP, em comparacdo as dicotileddoneas (Powles & Yu, 2010).

As enzimas glutathiona-S-transferase (GSTs) possuem funcdo particular no
mecanismo de protecdo contra estresse oxidativo através da interacdo com espécie reativas
de oxigénio (Dixon et al., 1998). Além disso, GSTs sdo enzimas multifuncionais que
catalisam a conjugacéo de varios substratos, provenientes da primeira fase de detoxificacéo,
com glutathiona ou homoglutathiona (em leguminosas), formando assim produtos polares
S-glutathiona (Yuan et al., 2007). A conjugacdo de herbicidas mediada pelas GSTs é
reportada como um mecanismo de resisténcia em plantas daninhas (Van Eeerd et al., 2003).
Além disso, a conjugacdo esta associada também a seletividade de culturas aos herbicidas.
Culturas com maior expressao ou atividade destas enzimas, ou ainda herbicidas formulados
com indutores de enzimas GSTs, permitem que alguns herbicidas sejam seletivos para os

cultivos (Sun et al., 2017; Buehring et al., 2006;).

2.3 Resisténcia de capim-arroz a herbicidas

O capim-arroz tem evoluido para resisténcia a diversos herbicidas. Atualmente sao
encontrados bidtipos com resisténcia a quase todos os principais herbicidas utilizados na
cultura do arroz (Heap, 2017). No Brasil os primeiros casos de resisténcia em E. crus-galli
e E. crus-pavonis foram ao herbicida quinclorac, inibidor da sintese da parede celular em
espécies da familia Poaceae, no ano de 1999 (Heap, 2017). Em 2009, posterior a ado¢édo da
tecnologia Clearfield® nas lavouras orizicolas, foram identificados bi6tipos de E. crus-galli

com resisténcia multipla aos herbicidas inibidores da ALS + quinclorac (Heap, 2017;
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Matzenbacher et al., 2014). O uso de herbicidas inibidores da sintese da enzima ACCase,
seletivos para a cultura do arroz, passaram entéo a ser fundamentais para 0 manejo desta
planta daninha. No entanto, o seu uso continuo também exerceu uma forte pressdo de
selecdo. Recentemente um bidtipo de Echinochloa crus-galli com resisténcia multipla aos
herbicidas inibidores ALS + quinclorac + inibidores da ACCase foi identificado no estado
de Santa Catarina (Eberhardt et al., 2016).

O género Echinochloa apresenta resisténcia a diversos outros herbicidas no mundo.
O herbicida propanil, inibidor do fotossistema Il, foi comercializado no inicio da década
1960 para o controle de capim-arroz, sendo intensamente utilizado nas lavouras até a década
1990 (Carey et al., 1995b). O arroz possui tolerancia a este herbicida pela presenca de altas
quantidades da enzima aryl acylamidase, que degrada cataliticamente o composto em
produtos ndo-fitotdxicos, como 3,4-dicloroanilina e acido propiénico (Frear & Still, 1968).
Devido a grande pressdo de selecdo, o primeiro biotipo resistente foi identificado em 1990
(Carey et al., 1995a). O mecanismo de resisténcia identificado até entéo refere-se ao mesmo
mecanismo que confere seletividade ao arroz, isto é, uma maior taxa de metabolizacéo
mediada pela enzima aryl acylamidase (Carey et al., 1997). Assim fica inviabilizado o uso
de inibidor desta enzima, como carbaryl, associado ao herbicida, pelo fato de cultura e planta
daninha apresentarem o mesmo mecanismo de resisténcia (Carey et al., 1997). O uso do
inibidor causaria morte tanto da planta daninha como da cultura.

Outro herbicida utilizado no manejo de plantas daninhas na cultura do arroz € o
clomazone. Seu uso pode ser tanto em pré como em pos-emergéncia inicial. A resisténcia a
este herbicida é pouco comum, no entanto foi identificada em E. phyllopogon (Yasuor et al.,
2010). A resisténcia nesses biotipos é atribuida a capacidade diferencial de detoxificacao
entre os bidtipos resistentes e 0s suscetiveis. As plantas resistentes possuem maior atividade

de hidroxilagdo, produzindo de 6 a 12 vezes mais o derivado mono-hidroxilado como
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metabolito principal. Nas plantas suscetiveis, por sua vez, houve acumulo de 2,5 vezes mais
5-keto-clomazone, que é o metabolito toxico (Yasuor et al., 2010).

Para o controle do capim-arroz resistente aos principais herbicidas seletivos para a
cultura do arroz utiliza-se o glyphosate no pré-plantio da cultura ou no estadio de ponto-de-
agulha. No entanto, houve selecdo de biétipos de E. colona resistentes também a este
herbicida (Alarcon-Reverte et al., 2013; Gaines, et al., 2012). O mecanismo refere-se a uma
alteracdo no local de agdo causado pelas mutagdes Pro106Ser, Pro106Thr e Prol06Leu
(Alarcon-Reverte et al., 2013; Han et al., 2016).

A resisténcia a um determinado mecanismo de acdo de herbicida torna 0 manejo desta
planta daninha complexo nas lavouras. No entanto, s&o comuns casos de capim-arroz com
resisténcia multipla a herbicidas, o que resulta em um problema de maior proporgéo. No
Arkansas, EUA, por exemplo, 28% dos biotipos coletados apresentaram resisténcia multipla
a herbicidas (Rouse et al., 2017). No mundo, foram identificados biotipos de E. crus-galli
com resisténcia maltipla a quinclorac + atrazina, sendo este ultimo devido ao local de a¢éo
alterado (Lopez-Martinez et al., 1997), inibidores da ACCase e inibidores da ALS (Iwakami
et al., 2015), propanil e quinclorac (Malik et al., 2010), inibidores da ALS e quinclorac
(Matzenbacher et al., 2014), e inibidores ACCase, inibidores ALS, quinclorac e propanil
(Heap, 2017). Ainda, foi identificada em E. phyllopogon resisténcia multipla a thiobencarb,

molinate, bispiribac-sodium e fenoxaprop-ethyl (Fischer et al., 2000).

2.3.1 Resisténcia de capim-arroz a herbicidas inibidores da enzima ALS

A enzima acetolactato sintase (ALS), também conhecida como acetohidroxiacido
sintase (AHAS), é uma enzima chave envolvida na biossintese de aminoacidos de cadeia
ramificada, como valina, leucina e isoleucina (Han et al., 2012; Rizzardi et al., 2004). Esta
enzima catalisa duas reacOes paralelas associadas com a conversdo de duas moléculas de

piruvato em uma molécula de acetolactato e dioxido de carbono, e com a conversao de uma
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molécula de piruvato e uma molécula de cetobutirato em uma molécula de
acetohidroxibutirato e didéxido de carbono (Han et al., 2012). A inibicéo da atividade desta
enzima ir4 afetar a biossintese de aminoacidos de cadeia ramificada e resultar na morte das
plantas. A enzima ALS é a enzima-alvo de cinco grupos quimicos de herbicidas:
imidazolinonas, sulfoniluréias, triazolopirimidas, pirimidinilbenzoatos e
sulfonilaminocarbonil-triazolinona. Os locais de ligacdo destes grupos quimicos na enzima
ALS estdo proximos ao seu sitio catalitico e parcialmente sobrepostos (Yu & Powles, 2014).

Os herbicidas com mecanismo de ac¢do inibidor da ALS possuem caracteristicas que
difundiram seu amplo uso desde a sua introducdo no inicio de 1980. As principais
propriedades sdo amplo espectro de acdo, uso em baixas doses, seletividade em vérias
culturas, alta eficiéncia e baixa toxicidade para os mamiferos (Monquero & Christoffoleti,
2001). A utilizacdo intensiva e ininterrupta de herbicidas com este mecanismo de acdo pode
rapidamente selecionar plantas daninhas resistentes (Han et al., 2012). Esta selecdo pode
surgir apos aproximadamente quatro anos de utilizacdo sucessiva do agente de selecéo, o
que faz esta classe de herbicidas ser a de maior numero de espécies resistentes no mundo
(Powles & Yu, 2010). Entre as 250 espécies de plantas daninhas resistentes, 159 possuem
resisténcia a herbicidas deste mecanismo de acdo, o que evidencia a rapida evolucdo da
resisténcia (Heap, 2017).

Inibidores da enzima ALS sdo comumente utilizados para controlar biotipos de E.
crus-galli (Talbert & Burgos, 2007). A utilizacdo de cultivares de arroz resistente as
imidazolinonas (Clearfield®), iniciada em 2002 nos EUA e 2004 no Sul do Brasil, para
controle do arroz vermelho, associada a grande utilizacdo destes herbicidas, resultou no
aumento do risco de ocorréncia de populacdes de E. crus-galli resistentes aos inibidores da
ALS (Santos et al., 2007; Riar et al., 2012). Diversas populacgdes de E. crus-galli resistentes
aos herbicidas inibidores da ALS foram encontradas no Rio Grande do Sul e em Santa

Catarina (Matzenbacher, et al., 2014; Merotto et al., 2009; Mariot et al., 2010).



12
Os mecanismos que conferem resisténcia de E. crus-galli aos herbicidas ALS,
identificados até o momento, sdo mutagdo no gene codificador da enzima alvo e incremento
na velocidade de detoxificacdo do herbicida. A presenca da mutacdo Trp574Leu como
mecanismo de resisténcia foi identificada em bi6tipos de capim-arroz no Norte da Grécia
(Kaloumenos et al., 2013), Italia (Panozzo et al., 2013) e Brasil (Matzenbacher et al., 2014).
A ocorréncia de resisténcia ndo relacionada ao local de acdo, causada por incremento de
detoxificacdo foi relatada em bidtipos de E. crus-galli no Brasil (Matzenbacher et al., 2014)
e nos Estado Unidos da América (Riar et al., 2012). Bidtipo de E. crus-galli resistente ao
herbicida imazethapyr apresentou maior expressao dos genes CYP81A6 e GSTF1, sendo a
expressdo 9,6 e 12,3 vezes superior, respectivamente, em comparacdo ao suscetivel
(Dalazen, 2016). Em E. phyllopogon a maior expressdo dos genes CYP81A12 e CYP81A21
estd associada a resisténcia aos herbicidas penoxsulam e bensulfuron-methyl (Ilwakami et
al., 2014a), enquanto a maior expressao dos genes CYP71AK2 e CYP72A254 esta associada
ao herbicida bispyribac-sodium (Iwakami et al., 2014b).
A combinacéo dos dois mecanismos de resisténcia, RLA e NRLA, pode ocorrer em
uma mesma planta. No Arkansas, EUA, estudos associaram as mutacGes Alal22Val e
Alal22Thr a resisténcia aos inibidores da ALS em capim-arroz, e foi identificado também
nos mesmos biodtipos reducdo da translocacdo, provavelmente causada por incremento de
metabolizacdo (Riar et al., 2013). No Brasil foi identificada a mutacdo Ser653Asn e aumento
na taxa de metabolizacdo como mecanismos de resisténcia em bidtipo de E. crus-galli

resistente as imidazolinonas (Matzenbacher et al., 2014).

2.3.2 Resisténcia de capim-arroz a herbicidas inibidores da enzima ACCase
A enzima acetil coenzima-A carboxilase (ACCase) catalisa a carboxilacdo da acetil-
CoA para produzir malonil-CoA, precursor na via de biossintese de acidos graxos nas plantas

(Délye, 2005). Quando este processo € inibido ocorre um prejuizo na sintese de lipidios,
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verificando-se inibicdo do crescimento, uma vez que os lipidios sdo constituintes basicos das
membranas, levando a planta & morte. Os herbicidas inibidores da ACCase séo divididos em
trés grupos com base nas estruturas quimicas: ariloxifenoxipropionatos (FOPs),
ciclohexanedionas (DIMs) e fenilpiraxolina (DEN) (Délye, 2005; Hofer et al., 2006;
Muehlebach et al., 2009).

As plantas possuem dois tipos de enzima ACCase, que estdo localizadas no
cloroplasto e no citosol (Konishi et al., 1996; Zhi-Bo et al., 2011). Plantas pertencentes a
familia Poaceae e Cyperaceae possuem a enzima ACCase do estroma do cloroplasto na
mesma forma da enzima encontrada no citoplasma, a qual possui trés dominios funcionais
em um mesmo polipeptidio: proteina carregadora de biotina carboxil (biotin carboxyl carrier
protein - BCCP), biotina carboxilase (biotin carboxylase - BC) e carboxil transferase
(carboxyl transferase - CT) (Nikolau et al., 2003; Délye, 2005; Incledon & Hall, 1990).
Entretanto, a enzima ACCase localizada no cloroplasto das demais espécies é heteromérica
em relacdo a encontrada no citoplasma, com quatro subunidades (BCCP, BC, CTa e CTp)
codificadas por diferentes genes. Os herbicidas com mecanismo de acdo inibidor da ACCase
atuam especificamente na enzima que possui trés dominios, assim espécies com a enzima na
forma heteromérica no cloroplasto sdo insensiveis aos herbicidas com este mecanismo de
acao (lwakami et al., 2012; Konishi & Sasaki, 1994).

O uso de herbicidas inibidores da ACCase em lavouras de arroz é uma alternativa
para o controle de plantas daninhas resistentes as imidazolinonas. Herbicidas ACCase sao
passiveis de serem utilizados em lavoura de arroz devido a presenca de compostos
protetores, também denominados antidotos ou “safeners”, que garantem a seletividade para
a cultura (Lucini & Molinari, 2010). Porém, o uso continuo de herbicidas com mecanismo
de acdo inibidor da ACCase propiciou a selecdo de espécies de plantas daninhas resistentes
também para este mecanismo de acdo. Pesquisas apontam que a resisténcia de plantas

daninhas gramineas aos herbicidas inibidores da ACCase pode ser resultado de um
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incremento na metabolizacdo (Bakkali et al., 2007), superproducédo da enzima ACCase
(Laforest et al., 2017) ou por insensibilidade da enzima, devido a alteragdo do local de acéo
(Huan et al., 2014). A resisténcia aos inibidores da ACCase por insensibilidade da enzima é
consequéncia de alteracdo estrutural no seu dominio CT. Até o momento foram detectadas
14 alteragBes nos aminoécidos incorporados a enzima, distribuidos em 7 posi¢des no
dominio carboxil transferase (CT) da enzima (Powles & Yu, 2010; Beckie & Tardif, 2012;
Kaundun et al., 2013a; Kaundun et al., 2013b; Kaundun, 2014).

A espécie E. crus-galli possui pelo menos trés genes ativos codificadores da enzima
ACCase, derivados da espécie E. phyllopogon (Iwakami et al., 2012). Isto é explicado pelo
genoma de E. crus-galli ser alohexaploide (6n), resultante de um cruzamento interespecifico
entre E. phyllopogon (4n) e outra espécie diploide (2n) ndo identificada do género
Echinochloa (YYabuno, 1966). O maior numero de genes codificadores da ACCase em E.
crus-galli indica reducdo da probabilidade de ocorréncia de resisténcia por mutacdo na
sequéncia codificadora da enzima, que consequentemente produziria um produto com
alteracdo no local de acdo do herbicida (Iwakami et al., 2012).

Plantas com mais de duas cépias de genes codificantes da enzima alvo tendem a ndo
adquirir a caracteristica de resisténcia na presenca de uma mutacdo em um gene, por um
efeito de diluicdo (Iwakami et al., 2012). O efeito de diluicdo refere-se ao produto génico
resistente ser menos expresso em comparagdo ao suscetivel, por apresentar menor nimero
de cdpias, ou seja, as enzimas resistentes sdo diluidas em quantidades significativas de
enzimas sensiveis, produzidas pelos genes com sequéncias codificadoras que ndo sofreram
mutacdo (lwakami et al., 2012). Plantas que apresentarem apenas uma copia do gene
codificador da ACCase com mutacdo serdo caracterizadas com resisténcia muito fraca. No
entanto, deve-se notar que em aplicacdes de baixas doses de herbicidas a sobrevivéncia de
uma planta com apenas um gene resistente seria maior do que uma planta de tipo silvestre,

mesmo com o efeito de diluicdo. Em tais casos, até mesmo apenas um alelo resistente pode
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conferir resisténcia suficiente para sobreviver a selecdo com herbicida (Iwakami et al.,
2012). Assim, E. crus-galli é mais propensa a evoluir a mecanismos de resisténcia NRLA
em comparacdo a RLA para inibidores da ACCase (Iwakami, et al., 2015). Contudo, se
existirem populagdes de E. crus-galli com menor nimero de copias de genes codificadores
da ACCase, essas plantas daninhas podem exibir rapidamente resisténcia aos inibidores da
ACCase por mecanismos RLA (lwakami, et al., 2015).

Herbicidas inibidores da ACCase sao eficientes como estratégia alternativa do
controle de capim-arroz resistente aos inibidores da ALS (Matzenbacher et al., 2013).
Porém, o uso continuo destes herbicidas em lavouras de arroz favorece a evolugdo de
populacgdes resistentes. A resisténcia de capim-arroz aos herbicidas ACCase foi confirmada
em diversos paises. No Brasil foi verificada resisténcia maltipla de E. crus-galli ao herbicida
cyhalofop, penoxsulam e quinclorac (Eberhardt et al., 2016). O mecanismo de resisténcia
ndo foi elucidado nesse estudo. Na China, bidtipo de E. crus-galli apresentou resisténcia aos
inibidores da ACCase por insensibilidade da enzima ao quizalofop-p-ethyl (Huan et al.,
2013). A resisténcia associada a super-expressdo da enzima alvo foi descartada pois ambos
bidtipos, resistente e suscetivel, apresentaram atividade basal da enzima ACCase similar.

Nos EUA a resisténcia de E. phyllopogon ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl foi
relacionada ao incremento de metabolizacdo, pelo fato do bidtipo resistente apresentar uma
taxa mais elevada de conjugacdo de GSH e de cisteina em comparacdo ao bidtipo suscetivel
(Bakkali et al., 2007). A resisténcia de E. phyllopogon ao cyhalofop-butyl, na Califérnia,
foi associada uma menor absorc¢do do herbicida concomitantemente a um aumento na taxa
de metabolizagdo. Verificou-se que aproximadamente 50% do [**C]cyhalofop-butyl foi
absorvido no bidtipo suscetivel, enquanto no resistente foi de 30%. N&do foram observadas
diferencas na translocagdo. Quanto ao metabolismo, os resultados mostraram que 24 horas

apos a aplicacdo 4,2% do cyhalofop-butyl total absorvido foi convertido em cyhalofop-éacido
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e 76,71% em metabodlitos polares no biotipo resistente, enquanto para o suscetivel foi de
20,82% e 58,39%, respectivamente (Ruiz-Santaella et al., 2006).

Recentemente, um bi6tipo da espécie E. colona, encontrado no Mississipi, foi
caracterizado como resistente a fenoxaprop-p-ethyl, no entanto s com mecanismo de
resisténcia ndo identificado. O uso de inibidor de enzimas GST e P450 ndo reverteram a
resisténcia. O ensaio enzimatico caracterizou a enzima ACCase como sensivel ao herbicida
e ndo foram observadas mutacdes conhecidas no sequenciamento do gene codificador da

ACCase (Wright et al., 2016).

2.3.3 Resisténcia ao quinclorac

O quinclorac (3,7-dichloro-8-quinolinecarboxylic acid) foi inicialmente utilizado nos
anos 90, com o objetivo de controlar capim-arroz resistente ao herbicida propanil, e outras
gramineas, nos Estados Unidos da América (Malik et al., 2010). No Brasil, onde ndo ha
relatos de casos de resisténcia ao propanil, o quinclorac foi entdo utilizado como uma
ferramenta alternativa a este herbicida por ser mais eficiente para 0 manejo de capim-arroz.
O herbicida quinclorac induz a biossintese de etileno através da via do acido 1-carboxilico-
1-aminociclopropano (ACC). Este processo produz um co-produto toxico, o cianeto, que é
a principal acdo do quinclorac. A producdo de ACC induzida pelo quinclorac ocorre
inicialmente nas raizes e, entdo o ACC acumulado é transportado da raiz para a parte aérea,
onde promove a geracdo de etileno e cianeto. Devido a isso, 0 crescimento da parte aérea é
mais suscetivel aos danos causados pelo quinclorac em relagdo a raiz (Grossman, 1996;
Grossman & Kwiatkowski, 1995). O estimulo da ACC sintase e consequente producdo de
cianeto (co-produto do etileno) atua como processo alvo responsavel pela inibicdo do
crescimento e morte celular em gramineas sensiveis (Grossman, 1996). O etileno provoca
ainda a curvatura descendente das folhas e estimula a biossintese do acido abscisico (ABA)

através do aumento da quebra da xantofila em xantoxina, precursora de ABA, por 9-cis-
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epoxycarotenoid dioxygenase no plastidio (Kraft et al.,, 2007). Plantas tolerantes ao
quinclorac, como o arroz, ndo respondem ao tratamento herbicida com aumento na sintese
de etileno e cianeto (Grossman & Kwiatkowski, 2000).

No Brasil os primeiros casos de resisténcia de capim-arroz foram ao herbicida
quinclorac no ano de 1999 (Heap, 2017). Na safra 2011/12 foram avaliadas 421 populagdes
de capim-arroz coletadas no estado do RS, das quais 19% apresentaram resisténcia ao
quinclorac e 14% com resisténcia multipla a quinclorac e imidazolinonas (Matzenbacher et
al., 2014). No estado do Arkansas (EUA) 23% das 450 populacdes avaliadas entre 2006 e
2016 foram resistentes ao quinclorac, sendo o segundo problema mais comum de capim-
arroz resistente (Rouse et al., 2017).

Os mecanismos de resisténcia ao quinclorac ainda geram divergéncias na literatura.
Atualmente o mecanismo de resisténcia mais aceito é a detoxificacdo do cianeto mediada
pela enzima fB-cianoalanina sintase (B-CAS) (Gao et al., 2017; Yasuor et al., 2012; Abdallah
et al., 2006). Esta enzima catalisa a conjugacéo de cianeto com cisteina para formar sulfeto
de hidrogénio ¢ B-cianoalanina, que por sua vez € metabolizado em asparagina (Yip & Yang,
1988). Biotipo de E. crus-galli suscetivel apresentou uma menor atividade da enzima -CAS
em comparacdo com dois resistentes avaliados (Gao et al., 2017). Um menor acimulo de
etileno e uma maior atividade da enzima B-CAS foram verificadas em E. phyllopogon
resistente ao quinclorac, contudo a aplicacdo de malathion inibiu a atividade desta enzima e
reverteu a resisténcia (Yasuor et al., 2012). Populac6es resistentes com maior atividade de
B-CAS podem evitar ou reduzir a toxidez por cianeto, induzido pela aplicacéo de quinclorac.
Enguanto em bidtipos suscetiveis 0 acimulo de cianeto pode aumentar a atividade da ACC
sintase, 0 que pode levar a mais producéo de etileno e cianeto (Gao et al., 2017). Os estudos
verificaram ainda a ocorréncia da mutacdo Met295Lys na sequéncia génica codificadora da
enzima B-CAS mais ativa de dois biotipos de E. crus-galli resistentes ao quinclorac, em

comparagdo a sequéncia do biotipo suscetivel. Esta substituicdo de aminoacidos é também
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verificada na sequéncia génica de arroz, ao qual o quinclorac apresenta seletividade, e pode
estar associada & maior atividade da enzima (Gao et al., 2017).

A diferenca de absorcdo e translocagdo entre bidtipos resistentes e suscetiveis ao
quinclorac também foi estudada. Foi observada diferenca de translocagdo, no entanto ndo é
possivel afirmar que seja responsavel por conferir a resisténcia (Lovelace et al., 2007).
Outros trabalhos sugerem a detoxificacdo do quinclorac, através de enzimas comumente
envolvidas na resisténcia aos herbicidas, como P450 e GSTs. O uso de inibidores de
metabolizagdo 1-aminobenzotriazole (ABT), piperonyl butoxide (PBO) e malathion
reverteram a resisténcia de duas populacGes de E. crus-galli resistentes ao quinclorac
(Matzenbacher et al., 2014). Outro bidtipo resistente apresentou maior expressao do gene
GSTF1 na presenca e auséncia do herbicida, sugerindo que enzimas GST podem contribuir
parcialmente na resisténcia pela detoxificacdo direta, através da conjugacéo com glutathiona,
ou indireta, eliminando espécies reativas de oxigénio (Li et al., 2013). Todavia, o quinclorac
provavelmente € resistente a metabolizacdo em plantas, e a resisténcia em plantas daninhas
e seletividade em culturas ndo séo relacionadas a desintoxicacdo diferencial deste herbicida
(Chism et al., 1991; Grossman & Kwiatkowski, 2000).

A evolucdo da resisténcia aos herbicidas em capim-arroz torna esta espécie uma das
mais importantes plantas daninhas do mundo (Heap, 2017). Mecanismos tanto relacionados
como ndo-relacionados ao local de acdo foram identificados como responsaveis pela
resisténcia, além de mdltiplos mecanismos em uma mesma planta (Matzenbacher et al.,
2014). Seu manejo deve ser gerenciado com rotacdo de herbicidas de diferentes mecanismos
de acdo. Quanto mais herbicidas de diferentes mecanismos de acdo forem utilizados, as
chances de selecionar bidtipos resistentes sao minimizadas, no entanto nao eliminadas. A
ocorréncia de bidtipos com resisténcia mualtipla aos principais herbicidas utilizados na
cultura do arroz pode ser manejada com a rotacao de culturas na rea, possibilitando aplicar

herbicidas até entdo ndo utilizados.
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2.4 Resisténcia cruzada negativa

Mecanismos de resisténcia envolvem alteracdo na sequéncia codificadora de
proteinas essenciais para a planta, RLA, ou vias metabdlicas secundarias, NRLA,
similarmente aos mecanismos de defesa da planta (Pavlicev & Wagner, 2012; Purrington,
2000). Estes mecanismos, porém, podem estar associados a efeitos pleiotrdpicos que
conferem um custo adaptativo na auséncia de pressdo seletiva, como o aumento na
sensibilidade a outros herbicidas (Délye et al, 2013b). No entanto, a resisténcia a herbicidas
ndo estd necessariamente associada a um custo adaptativo, pois esse depende do mecanismo
de resisténcia, tipo de mutacdo verificada, genotipo, background da planta e condicdes
ambientais (Bergeson & Purrington, 1996; Menchari et al., 2008; Vila-Aiub et al., 2009). A
resisténcia cruzada negativa (RCN) trata-se de um fendmeno no qual o mecanismo que
confere a resisténcia a um herbicida concomitantemente provoca maior suscetibilidade a
outro (Gressel & Seguel, 1990a). A RCN pode ser resultado de mutacBes que afetam a
sequéncia génica codificadora da enzima, e estas, consequentemente, produzem um
polipeptidio com o local de acdo do herbicida alterado (Taylor & Feyereisen, 1996), ou por
efeitos de aumento na expressdo de genes codificadores de enzimas detoxificadoras, ou

mesmo incremento na atividade destas enzimas (Paul et al., 2006; Raghavendra et al., 2011).

Embora a resisténcia cruzada negativa seja pouco comum, a mesma foi descrita em
algumas espécies de plantas daninhas, como E. crus-galli resistente as triazinas, que
apresentou RCN a fluazifop-butyl, sethoxydim, metolachlor, chlorsulfuron e ammonium
glufosinate (Gadamski et al., 2000). No mesmo estudo foi verificada RCN em Conyza
canadensis a MCPA, pyridate, fluroxypyr, glyphosate, diquat e bentazon. Esse efeito pode
ser associado a penalidade conferida pela mutacdo no gene psbA, verificada em ambas
espécies deste estudo, que confere resisténcia as triazinas e pode resultar em maior

sensibilidade a estresses secundarios, como outros herbicidas (Gadamski et al., 2000). Entre
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as penalidades conferidas pela mutacdo no gene psbA estdo a diminuicdo da fotossintese,
menor producdo de ATP e NADPH, levando a redugdo de 15 a 25% na fixacdo de CO;
devido & taxa mais baixa de transferéncia de elétrons no fotossistema Il (Ahrens and Stoller

1983; Holt et al. 1981).

Alterac6es no local de acdo dos herbicidas através de substituicdo de aminoacidos
podem conferir resisténcia a um herbicida, porém podem aumentar a afinidade a outro
herbicida de mesmo mecanismo de a¢do. A mutacdo Val219lle no gene psbA de Cyperus
difformis a0 mesmo tempo que causa resisténcia ao propanil, aumenta a suscetibilidade ao
herbicida bentazon, ambos inibidores do FS Il (Pedroso et al., 2016). Assim também a
mutacdo Ser264Gly, em Amarathus hybridus causa resisténcia a atrazina, ametrina e
bromacil e confere aumento na sensibilidade ao bentazon e diuron, e em Amaranthus
retroflexus causa resisténcia a ametrina, atrazina, bromacil, diuron, linuron, metribuzin e
metamitron, e aumenta a suscetibilidade ao bentazon e ioxynil (Oettmeier, 1999). Da mesma
forma, em Chenopodium album esta mutacdo confere resisténcia a atrazina, ametrina,
bromacil, diuron e metribuzin e maior suscetibilidade ao bentazon (Oettmeier, 1999). Neste
mesmo sentido, Amaranthus hybridus resistente as imidazolinonas teve sua sensibilidade
aumentada ao cloransulam-methyl, outro inibidor da enzima ALS, mas do grupo quimico
triazolopyrimidine (Poston et al., 2001). A tolerancia diferencial ao cloransulam-methyl em
plantas suscetiveis e resistentes as imidazolinonas ndo foi explicada por diferencas de
absorcdo, translocacdo e metabolismo do herbicida. Contudo, plantas resistentes
apresentaram a enzima ALS 25 vezes mais sensivel ao cloransulam-methyl em relacéo as

suscetiveis.

Outros trabalhos verificaram a ocorréncia de RCN, no entanto sem explicacédo clara
do mecanismo. Kochia scoparia resistente a herbicidas inibidores da ALS devido a mutagdo

Trp574Leu apresentou maior suscetibilidade ao mesotrione e pyrasulfotole, inibidores da
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HPPD e ao carfentrazone, inibidor da enzima protox (Beckie et al., 2012). No entanto,
biétipos com a mutagdo Pro197GIn ndo apresentaram RCN. Este fendmeno, segundo os
autores, é atribuido a um efeito pleiotropico da mutacdo Trp574Leu, no entanto ndo ha

elucidacdo exata do mecanismo bioquimico ou fisiol6gico envolvido.

O fenbmeno da RCN ¢é verificado ndo apenas em plantas, mas também em insetos. A
resisténcia aos inseticidas piretroides geralmente ocorre por incremento na capacidade de
detoxificagdo do inseticida. Contudo, este mecanismo aumenta a suscetibilidade ao
inseticida chlorfenapyr em Heliothis virescens (Pimprale et al., 1997), Musca domestica
(Scott et al., 2004) e Aedes aegypti (Paul et al., 2006). Isto ocorre pois o chlorfenapyr
necessita de metabolizacdo enzimatica para ser ativado e ter efeito inseticida (Raghavendra
et al., 2011), similar ao que é verificado com o herbicida clomazone em plantas (Ferhatoglu
& Barrett, 2006). Outros casos sdo verificados em insetos, como Helicoverpa armigera
resistente a toxina CrylAC é mais suscetivel a abamectina (Xiao et al., 2016), e Spodoptera
litura resistente ao imidacloprid € mais suscetivel ao inseticida methomyl (Abbas et al.,

2012).

A utilizacdo de associacao ou rotacdo de herbicidas com RCN pode ser capaz de
retardar ou suprimir o surgimento de populac@es de plantas daninhas resistentes em areas
com alta pressdo de selecdo. Isso € possivel pela capacidade de alguns herbicidas afetarem
mais gravemente bidtipos resistentes em relacdo aos bidtipos suscetiveis a outro herbicida,
ou seja, resisténcia cruzada negativa. A taxa de evolucdo de bidtipos resistentes diminui
quando € utilizado um herbicida com forte resisténcia cruzada negativa (Gressel & Segel,
1990b). A maioria dos autores que estudam o controle quimico de plantas daninhas
resistentes ndo testam 0s mesmos compostos nos bidtipos sensiveis. Assim, muita
informacdo potencialmente Util para o desenvolvimento de estratégias de manejo da

resisténcia é perdida (Gadamski et al., 2000).
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RESISTENCIA DE Echinochloa crus-galli AO FENOXAPROP-P-ETHYL
ASSOCIADO AO PROTETOR ISOXADIFEN-ETHYL

RESUMO

A utilizacdo de herbicidas inibidores da enzima ACCase na cultura do arroz esta
aumentando devido a grande ocorréncia de resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima
ALS e quinclorac. Alguns herbicidas inibidores da ACCase sdo passiveis de serem utilizados
em lavouras de arroz devido a presenca de compostos protetores. O objetivo deste trabalho
foi identificar a ocorréncia de capim-arroz resistente aos herbicidas inibidores da enzima
ACCase e avaliar o efeito de protetores com 0 mecanismo de resisténcia. O estudo foi
realizado com 52 bidtipos de capim-arroz resultantes de escape ao controle com herbicidas
inibidores da ACCase. O bidtipo 7.9 mostrou-se potencialmente resistente no estudo inicial
de selecdo na dose de 34,5 g.ha de fenoxaprop-p-ethyl. Este bi6tipo e uma suscetivel foram
utilizadas em estudos de curvas de dose-resposta ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl formulado
sem e com o protetor isoxadifen-ethyl. As doses utilizadas foram de 0 a 1104 g.ha™ para o
bidtipo resistente, e 0 a 138 g.ha* para o suscetivel. Para ambos bidtipos foram aplicados
tratamentos sem e com o inibidor de glutathiona-s-transferase (GST) chloro-
nitrobenzofurazan e de enzimas citocromo P450 monooxigenase (P450) malathion. Tambem
foi avaliada a ocorréncia de resisténcia cruzada a outros herbicidas inibidores da enzima
ACCase. O bidtipo 7.9 mostrou-se resistente ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl + isoxadifen-
ethyl, com fator de resisténcia de aproximadamente 6. Ndo houve morte das plantas com a
maior dose testada, correspondente a 16 vezes a recomendada. A aplicacdo prévia de
malathion ndo foi eficiente em reverter a resisténcia. O uso de inibidor de enzimas GST
reduziu o FR da variavel massa seca da parte aérea. A aplicacdo de fenoxaprop-p-ethyl sem
protetor na formulacdo foi eficiente em reverter a resisténcia a partir de 100% da dose
recomendada. Os herbicidas haloxyfop-p-methyl, clodinafop-propargyl, cyhalofop-butyl,
clethodim, sethoxydim, quizalofop-p-ethyl e fluazifop-p-butyl apresentam controle das
plantas resistentes a fenoxaprop + isoxadifen-ethyl aos 21 DAT. A ocorréncia de biotipo de
Echinochoa crus-galli resistente ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl foi confirmada, com
participacdo de enzimas GST no incremento na capacidade de detoxificacdo. O uso do
protetor isoxadifen-ethyl na formulacdo do herbicida fenoxaprop-p-ethyl esta relacionado
com a sobrevivéncia de plantas de Echinochloa crus-galli. A inducdo da resisténcia pela
presenca do protetor ocorreu em apenas no bidtipo resistente e ndo teve efeito no suscetivel,
indicando que o biétipo possui um aparato enzimatico de metabolizacdo responsivo ao
protetor que favorece a detoxificacdo do herbicida fenoxaprop. A utilizacdo de protetores
com o objetivo de aumentar a seletividade em culturas pode favorecer a ocorréncia de
resisténcia a herbicidas principalmente em espécies cuja resisténcia ja ocorra devido a
mecanismos de incremento de metabolizacéo.



34

3.1 Introducgéo

A ocorréncia da resisténcia de capim-arroz aos herbicidas inibidores da ALS, por
incremento de detoxificacdo, e ao quinclorac é amplamente distribuida nas lavouras de arroz
(Matzenbacher et al., 2014; Dalazen, 2016). A avaliagdo de 421 populagdes de capim-arroz
coletadas no estado do Rio Grande do Sul mostrou que 60% dessas sdo resistentes a
imazethapyr + imazapic, 19% resistentes ao quinclorac e 14% apresentam resisténcia
maltipla aos inibidores da ALS + quinclorac (Matzenbacher et al., 2014). A solugdo para o
controle do capim-arroz em grande parte dessas lavouras € a utilizacdo de herbicidas com
outros mecanismos de ac¢do, como herbicidas inibidores da enzima ACCase. No entanto, no
Brasil esses herbicidas estdo sendo utilizados de forma continua e com frequente aumento
nas doses. Este cenario de utilizacdo de um mesmo herbicida indica a evolucdo da
resisténcia, de forma similar ao que ja ocorre em diversos paises (Huan et al., 2013; Wright
et al., 2016). Desta forma, considera-se problematica a possiblidade de ocorréncia de
resisténcia também aos herbicidas inibidores da enzima ACCase, pois sdo uma importante
ferramenta para 0 manejo de plantas daninhas no arroz.

Herbicidas inibidores da ACCase sdo passiveis de serem utilizados em espécies
cultivadas da familia Poaceae devido a presenca de compostos protetores, tambem
denominados antidotos ou “safeners”, que garantem a Seletividade para a cultura. O
herbicida fenoxaprop-p-ethyl utilizado para controle de capim-arroz (Saini & Angiras, 2002)
é formulado com o protetor isoxadifen-ethyl a fim de proteger a cultura de injdrias (Buehring
et al., 2006; Lucini & Molinari, 2011). A seletividade de fenoxaprop-p-ethyl para a cultura
do trigo também é conferida com presenca de protetores, como mefenpyr-diethyl (Belfry &
Sikkema, 2015). Atualmente, os herbicidas utilizados em associagdo com um agente de
protecdo representam aproximadamente 30% do valor das vendas globais de herbicidas

(Rosinger, 2014).
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Os herbicidas devem cumprir dois critérios antagdnicos para serem agronémico e
comercialmente bem-sucedidos. Primeiro permitir o controle eficiente de uma ampla gama
de espécies de plantas daninhas, incluindo espécies taxondmicas préximas as culturas e
segundo serem seletivos para as espécies vegetais cultivadas. O atendimento destes dois
critérios foi responsavel pelo sucesso dos protetores de herbicidas (Rosinger, 2014). Como
0s herbicidas, os protetores sdo compostos organicos bioativos, que quando aplicados em
associacdo com herbicida tém a capacidade de diminuir a sensibilidade de uma ou varias
espécies de culturas o suficiente para evitar danos dos herbicidas, sem reduzir a eficiéncia
do controle de plantas daninhas no campo (Rosinger, 2014). Protetores diminuem a
sensibilidade ao herbicida acelerando a sua metabolizacdo em compostos menos ou nédo
toxicos (Duhoux et al., 2017).

O mecanismo de acdo dos protetores ainda ndo esta totalmente esclarecido, no
entanto, parecem atuar em rotas de metabolizacdo, induzindo enzimas citocromo P450
monooxigenases (P450), glutationa-s-transferase (GST) e transportadores ABC com a
finalidade de neutralizar o efeito herbicida nas culturas (Kraehmer et al., 2014). Este
mecanismo de detoxificacdo ocorre naturalmente em algumas plantas daninhas resistentes,
principalmente em gramineas, o que pode ser explicado pelo maior nimero de genes CYP,
em comparacdo as dicotileddneas (Powles & Yu, 2010). O incremento na capacidade de
metabolizacdo é um desafio pois pode culminar na resisténcia a herbicidas de diferentes
mecanismos de acdo. Recentemente é afirmado que o mecanismo de acdo dos protetores é
muito similar entre culturas e plantas daninhas (Duhoux et al., 2017). Desta forma, a
capacidade destes compostos protetores selecionarem também plantas daninhas merece
especial atencao.

Estudos apontam que os herbicidas inibidores da enzima ACCase, como cyhalofop-
butyl, ainda séo eficientes no controle de capim-arroz no Brasil, principalmente em estagios

iniciais (Kalsing et al., 2017). Contudo, observa-se no campo um aumento frequente nas
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doses necessarias para o controle desta espécie, 0 que sugere a evolugdo da resisténcia.
Corroborando com isso, recentemente foi descrita a resisténcia de Echinochloa crus-galli ao
herbicida cyhalofop-butyl no estado de Santa Catarina, Brasil, no entanto sem elucidagao do
mecanismo (Eberhardt et al., 2016). O objetivo deste trabalho foi identificar a ocorréncia de
capim-arroz resistente aos herbicidas inibidores da enzima ACCase no Rio Grande do Sul,

e elucidar o mecanismo de resisténcia.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Selecdo das populacdes

3.2.1.1 Screening de populacbes com escape de controle a campo

Na safra 2015/16 foram coletadas amostras de 52 bidtipos de E. crus-galli que
apresentaram escape de controle de herbicidas inibidores da enzima ACCase em lavouras de
arroz do Rio Grande do Sul. Com as sementes coletadas realizou-se um screening em casa
de vegetacdo climatizada, com temperatura média de 25 °C + 3 °C e fotoperiodo 14/10 horas
(dia/noite), na Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS. As populacdes foram germinadas por imersdo na solucdo de nitrato de
potassio (KNOz 0,2%) a 25 °C por cinco dias e, posteriormente, foram transplantadas em
bandejas preenchidas com solo. Cada bandeja abrigou trés populacdes, semeadas em linhas.
Quando as plantas atingiram 3-4 folhas aplicou-se o herbicida fenoxaprop-p-ethyl (Starice)
ou cyhalofop-butyl (Clincher) na dose de 34,5 e 90 g.hal, respectivamente, que
correspondem a 50% da dose registrada em bula. A utilizacdo da sele¢cdo com 50% da dose
recomendada foi realizada para compensar as condigdes mais favoraveis de aplicagéo e de
crescimento de plantas em casa de vegetacdo em comparacdo as condigdes existentes a

campo. Adicionou-se adjuvante Aureo (0,5% v/v) e Veget’Oil (2 L.ha™) aos herbicidas
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fenoxaprop-p-ethyl e cyhalofop-butyl, respectivamente. A aplicacdo foi realizada com
camara de aplicacdo automatizada (Greenhouse Spray Chamber, modelo Generation I11),
com ponta de pulverizagido TJ8002E e volume de calda de 200 L ha®. As plantas foram
mantidas em alagamento durante todo o periodo ap6s o transplante, e foram crescidas até 21

dias apds a aplicacdo (DAA). Ao final avaliou-se a ocorréncia de plantas sobreviventes.

3.2.1.2 Curva de dose-resposta preliminar ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl

A partir dos resultados do screening foi selecionada a populacdo 7.9 como
potencialmente resistente aos herbicidas inibidores da enzima ACCase. Foi realizado um
estudo de curva de dose-resposta em arranjo fatorial 3x9, em delineamento completamente
casualizado. O fator A consistiu de trés populagdes de capim-arroz, sendo duas suscetiveis,
coletadas no municipio de Rio Pardo (5.2) e Santa Maria (6.19), e uma potencialmente
resistente ao fenoxaprop-p-ethyl, coletada no municipio de Santo Anténio da Patrulha (7.9).
O fator B correspondeu a nove doses do herbicida fenoxaprop-p-ethyl (Starice®) (0; 17,25;
34,5; 51,75; 69,0; 138,0; 207,0; 276,0 e 552,0 g.ha*). Cada tratamento foi composto por 14
repeticdes. Foi adicionado Oleo vegetal Aureo (0,5% Vv/v) a calda de pulverizacéo.

As condicdes de aplicacdo e conducdo do experimento seguiram conforme descrito
anteriormente. Neste experimento as plantas foram transplantadas em vasos plasticos, com
volume de 200 mL. Cada vaso foi perfurado e preenchido com uma mistura de solo +
composto organico e complementacéo de adubacdo com NPK. Aos 21 DAT foram realizadas
contagem de plantas sobreviventes a coleta da parte aérea das plantas para posterior secagem
em estufa de circulacdo de ar forcada, 60 °C por sete dias, a fim de determinar a massa seca
da parte aérea (MSPA). Trés plantas sobreviventes foram mantidas para producao da geracéo
experimental G1 e realizacdo dos experimentos posteriores. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e havendo significancia (p<0,05) foram ajustados pelo

modelo de regressdo ndo-linear log-logistico de trés parametros: y=a/(1+(x/x0)?). Para o



38
bidtipo resistente, foram consideradas apenas as plantas sobreviventes para o ajuste da
regresséo. Para a determinacdo dos valores de Cso e GRsp, 0 y da equacéo foi substituido por
50 (50% de controle). Cso e GRso representam a dose necessaria para atingir 50% de controle

e 50% de reducdo de crescimento, respectivamente.

3.2.2 Estudo da resisténcia e seu mecanismo na geragdo experimental G1

A partir das sementes coletadas de plantas sobreviventes a aplicacdo do herbicida
fenoxaprop-p-ethyl (Starice®) no estudo anterior, foram realizadas novas curvas de dose-
resposta em casa de vegetacdo climatizada, no periodo de novembro/dezembro de 2017. O
herbicida Starice® apresenta o protetor isoxadifen-ethyl na sua formulagdo comercial, um
indutor de enzimas GST. O experimento foi conduzido em arranjo fatorial 2x9x3, em
delineamento completamente casualizado. O fator A foi composto por duas populaces,
sendo uma resistente (7.9) e uma suscetivel (5.2). O fator B por doses do herbicida, sendo as
seguintes doses para a populacéo resistente: 0; 17,25; 34,5; 51,75; 69,0; 138,0; 276,0; 552,0
e 1104,0 g.ha, que correspondem a 0, 25, 50, 75, 100, 200, 300, 400, 800 e 1600% da dose
recomendada; e para a populacédo suscetivel: 0; 0,69; 3,45; 6,9; 10,35; 17,25; 34,5; 69,0 e
138,0 g.ha, que correspondem a 0, 1, 5, 10, 15, 25, 50, 100 e 200% da dose recomendada.
O Fator C consistiu da presenca de inibidor de enzimas P450 (malathion), inibidor de
enzimas GST (NBD-CI) ou sem inibidor. Foi adicionado 6leo vegetal (Aureo 0,5% v/v) a
calda de pulverizacdo com o herbicida Starice®. Cada tratamento foi composto por seis
repeticdes.

A germinacdo, transplante, conducdo das plantas e aplicacdo dos herbicidas foram
realizadas conforme descrito anteriormente. A aplicacdo do inibidor de metabolizacdo via
enzimas GST, 4-Chloro-7-nitrobenzofurazan (NBD-CI), ocorreu 48 horas antes da aplicagao
do herbicida, na dose de 270 g.ha*, diluido em acetona, volume de calda 200 L.ha™* (Wrigth

et al., 2016), enquanto a aplicacdo do malathion, inibidor de enzimas P450, antecedeu em
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duas horas a aplicagdo dos herbicidas, na dose de 1000 g ha, volume de calda 200 L.ha*
(Matzenbacher et al., 2014).

A avaliacdo de controle foi realizada aos 7, 14 e 21 dias apds a aplicacdo dos
tratamentos (DAT) utilizando-se uma escala percentual visual, na qual 0% corresponde
auséncia de injurias, e 100% significa morte da planta. Aos 21 DAT foi realizada a avaliacao
de massa fresca da parte aérea (MFPA). As amostras foram secas em estufa de circulacdo de
ar forcada, 60 °C por sete dias, e ap06s foi determinada a massa seca da parte aérea (MSPA).
Os dados foram submetidos & analise de varidncia (ANOVA) e havendo significancia
(p<0,05) foram ajustados pelo modelo de regressdo nao-linear log-logistico de trés
parametros: y=a/(1+(x/x0)®). Os dados de controle visual foram transformados (Vx+1) para
atenderem os requisitos da ANOVA. Para a determinacéo dos valores de Cso € GRso, 0 y da

equacdo foi substituido por 50 (50% de controle).

3.2.3 Verificagdo da ocorréncia de resisténcia cruzada

Realizou-se aplicacédo de oito herbicidas inibidores da enzima ACCase na populagédo
resistente ao fenoxaprop-p-ethyl (7.9). A germinacédo, transplante, conducdo das plantas e
aplicacdao foram realizadas de acordo com o descrito anteriormente. O delineamento foi o
inteiramente casualizado, com cinco repeticdes. Os tratamentos estdo descritos na Tabela 1.

TABELA 1. Herbicidas inibidores da enzima ACCase aplicados no biotipo resistente ao
fenoxaprop-p-ethyl (Starice®)

Grupo Dose
Nome comum Nome comercial quimico* (g.ha?) Adjuvante
Fenoxaprop-p-ethyl Starice FOP 69 Aureo (0,5% v/v)
Haloxifop-p-methyl Verdict FOP 37,41  Assist (0,5% V/iv)
Clodinafop-propargyl Topik 240 EC FOP 24 Assist (0,5% Vviv)
Cyhalofop-butyl Clincher FOP 180  Veget'Oil (2 L.hal)
Clethodim Select 240 EC DIM 72 Dash (0,5% v/v)
Sethoxydim Poast DIM 184 Assist (0,5% v/v)
Quizalofop-p-ethyl Targa Max FOP 50 -
Fluazifop-p-butyl Fusilade 250 EW FOP 187,5 -

*FOP’s: Aryloxyphenoxy-propionate; DIM’s: Cyclohexanedione
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A avaliacdo de controle também foi realizada aos 7, 14 e 21 dias ap0s a aplicacdo dos
tratamentos (DAT) utilizando-se uma escala percentual visual, na qual 0% corresponde
auséncia de injurias, e 100% significa morte da planta. Aos 21 DAT foi realizada a avaliacdo
de massa fresca da parte aérea (MFPA). As amostras foram secas em estufa de circulacdo de
ar forcada, 60°C por sete dias, e apds foi determinada a massa seca da parte aérea (MSPA).
Os dados foram submetidos & analise de varidncia (ANOVA) e havendo significancia
(p<0,05) foram comparados pelo teste de Tukey 5%. Os dados de controle visual foram

transformados (Vx+1) para atenderem aos requisitos da ANOVA.

3.2.4 Curva de dose-resposta com fenoxaprop-p-ethyl formulado sem protetor

Foram realizadas curvas de dose-resposta com o herbicida Podium® (i.a.
fenoxaprop-p-ethyl) que ndo possui protetor na formulacdo. O experimento foi conduzido
em arranjo fatorial 2x9, em delineamento completamente casualizado. O fator A consistiu
de duas populacGes, sendo uma resistente (7.9) e uma suscetivel (5.2). O fator B de doses do
herbicida, sendo as seguintes doses para a populacéo resistente: 0; 17,25; 34,5; 51,75; 69,0;
138,0; 276,0; 552,0 e 1104,0 g.ha*, que correspondem a 0, 25, 50, 75, 100, 200, 300, 400,
800 e 1600% da dose recomendada, e para a populacéo suscetivel: 0; 0,69; 3,45; 6,9; 10,35;
17,25; 34,5; 69,0 e 138,0 g.ha, que correspondem a 0, 1, 5, 10, 15, 25, 50, 100 e 200% da
dose recomendada. Cada tratamento foi composto por seis repeticbes. A conducao

experimental, avaliacdes e andlise estatistica foram as mesmas descritas anteriormente.

3. 3 Resultados e discusséo

3.3.1 Selecdo dos bidtipos
Entre os 52 bi6tipos coletados em lavouras dispersas pelo estado do Rio Grande do

Sul, apenas o denominado 7.9 mostrou-se potencialmente resistente aos herbicidas
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inibidores da enzima ACCase, apresentando alto percentual de plantas sobreviventes com
50% da dose recomendada do herbicida fenoxaprop-p-ethyl (Figura 1). Dos bibtipos
testados, nenhum apresentou sobrevivéncia ao herbicida cyhalofop-butyl quando aplicada
50% da dose. Isto demonstra que muitos casos de escape de plantas ao controle quimico nao
correspondem necessariamente a resisténcia, mas sim falhas na tecnologia de aplicacéo.

A partir dos resultados obtidos do screening inicial, realizou-se uma curva de dose-
resposta ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl, considerando-se a massa seca da parte aérea, aos
21 DAT, apenas das plantas sobreviventes para o ajuste da regressao log-logistica (Figura 2;
Tabela 2). A curva de dose-resposta da populacdo 7.9 indica que a resisténcia estava em
processo de segregacdo, devido ao percentual de sobrevivéncia apés aplicacdo do herbicida
fenoxaprop-p-ethyl (Tabela 2). Considerou-se como sobreviventes plantas com injarias
inferiores a 80%. Em todas as doses aplicadas, a sobrevivéncia foi inferior ou igual a 50%.
Como controle, aplicou-se as mesmas doses em duas populacdes suscetiveis, 5.2 e 6.19, ndo
houve plantas sobreviventes em doses superiores a 17,25 g ha™, que corresponde a 25% da

dose recomendada em bula.

|‘l\‘ ,
”‘\ll i

4 AWu

Ui

FIGURA 1. Sobrevivéncia do bi6tipo 7.9 ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl, e morte de duas
outras populacdes suscetiveis semeadas paralelamente na bandeja (A), e alta
mortalidade de outras trés populagcbes ao herbicida cyhalofop-butyl (B).
Screening realizado com dose de 34,5 e 90 g ha de fenoxaprop-p-ethyl e
cyhalofop-butyl, respectivamente, que corresponde a 50% da dose
recomendada.
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O bidtipo 7.9 mostrou-se resistente ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl, apresentando

uma dose de GRso de 205,535 g.ha, enquanto os dois bidtipos suscetiveis 5.2 e 6.19
reduziram 50% de seu crescimento com doses de 6,105 e 4,142 g.ha, respectivamente
(Tabela 3). Estes valores ndo sdo adequados para fins de comparac6es mais precisas, devido
a alta segregacdo da populagdo resistente. Assim, a curva preliminar de dose-resposta foi

utilizada apenas para indicagdo inicial da resisténcia.

TABELA 2. Sobrevivéncia (%) de um bi6tipo resistente (7.9) e dois suscetiveis (5.2 e 6.19),
coletados no campo, ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl formulado com o
protetor isoxadifen-ethyl, 21 DAT

Doses de fenoxaprop-p-ethyl (g.ha™)
0 1725 345 51,75 69 138 207 276 552
Bidtipos =~ -------mmmmemmmeeeee- Sobrevivéncia (fitointoxica¢do <80%)-----------------
52(S) 100,00 25,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
6.19 (S) 100,00 8,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
79(R) 100,00 50,00 41,67 41,67 33,33 8,33 33,33 25,00 16,67

TABELA 3. Parametros da equacéo log-logistica para a variavel reducdo da massa seca da
parte aérea de um bidtipo resistente (7.9) e dois suscetiveis (5.2 e 6.19) ao
herbicida fenoxaprop-p-ethyl formulado com o protetor isoxadifen-ethyl

Parametros da equacdo log-logistica

Bidtipos a b X0 GRso R?
---------------------------- Massa Seca da Parte Aérea ------------=-=======-=--—-

5.2 (S) 100,148* -2,171* 6,113* 6,105 0,99

6.19 (S) 99,410% -2,585* 4,123* 4,142 0,99

7.9 (R) 1049,020™ -0,3872"™ 469769,931™ 205,535 0,88

*pardmetros significativos (p<0,05); "parametros ndo significativos. GRso: dose necessaria para reduzir
em 50% o crescimento.
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FIGURA 2. Curva de dose-resposta preliminar ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl,
indicando o percentual de reducdo da massa seca da parte aérea em
relagdo ao controle ndo tratado, de trés bidtipos de Echinochloa crus-

galli, sendo dois suscetiveis (5.2 € 6.19) e um resistente (7.9). Barras
verticais indicam o intervalo de confianca a 5%.

3.3.2 Estudo da resisténcia e seu mecanismo na geracdo experimental G1

Verificou-se interacdo significativa (p<0,05) entre os fatores avaliados em todas as
variaveis analisadas. Quando aplicado o herbicida fenoxaprop-p-ethyl que contém em sua
formulacéo o protetor isoxadifen-ethyl (Starice®), verificou-se que as plantas do bidtipo 7.9
sdo resistentes. O percentual de intoxicacdo das plantas resistentes foi diminuindo no
decorrer das avaliagdes visuais. Aos 21 DAT as plantas resistentes apresentaram intoxicacao
visual pouco expressiva, inferiores a 40% (Figura 3, Figura 4). Houve plantas sobreviventes
até a dose méaxima testada, correspondente a 16 vezes a recomendada. Para o bidtipo
suscetivel (5.2) verificou-se plantas mortas ja aos 7 DAT nas doses de 34,5, 69,0 e 138 g.ha’
1 de fenoxaprop-p-ethyl, que correspondem a 50, 100 e 200% a dose de campo recomendada
em bula (Figura 3). A reducdo da estatura corroborou com o controle visual aos 14 e 21

DAT, nos quais ndo atingiu-se 50% com as doses aplicadas.
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Os dados de MFPA indicam que o GRso do bidtipo 7.9 foi de 76,620 g.ha de
fenoxaprop-p-ethyl, enquanto para o suscetivel foi 12,148 g.ha, resultando em um fator de
resisténcia (FR) de 6,31 (Tabela 4). Para a varidvel MSPA os valores de GRso foram
similares, resultando em um FR de 5,80. Pode-se observar que os dados de controle visual
apresentaram as plantas resistentes menos intoxicadas em relagéo aos dados de massa fresca
e seca.

A resisténcia de espécies do género Echinochloa aos herbicidas inibidores da enzima
ACCase ja é encontrada em diversos paises. No Brasil o primeiro caso foi relatado em E.
crus-galli no ano de 2016, sendo o biotipo resistente ao herbicida cyhalofop-butyl e também
aos herbicidas penoxsulam e quinclorac, no entanto sem elucidacdo do mecanismo de
resisténcia (Eberhardt et al., 2016). Até 0 momento, apenas a resisténcia de capim-arroz aos
herbicidas inibidores da enzima ALS e quinclorac era amplamente distribuida nas lavouras

de arroz (Matzenbacher et al., 2014).
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Controle visual aos 7 (A), 14 (B), 21 (C) DAT, reducao de estatura (D), massa
fresca (E) e massa seca da parte aérea (F) em compara¢do com o controle ndo
tratado, de bidtipos de Echinochloa crus-galli, resistente (7.9) e suscetivel (5.2)
ao fenoxaprop-p-ethyl formulado com o protetor isoxadifen-ethyl, sem
aplicacdo prévia de inibidores de metabolizacéo. Valores representam a média,
e as barras verticais o intervalo de confianca 5%.
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TABELA 4. Parametros da equacéo log-logistica para as variaveis controle visual 7, 14 e 21
DAT, reducdo de estatura de planta, massa fresca e seca da parte aérea de um
bidtipo resistente (7.9) e um suscetivel (5.2) ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl
formulado com o protetor isoxadifen-ethyl

EP Cso0u
Parametros GRso
Csoou
Biotipos a b X0 GRs,  Max Min FR R?
----------------------------------- Controle 7 DAT ---------mmmmm oo
52(S) 102,1962* -3,2707* 16,126* 15,91 (16,28 15,47) - 0,99

79 (R) 64,9201* -3,8647*  58,508* 80,00 (86,58 74,85) 5,03* 0,99
----------------------------------- Controle 14 DAT ----------m-mmmmmmmmmm oo

5.2(S) 102,2068* -4,6453* 19,908* 19,72 (20,43 18,83) - 0,99
7.9 (R) 44,5240* -25057* 81,200* > 1104 >55,97* 0,97

----------------------------------- Controle 21 DAT -----=========mmmmmmmm e
5.2(S) 100,5529* -7,6341* 20,264* 20,23 (20,99 19,43) - 0,99
7.9 (R) 23,2200* -6,0954*  353,966* > 1104 >54,56* 0,97

----------------------------------- Estatura --------------------- -

5.2 (S) 101,2019* -6,029* 20,162* 20,08 (20,79 19,28) - 0,99
7.9 (R) 199,1660™ -0,5764"™ 25260,348™ >1104 >54,97* 0,91

----------------------------- Massa Fresca da Parte Aérea ------------=--==-=-nmnmm-
5.2(S) 100,6502* -4,5978* 12,182* 12,14 (12,67 11,48) - 0,97

79 (R) 57,8920* -4,7768*  52,059* 76,62 (85,08 71,16) 6,31* 0,97
------------------------------ Massa Seca da Parte Aérea --------------=-=-=-m-m-mn---
52(S) 98,1065* -6,1176*  12,379* 12,45 (12,83 12,04) - 0,99

79 (R) 62,9764* -3,9387* 51,344* 72,31 (77,30 68,27) 5,80* 0,99
*significativo a 5%; " ndo significativo; Cso: dose necessaria para controle de 50%; GRso: dose necessaria para
reduzir o crescimento da planta em 50%. EP: erro padrdo da média; FR: fator de resisténcia.

FIGURA 4. Crescimento das plantas de Echinochloa crus-galli aos 21 DAT tratados com
fenoxaprop-p-ethyl nas doses de 0; 0,69; 3,45; 6,9; 10,35; 17,25; 34,5; 69 e 138
g.ha! para a o bidtipo suscetivel (A) e nas doses de 0; 17,25; 34,5; 51,75; 69;
138; 276; 552 e 1104 g.ha* para o bidtipo resistente (B).
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Os mecanismos de resisténcia aos herbicidas ACCase, identificados até entdo, em
Echinochloa s&o devido, principalmente, ao incremento da metabolizacdo do herbicida. E.
phyllopogon resistente ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl produziu cinco vezes menos
fenoxaprop-acido, e aproximadamente duas vezes mais metabolitos polares ndo-toxicos em
comparacdo com o bidtipo sensivel (Bakkali et al., 2007). O mecanismo atribuido foi uma
capacidade superior de conjugacdo do herbicida com glutathiona e cisteina. E. phyllopogon
resistente ao herbicida cyhalofop-butyl também produziu cinco vezes menos cyhalofop-
acido e duas vezes mais metabolitos polares, e ainda foi verificada uma reducéo de 20% na
absorcdo do herbicida no biotipo resistente (Ruiz-Santaella et al., 2006). Outros estudos
identificaram E. crus-galli resistente ao cyhalofop-butyl, ndo sendo encontradas mutacdes
que conhecidamente conferem resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima ACCase,
sendo também atribuida a resisténcia a mecanismos ndo relacionados ao local de acéo
(Iwakami et al., 2015). Em E. colona resistente ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl ndo foram
observadas mutacfes no gene codificador da enzima ACCase, e 0 teste enzimatico
caracterizou a enzima como sensivel (Wright et al., 2016). No entanto, 0 uso de inibidores
de enzimas P450 e GST ndo foram eficientes em reverter a resisténcia.
Outros estudos detectaram resisténcia de capim-arroz aos herbicidas inibidores da
ACCase, como E. crus-galli resistente ao cyhalofop-butyl (Rahman et al., 2010),
fenoxaprop-p-ethyl (Hamza et al., 2012) e quizalofop-p-ethyl (Huan et al., 2011). Poucos

estudos, no entanto, elucidam o mecanismo de resisténcia de Echinochloa a estes herbicidas.

3.3.2.1 Ocorréncia de incremento de metabolizacéo via inibidor de P450

O uso de inibidor de metabolizacdo via enzimas P450 ndo foi eficiente em reverter a
resisténcia para nenhuma variavel avaliada (Figura 5; Figura 6). Verificou-se um aumento
no GRso do bidtipo resistente, em comparagdo com a curva de dose-resposta sem inibidor,

elevando consequentemente o FR (Tabela 5). N&o pode ser descartado completamente o
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envolvimento das enzimas P450 no caso de resisténcia em estudo, pois o inibidor utilizado
pode n&o ter sido eficiente em inibir as enzimas envolvidas (Kaundun, 2014).

As enzimas P450 fazem parte da fase | de metabolizacao, onde catalisam reacfes de
oxidacdo, reducdo e hidrolise. Normalmente agem através da hidroxilacdo ou desalquilacéo
adicionando um atomo de oxigénio a molécula (Ghanizadeh & Harrington, 2017). Esta fase
ja foi identificada como responsavel por detoxificar herbicidas e conferir resisténcia em
outros estudos. Uma maior atividade de enzimas P450 foi descrita como responsavel pela
resisténcia maltipla de E. phyllopogon a fenoxaprop-p-ethyl, bispiribac-sodium e
thiobencarb (Yun et al., 2005). O envolvimento de enzima P450 é também amplamente
conhecido para resisténcia de Echinochloa aos herbicidas inibidores da enzima ALS
(lwakami et al., 2014). O envolvimento destas enzimas também esta associado a resisténcia
de outras espécies gramineas aos herbicidas inibidores da ACCase. Genes codificadores de
enzimas P450, por exemplo, foram identificados com papel chave na resisténcia de Lolium
rigidum ao diclofop-methyl (Gaines et al., 2014). Através de analise de RNA-Seq os autores

verificaram um aumento constitutivo na expressao destes genes (Gaines et al., 2014).
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ao fenoxaprop-p-ethyl formulado com o protetor isoxadifen-ethyl, com

aplicacdo prévia de malathion (inibidor de enzimas P450). Valores representam

a média, e as barras verticais o intervalo de confianca 5%.
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TABELA 5. Parametros da equacéo log-logistica para as variaveis controle visual 7, 14 e 21
DAT, reducdo de estatura de planta, massa fresca e seca da parte aérea de um
bidtipo resistente (7.9) e um suscetivel (5.2) ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl
formulado com o protetor isoxadifen-ethyl, com aplicagdo prévia de malathion
(inibidor de enzimas P450)

Parametros EP Cso ou GRsp
Csoou
Biotipos a b X0 GRso  Max Min FR R?
----------------------------------- Controle 7 DAT ---------mmmmmm oo
52(S) 98,077 -3,601* 10,028* 10,13 (10,63 9,46) - 0,97

79(R) 51566* -1968* 53565* 311,17 (369,96 253,54) 30,69* 0,88
----------------------------------- Controle 14 DAT ----------m-mmmmmmmmmm oo

52(S) 100,004* -12,612* 8,714* 8,71 (8,72 8,70) - 0,99
79 (R) 26,931* -3,441* 72,503* >1104 >126,68* 0,96
----------------------------------- Controle 21 DAT ------=======m=mmmmmmm oo
5.2(S) 100,003* -14,101* 9,214* 9,21 (9,22 9,20) - 0,99
79 (R) 11,916* -25,908™ 69,869* >1104 >119,81* 0,96
----------------------------------- Estatura --------------------- -

5.2(S) 100,149* -13,438™ 11,799* 11,79 (12,75 10,77) - 0,99
79 (R) 25,788™ -0,661"™ 1336,999™ >1104 >93,58* 0,86

------------------------------ Massa Fresca da Parte Aérea ------------======mmmnmun-
52(S) 99,551* -7,630* 7,564* 7,57 (7,69 7,43) - 0,99

79(R) 50,817* -2,018* 45248* 347,41 (>347,41 313,48) 45,87* 0,90
------------------------------ Massa Seca da Parte Aérea --------------=-===-m-m-mm--
52(S) 98,160* -8581*  7,328* 736 (7,51 7,18) - 0,99

7.9 (R) 55971* -2288* 41,226* 104,36 (13555 97,77) 14,17* 0,92
*significativo a 5%; " ndo significativo; Cso: dose necessaria para controle de 50%; GRso: dose necessaria para
reduzir o crescimento da planta em 50%. EP: erro padrdo da média; FR: fator de resisténcia.

FIGURA 6. Crescimento das plantas de Echinochloa crus-galli aos 21 DAT tratados com
fenoxaprop-p-ethyl nas doses de 0; 0,69; 3,45; 6,9; 10,35; 17,25; 34,5; 69 e 138
g.ha! para a o bidtipo suscetivel (A) e nas doses de 0; 17,25; 34,5; 51,75; 69;
138; 276; 552 e 1104 g.ha para o bi6tipo resistente (B) com aplicagdo prévia
de malathion (inibidor de enzimas P450).
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3.3.2.2 Ocorréncia de incremento de metabolizagéo via inibidor de GST

O uso de NBD-ClI, inibidor de enzimas GST, antecedendo o herbicida foi capaz de
diminuir o FR ao fenoxaprop-p-ethyl quando avaliada a massa seca da parte aérea (Figura
7; Tabela 6). Quando aplicado o herbicida fenoxaprop-p-ethyl formulado com o protetor e
sem inibidor de metabolizagio o GRso foi de 72,314 g.ha, e o FR de 5,80. Com a aplicacéo
do inibidor de enzimas GST antecedendo o herbicida, 0 GRso diminuiu para 45,287 g.ha™, e
0 FR 3,62. No entanto para as demais variaveis, como controle visual, estatura de planta e
massa fresca da parte aérea ndo foi verificado diferenca estatistica (Tabela 6; Figura 8).

A conjugacdo de herbicidas como mecanismo de resisténcia de Echinochloa aos
herbicidas inibidores da enzima ACCase ja foi sugerida em outros trabalhos (Bakkali et al.,
2007), assim como aos herbicidas quinclorac e imazethapyr (Li et al., 2013; Dalazen, 2016).
Essas enzimas catalisam a reacdo de conjugacdo de glutathiona com a molécula herbicida
proveniente da fase I, mediada por enzimas P450 (Ghanizadeh & Harrington, 2017). Os
genes codificadores de enzimas GST sdo expressos tanto constitutivamente como induzidos
em resposta aos herbicidas, bem como induzidos por protetores, que sdo compostos que
aumentam a tolerancia de cereais aos herbicidas (Labrou et al., 2015; Skipsey et al., 2011).
Enzimas GST séo codificadas por uma grande e diversa familia génica em plantas, as quais
diferem em niimero, especificidade herbicida e indutibilidade em diferentes plantas (Labrou
et al., 2015). Essas enzimas também possuem papel no sistema antioxidante, no qual atuam
como glutathiona peroxidases (GPX) e dehidroascorbato redutases (DHAR) (Labrou et al.,
2015). Neste estudo o uso do inibidor de GST néo foi suficiente para levar as plantas a morte.
No entanto a varidvel massa seca da parte aérea apontou que essas enzimas possivelmente

possuem papel importante na resisténcia do bidtipo avaliado.
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FIGURA 7. Controle visual aos 7 (A), 14 (B), 21 (C) DAT, reducéo de estatura (D), massa
fresca (E) e massa seca da parte aérea (F) em compara¢do com o controle ndo
tratado, de bidtipos de Echinochloa crus-galli, resistente (7.9) e suscetivel (5.2)
ao fenoxaprop-p-ethyl formulado com o protetor isoxadifen-ethyl, com
aplicacdo prévia de NBD-CI (inibidor de enzimas GST). Valores representam a
média, e as barras verticais o intervalo de confianca 5%.
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TABELA 6. Parametros da equacéo log-logistica para as variaveis controle visual 7, 14 e 21
DAT, reducdo de estatura de planta, massa fresca e seca da parte aérea de um
bidtipo resistente (7.9) e um suscetivel (5.2) ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl
formulado com o protetor isoxadifen-ethyl, com aplicacéo prévia de inibidor de

enzimas GST
Parametros EP Cso ou GRsp
Csoou
Bidtipos a b X0 GRss, Max  Min FR R?
----------------------------------- Controle 7 DAT --------mmmmmmm oo
52(S) 100,079* -7,305* 14,438* 14,43 (14,65 14,20) - 0,99

79(R) 57,779 -2,204* 32,318* 7516 (90,15 66,75) 5,20* 0,94
----------------------------------- Controle 14 DAT ----------m-mmmmmmmmmm e

52(S) 100,011* -12,066* 13,196* 13,19 (13,51 12,87) - 0,99
79 (R) 35502* -2029* 53,229* >1104 - - >83,66* 0,91

----------------------------------- Controle 21 DAT ------=========mmmmmmmm e
5.2(S) 100,000* -13,471* 14,315* 14,31 (14,31 14,31) - 0,99
79(R) 28,361* -1827* 56,819* >1104 - - >77,12* 0,88

----------------------------------- Estatura --------------------- -

52(S) 100,030* -7,365* 13,417* 13,41 (13,42 13,41) - 0,99
79 (R) 26,950™ -0,697™ 429,741™ >1104 - - >82,28* 0,69

---------------------------- Massa Fresca da Parte Aérea ----------=-=======nmmnuom-
52(S) 99,461* -14,738* 13,162* 13,17 (13,50 12,84) - 0,99

79(R) 53,735* -1,950* 32,591* 123,21 (152,40 195,89) 9,35* 0,90
----------------------------- Massa Seca da Parte Aérea ------------=---=-=---------
52(S) 98,501* -11,711* 12,468* 12,50 (12,98 12,00) - 0,99

79 (R) 64,665* -1,646* 21,500* 4528 (53,74 38,65) 3,62* 0,94
*significativo a 5%; " ndo significativo; Cso: dose necessaria para controle de 50%; GRso: dose necessaria para
reduzir o crescimento da planta em 50%; EP: erro padrao da média; FR: fator de resisténcia.

FIGURA 8. Crescimento das plantas de Echinochloa crus-galli aos 21 DAT tratados com
fenoxaprop-p-ethyl nas doses de 0; 0,69; 3,45; 6,9; 10,35; 17,25; 34,5; 69 e 138
g.ha! para a o bidtipo suscetivel (A) e nas doses de 0; 17,25; 34,5; 51,75; 69;
138; 276; 552 e 1104 g.ha* para o biétipo resistente (B), com aplicacio prévia
de NBD-ClI (inibidor de enzimas GST).
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3.3.3 Verificagdo da ocorréncia de resisténcia cruzada
As varidveis analisadas apresentaram diferenga estatistica significativa (p<0,05)
entre os herbicidas avaliados de acordo com o teste ANOVA (Tabela 7). Todos os
tratamentos herbicidas diferiram do controle sem aplicacdo para as variaveis controle visual
7, 14 DAT, MFPA e MSPA. O herbicida fenoxaprop-p-ethyl (Starice®) foi o Unico que
apresentou plantas sobreviventes, enquanto que para os demais todas as plantas morreram.
N&o houve diferenca visual aos 21 DAT entre a aplicagdo de fenoxaprop-p-ethyl (Starice®)
e o controle ndo tratado. Os resultados indicam que ndo ocorreu resisténcia cruzada, e
também ndo se verificou resisténcia a outros herbicidas de mesmo grupo quimico. Isto
sugere que o mecanismo de resisténcia a fenoxaprop-p-ethyl néo esteja relacionado ao local

de acdo.

TABELA 7. Controle visual 7, 14 e 21 DAT (%) e massa fresca (MFPA - g) e massa seca
da parte aérea (MSPA - g) do bidtipo de Echinochloa crus-galli, resistente ao

fenoxaprop-p-ethyl formulado com protetor, apés aplicacdo de diversos
herbicidas de dois grupos quimicos com mecanismo inibidor da enzima

ACCase
Herbicidas 7 DAT 14 DAT 21 DAT MFPA  MSPA
Controle 0,00D 0,00D 0,00 C 28,385 A 4,439 A
Fenoxaprop-p-ethyl 30,00 C 20,00 C 10,00 C 23,412B 3,318B

Haloxyfop-p-methyl 100,00 A 100,00 A 100,00 A  0,055D 0,025D
Clodinafop-propargyl 99,20 A 100,00 A 100,00A 0,0565D 0,025D

Cyhalofop-butyl 87,60 A 97,00 A 100,00A  0,055D 0,025D
Clethodim 100,00 A 100,00 A 100,00A  0,055D 0,025D
Sethoxydim 100,00 A 100,00 A 100,00A  0,055D 0,025D
Quizalofop-p-ethyl 96,00 A 99,00 A 100,00A  0,055D 0,025D
Fluazifop-p-butyl 100,00 A 100,00 A 100,00A  0,055D 0,025D
Média 76,78 77,4 76,6 5,61 0,84

C.V.(%) 12,03 10,17 10,36 17,64 15,87

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente na coluna de acordo com o teste de Tukey 5%;
CV: coeficiente de variacéo.

Para 0s mecanismos de resisténcia relacionados ao local de acdo sdo descritas
atualmente mutaces em sete posi¢cOes na sequéncia codificadora do dominio carboxyl-
transferase da enzima ACCase: 11e1781, Trp1999, Trp2027, 11e2041, Asp2078, Cys2088,

Gly2096 (Délye et al., 2005; Liu et al., 2007; Kaundun et al., 2012). Essas alteragdes podem
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conferir resisténcia apenas para um ou para mais de um grupo quimico (Chen et al, 2017).
Recentemente a super-expressao da enzima alvo foi relacionada a resisténcia aos herbicidas
inibidores da ACCase. A resisténcia de Digitaria sanguinalis aos herbicidas do grupo
quimico dos ariloxifenoxipropionatos e das cliclohexadionas ocorre pela presenca de 4,9 a
7,6 vezes mais copias do gene ACCase, e consequente super-expressdo, no biotipo resistente
(Laforest et al., 2017).

Até o momento ndo foram identificados mecanismos relacionados ao local de acédo
conferindo resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima ACCase em Echinochloa. A
espécie E. crus-galli, por exemplo, possui pelo menos trés copias ativas do gene codificador
da enzima ACCase, sendo eles derivados da especie E. phyllopogon (lwakami et al., 2012).
Isto é explicado pelo genoma de E. crus-galli ser hexaploide (6n), resultante de um
cruzamento interespecifico entre E. phyllopogon (4n) e outra espécie diploide (2n) nao
identificada do género Echinochloa (Yabuno, 1966). O maior nimero de genes codificadores
da ACCase em E. crus-galli indica reducdo da probabilidade de ocorréncia de resisténcia
por mutacdo na sequéncia codificadora da enzima, que consequentemente produziria um
produto com alteracdo no local de acdo do herbicida (Iwakami et al., 2012). Plantas com
mais de duas coOpias de genes codificadores da enzima alvo tendem a ndo adquirir a
caracteristica de resisténcia na presenca de uma mutacdo em um gene, por um efeito de
diluicdo (Iwakami et al., 2012). No entanto, este efeito pode ser diluido quando o nivel de
expressdo de um alelo resistente € maior em relacdo ao suscetivel (Scarabel et al., 2010;

Iwakami et al., 2012).

3.3.4 Curva de dose-resposta com fenoxaprop-p-ethyl formulado sem protetor
A interacdo entre os fatores avaliados para todas as varidveis analisadas foi
significativa de acordo com o teste da ANOVA (p<0,05). A morte de plantas foi verificada

nas maiores doses testadas ja& aos 7 DAT, enquanto no experimento com aplicacdo de
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fenoxaprop-p-ethyl formulado com protetor ndo foi verificada morte de plantas em nenhuma
das avaliagdes visuais (Figura 3; Figura 9). Aos 21 DAT verificou-se morte de plantas a
partir da dose 69 g.ha, que refere-se a recomendada em bula de fenoxaprop-p-ethyl para
controle de capim-arroz (Figura 9; Figura 10). As varidveis massa fresca e seca da parte
aerea apresentaram reducdo do GRso do bibtipo resistente em comparagdo ao experimento
com aplicacdo de fenoxaprop-p-ethyl formulado com protetor, enquanto o bi6tipo suscetivel
apresentou GRso similar em ambos experimentos (Figura 9; Tabela 8; Figura 10). O GRso da
massa seca da parte aérea do bidtipo resistente passou de 72,31 para 38,95, que é inferior a
dose recomendada em bula. O fator de resisténcia consequentemente também diminuiu de
6,31 e 5,80 para 2,22 e 2,05 quando considerada a massa fresca e massa seca da parte aérea,
respectivamente (Tabela 4; Tabela 8).

Embora o FR do bidtipo resistente seja significativamente >1, pode-se afirmar que
houve uma reverséo da resisténcia com a aplicacdo de fenoxaprop-p-ethyl formulado sem o
protetor (Podium®). As plantas sobreviveram apenas até a dose de 75% da recomendada,
enquanto a aplicacdo de Starice® ndo foi eficiente nem mesmo com 1600% da dose. O que

ocorre neste caso é uma diferenca de suscetibilidade ao herbicida Podium®.
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Controle visual aos 7 (A), 14 (B), 21 (C) DAT, reducéo de estatura de planta
(D), massa fresca (E) e massa seca da parte aérea (F) em comparacéo ao controle
ndo tratado, de dois bibtipos de Echinochloa crus-galli, um resistente (7.9) e
um suscetivel (5.2) ao fenoxaprop-p-ethyl + protetor (Starice®) apos aplicacao
da formulacdo de fenoxaprop-p-ethyl sem protetor (Podium®). Valores
representam a média, e as barras verticais o intervalo de confianca 5%.
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TABELA 8. Parametros da equacéo log-logistica para as variaveis controle visual 7, 14 e 21
DAT, reducdo de estatura de planta, massa fresca e seca da parte aérea de um
bidtipo resistente (7.9) e um suscetivel (5.2) ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl
formulado com o protetor isoxadifen-ethyl (Starice®), com aplicagdo da
formulacdo de fenoxaprop-p-ethyl sem protetor (Podium®)

Parametros EP Cso ou GRsp
Cso0u
Biotipos a b X0 GRsy Max Min FR R?
----------------------------------- Controle 7 DAT --------mmmmmmm oo
52(S) 102,8925* -3,4850* 18,0387 17,75 (18,33 17,02) - 0,98

79 (R) 101,0637* -1,9536* 36,0665 3568 (37,05 33,91) 2,01* 0,98
----------------------------------- Controle 14 DAT ----------m-mmmmmmmmmm oo
5.2(S) 101,0002* -6,2200*  19,8549* 19,79 (20,33 19,19) - 0,99
7.9 (R) 100,9745* -4,0296*  42,2796* 42,077 (43,01 41,01) 2,13* 0,99
----------------------------------- Controle 21 DAT ----------m-mmmmmmmmmm oo

5.2(S) 100,0077* -6,9592*  22,5821* 22,58 (22,64 22,52) - 0,99

7.9 (R) 100,0000* -18,7248* 58,9599* 58,96 (58,98 58,95) 2,61* 0,99
----------------------------------- Estatura --------------------- -

52(S) 100,0305* -12,951™  20,1015* 20,10 (26,91 13,33) - 0,99

7.9 (R) 100,0072* -16,3757* 57,6739* 57,67 (58,32 57,00) 2,87* 0,99
---------------------------- Massa Fresca da Parte Aérea ----------------------------
5.2(S) 100,1789* -7,4458™  19,1950* 19,18 (20,22 17,55) - 0,98
79 (R) 100,8611* -4,6990*  42,6530* 42,49 (43,49 41,37) 2,22* 0,99
------------------------------ Massa Seca da Parte Aérea --------------=-===-=-m-m-m---
52(S) 99,4595* -9,2267™  19,0241* 19,04 (22,38 1588) - 0,99

7.9 (R) 100,3777* -4,1851* 39,0259* 38,95 (39,93 37,83) 2,05* 0,99
*significativo a 5%; " ndo significativo; Cso: dose necessaria para controle de 50%; GRso: dose necessaria para
reduzir o crescimento da planta em 50%. EP: erro padrdo da média; FR: fator de resisténcia.

RARKIAAR

FIGURA 10. Crescimento das plantas de Echinochloa crus-galli aos 21 DAT tratados com
fenoxaprop-p-ethyl (Podium®) nas doses de 0; 0,69; 3,45; 6,9; 10,35; 17,25;
34,5; 69 e 138 g.ha! para a o biétipo suscetivel (A) e nas doses de 0; 17,25;
34,5; 51,75; 69; 138; 276; 552 e 1104 g.ha* para o bidtipo resistente (B).
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O herbicida fenoxaprop-p-ethyl recomendado para a cultura do arroz € formulado
com o protetor isoxadifen-ethyl, que confere seletividade para a cultura (Lucini & Molinari,
2010; Shen et al., 2017). O uso de protetores pode aumentar a tolerancia de espécies
cultivadas induzindo a atividade de enzimas detoxificadoras como P450, GST ou ainda
outras enzimas como glucosil-transferases e transportadores ABC (Hatzios & Burgos, 2004).
Foi demonstrada uma forte correlacdo entre a capacidade de protetores em aumentar a
atividade de GST e sua eficacia em proteger de injarias plantas de milho, arroz, sorgo e trigo
de herbicidas do grupo quimico das cloroacetanilidas, aumentando a baixa tolerancia
intrinseca destas espécies aos herbicidas devido a elevacao da taxa de detoxificacao atraves
da conjugacgé@o com glutathiona (Hatzios & Burgos, 2004).

O protetor isoxadifen-ethyl pode induzir seletividade de outras culturas, além do
arroz, a outros herbicidas, como aumentar a tolerncia de milho ao herbicida nicossulfuron,
um inibidor da enzima ALS. A aplicacdo de nicossulfuron com este protetor aumentou o
GRso em 11 vezes comparado a aplicagdo sem isoxadifen-ethyl (Sun et al., 2017). O
mecanismo responsavel pelo incremento na tolerdncia foi o aumento da atividade das
enzimas GST em resposta ao protetor, sem no entanto aumentar o contetdo de glutathiona
(Sun et al., 2017). O exato mecanismo do aumento da atividade das enzimas GST mediado
pelo protetor ndo é completamente esclarecido, mas possivelmente esta baseado na ativacao
transcricional dos genes codificadores destas enzimas (Hatzios & Burgos, 2004). Pelo menos
oito isoenzimas GST foram caracterizadas em milho, das quais seis sdo constitutivas e duas
induzidas por protetores (Hatzios & Burgos, 2004). Outros estudos sugerem que o protetor
isoxadifen-ethyl confere seletividade ao milho com aplicacdo do herbicida foramsulfuron
por inducdo de enzimas P450 (Paporisch & Rubin, 2017).

O uso de protetores pode também incrementar o metabolismo de detoxificagdo em
plantas daninhas, assim como verificado neste estudo. A inducao da resisténcia pela presenca

do protetor ocorreu apenas no biétipo resistente, e ndo afetou o suscetivel, assim este bibtipo
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possui um aparato enzimatico de metabolizacdo diferenciado e mais responsivo ao protetor
em relagcdo aos suscetiveis, podendo evoluir para resisténcia multipla a outros herbicidas.
Outros trabalhos apontam que o uso do protetor cloquintocet-mexyl associado ao herbicida
pyroxsulam, inibidor da ALS, resultou em aumento de 24 a 46% na frequéncia de
sobrevivéncia em trés populacGes de Lolium sp. avaliadas, comparado a aplicacdo de
pyroxsulam isolado (Duhoux et al., 2017). O uso do protetor mefenpyr-diethyl aumentou a
frequéncia de sobrevivéncia em duas, dentre trés populagdes de Lolium sp. quando aplicado
0 herbicida iodosulfuron + mesosulfuron (Duhoux et al., 2017). Neste mesmo trabalho, foi
observado um aumento significativo no nivel de expressao de dez genes (quatro P450, uma
hidrolase, uma GST, dois transportadores ABC e uma peptidase) associados aos mecanismos
de resisténcia NRLA, quando aplicados os protetores cloquintocet-mexyl e mefenpyr-
diethyl. Assim, 10 dos 19 genes estudados relacionados a resisténcia NRLA foram
considerados responsivos aos protetores. Outro estudo, porém, sugere ndo haver influéncia
evidente do protetor mefenpyr na evolucdo da resisténcia NRLA em Alopecurus
myosuroides (Rosenhauer et al., 2016).

A pressdo seletiva dos herbicidas no campo pode favorecer plantas que apresentem
alta expressdo constitutiva de genes de metabolizacéo, ou que possuam ativacdo rapida de
tais genes na presenca de herbicidas (Délye et al., 2013). Da mesma forma, o uso de
protetores associados aos herbicidas pode selecionar tais plantas mais responsivas aos
compostos. Resisténcia NRLA evolui em populacGes de plantas daninhas por um aumento
gradual na expressdo destes genes ap0s geracdes sob a pressado seletiva de herbicidas (Délye
etal., 2013). O modo de reproducdo de capim-arroz é autofecundacgéo, e o acimulo de genes
de menor efeito € improvavel que ocorra, ao contrario de espécies de fecundacdo cruzada. A
autofecundacdo desta espécie favorece a fixacdo de genes de maior efeito na resisténcia

(lwakami et al., 2014a).
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Para minimizar o efeito protetor indesejado nas plantas daninhas, sem perder
seletividade nas culturas, é sugerida a aplicagdo destes compostos no tratamento de sementes
(Shen et al., 2017). O composto isoxadifen-ethyl aplicado no tratamento de sementes ndo
foi capaz de reduzir a injuria de fenoxaprop-p-ethyl em arroz cultivado, porém trés derivados
deste composto foram eficientes quando aplicados no tratamento de sementes (Shen et al.,
2017).

De forma geral, a pesquisa com protetores perdeu forca em detrimento ao
desenvolvimento de culturas geneticamente modificadas. No entanto, com o crescente
problema de resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas, a formulacéo de herbicidas com
protetores € uma estratégia que permite um novo posicionamento de herbicidas ja existentes,
mas que possuem limitacdo de utilizacdo devido a baixa seletividade. Este novo
posicionamento € desejavel devido a ndo perspectiva de langamento de herbicidas com
novos mecanismos de acdo. No entanto, a capacidade de plantas daninhas serem
beneficiadas com o uso destes compostos pode prejudicar esta estratégia, o que significa
necessidade de maiores conhecimentos quando do planejamento da utilizacao de herbicidas
ndo somente em relacdo a rotacdo de mecanismos de acdo, mas também em relacdo aos
processos relacionados a detoxificacdo de herbicidas, principalmente em relagdo ao uso de

protetores.

3.4 Conclusao

A ocorréncia de bidtipo de E.crus-galli resistente ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl
formulado com protetor (Starice®) foi confirmada, com participacdo de enzimas GST no
incremento na capacidade de detoxificagdo. O uso do protetor isoxadifen-ethyl na
formulacdo do herbicida fenoxaprop-p-ethyl esté relacionado a sobrevivéncia de plantas,

considerando que a aplicagdo do mesmo ingrediente ativo formulado sem o protetor é capaz
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de reverter a resisténcia. O bi6tipo estudado ndo apresenta resisténcia cruzada aos outros

herbicidas inibidores da enzima ACCase.
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RESISTENCIA MULTIPLA DE Echinochloa crus-galli AOS HERBICIDAS
IMAZETHAPYR E QUINCLORAC EM BIOTIPO RESISTENTE AO
FENOXAPROP-P-ETHYL

RESUMO

Atualmente sdo encontrados no mundo bidtipos com resisténcia a quase todos os
principais herbicidas utilizados na cultura do arroz no Brasil. Os primeiros casos de
resisténcia de capim-arroz (Echinochloa crus-galli) no Brasil foram ao herbicida quinclorac
e posteriormente com a adocdo da tecnologia Clearfield® foram identificados biétipos de
capim-arroz com resisténcia multipla aos herbicidas inibidores da ALS + quinclorac. O uso
de herbicidas inibidores da sintese da enzima ACCase passaram entdo a ser fundamentais
para 0 manejo de capim-arroz, mas o0 seu uso continuo tem resultado em forte pressao de
selecdo. Os objetivos deste trabalho foram avaliar a ocorréncia de resisténcia multipla aos
herbicidas imazethapyr e quinclorac e avaliar a contribuicdo da metabolizagdo como
mecanismo de resisténcia em biotipo de capim arroz resistente ao herbicida fenoxaprop-p-
ethyl. Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo climatizada. Foram
utilizados um biodtipo de capim-arroz com resisténcia a fenoxaprop-p-ethyl e um bio6tipo
suscetivel. Para a curva de dose-resposta do herbicida quinclorac foram utilizadas as doses
de até 1125 e 6000 g.ha? para os bidtipo suscetivel e resistente, respectivamente. Para
imazethapyr as doses utilizadas foram de até 212 e 1696 g.ha para os bi6tipo suscetivel e
resistente, respectivamente. A ocorréncia de metabolizacdo foi avaliada atraves dos
inibidores de enzimas GST chloro-nitrobenzofurazan (NDB-CI) e de P450 e¢ B-CAS
malathion. O biotipo 7.9 apresentou resisténcia ao herbicida quinclorac, com FR superior a
100. Para o herbicida quinclorac, as aplicagdes de inibidores de enzimas P450 e GST néo
foram eficientes em reduzir o fator de resisténcia, indicando que possivelmente a resisténcia
ndo esteja relacionada a incremento de detoxificacdo mediado por essas enzimas. O biotipo
7.9, resistente a fenoxaprop-p-ethyl, também foi resistente ao imazethapyr, com FR de
aproximadamente 45. O uso de inibidor de enzimas P450 também ndo afetou negativamente
a resisténcia ao imazethapyr. Todavia, quando aplicado o inibidor de enzimas GST
verificou-se reducdo dos fatores de resisténcia, 0 que sugere um papel dessas enzimas na
detoxificacdo deste herbicida no biotipo resistente. Foi confirmada a resisténcia multipla aos
herbicidas quinclorac e imazethapyr em bi6tipo de E. crus-galli com resisténcia a
fenoxaprop-p-ethyl. Os resultados obtidos com os inibidores de metabolizacdo malathion e
NBD-CL néo indicaram ocorréncia de detoxificacdo como mecanismo de resisténcia ao
herbicida quinclorac, enquanto para imazethapyr as enzimas GST apresentaram participacao
na resisténcia. A resisténcia a herbicidas em capim-arroz apresenta grande complexidade
devido a ocorréncia de resisténcia multipla e principalmente por estar associada ao
mecanismo de incremento de metabolizacéo.



68

4.1 Introducéo

O controle quimico, associado ao manejo da lamina d’agua, é amplamente utilizado
nas lavouras de arroz para controle de capim-arroz. Devido ao intenso e frequente uso dos
mesmos herbicidas utilizados de forma isolada e continua, atualmente sdo encontrados no
mundo bi6tipos com resisténcia a quase todos 0s principais herbicidas utilizados na cultura
do arroz. No Brasil, os primeiros casos de resisténcia em Echinochloa crus-galli e E. crus-
pavonis foram ao herbicida quinclorac, inibidor da sintese da parede celular, no ano de 1999
(Heap, 2017). O mecanismo de resisténcia a este herbicida ainda ndo é totalmente conhecido.
A resisténcia ao quinclorac em E. crus-galli foi atribuida a uma maior capacidade de
metabolizagdo do herbicida mediada por enzimas P450, onde o uso de inibidores de
metabolizacdo foi capaz de reverter a resisténcia (Matzenbacher et al., 2014). Também foi
verificada detoxificacdo associada a maior expressao de genes GST como mecanismo de
resisténcia (Li et al., 2013). Porém, outros estudos apontam que a resisténcia de Echinochloa
a este herbicida é conferida pela maior detoxificacdo de cianeto devido a uma maior
expressao de genes e atividade das enzimas B-cianoalanina sintase (B-CAS) nos biotipos
resistentes (Gao et al., 2017).

Posterior a ado¢do da tecnologia Clearfield® nas lavouras orizicolas, no ano de 2009
foram identificados bidtipos de E. crus-galli com resisténcia multipla aos herbicidas
inibidores da ALS + quinclorac (Heap, 2017). Quanto mais herbicidas de diferentes
mecanismos de acdo forem utilizados, as chances de selecionar bi6tipos resistentes sdo
minimizadas, no entanto ndo eliminadas. Na safra 2011/12 foram avaliadas 421 populacdes
de capim-arroz, oriundas de diversas regifes do estado do Rio Grande do Sul, das quais 60%
foram caracterizadas como resistentes a imazethapyr + imazapic, 19% resistentes ao
quinclorac e 14% com resisténcia multipla aos inibidores da enzima ALS + quinclorac

(Matzenbacher et al., 2014). No entanto, nenhuma das 421 popula¢des sobreviveu com
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aplicagéo de cyhalofop-butyl. A resisténcia de E. crus-galli aos herbicidas inibidores da
enzima ALS foi caracterizada como relacionada e ndo relacionada ao local de acéo. Bidtipos
resistentes apresentaram maior expressao dos genes CYP81A6 e GSTF1 ap0s aplicacdo de
imazethapyr, em comparacdo ao bi6tipo suscetivel (Dalazen, 2016). A mutacdo Trp574Leu
na sequéncia codificadora da enzima ALS foi associada a resisténcia aos herbicidas com
acdo inibidora desta enzima (Panozzo et al., 2013). Além disso, foi verificada a ocorréncia
de ambos mecanismos, detoxificacdo mediada por enzimas P450 e a mutacdo Ser653Asn no
gene ALS, conferindo resisténcia no mesmo bio6tipo (Matzenbacher et al., 2014).

O uso de herbicidas inibidores da enzima ACCase seletivos para a cultura do arroz,
passaram entdo a ser fundamentais para 0 manejo de capim-arroz com resisténcia aos
herbicidas imazethapyr e quinclorac. No entanto, o seu uso continuo também exerceu intensa
pressdo de selecdo. Em Echinochloa ainda ndo foi identificado o mecanismo de resisténcia
relacionado ao local de acdo como responsavel por conferir resisténcia aos herbicidas
inibidores da enzima ACCase. Estudos apontam o incremento na taxa de metabolizacédo do
herbicida como mecanismo predominante até o momento (Ruiz-Santaella et al., 2006;
Bakkali et al., 2007). Em populac@es oriundas da California verificou-se cinco vezes menos
producéo de fenoxaprop-acido e cyhalofop-acido e duas vezes mais metabolitos polares ndo-
toxicos nos bidtipos resistente em comparacao aos biotipos sensiveis (Ruiz-Santaella et al.,
2006; Bakkali et al., 2007). Ainda, sdo encontrados casos de resisténcia multipla de E. crus-
galli a quinclorac + cyhalofop-butyl (Rahman et al., 2010) e inibidores da ALS + cyhalofop-
butyl (Iwakami et al., 2015). Populacdes que apresentavam resisténcia aos herbicidas
inibidores da enzima ALS e ao quinclorac evoluiram para resisténcia também aos herbicidas
inibidores da enzima ACCase. Recentemente, foi identificado um biotipo de E. crus-galli
com resisténcia multipla aos herbicidas inibidores ALS + quinclorac + inibidores da ACCase
no estado de Santa Catarina (Eberhardt et al., 2016). A resisténcia por incremento na taxa

de metabolizacdo do herbicida pode ser o responsavel por conferir resisténcia aos trés
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mecanismos de acdo herbicida, visto que ja foi sugerido como responsavel pela resisténcia
tanto para quinclorac como para inibidores da ALS e ACCase em outros trabalhos da
literatura. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia de Echinochloa
crus-galli com resisténcia multipla aos herbicidas imazethapyr e quinclorac em bi6tipo
caracterizado com resisténcia ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl, e avaliar a contribuicdo da

metabolizagcdo na resisténcia.

4.2 Material e métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao climatizada, temperatura 25°C +
3 °C, fotoperiodo 14/10 horas (dia/noite), na Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no
periodo de novembro/dezembro de 2017. Foram utilizados um bi6tipo potencialmente com
resisténcia multipla e ja caracterizado como resistente ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl (7.9)
(capitulo 1), um suscetivel ao imazethapyr (MOSTS-01) e outro suscetivel ao quinclorac
(5.2), confirmado em trabalhos pilotos. O biétipo 7.9 foi coletado em lavoura do municipio
de Santo Antbnio da Patrulha, RS, o suscetivel MOSTS-01 é oriundo do municipio de
Mostardas do Sul, RS e o suscetivel 5.2 de Rio Pardo, RS. As sementes foram germinadas
por imersdo na solugdo de nitrato de potassio (KNO3 0,2%) a 25°C por cinco dias. Apos,
foram transplantadas em vasos plasticos, com volume de 200 mL. Cada vaso foi perfurado
e preenchido com uma mistura de solo + composto organico e complementacdo de adubacéo
com NPK. As plantas foram mantidas em alagamento, até o nivel do solo, durante todo o
periodo apds o transplante.

A aplicacdo dos herbicidas foi realizada em camara de aspersdo automatizada
(Greenhouse Spray Chamber, modelo Generation Il1), ponta de pulverizagdo TJ8002E,
volume de calda foi de 200 L ha?, em plantas em estadio de 3-4 folhas. A aplicagdo do

inibidor de metabolizacdo via GST, 4-Chloro-7-nitrobenzofurazan (NDB-CI), ocorreu 48
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horas antes da aplicacdo dos herbicidas, na dose de 270 g ha, diluido em acetona, volume
de calda 200 L.ha® (Wright et al., 2016), enquanto que a aplicacdo do malathion, inibidor
de enzimas P450, antecedeu em duas horas a aplicacdo dos herbicidas, na dose de 1000 g ha-
1 volume de calda 200 L.ha? (Matzenbacher et al., 2014).

A avaliacdo de controle foi realizada aos 7, 14 e 21 dias apds a aplicacdo dos
tratamentos (DAT) utilizando-se uma escala percentual visual, na qual 0% corresponde
auséncia de injarias e 100% significa morte da planta. Aos 21 DAT foi mensurada a estatura
das plantas e foi realizada a avaliacdo de massa fresca da parte aérea (MFPA). As amostras
foram secas em estufa de circulagéo de ar forgada, 60 °C por sete dias, e apos foi determinada
a massa seca da parte aérea (MSPA). Os dados foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) e havendo significancia foram ajustados pelo modelo de regressao néo-linear log-
logistico de trés parametros: y=a/l1+(x/x0)®. Os dados de controle visual foram
transformados (Vx+1) para atenderem os pressupostos da ANOVA. Para a determinacio dos
valores de Cso € GRsp, 0 y da equacdo foi substituido por 50 (50% de controle). Cso € GRsp
representam a dose necessaria para atingir 50% de controle e 50% de reducdo de

crescimento, respectivamente.

4.2.1 Resisténcia ao quinclorac

O experimento foi conduzido em arranjo fatorial 2x9x3, para o bi6tipo resistente, e
2x8x3 para o suscetivel, em delineamento completamente casualizado. Foram utilizados dois
bidtipos, sendo um resistente (7.9) e um suscetivel (5.2). O biotipo resistente foi aspergido
com nove doses do herbicida quinclorac (Facet® 500 g.kg™?): 0; 93,75; 187,5; 281,25; 375,0;
750,0; 1500,0;, 3000,0 € 6000,0 g.ha, que correspondem a 0, 25, 50, 75, 100, 200, 400, 800
e 1600% da dose recomendada. O bibtipo suscetivel, por sua vez foi aspergido com doses
inferiores: 0; 37,5; 93,75; 187,5; 281,25; 375,0; 750,0 e 1125,0 g.ha, que correspondem a

0, 10, 25, 50, 75, 100, 200 e 300% da dose recomendada. Ambos bibtipos receberam
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tratamentos sem e com aplicagdo de malathion ou NBD-CI previamente ao herbicida
quinclorac. Foi adicionado 6leo mineral Assist (0,5% v/v) a calda de pulverizacdo. Cada

tratamento fpossuiu seis repeticdes.

4.2.2 Resisténcia ao imazethapyr

O experimento foi conduzido em arranjo fatorial 2x9x3, em delineamento
completamente casualizado. Foram utilizados dois biétipos, sendo um resistente (7.9) e um
suscetivel (MOSTS-01). O bi6tipo resistente foi aspergido com nove doses do herbicida
imazethapyr (Imazetapir Plus Nortox®, 106 g.L™?): 0; 26,5; 53,0; 79,5; 106,0; 212,0; 424,0;
848,0 e 1696,0 g.ha*, que correspondema 0, 25, 50, 75, 100, 200, 400, 800 e 1600% da dose
recomendada. O bidtipo suscetivel, por sua vez foi aspergido com as seguintes doses: 0;
1,06; 5,3; 10,6; 15,9; 26,5; 53,0; 106,0 e 212,0 g.ha* que correspondema0, 1, 5, 10, 15, 25,
50, 100 e 200% da dose recomendada. Ambos biotipos receberam tratamentos sem e com
aplicacdo de malathion ou NBD-CI previamente ao herbicida imazethapyr. Foi adicionado

adjuvante Dash (0,5% v/v) a calda de pulverizacdo. Cada tratamento possuiu seis repeticdes.

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Resisténcia ao herbicida quinclorac

As varidveis analisadas apresentaram diferenga estatistica significativa (p<0,05)
entre os herbicidas avaliados de acordo com o teste ANOVA. A aplicacdo do herbicida
quinclorac isolado, sem aplicacdo prévia de inibidor de metabolizacéo, resultou Cso € GRspo
acima da dose maxima testada, que foi 6000 g.ha, para o bidtipo resistente em todas as
varidveis avaliadas (7.9) (Figura 1; Tabela 1; Figura 2). Para o bi6tipo suscetivel (5.2) as

doses de Cso e GRso foram aproximadamente de 40 g.ha. Desta forma os fatores de
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resisténcia (FR) foram acima de 120, o que indica um alto nivel de resisténcia do bi6tipo 7.9

ao herbicida quinclorac.
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FIGURA 1. Controle visual aos 7 (A), 14 (B), 21 (C) DAT, reducéo de estatura (D), massa
fresca (E) e massa seca da parte aérea (F) em comparacdo ao controle nao
tratado, de bidtipos de Echinochloa crus-galli, resistente (7.9) e suscetivel (5.2)
apos aplicacdo de quinclorac, sem aplicacdo prévia de inibidores de
metabolizagcdo. Valores representam a media, e as barras verticais o intervalo

de confianca 5%.
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TABELA 1. Parametros da equacéo log-logistica para as variaveis controle visual 7, 14 e 21
DAT, reducdo da estatura de planta, massa fresca e seca da parte aérea de um
bidtipo resistente (7.9) e um suscetivel (5.2) apds aplicacdo do herbicida
quinclorac, sem o uso de inibidores de metabolizagao.

Parametros da equacéo EP Cso 0u GRsp
Csoou
Biotipos a b X0 GRso Max  Min FR R?
-------------- Controle 7 DAT --------mmmmmmmm oo
5.2 (S) 98,972* -1,693* 36,473* 36,92 (38,19 35,47) 0,99
7.9 (R) 20,358* -1,905*  123,387* > 6000 >162,50 0,95
-------------- Controle 14 DAT ------=-==mmmmmm oo
5.2 (S) 100,099* -3,684* 42,280* 42,25 (42,33 42,18) 0,99
7.9 (R) 90,591"™ -0,450* 120079,085™ > 6000 >141,98 0,98
-------------- Controle 21 DAT ------=-==mmmmmm oo
5.2 (S) 100,083* -4,131* 47,920* 4790 (47,99 47,80) 0,99
7.9 (R) 36,366* -2,059* 9098,787* > 6000 >125,25 0,99
------- Estatura -------=----=-mmmmmem oo
5.2 (S) 100,097* -4,038* 48,269* 48,24 (48,35 48,14) 0,99
7.9 (R) 315,575 -1,041* 78994,850™ > 6000 >124,36 0,96
------- Massa Fresca da Parte Aérea
5.2(S) 99,774* -5,644* 41,501* 41,53 (41,54 41,52) 0,99
7.9 (R) 676,312™ -0,669* 431369,242* > 6000 >144,45 0,97
------- Massa Seca da Parte Aérea ----------------=-=-mcmnmo-
5.2(S) 99,319* -5,593* 40,905* 41,01 (41,01 40,99) 0,99
7.9 (R) 70,964* -0,862* 5632,534™ > 6000 >146,32 0,98

*significativo a 5%; ™ ndo significativo; Cso: dose necesséria para controle de 50% (g.ha); GRso: dose
necessaria para reduzir o crescimento da planta em 50% (g.ha'); EP: erro padrdo da média; FR: fator de
resisténcia.

A,

FIGURA 2. Crescimento das plantas de Echinochloa crus-galll aos 21 DAT tratados com
quinclorac nas doses de 0, 37,5, 93,75, 187,5, 281,25, 375, 750 e 1125 g. ha!
para a o bidtipo suscetivel (A) e nas doses de 0, 93,75, 187,5, 281,25, 375, 750,
1500, 3000 e 6000 g. ha para o bi6tipo resistente (B), sem aplicacéo prévia de
inibidor de metabolizacéo.
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O uso de malathion, um conhecido inibidor de metabolizac&o via enzimas P450, ndo

foi eficiente em reverter a resisténcia ao herbicida quinclorac no bi6tipo 7.9. As doses de Cso
e GRso do biotipo suscetivel diminuiram em relacdo as encontradas no experimento sem
aplicacdo de inibidor de metabolizagdo. No entanto para o bidtipo resistente as doses que
proporcionaram 50% de controle e reducdo de crescimento mantiveram-se acima da dose
maxima testada (Figura 3; Tabela 2; Figura 4). Esta combinacdo gerou FR ainda maiores,
acima de 1000. As enzimas P450 sdo responsaveis por reacGes de oxidacdo, reducdo e
hidrélise. Normalmente agem através da hidroxilacdo ou desalquilacdo adicionando um
atomo de oxigénio a molécula (Ghanizadeh & Harrington, 2017). Essa fase geralmente é
responsavel por detoxificar compostos, e ja foi descrita como mecanismo de resisténcia a
diversos outros herbicidas, como inibidores da enzima ACCase e ALS, entre outros
(Matzenbacher et al., 2014; Gaines, et al., 2014). A resisténcia causada por incremento de
detoxificacdo do herbicida quinclorac por acdo de enzimas P450 foi sugerida em dois
bidtipos de E. crus-galli, e foi revertida com aplicacdo de malathion, PBO e ABT, todos
inibidores de enzimas P450 (Matzenbacher et al., 2014). Ressalta-se que a aplicacdo de
malathion pode inibir outras enzimas como a B-CAS, que possui papel importante na
detoxificacdo do cianeto (Yasuor et al., 2012). Segundo estudos anteriores, o quinclorac é
supostamente resistente a metabolizacdo em plantas, e a resisténcia em plantas daninhas e
seletividade em culturas ndo sdo relacionadas a desintoxicacdo diferencial deste herbicida

(Chism et al., 1991; Grossman & Kwiatkowski, 2000).
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TABELA 2. Parametros da equacéo log-logistica para as variaveis controle visual 7, 14 e 21
DAT, reducdo da estatura de planta, massa fresca e seca da parte aérea de um
bidtipo resistente (7.9) e um suscetivel (5.2) apds aplicacdo do herbicida
quinclorac, com aplicagdo prévia de malathion, inibidor de enzimas P450.

Parametros da equagéo EP Cso 0u GRsp
Csoou

Biotipos a b X0 GRs, Max  Min FR R?

-------------- Controle 7 DAT --------mmmmmmmm oo
5.2(S) 104,815* -0,617*  14,170™ 12,21 (10,57 7,08) 0,97
7.9 (R) 16,258* -1,334™ 543,419™ > 6000 >491,457 0,83

-------------- Controle 14 DAT ------=-==mmmmmm oo
5.2(S) 101,956* -0,874* 3,472* 3,32 (4,01 2,56) 0,99
7.9 (R) 5,957* -3,495* 1921,651* > 6000 >1805,34 0,99

-------------- Controle 21 DAT ------=-==mmmmmm oo
5.2(S) 101,817* -0,881* 3,293* 3,16 (3,79 2,48) 0,99
7.9 (R) 19,843* -2,275* 7834,635* > 6000 >1897,34 0,99

------- Estatura ---------==-==mmemmmmmmmm e

5.2(S) 102,666* -0,855* 4,605* 433 (5,44 3,03) 0,99
7.9 (R) 42,821" -0,886* 14898,066™ > 6000 >1384,53 0,93

------- Massa Fresca da Parte Aérea ----------=-=-===-===-==--
5.2(S) 100,423* -1,013* 3,832* 3,80 (4,60 2,95) 0,99
7.9 (R) 30,734* -1,151* 1160,377™ > 6000 >1578,55 0,93

------- Massa Seca da Parte Aérea ------------------=-msmnm—-
5.2(S) 98,148* -1,025* 3,290* 341 (4,02 2,78) 0,99
7.9 (R) 45579* -1,077* 910,884* > 6000 >1757,54 0,98

*significativo a 5%; ™ ndo significativo; Cso: dose necesséria para controle de 50% (g.hal); GRso: dose
necessaria para reduzir o crescimento da planta em 50% (g.ha'); EP: erro padrdo da média; FR: fator de
resisténcia.
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FIGURA 4. Crescimento das plantas de Echinochloa crus-galli aos 21 DAT tratados com
quinclorac nas doses de 0, 37,5, 93,75, 187,5, 281,25, 375, 750 e 1125 g. ha!
para a o biétipo suscetivel (A) e nas doses de 0, 93,75, 187,5, 281,25, 375, 750,
1500, 3000 e 6000 g. ha* para o biétipo resistente (B), com aplicagdo prévia de
malathion, inibidor de enzimas P450.




78

A aplicacdo de NBD-CI, inibidor de enzimas GST, também ndo foi eficiente em
reverter a resisténcia ao herbicida quinclorac no bidtipo 7.9. Néao foi alcancada a dose de Cso
e GRso com as doses testadas (Figura 5; Tabela 3; Figura 6). Os FR das variaveis de controle
visual e estatura de planta foram acima de 100, enquanto para massa fresca e seca da parte
aérea o FR foi acima de 1707,57 e 2125,35, respectivamente. As enzimas GST catalisam a
reacdo de conjugacdo de glutathiona com a molécula herbicida proveniente da fase I,
mediada por enzimas P450 (Ghanizadeh & Harrington, 2017). Os genes codificadores de
enzimas GST sdo expressos tanto constitutivamente como induzidos em resposta a
herbicidas (Labrou et al., 2015; Skipsey et al., 2011). Enzimas GST apresentaram 1,5 vezes
maior expressdo do gene GST1 nas folhas de bidtipos resistentes ao herbicida quinclorac,
mesmo na auséncia do herbicida (Li et al., 2013). Seis horas apds a aplicagcdo do quinclorac
a expressdo deste gene foi seis vezes superior no resistente. Estas enzimas sdo
conhecidamente envolvidas em processos de detoxificacao que conferem resisténcia a outros
herbicidas em E. crus-galli, como inibidores da enzima ALS e ACCase (Dalazen, 2016;

Ruiz-Santaella et al., 2006).
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FIGURA 5. Controle visual aos 7 (A), 14 (B), 21 (C) DAT, reducédo de estatura (D), massa
fresca (E) e massa seca da parte aérea (F) em compara¢do com o controle ndo
tratado, de bidtipos de Echinochloa crus-galli, resistente (7.9) e suscetivel (5.2)
apos aplicacdo de quinclorac, com aplicacdo prévia de NBD-CI, inibidor de
enzimas GST. Valores representam a média, e as barras verticais o intervalo de

confianga 5%.
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TABELA 3. Parametros da equacéo log-logistica para as variaveis controle visual 7, 14 e 21
DAT, reducdo da estatura de planta, massa fresca e seca da parte aérea de um
bidtipo resistente (7.9) e um suscetivel (5.2) apds aplicacdo do herbicida

quinclorac, com aplicagdo prévia de NBD-CI, inibidor de enzimas GST.

Pardmetros da equagéo

EP Cso ou GR5g

Csoou
Biotipos a b X0 GRs, Max Min FR R?
-------------- Controle 7 DAT --------mmmmmmmm oo
5.2 (S) 101,575  -0,981* 19,425* 18,82 (20,18 16,77) 0,99
7.9 (R) 83,971"  -0,607* 30201,883™ > 6000 >318,79 0,98
-------------- Controle 14 DAT ------=-==mmmmm oo
5.2 (S) 100,00*  -21,230* 34,657 34,55 (34,61 34,50) 0,99
7.9 (R) 125,947™  -0,624* 75205,796™ > 6000 >173,62 0,95
-------------- Controle 21 DAT -------====mmmmmm oo
5.2 (S) 100,00*  -21,230* 34,557 34,55 (34,616 34,50) 0,99
7.9 (R) 13,691* -4 582* 2724,445* > 6000 >173,62 0,99
------- Estatura ---------==-==mmemmmmmmmm e
5.2 (S) 100,00* -22,184* 35,633* 35,63 (35,64 35,61) 0,99
7.9 (R) 42 471"  -1,060* 6604,555™ > 6000 >168,38 0,96
-------- Massa Fresca da Parte Aérea
5.2(S) 101,322*  -0,867* 3,621* 351 (4,28 2,67) 0,99
7.9 (R) 89,176™  -0,622* 12137,172™ > 6000 >1707,57 0,98
--------- Massa Seca da Parte Aérea --------
5.2(S) 98,971*  -0,904* 2,758* 2,82 (3,30 2,31) 0,99
7.9 (R) 63,236*  -0,473* 1348,882™ > 6000 >2125,35 0,99

*significativo a 5%; ™ ndo significativo; Cso: dose necesséria para controle de 50% (g.ha); GRso: dose
necessaria para reduzir o crescimento da planta em 50% (g.ha'); EP: erro padrdo da média; FR: fator de

resisténcia.

FIGURA 6. Crescimento das plantas de Echinochloa crus-galli aos 21 DAT tratados com
quinclorac nas doses de 0, 37,5, 93,75, 187,5, 281,25, 375, 750 e 1125 g. ha*
para a o bidtipo suscetivel (A) e nas doses de 0, 93,75, 187,5, 281,25, 375, 750,
1500, 3000 e 6000 g. ha* para o biétipo resistente (B), com aplicagio prévia de
NBD-CI, inibidor de enzimas GST.
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O mecanismo de resisténcia ao herbicida quinclorac por muito tempo gerou
divergéncias e especulacdes. Alguns estudos sugerem que a resisténcia poderia estar
associada a uma possivel diferenca de translocacao, onde um bidtipo suscetivel apresentaria
menor translocacdo do herbicida para fora da folha tratada (Lovelace et al., 2007). Outros
estudos ainda sugerem a detoxificacdo diferencial via enzimas P450, pelo fato dos inibidores
serem capazes de reverter a resisténcia (Matzenbacher et al., 2014) e via enzimas GST pelo
fato da expressdo do gene GST1 no bidtipo resistente ser 1,5 vezes maior, mesmo na auséncia
do herbicida, e seis vezes maior apés a aplicacdao do quinclorac (Li et al., 2013). No mesmo
sentido, estudos da expressdo de genes de detoxificacdo em plantas de arroz, ao qual o
quinclorac é seletivo, indicaram maior expressdo de genes das familias P450, GST e UDP-
glycosyltransferase apos a aplicacdo do herbicida (Xu et al., 2015).

O quinclorac induz a biossintese de etileno atraves da via do acido 1-carboxilico-1-
aminociclopropano (ACC). Este processo produz um co-produto toxico, o cianeto, que € a
principal forma de acdo do quinclorac. A producdo de ACC induzida pelo quinclorac é
inicialmente produzida nas raizes e, entdo, o ACC acumulado é transportado da raiz para a
parte aérea, onde promove a geracao de etileno e cianeto. Devido a isso, 0 crescimento da
parte aérea € mais suscetivel aos danos causados pelo quinclorac em relacdo a raiz
(Grossman, 1996; Grossman & Kwiatkowski, 1995).

Conhecendo o modo de acdo do quinclorac, outras enzimas de detoxificacdo podem
estar envolvidas na resisténcia, além das P450 e GST, como a B-cianoalanina sintase (j3-
CAS), que é responsavel por detoxificar o cianeto (Gao et al., 2017). Atualmente, o
mecanismo mais aceito de resisténcia ao herbicida quinclorac € a detoxificacdo do cianeto
mediada por esta enzima. A B-CAS mitocondrial catalisa a conjugacdo de cianeto com
cisteina para formar sulfeto de hidrogénio e p-cianoalanina, que por sua vez é metabolizado
em asparagina (Yip & Yang, 1988). A aplicacdo de malathion inibiu a atividade da enzima

B-CAS e reverteu a resisténcia de E. phyllopogon ao quinclorac (Yasuor et al., 2012). A
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resisténcia em biotipo de E. crus-galli também foi associada a enzima B-CAS. O bidtipo
suscetivel apresentou uma menor atividade da enzima f-CAS em comparagdo aos dois
bidtipos resistentes avaliados (Gao et al., 2017). Digitaria ischaemum resistente ao
quinclorac também apresentou maior atividade da enzima B-CAS, enquanto o suscetivel
acumulou trés vezes mais etileno e mais cianeto em comparagdo ao resistente (Abdallah et
al., 2006). Populagdes resistentes com maior atividade de B-CAS podem evitar ou reduzir a
toxidez por cianeto, induzido pela aplicacdo de quinclorac. Enquanto em bi6tipos suscetiveis
0 acimulo de cianeto pode aumentar a atividade de ACC sintase, 0 que pode levar a maior
producéo de etileno e cianeto (Gao et al., 2017). A inibicdo da enzima ACC sintase reduziu
em 39% a fitointoxicacdo e em 89% a producdo de etileno em Digitaria ischaemum
(Abdallah et al., 2006). Estudos verificaram ainda a ocorréncia da mutacdo Met295Lys na
sequéncia génica codificadora da enzima B-CAS mais ativa de dois biotipos de E. crus-galli
resistentes ao quinclorac, em comparacao a sequéncia do bidtipo suscetivel. Esta substituicdo
de aminoacidos é também verificada na sequéncia génica de arroz, ao qual o quinclorac
apresenta seletividade, e pode estar associada a maior atividade da enzima (Gao et al., 2017).

No presente estudo, ndo foi verificada reversdo da resisténcia ao herbicida
quinclorac, nem mesmo reducdo do FR, ap0s a aplicacdo de inibidores de metabolizacéo.
Isto corrobora com outros estudos que sugerem que quinclorac é pouco sensivel a
metabolizacdo (Chism et al., 1991; Grossman & Kwiatkowski, 2000). A resisténcia do
bidtipo 7.9 é alta, sendo que o GRso foi superior a 16 vezes a dose recomendada em bula
para o controle de E. crus-galli. O malathion pode inibir enzimas P450, como
tradicionalmente é conhecido, e também a enzima B-CAS (Yasuor et al., 2012). Desta
forma, provavelmente o mecanismo de resisténcia deste bidtipo ndo esta relacionado a
metabolizacdo do herbicida mediada pelas enzimas P450 e GST, e nem detoxificagédo do

cianeto por enzimas B-CAS. Porém, os inibidores utilizados podem ndo ser eficientes em
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inibir as enzimas envolvidas no processo, visto que a familia de enzimas P450 e GST sdo

grandes e diversas.

4.3.2 Resisténcia ao herbicida imazethapyr

As varidveis analisadas apresentaram diferenga estatistica significativa (p<0,05)
entre os herbicidas avaliados de acordo com o teste ANOVA. A curva de dose-resposta com
aplicacdo do herbicida imazethapyr confirmou o bidtipo 7.9 como resistente. O GRso deste
biétipo foi de 177,52 e 134,06 g.ha™ para as variaveis massa fresca e massa seca da parte
aerea, respectivamente, enquanto o biotipo suscetivel apresentou GRso inferiores a 4,0 g.ha
! produzindo FR de 45,38 e 47,50 (Figura 7; Tabela 4). A maior dose testada, correspondente
a 16 vezes a dose recomendada, atingiu controle de 100% para o biotipo 7.9 aos 21 DAT
(Figura 8). No entanto, para a dose correspondente a 8 vezes a recomendada as plantas

sobreviveram, embora com consideravel reducéo de crescimento.
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FIGURA 7. Controle visual aos 7 (A), 14 (B), 21 (C) DAT, reducéo de estatura (D), massa
fresca (E) e massa seca da parte aérea (F) em compara¢do com o controle ndo
tratado, de bidtipos de Echinochloa crus-galli, resistente (7.9) e suscetivel
(MOSTS-01) apo6s aplicacdo de imazethapyr, sem aplicacdo prévia de inibidor
de metabolizacdo. Valores representam a média, e as barras verticais o intervalo
de confianca 5%.
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TABELA 4. Parametros da equacéo log-logistica para as variaveis controle visual 7, 14 e 21
DAT, reducdo da estatura de planta, massa fresca e seca da parte aérea de um
bidtipo resistente (7.9) e um suscetivel (MOSTS-01) ap6s aplicagdo do
herbicida imazethapyr, sem aplicagdo prévia de inibidor de metabolizag&o.

Pardmetros da equagéo EP Cso 0u GRsp
Csoou
Biotipos a b X0 GRso Max Min FR R?
-------------- Controle 7 DAT —-----m-mmmmmm oo
MOSTS-01(S) 61,201* -1,683* 1,396* 3,39 (4,37 2,75) 0,98

79 (R) 75,185* -1,187* 93,526* 166,62 (180,25 152,10) 49,04 0,98
-------------- Controle 14 DAT -------m-mmmmmmmmm oo
MOSTS-01(S) 92,119 -1,033*  2,585* 3,05 (3,50 2,40) 0,95
79 (R) 121,608* -1,009* 582,690™ 408,25 (475,58 325,14) 133,76 0,97
-------------- Controle 21 DAT -------m-mmmmmmmmm oo

MOSTS-01 (S) 100,542* -1,137*  2,997* 2,96 (3,11 2,79) 0,99

79 (R) 177,679* -0,949* 1488,490™ 554,31 (645,31 463,23) 186,72 0,99
------- Estatura ------------=-mmmmmemm oo

MOSTS-01 (S) 104,395* -0,772*  3,582* 3,21 (3,27 2,96) 0,98

7.9 (R) 93,121* -1,397* 538,963* 599,19 (613,58 576,98) 186,54 0,99

------- Massa Fresca da Parte Aérea

MOSTS-01 (S) 100,347* -2,7577*  3,921* 3,91 (4,09 3,71) 0,99
7.9 (R) 157,523* -0,5603* 696,228"™ 177,52 (230,60 124,44) 45,38 0,99

-------- Massa Seca da Parte Aérea ------------------=-=-m-mo--

MOSTS-01 (S) 99,418* -2,067* 2,806* 2,82 (2,90 2,73) 0,99

7.9 (R) 111,449* -0,852* 170,748* 134,06 (136,29 123,78) 47,50 0,98
*significativo a 5%; ™ ndo significativo; Cso: dose necesséria para controle de 50% (g.ha); GRso: dose
necessaria para reduzir o crescimento da planta em 50% (g.ha'); EP: erro padrdo da média; FR: fator de
resisténcia.

FIGURA 8. Crescimento das plantas de Echinochloa crus-galli aos 21 DAT tratados com
imazethapyr nas doses de 0, 1,06, 5,3, 10,6, 15,9, 26,5, 53, 106 e 212 g. ha™
para a o biotipo suscetivel (A) e nas doses de 0, 26,5, 53, 79,5, 106, 212, 424,
848 e 1696 g. ha™* para o biétipo resistente (B), sem aplicacdo prévia de inibidor
de metabolizacéo.
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A aplicacdo de malathion, inibidor de enzimas P450 néo foi eficiente em reverter a
resisténcia ao herbicida imazethapyr (Figura 9; Figura 10). Verificou-se um aumento nos FR
com aplicagdo prévia deste inibidor, sendo 70,76 e 73,80 para as variaveis massa fresca e
seca da parte aérea, respectivamente (Tabela 5). Diferente do observado nos resultados deste
estudo, a resisténcia relacionada ao incremento na taxa de detoxificagdo por enzimas P450
ja foi descrita em Echinochloa resistente aos herbicidas inibidores da enzima ALS. O uso de
inibidor de metabolizacdo fenitrothion antecedendo os herbicidas diminuiu 0 GRso de E.
oryzicola e E. crus-galli resistentes ao azimsulfuron, penoxsulam e bispyribac-sodium (Song
et al., 2017). Da mesma forma, a aspersdo prévia de malathion, PBO e ABT reverteu a
resisténcia ao imazethapyr em biotipos de E. crus-galli (Matzenbacher et al., 2014). Dois
destes bidtipos apresentaram 8,44 e 9,61 vezes maior expressdo do gene CYP81A6 24 horas
apos aspersdo com imazethapyr (Dalazen, 2016). A expressao do gene CYP81A6 foi superior
mesmo na auséncia do herbicida.

A superexpressao de dois genes CYP81A12 e CYP81A21 foi verificada em plantas
de E. phyllopogon resistentes ao bensulfuron-methyl e penoxsulam (Iwakami et al., 2014a).
Essas plantas metabolizam o herbicida bensulfuron-methyl mais rapidamente através de O-
demetilacdo em relacdo as suscetiveis. Também em E. phyllopogon, a expressdo de genes
CYP71AK2 e CYP72A254 foi superior ap0ds a aplicacdo de bispyribac-sodium no bi6tipo
resistente (lwakami et al., 2014b). Foram observados polimorfismos em ambos 0s genes
CYP entre bi6tipos resistentes e suscetiveis, que podem estar relacionados a alteracdo na
atividade catalitica das enzimas, tornando-as mais ativas (Iwakami et al., 2014b).

O genoma das plantas possui centenas de genes codificadores de enzimas P450,
sendo que cada um participa de varias rotas bioquimicas para produzir metabolitos primarios
e secundéarios (Mizutani & Ohta, 2010). Contudo, apenas uma pequena fragdo destes genes

estd envolvida na resisténcia aos herbicidas (Délye, 2013).
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FIGURA 9. Controle visual aos 7 (A), 14 (B), 21 (C) DAT, reducéo de estatura (D), massa

fresca (E) e massa seca da parte aérea (F) em compara¢do com o controle ndo
tratado, de bidtipos de Echinochloa crus-galli, resistente (7.9) e suscetivel
(MOSTS-01) apds aplicacdo de imazethapyr, com aplicacdo prévia de
malathion, inibidor de enzimas P450. Valores representam a média, e as barras
verticais o intervalo de confianca 5%.
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TABELA 5. Parametros da equacéo log-logistica para as variaveis controle visual 7, 14 e 21
DAT, reducdo da estatura de planta, massa fresca e seca da parte aérea de um
bidtipo resistente (7.9) e um suscetivel (MOSTS-01) ap6s aplicagdo do
herbicida imazethapyr, com aplicacéo prévia de malathion, inibidor de enzimas

P450.
Pardmetros da equagao EP Cso 0u GRsp
Csoou
Biotipos a b X0 GRso Max  Min FR R?
------------- Controle 7 DAT —-----m-mmmmmmmm oo
MOSTS-01(S) 68,316 -0,783*  0,692* 2,49 (3,40 1,87) 0,99

79 (R) 89,939* -0,685* 79,815™ 110,76 (113,83 83,67) 44,38 0,95

------------ Controle 14 DAT

MOSTS-01(S) 98,418* -1,106*  2,858* 2,94 (3,27  2,38) 0,95
79 (R) 115,043* -1,035* 284,870* 220,98 (224,94 211,82) 75,10 0,99

------------ Controle 21 DAT

MOSTS-01 (S) 101,289* -1,095*  2,484* 2,42 (250 2,34) 0,99

7.9 (R) 110,134* -1,723* 398,124* 357,69 (365,89 341,76) 147,34 0,99
------------------- Estatura

MOSTS-01 (S) 105,675* -0,823*  3,092* 2,71 2,77  2,60) 0,99

7.9 (R) 117,648* -1587* 528,425* 436,80 (443,05 421,86) 160,93 0,99
------ Massa Fresca da Parte Aérea --------------------=-----
MOSTS-01 (S) 100,384* -1,658*  2,128* 2,11 (2,21 2,01) 0,99
7.9 (R) 108,335* -1,198* 170,523* 149,93 (154,18 140,61) 70,76 0,98
------ Massa Seca da Parte Aérea ------
MOSTS-01(S) 98,378* -1,805*  1,601* 1,63 (1,65 1,60) 0,99

7.9 (R) 105,096* -1,214* 130,357* 120,34 (124,40 111,36) 73,80 0,98
*significativo a 5%; ™ ndo significativo; Cso: dose necesséria para controle de 50% (g.ha); GRso: dose
necessaria para reduzir o crescimento da planta em 50% (g.ha'); EP: erro padrdo da média; FR: fator de
resisténcia.
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FIGURA 10. Crescimento das plantas de Echinochloa crus-galli aos 21 DAT tratados com
imazethapyr nas doses de 0, 1,06, 5,3, 10,6, 15,9, 26,5, 53, 106 e 212 g. ha*
para a o bi6tipo suscetivel (A) e nas doses de 0, 26,5, 53, 79,5, 106, 212, 424,
848 e 1696 g. ha para o bidtipo resistente (B), com aplicacio prévia de
malathion, inibidor de enzimas P450.
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A aplicagdo do NBD-CI, inibidor de enzimas GST, também nédo foi eficiente em
reverter a resisténcia ao herbicida imazethapyr (Figura 11; Tabela 6; Figura 12). No entanto
foi observado uma reducdo nas doses de Cso e GRso de todas as varidveis avaliadas e,
consequentemente, houve diminuicdo no FR em comparacdo aos observados quando
aplicado o herbicida isoladamente, sem inibidor (Tabela 4; Tabela 6). As doses de GRso das
variaveis massa fresca e seca da parte aérea do bidtipo resistente sem aplicacdo de inibidor
foram 134,06 e 177,52 g.ha?, e 0 FR de 47,50 e 45,38, respectivamente. Contudo, apos
aplicacdo de NBD-Cl as doses de GRso foram 119,389 e 97,563 g.ha™, produzindo FR de
42,57 e 42,74. As variaveis de controle visual e estatura reduziram os FR para abaixo de 100
quando aplicado o inibidor de enzimas GST. Isto indica que estas enzimas possuem acao na
detoxificac@o deste herbicida.

Enzimas GST séo codificadas por uma grande e diversa familia génica em plantas,
as quais diferem em namero, especificidade ao herbicida e indutibilidade em diferentes
plantas (Labrou et al., 2015). A detoxificacdo por conjugacdo com glutationa (GSH) é
observada principalmente em herbicidas pertencentes aos grupos quimicos das
clorotriazinas, difenileters, cloroacetanilidas, sulfoniluréias e ariloxifenoxipropionatos
(Cummins et al., 2011). Porém, outros estudos também observaram influéncia de enzimas
GST na resisténcia as imidazolinonas. Biotipos de E. crus-galli resistentes ao imazethapyr
apresentaram expressdo de 6 a 12 vezes maior do gene GSTF1 nos bidtipos resistentes

(Dalazen, 2016).



90

100 - . 100 4 o__o
. TR 0 7_9({{_)» , /§/ o_
5 MOSTSHTIS) o MOSTS-01 (S)
80 80
£ 60 SN
&2 2
£ £
5 a0 g 0
) <
20 20
0 F— 0 4
" L899 O98 9> S s 3 ] S D O > >
s Ao WL & PSP TS
Doses de imazethapyr (gAha'I) Doses de imazethapyr (gAha'l)
100 o T9®) S 7.9 (R)
o MOSTS-01 (S) o MOSTSOI (S)
80 —~ 80
1
c 8
= EE
£ 60 g 60
p bk
£ / g2
g5 a0 / 2E 4 /
Q / LR B
52 S
g g Py
i ~ 20 4
20 / L ©
-7 o
L-- 0
0 T
: £
§ ~
25
. 1 Doses de imazethapyr (g.ha'l)
Doses imazethapyr (g.ha™)
100 6--0""8 "% 100 e TIR) B el
e 79R) oo o MOSTSOI (S) go-o= 870"
o MOSTS-01 (S) 7 7z
’

Redugdo Massa Fresca da Parte Aérea
(% controle nao tratado)

Redugiio Massa Seca da Parte Aérea
(% controle ndo tratado)

Doses imazethapyr (g.ha” 1 )

0 =00 % oLy Q7
? SRR Fox® &
o Qo RN »

‘a5
5
3

Doses imazethapyr (g,ha'l)

FIGURA 11. Controle visual aos 7 (A), 14 (B), 21 (C) DAT, reducdo de estatura (D), massa
fresca (E) e massa seca da parte aérea (F) em comparacdo com o controle ndo
tratado, de bidtipos de Echinochloa crus-galli, resistente (7.9) e suscetivel
(MOSTS-01) ap6s aplicacdo de imazethapyr, com aplicacdo prévia de NBD-
Cl, inibidor de enzimas GST. Valores representam a média, e as barras

verticais o intervalo de confianca 5%.
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TABELA 6. Parametros da equacéo log-logistica para as variaveis controle visual 7, 14 e 21
DAT, reducdo da estatura de planta, massa fresca e seca da parte aérea de um
bidtipo resistente (7.9) e um suscetivel (MOSTS-01) ap6s aplicagdo do
herbicida imazethapyr, com aplicacéo prévia de NBD-ClI, inibidor de enzimas

GST.
Pardmetros da equagéo EP Cso 0u GRsp
Bidtipos a b X0 Csoou GRsy  Max Min FR R?
------------- Controle 7 DAT —-----m-mmmmmmmmmm oo
MOSTS-01(S) 74,008* -0,724*  1,534* 4,228 (5,78  2,97) 0,96

79 (R) 102,516* -0,854* 130,101* 122,833 (123,24 96,81) 29,05 0,95

------------ Controle 14 DAT

MOSTS-01(S) 99,797* -1,048*  3,467* 3,481 (3,78  2,84) 0,95
79 (R) 108,070* -1,390* 215,439* 193,458 (200,00 177,50) 55,57 0,98

------------ Controle 21 DAT

MOSTS-01 (S) 103,001* -1,048* 2,720* 2,573 (2,67 2,44) 0,99

7.9 (R) 105,039* -2,055* 265,817* 253,686 (261,80 241,99) 98,59 0,99
------- Estatura ---------==-==mnemmmmmmmm oo

MOSTS-01 (S) 107,668* -0,824*  4,515* 3,798 (3,84 3,52) 0,98

7.9 (R) 102,590* -2,623* 310,520* 304,600 (311,87 295,70) 80,20 0,99
----- Massa Fresca da Parte Aérea -----------------=-=-----—-
MOSTS-01 (S) 101,100* -1,682*  2,841* 2,804 (3,00 2,58) 0,99
7.9 (R) 104,142* -1,428* 126,229* 119,389 (123,85 111,06) 42,57 0,98
------ Massa Seca da Parte Aérea ------
MOSTS-01 (S) 98,003* -1,966*  2,235* 2,282 (2,33 2,23) 0,99

7.9 (R) 99,605* -1,573* 97,072* 97,563 (101,43 91,95) 42,74 0,98
*significativo a 5%; ™ ndo significativo; Cso: dose necesséria para controle de 50% (g.hal); GRso: dose
necessaria para reduzir o crescimento da planta em 50% (g.ha); EP: erro padrdo da média; FR: fator de
resisténcia.
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FIGURA 12. Crescimento das plantas de Echinochloa crus-galli aos 21 DAT tratados com
imazethapyr nas doses de 0, 1,06, 5,3, 10,6, 15,9, 26,5, 53, 106 e 212 g. ha*
para a o bi6tipo suscetivel (A) e nas doses de 0, 26,5, 53, 79,5, 106, 212, 424,
848 e 1696 g. ha™ para o biotipo resistente (B), com aplicacio prévia de NBD-
Cl, inibidor de enzimas GST.
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Os resultados sugerem que a resisténcia do biotipo 7.9 ao herbicida imazethapyr
provavelmente ndo esteja relacionada com incremento na taxa de detoxificacéo do herbicida
via P450. Contudo, as enzimas GSTs devem atuar na detoxificacdo do herbicida. H& a
possibilidade de que os inibidores de metabolizacéo utilizados possam ndo ter efeito sobre
as enzimas responsaveis pela resisténcia.

O mecanismo relacionado ao local de acdo do herbicida também pode estar
contribuindo para a resisténcia no biotipo resistente. Alteracbes como Trp574Leu e
Ser653Asn na sequéncia codificadora do gene ALS ja foram identificadas como
responsaveis pela resisténcia de E. crus-galli ao herbicida imazethapyr (Matzenbacher et al.,
2014). A mutacdo Alal22Asn é responsavel pela resisténcia-cruzada de E. crus-galli ao
nicosulfuron, penoxsulam, bispyribac-sodium e imazamox, herbicidas inibidores da enzima
ALS, mas de diferentes grupos quimicos (Panozzo et al., 2017). Um mesmo biotipo pode
apresentar tanto mecanismo relacionado como néo relacionado ao local de ac¢éo conferindo
resisténcia a um mesmo herbicida, ambos ndo sdo excludentes (Matzenbacher et al., 2014).

A espécie E. crus-galli € hexapldide, resultante de um cruzamento interespecifico
entre E. phyllopogon (4n) e outra espécie diploide (2n) ndo identificada do género
Echinochloa (Yabuno, 1966). Esta espécie possui pelo menos duas copias ativas do gene
ALS, oriundas da espécie E. phyllopogon (Iwakami et al., 2012). A mutacdo em apenas um
gene ALS pode conferir baixo nivel de resisténcia, por um efeito de diluicdo de proteinas
resistentes em meio as suscetiveis produzidas pelo gene sem mutacao. No entanto este efeito
de diluicdo pode ser reduzido se a expressdo do alelo resistente for superior aos suscetiveis
(lwakami et al., 2012).

O bidtipo 7.9 ja foi caracterizado como resistente ao herbicida fenoxaprop-p-ethyl,
devido a um incremento na metabolizacdo em resposta protetor presente na formulagdo do
herbicida (Capitulo 1). No presente estudo foi comprovada a resisténcia multipla deste

mesmo bidtipo também aos herbicidas quinclorac e imazethapyr. A resisténcia ao herbicida
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quinclorac foi de alto nivel (FR>100) e com mecanismo ndo elucidado, mas possivelmente
ndo esteja relacionada a detoxificacdo do herbicida via enzimas P450 e GST. Uma maior
detoxificag¢do do cianeto através da enzima B-CAS possivelmente também ndo ocorra visto
que o malathion também € capaz de inibir esta enzima (Yasuor et al., 2012). Outras enzimas
envolvidas na rota do etileno ou receptores de auxinas podem estar relacionadas com a
resisténcia ao quinclorac. A resisténcia ao imazethapyr ndo foi revertida, e nem mesmo as
doses de GRso foram reduzidas, com o uso de inibidor de enzimas P450, como verificado
em outros estudos. Contudo, 0 uso de inibidor de enzimas GST, embora néo tenha revertido
a resisténcia, proporcionou reducéo das doses de Cso e GRso €, consequentemente, dos FR
das variaveis. Este biotipo ja& mostrou detoxificar mais o herbicida fenoxaprop-p-ethyl
através da resposta de enzimas GST ao protetor isoxadifen-ethyl. Mecanismos ndo
relacionados ao local de acdo sdo mais propensos a afetar maltiplos herbicidas de diferentes
grupos quimicos e mecanismos de acao (Délye, 2013). Todavia, € possivel que o bidtipo 7.9
apresente mais de um mecanismo de resisténcia, e possam ser distintos para um ou mais dos
trés herbicidas estudados.

A ocorréncia de resisténcia multipla foi observada em 27% dos biotipos de
Echinochloa coletados entre 2006 e 2016 no estado do Arkansas (EUA), sendo 0,9% com
resisténcia multipla a quatro mecanismos de acdo, 4,7% a trés mecanismos e 22% a dois
(Rouse et al., 2017). A resisténcia maltipla mais abundante observada no periodo foi
propanil + quinclorac, seguido de propanil + inibidores da ALS e quinclorac + propanil +
inibidores da ALS (Rouse et al., 2017). A resisténcia multipla aos herbicidas inibidores da
enzima ALS + ACCase também foi identificada em E. crus-galli em outros paises (Panozzo
et al., 2013; Iwakami et al., 2015). A evolucdo da resisténcia multipla de E. crus-galli aos
herbicidas quinclorac + imazethapyr foi encontrada em 14% das populagdes amostradas no
estado do Rio Grande do Sul na safra 2011/12 (Matzenbacher et al., 2014). No entanto, a

descoberta da resisténcia mualtipla aos herbicidas inibidores da enzima ALS + quinclorac +
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ACCase no Brasil € recente (Eberhardt et al., 2016). A resisténcia maltipla a estes trés
mecanismos de acdo implica em manejo mais complexo desta planta daninha, visto que o
controle quimico deve ser feito com herbicidas que causam fitointoxicagdo na cultura do
arroz ou que apresentam menor eficiéncia de controle da planta daninha. Herbicidas como
propanil, clomazone, pendimethalin e thiobencarb sdo opgdes para o controle de capim-
arroz resistente. O uso de herbicidas pré-emergentes sdo uma ferramenta para 0 manejo da
resisténcia, visto que diminuem a quantidade de plantas que serdo expostas a pressao de
selecdo herbicida em pds-emergéncia, e uniformizam o estadio das plantas daninhas para a

aplicacgéo.

4.4 Conclusao

O bidtipo 7.9 apresentou resisténcia multipla aos herbicidas quinclorac e
imazethapyr, além de fenoxaprop-p-ethyl ja caracterizada em estudos anteriores. O uso de
inibidores de enzimas P450 e GSTs ndo reverteram a resisténcia quando aplicado o herbicida
quinclorac. O mecanismo de resisténcia ndo esta relacionado ao incremento na detoxificacao
mediado por estas enzimas. O mecanismo de resisténcia ao herbicida imazethapyr também
ndo esta associado a maior detoxificagdo por enzimas P450. No entanto as enzimas GST
possuem papel na detoxificacdo deste herbicida, pois o uso de inibidor reduziu o GRso das
variaveis. A identificacdo de resisténcia mualtipla a trés dos principais mecanismos de acao
tradicionalmente utilizados para controle de capim-arroz limita as estratégias para 0 manejo
desta planta daninha através destes herbicidas, e indica a necessidade de utilizacdo de
herbicidas de outros mecanismos de acdo, principalmente herbicidas pré-emergentes, e de

métodos integrados de controle de plantas daninhas na cultura do arroz.
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RESISTENCIA CRUZADA NEGATIVA AO CLOMAZONE EM CAPIM-ARROZ
RESISTENTE AS IMIDAZOLINONAS CAUSADA POR INCREMENTO DE
METABOLIZACAO

RESUMO

Alguns casos de resisténcia de capim-arroz a herbicidas inibidores da enzima ALS
estdo relacionados ao incremento de metabolizacdo proporcionada por enzimas P450. Este
processo pode alterar o metabolismo de herbicidas que necessitam ser ativados nas plantas.
O herbicida clomazone é um pré-herbicida que possui grande utilizagdo na cultura do arroz
para controle de capim-arroz resistente a herbicidas. O objetivo deste trabalho foi identificar
a ocorréncia de resisténcia cruzada negativa ao herbicida clomazone em populagdes de
capim-arroz (Echinochloa crus-galli) resistentes aos inibidores da ALS por incremento na
taxa de metabolizacdo. Foram realizadas curvas de dose-resposta com aspersao foliar e
aplicagdo em hidroponia do herbicida clomazone em biotipos suscetiveis e resistentes as
imidazolinonas que possuem resisténcia associada ao mecanismo de incremento de
metabolizacdo. A atividade de enzimas antioxidantes nos biétipos aspergidos com 400 g.ha
1 de clomazone foi avaliada. A participacdo de metabolizacdo foi avaliada através do
malathion, inibidor de P450. A ocorréncia de resisténcia cruzada negativa (RCN) foi
observada nos quatro bidtipos resistentes quando comparados com dois dos quatro
suscetiveis avaliados. Os resultados obtidos com aplicagdo de clomazone via hidroponia
corroboraram com o0s obtidos via aspersdo foliar. A ocorréncia e nivel de RCN foi
dependente da variavel avaliada e do biotipo suscetivel utilizado para comparacdo. A
aplicacdo de malathion previamente ao clomazone reverteu a RCN nas duas populacdes
resistentes. Os resultados obtidos indicam que as enzimas P450 que conferem resisténcia ao
herbicida imazethapyr realizam uma maior ativacdo do clomazone, sendo entdo estas plantas
mais sensiveis. A RCN foi confirmada e estd relacionada ao mecanismo que confere
resisténcia as imidazolinonas. A ocorréncia de RCN ao herbicida clomazone pode ser uma
vantagem desse herbicida em programas de prevencdo a evolucdo de resisténcia aos
herbicidas na cultura do arroz.
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5.1 Introducéo

A grande utilizagdo de cultivares Clearfield®, resistentes aos herbicidas do grupo
quimico das imidazolinonas, com mecanismo de acdo inibidor da enzima acetolactatosintase
(ALS), resultou no predominio do uso desses herbicidas para o controle de capim-arroz
(Echinochloa spp.) em cultivos de arroz devido a eficiéncia e praticidade (Iwakami et al.,
2012). A tecnologia Clearfield® foi desenvolvida com o objetivo de controlar o arroz
daninho e outras plantas daninhas na cultura do arroz irrigado (Roso et al., 2010). Porém, o
uso continuo desta tecnologia, sem rotacdo de herbicidas de outros mecanismos de acdo,
proporcionou a selecdo de bidtipos de Echinochloa crus-galli resistentes ao grupo das
imidazolinonas (Matzenbacher et al., 2014).

A resisténcia de E. crus-galli a herbicidas ALS encontrada em lavouras do Rio
Grande do Sul estd associada a mutacdo no gene codificador da enzima alvo, como
Trp574Leu, Ser653Asn, Alal22Val e Alal22Thr, e/ou incremento na velocidade de
metabolizacdo do herbicida (Matzenbacher et al., 2014; Riar et al., 2013). A ocorréncia de
resisténcia ndo relacionada ao local de acdo, causada por incremento de detoxificacdo, esta
relacionada a maior expressdo de genes codificadores de enzimas ndo especificas, como
glutationa-S-transferase (GST) e citocromo P450 monooxigenase (P450) (Dalazen, 2016).
Bidtipos de E. crus-galli resistentes ao herbicida imazethapyr apresentam até 9,6 e 12,3
vezes mais expressao dos genes CYP81A6 e GSTF1, respectivamente, em comparagdo ao
bidtipo suscetivel (Dalazen, 2016). Em E. phyllopogon a maior expressdo dos genes
CYP81A12 e CYP81A21 esta associada a resisténcia ao penoxsulam e bensulfuron-methyl
(lwakami et al., 2014a), enquanto a maior expressdo dos genes CYP71AK2 e CYP72A254

quando aplicado bispyribac-sodium (Iwakami et al., 2014b).
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Espécies com aumento da capacidade de detoxificacdo metabolizam o herbicida
rapidamente em compostos ndo tdxicos, ou menos toXicos, enquanto espécies suscetiveis
séo incapazes de fazé-lo, ou o fazem em taxa muito mais lenta (Powles & Yu, 2010). O
envolvimento de enzimas P450 na resisténcia de herbicidas tem sido principalmente
identificado em gramineas, o que pode ser explicado pelo maior nimero de genes
codificadores destas enzimas, em comparacao as dicotileddneas (Powles & Yu, 2010). No
entanto, os mecanismos que conferem resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas podem
conferir desvantagens as mesmas, como 0 aumento na sensibilidade a outros herbicidas,
sendo neste caso denominado resisténcia cruzada negativa (RCN) (Délye et al, 2013).

A evolugdo da resisténcia em populacdes de plantas daninhas exige que sejam
utilizados herbicidas com mecanismo de acdo alternativo, como o clomazone que é um
herbicida pré e pos-emergente. A evolugdo da resisténcia a este herbicida é verificada em
casos isolados de E. phyllopogon (Heap, 2017). O herbicida clomazone [2-(2-chlorobenzyl)-
4,4-dimethyl-1,2-isoxazolidin-3-one] inibe a enzima deoxixilulose-5-fosfato sintase (DXS)
na primeira etapa da via ndao-mevalonato de sintese de isopropenoides no cloroplasto,
impedindo a sintese de pigmentos, como os carotenoides (Ferhatoglu & Barrett, 2006).
Quando carotenoides estdo ausentes e as plantas sdo expostas a luz, oxigénio singlet e
clorofilas triplet degradam a clorofila e iniciam a peroxidacdo de lipidios (Hess, 2000). O
clomazone é considerado um pro-herbicida, pois necessita de ativacdo enzimatica para ter
acdo herbicida. Esta bioativacdo é realizada por enzimas P450 (Ferhatoglu et al., 2005). As
enzimas P450 de plantas representam uma grande e diversificada superfamilia génica, com
especificidade de substratos variados (Werck-Reichhart et al., 2000). Primeiramente, o
clomazone é convertido em 5-OH-clomazone, e na sequéncia em 5-ketoclomazone, que é o
composto herbicidamente ativo (Ferhatoglu & Barrett, 2006).

No Brasil foi descrita a resisténcia de capim-arroz aos herbicidas inibidores da

enzima ALS com mecanismo de resisténcia associado ao incremento na capacidade de
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metabolizacdo dos herbicidas (Matzenbacher et al., 2014). Porém, a informac&o relacionada
a ocorréncia de resisténcia cruzada negativa a clomazone nestes bidtipos néo é conhecida. E
possivel que este fendmeno seja confirmado, devido ao clomazone necessitar ser
metabolizado para ser ativo na planta, ou seja, plantas com maior capacidade de
metabolizagdo tornam o herbicida clomazone mais ativo. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi identificar a ocorréncia de resisténcia cruzada negativa ao herbicida clomazone
em popula¢des de capim-arroz (Echinochloa crus-galli) resistentes a inibidores de ALS por

incremento na taxa de metabolizacao.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Aplicacéo do herbicida clomazone via foliar

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetacao climatizada, temperatura
25 °C £ 3 °C, fotoperiodo 14/10 horas (dia/noite), na Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, no periodo de julho a outubro de 2017. O arranjo experimental foi bi-fatorial 9X8,
em delineamento completamente casualizado. O fator A correspondeu aos biotipos de
capim-arroz, quatro bidtipos que apresentam resisténcia ao imazethapyr (ARRGR-01
(Arroio Grande-RS), PALMS-02 (Palmares do Sul-RS), RIOGR-01(Rio Grande-RS) e
BAGE-01 (Bagé-RS)) e quatro suscetiveis (IRGA-02 (Cachoeirinha-RS), IRGA-03
(Cachoeirinha-RS), MOSTS-01 (Mostardas-RS) e CAPL-01 (Capéo do Ledo-RS)). O Fator
B correspondeu as doses do herbicida clomazone (Gamit EC 500 g L) (0, 50, 100, 200,
300, 400, 800 e 1600 g ha'). O mecanismo de resisténcia destes biotipos ao imazethapyr foi
caracterizado em estudos anteriores, e classificou a resisténcia como sendo por incremento
na taxa de metabolizacdo do herbicida, via enzimas P450 (Matzenbacher et al., 2014;
Dalazen, 2016). Cada tratamento foi composto por seis repeticbes. O experimento foi

repetido uma vez.
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As sementes foram germinadas por imerséo na solucdo de nitrato de potassio (KNO3
0,2%) a 25 °C por cinco dias. Apds, foram transplantadas em vasos plasticos, com volume
de 200 mL. Cada vaso foi perfurado e preenchido com uma mistura de solo e composto
organico, com complementacdo de adubagdo com NPK. A aplicacdo do herbicida clomazone
foi realizada em plantas em estadio de 3-4 folhas com cdmara de aspersdo automatizada
(Greenhouse Spray Chamber, modelo Generation I11), ponta de pulverizagdo TJ8002E,
volume de calda foi de 200 L ha™. As plantas foram mantidas com irrigacdo por submerséo
durante todo o periodo ap6s o transplante.

A avaliacdo de controle foi realizada aos 14 e 21 dias ap6s a aplicacdo dos
tratamentos (DAT) utilizando-se uma escala percentual visual, na qual 0% corresponde
auséncia de injurias, e 100% significa morte da planta. Aos 19 DAT foi realizada a avaliacao
do indice de clorofila total, com o auxilio do equipamento clorofiLOG (Falker). O indice de
clorofila foi mensurado no centro da ultima folha completamente expandida de cada planta.
Foram realizadas medicGes em trés plantas de cada tratamento, e cinco medi¢cdes em cada
planta. Aos 21 DAT foi mensurada a estatura de plantas e realizada a coleta da massa fresca
da parte aérea (MFPA). Apos a coleta as amostras foram secas em estufa de circulagéo de ar
forcada em temperatura de 60 °C por sete dias para determinacdo da massa seca da parte
aérea (MSPA). Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e havendo
significancia (p<0,05) foram ajustados pelo modelo de regressao ndo-linear log-logistico de
trés parametros: y=a/1+(x/x0)°. Os dados de controle visual foram transformados (Vx+1)
para atenderem aos requisitos da ANOVA. Para a determinacéo dos valores de Cso e GRso,
0 y da equacdo foi substituido por 50 (50% de controle). Cso € GRso representam a dose

necessaria para atingir 50% de controle e 50% de reducdo de crescimento, respectivamente.
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5.2.2 Aplicagéo do herbicida clomazone via hidroponia

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetagéo climatizada, temperatura 25 °C
+ 3 °C, fotoperiodo 14/10 horas (dia/noite), na Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
no periodo de julho a outubro de 2017. O arranjo experimental foi bi-fatorial 4X8, em
delineamento completamente casualizado. O fator A consistiu de biotipos de capim-arroz,
sendo dois com resisténcia ao imazethapyr (RIOGR-01 e BAGE-01) e dois suscetiveis
(IRGA-03 e MOSTS-01). O fator B foi composto por doses do herbicida clomazone (Gamit
EC500g L% (0, 1,5, 10, 25, 50, 100 e 200 uM). Cada tratamento foi composto por quatro
repeticdes.

As sementes foram germinadas por imersdo na solucdo de nitrato de potassio (KNO3
0,2%) a 25°C por cinco dias. Quando houve a emissdo da primeira folha, foram transferidas
para vasos plasticos, com volume de 200 mL. Cada vaso recebeu uma planta, fixada em
estrutura de poliestireno, e capacidade de 160 mL de solucdo nutritiva. A solucdo nutritiva
(Matzenbacher, 2012 - Tabela 1) foi substituida a cada quatro dias, sendo preparada no dia,
e seu pH ajustado para 5,5 com adicdo de NaOH. O herbicida clomazone foi aplicado na
solucdo hidrop6nica quando as plantas atingiram trés folhas expandidas. A solucdo de cada
tratamento permaneceu com o herbicida por 24 horas, e apos foi substituida pela solucao
nutritiva sem herbicida.

A avaliacdo de controle foi realizada aos 7 e 14 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos
(DAT). Aos 10 DAT foi realizada a avaliacdo do indice de clorofila total, e aos 14 DAT foi
mensurada a estatura de plantas e realizada a avaliacdo de massa fresca da parte aérea
(MFPA). As amostras foram secas em estufa de circulacédo de ar forcada, 60 °C por sete dias,
e apos foi determinada a massa seca da parte aérea (MSPA). Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e havendo significancia (p<0,05) foram ajustados pelo
modelo de regressdo ndo-linear log-logistico de trés parametros: y=a/1+(x/x0)P. Os dados de

controle visual foram transformados (Vx+1) para atenderem os requisitos da ANOVA. Para
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a determinacéo dos valores de Cso e GRso, 0 y da equagéo foi substituido por 50 (50% de
controle).

TABELA 1. Composigdo da solugdo nutritiva utilizada para o cultivo de capim-arroz em
hidroponia (Matzenbacher, 2012).

Nutriente Composto Concentragdo final
Potéssio KCI 0,1 mM
Potéssio, Fosforo KH2PO, 0,1 mM
Potéssio, Enxofre K>SO4 0,7mM

Calcio, Nitrogénio Ca(NQOs)2. 4 H.0 2 mM

Magnésio MgSOs .7 H.0 0,5 mM
Manganés MnSOs. 4 H,0 0,5 uM
Molibdénio (NH4)sM0702 . 4 H,0 0,01 uM
Boro HsBO3 10 uMm
Zinco ZnS04 . 7 H0 0,5 uM
Cobre CuS0Os4 . 5H0 0,2 uM
Ferro Fex(S04)s . X H0 100 uM
Quelante EDTA dissodico 100 uM

5.2.3 Aplicacéo do herbicida clomazone + inibidor de metabolizacao

O experimento foi conduzido nas mesmas condi¢fes descritas no item 5.2.1. O
arranjo experimental foi tri-fatorial 3x8x2, em delineamento completamente casualizado. O
fator A correspondeu aos bidtipos de capim-arroz, sendo dois com resisténcia ao
imazethapyr (ARRGR-01 e RIOGR-01) e um suscetivel (IRGA-02). O fator B foi composto
pelas doses do herbicida clomazone (Gamit EC 500 g L) (0, 50, 100, 200, 300, 400, 800 e
1600 g.ha?). O Fator C constituiu da presenca ou auséncia do malathion, inibidor de
metabolizacdo via enzimas P450. Cada tratamento foi composto por seis repeticdes. O
malathion foi aplicado na dose de 1000 g.ha*, volume de calda de 200 L.ha™, duas horas
antes da aplicacdo do herbicida clomazone. As condi¢cGes de germinacdo, conducdo das
plantas e aplicacdo do herbicida seguem conforme descrito anteriormente.

As avaliacGes de controle visual, indice de clorofila, estatura de planta, massa fresca
e seca foram realizadas conforme descrito previamente. Os dados foram submetidos a analise

de variancia (ANOVA) e havendo significancia (p<0,05) foram ajustados pelo modelo de
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regressio ndo-linear log-logistico de trés parametros: y=a/1+(x/x0)®. Os dados de controle
visual foram transformados (Vx+1) para atenderem os requisitos da ANOVA. Para a
determinacdo dos valores de Cso e GRso, 0 y da equacédo foi substituido por 50 (50% de

controle).

5.2.4 Atividade de enzimas antioxidantes

As plantas foram germinadas, transplantadas e cultivadas de acordo com o descrito
anteriormente. Para avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes foi aplicado o
herbicida clomazone na dose de 400 g ha, com volume de calda de 200 L ha™, em seis
bidtipos de capim-arroz, sendo quatro resistentes ao imazethapyr (ARRGR-01, PALMS-02,
RIOGR-01 e BAGE-01) e dois suscetiveis (IRGA-03 e MOSTS-01). A aplicagdo ocorreu
quando as plantas atingiram estadio de trés folhas. Procedeu-se a coleta do material vegetal
24 horas apos a aplicacdo (HAA), sendo coletadas trés plantas tratadas e trés plantas controle
de cada biotipo. Coletou-se toda a parte aérea das plantas, aproximadamente 100 mg, e as
amostras foram congeladas imediatamente em nitrogénio liquido, e apds armazenadas em

ultra freezer (-80°C).

5.2.4.1 Extracdo das enzimas

As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas com tampao
de extracdo: 375 uL de tampédo fosfato de potassio pH 7,8 (200 mM); 7,5 uL EDTA dissddico
(10 mM); 75 uL de acido ascorbico (200 mM); 292,5 uL de agua; 0,006 g de PVPP em cada
amostra. Procedeu-se uma centrifugacdo a 12000 g por 20 min a 4 °C. Retirou-se 0
sobrenadante, e procedeu-se uma nova centrifugacdo, nas mesmas condicdes, por 10
minutos, por haver ainda residuos vegetais suspensos. A padronizagdo da quantidade de
enzimas foi realizada através do método de Bradford (1976) para quantificagdo de proteinas,

usando albumina de soro bovino como padrao.
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5.2.4.2 Atividade da catalase (CAT)

O tampao de reacdo utilizado para a atividade da enzima catalase (CAT) foi composto
por: 500 uL de tampdo fosfato de potassio pH 7,0 (200 mM); 400 uL de &gua; 50 uL de
perdxido de hidrogénio (250 mM) e 50 uL de extrato vegetal em cada amostra. O per6xido
de hidrogénio foi adicionado no momento da leitura. Para o branco foi substituido o extrato
vegetal por agua. As leituras foram realizadas a cada 10 segundos, durante dois minutos, no
comprimento de onda de 240 nm. Um decréscimo nos valores da absorbancia com o passar

do tempo foi observado. Para cada repeticdo bioldgica foram feitas trés replicatas técnicas.

5.2.4.3 Atividade da ascorbato peroxidase (APX)

O tampao de reacdo utilizado para a atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX)
foi composto por: 500 uL de tampéo fosfato de potassio pH 7,0 (200 mM); 50 uL de acido
ascorbico (10 mM); 350 uL de agua; 50 uL de peroxido de hidrogénio (2 mM) e 50 uL de
extrato vegetal, em cada amostra. O peroxido de hidrogénio foi adicionado no momento da
leitura. Para o branco foi substituido o extrato vegetal por agua. As leituras foram realizadas
a cada 10 segundos, durante dois minutos, no comprimento de onda de 290 nm. Um
decréscimo nos valores da absorbancia com o passar do tempo foi observado. Para cada

repeticdo bioldgica foram feitas trés replicatas técnicas.

5.2.4.4 Atividade da superédxido dismutase (SOD)

O tampdo de reacdo utilizado para a atividade da enzima superdéxido dismutase
(SOD) foi composto por: 500 uL de tampéo fosfato de potéssio pH 7,8 (100 mM); 200 uL
de metionina (70 mM); 10 uL de EDTA (10 uM); 195 uL de agua; 75 uL de NBT (1 mM);
10 uL de riboflavina (0,2 mM) e 10 uL de extrato vegetal, em cada amostra. As amostras

foram expostas a luz branca durante 10 minutos. Na amostra controle (branco) foi substituido



108
0 extrato vegetal por agua, e foi exposta a luz branca por 10 minutos. Para zerar o
espectrofotdmetro foi utilizada uma amostra na qual foi substituido o extrato vegetal por
agua, e este foi mantido no escuro. As leituras foram realizadas no comprimento de onda de
560 nm. Para cada repeticao bioldgica foram feitas trés replicatas técnicas. Uma unidade de
SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir 50% da fotorreducéo do NBT nas

condicdes de ensaio.

5.2.4.5 Quantificacdo de peroxido de hidrogénio

A extracdo para quantificagdo do peroxido de hidrogénio foi diferente da realizada
para atividade enzimatica. 100 mg de tecido vegetal foi macerada em nitrogénio liquido e
imediatamente apds foi homogeneizado com 1,4 mL de TCA (0,1%). Foi realizada uma
centrifugacao a 12000 g, por 30 min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e foi realizada uma
nova centrifugacdo por 10 min, para separacdo das impurezas que ainda estavam em
suspensao.

O tampao de reacdo foi composto por: 250 uL de tampéo de potassio pH 7,0 (10mM),
500 uL de iodeto de potassio (1M) e 250 uL de extrato vegetal em cada amostra. Para o
branco substituiu-se o volume do extrato vegetal pelo tampédo de reacdo. Procedeu-se a
leitura no espectrofotdmetro a 390 nm.

Os dados da atividade de enzimas do estresse oxidativo e quantificacdo de H20:
foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA). Havendo significancia (p<0,05) foram

submetidos ao teste de tukey 5%.

5.3 Resultados e discussao
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5.3.1 Aplicagéo do herbicida clomazone via foliar e hidroponia

Os dados de controle visual aos 14 e 21 dias apds o tratamento (DAT), indice de
clorofila total, estatura de plantas, massa fresca e massa seca da parte aérea com aplicacao
de clomazone via aspersdo foliar apresentaram interacdo significativa entre bidtipos e doses
de clomazone segundo a ANOVA (p<0,05). Aos 14 DAT o bidtipo IRGA-03, suscetivel as
imidazolinonas, apresentou a maior dose de Cso entre todos os bi6tipos avaliados (Figura 1;
Tabela 2; Figura 2). O biétipo ARRGR-01, resistente aos herbicidas ALS, apresenta
resisténcia cruzada negativa (RCN) quando comparado a todos os bidtipos suscetiveis,
enquanto PALMS-02, RIOGR-01 e BAGE-01 apresentam RCN na comparagdo com IRGA-
02 e IRGA-03 e CAPL-01 (Tabela 3). A avaliagdo de controle visual aos 21 DAT apresenta
todos os bidtipos resistentes as imidazolinonas com Cso inferior a todos os suscetiveis
avaliados (Tabela 2). As injurias do herbicida clomazone foram similares entre os bidtipos
nos primeiros dias apos o tratamento, contudo 0s mais tolerantes apresentam recuperacao
com o passar dos dias, e 0s menos tolerantes séo incapazes de fazé-lo, ou o fazem de forma
mais lenta. Isso pode estar relacionado a variacdo de resposta existente entre as avaliagdes
visuais dos 14 e 21 DAT (Tabela 3).

A avaliacdo do indice de clorofila total realizada aos 19 DAT apresenta o biotipo
IRGA-03 com a maior dose necessaria para reducédo de 50% do total de clorofila (Tabela 2).
Todos os biotipo resistente as imidazolinonas ndo diferiram significativamente a dose
necessaria para reducdo de 50% do total de clorofila na comparacdo com IRGA-02 e
MOSTS-01 (Tabela 2). Pelo fato do clomazone ser um herbicida que atua inibindo a rota de
sintese de carotenoides, resultando em plantas com branqueamento nas folhas jovens devido
a foto-oxidacéo da clorofila, a avaliacdo do indice total de clorofila pode complementar a
avaliagdo visual, sendo que plantas com maiores niveis de injurias possuem menores
quantidades de clorofila total. Em concordancia com isso, o herbicida clomazone reduziu a

quantidade de clorofilas e carotenoides em folhas de algodao apos a aplicacdo de clomazone
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(Ferhatoglu et al., 2005). Foi obervada diferenca de resultados entre a avaliagdo visual e o
indice clorofila total para alguns bidtipos. I1sso pode estar atrelado as plantas apresentarem o
sintoma de branqueamento, no entanto sem reduzirem o crescimento.

A estatura de plantas apresentou RCN em todos os bidtipos resistentes na
comparacdo com IRGA-03, corroborando com as varidveis controle visual e clorofila
(Tabela 2; Tabela 3). ARRGR-01 e PALMS-02 apresentaram GRsg inferiores na comparagao
com todos os suscetiveis (Tabela 2). A variavel massa fresca da parte aérea indica que todos
os bidtipos resistentes as imidazolinonas apresentam RCN a clomazone na comparagéo com
IRGA-02, IRGA-03 e MOSTS-01 (Tabela 3). A avaliacdo de massa seca apresenta todos 0s
bidtipos resistentes com RCN quando comparados aos suscetiveis IRGA-02 e IRGA-03,
enquanto ARRGR-01 e BAGE-01 apresentaram RCN também na comparagdo com MOSTS-
01 e CAPL-01 (Tabela 3). Os bidtipos suscetiveis MOSTS-01 e CAPL-01 podem possuir
um aparato enzimatico capaz de ativar mais o herbicida clomazone, mas incapaz de conferir
resisténcia a outros herbicidas, como as imidazolinonas.

A ocorréncia de RCN exige a avaliacdo de diversos bidtipos resistentes, que
apresentem mesmo mecanismo de resisténcia, comparados com diversos biotipos suscetiveis
para que se elimine a possibilidade da casualidade na ocorréncia do fenémeno. A constatacao
de RCN com uma simples comparacdo de um biotipo resistente com um suscetivel é
inadequada pois isso pode estar atrelado a uma diferenca de suscetibilidade natural, e ndo
atribuida a uma penalidade do mecanismo de resisténcia. Outros estudos avaliaram a
ocorréncia de RCN ao mesotrione e pyrasulfotole, inibidores da HPPD, e carfentrazone,
inibidor da PPO, em dois biétipos de Kochia scoparia resistentes aos herbicidas inibidores
da ALS, com mecanismo atribuido a diferentes mutacdes no local de acdo (Beckie et al.,
2012). O bidtipo com a mutacdo Trp574 apresentou a ocorréncia do fendmeno RCN quando
comparado com uma populacdo suscetivel, enquanto para o biétipo com a mutagdo Pro197

ndo foi verificado. Os autores atribuem este fendmeno a um efeito pleiotrépico associado a
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mutacdo Trp574. No entanto, o fato da comparagdo ser limitada a poucos bi6tipos ndo
elimina que seja efeito de variagéo natural.

Foram calculados os fatores de resisténcia (FR) para cada variavel avaliada,
utilizando seus respectivos Cso ou GRsg (Tabela 3). Fatores de resisténcia inferiores a um
(<1) significam que o bi6tipo suscetivel as imidazolinonas apresenta doses de Cso ou GRso
superiores ao resistente, ou seja, apresentam RCN. De forma geral, todos os bidtipos
resistentes apresentaram RCN na comparacdo com o biétipo IRGA-03. Entre os resistentes,
0 bidtipo ARRGR-01 apresentou FR<1 estatisticamente significativo na comparacdo com
todos os bidtipos suscetiveis em todas as variaveis avaliadas, a exce¢do ao IRGA-02 e
MOSTS-01 quando avaliado o indice de clorofila total. Para casos de avaliagdo de RCN a
analise da significancia do GRso e do fator de resisténcia (FR) s@o especialmente

importantes.
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FIGURA 1. Controle visual 14 DAT (A), controle visual 21 DAT (B), indice de clorofila
total (C), estatura de planta (D), massa fresca da parte aérea (E), massa seca da
parte aérea (F) ajustadas pela equacdo log-logistica de trés parametros, em
funcdo de quatro bidtipos resistentes (ARRGR-01, PALMS-02, RIOGR-01 e
BAGE-01) e quatro suscetiveis (IRGA-02, IRGA-03, MOSTS-01 e CAPL-01)

aos herbicidas imidazolinonas,

aspergidos com clomazone.

representam a média, e as barras verticais o intervalo de confianca 5%.

Valores
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TABELA 2. Pardmetros da equacédo log-logistica para as variaveis controle visual 14 e 21
DAT, indice de clorofila total, estatura de planta, massa fresca e seca da parte
aerea, em quatro biotipos resistentes (ARRGR-01, PALMS-02, RIOGR-01 e
BAGE-01) e quatro suscetiveis (IRGA-02, IRGA-03, MOSTS-01 e CAPL-01)
aos herbicidas imidazolinonas, ap6s aplicacdo de clomazone via aspersao
foliar.

Parametros equacao logistica EP GRs ou Csp

BIétlpO a b X0 Cso ou GRxg Max Min RZ
------------------------ Controle visual (%) 14DAT -----------m-mmmmmmmmee-
ARRGR-01 88,911* -1,345* 88,158* 106,213 (112,08 98,95) 0,92
PALMS-02 105,946* -0,840* 137,672"™ 120,434 (133,76  91,57) 0,95
RIOGR-01  93,318* -0,712* 97,415™ 119,159 (152,56  82,58) 0,95
BAGE-01 91,508* -0,644* 86,240™ 115,142 (147,42 83,60) 0,97
IRGA-02 90,287* -1,672* 171,930* 195,637 (201,36 188,98) 0,96
IRGA-03 85,027* -1,137* 220,389* 301,392 (312,44 284,46) 0,94
MOSTS-01  87,807* -1,425* 111,882* 136,129 (141,64 129,66) 0,95
CAPL-01 87,100 -1,070* 129,713* 171,435 (176,01 165,59) 0,98
------------------------ Controle visual (%) 21 DAT --------=-=-mmmmmmmmmme
ARRGR-01 105,513* -0,964* 86,697* 77,79 (85,77  67,63) 0,95
PALMS-02 103,286* -1,060* 121,004* 113,96 (120,25 103,37) 0,97
RIOGR-01 106,861* -0,922* 137,265* 119,40 (127,44 110,91) 0,98
BAGE-01  106,902* -0,759* 123,214* 103,91 (112,88 89,91) 0,98
IRGA-02 96,193* -1,562* 170,145* 178,99 (186,07 167,15) 0,97
IRGA-03 138,152* -0,807* 577,184* 286,06 (309,75 260,67) 0,97
MOSTS-01  94,279* -1,997* 144,858* 153,94 (162,02 143,49) 0,99
CAPL-01 92,332* -1,950* 148,870* 162,14 (167,89 155,51) 0,99
———————————————————————— indice de clorofila total ------------------------
ARRGR-01 36,707* 1,556* 276,428* 276,25 (333,95 215,32) 0,87
PALMS-02  34,689* 2,994* 333,711* 329,52 (359,94 295,62) 0,9
RIOGR-01  37,557* 1,883* 320,444* 318,38 (372,82 259,19) 0,86
BAGE-01 35,261* 1,151* 343,322* 347,32 (456,39 236,77) 0,81
IRGA-02 33,627* 8,554* 333,969* 335,40 (349,54 319,89) 0,9
IRGA-03 36,051* 2,368* 609,813* 593,45 (663,76 519,22) 0,89
MOSTS-01  39,600* 1,439* 287,487* 314,78 (389,10 236,06) 0,82
CAPL-01 36,963* 1,909* 491,332* 481,72 (559,64 398,74) 0,86
————————————————————— Estatura de plantas (Cm) -----=-==========mmmmmnmem-
ARRGR-01 69,976* 0,758* 144,848* 146,55 (178,49 11583) 0,91
PALMS-02  73,268* 0,734* 174,143* 173,19 (209,77 138,05) 0,92
RIOGR-01  68,359* 0,708* 229,89* 226,21 (278,81 175,98) 0,89
BAGE-01 72,638* 0,584* 253,611* 244,48 (303,39 189,000 0,91
IRGA-02 70,352* 1,092* 276,425* 278,38 (321,37 23541) 0,91
IRGA-03 75,199* 0,817* 515,979* 478,78 (567,93 391,62) 0,9
MOSTS-01  52,138* 0,801* 260,07* 275,95 (336,99 216,51) 0,87
CAPL-01 60,715* 0,665* 307,244* 302,96 (350,80 256,64) 0,94
Continua




continuagdo TABELA 2. Parametros da equacéo log-logistica para as variaveis controle visual

14 e 21 DAT, indice de clorofila total, estatura de planta, massa
fresca e seca da parte aérea, em quatro bi6tipos resistentes (ARRGR-
01, PALMS-02, RIOGR-01 e BAGE-01) e quatro suscetiveis
(IRGA-02, IRGA-03, MOSTS-01 e CAPL-01) aos herbicidas
imidazolinonas, ap6s aplicacdo de clomazone via aspersao foliar.

---------------------- Massa fresca da parte aérea (g) ----------------------

ARRGR-01 13,036* 0,873* 11,593* 11,59 (17,59  5,96) 0,94
PALMS-02 11,184* 0,862* 25,723* 25,58 (38,75  13,45) 0,85
RIOGR-01  13,216* 0,864* 28,417* 28,20 (39,75 17,36) 0,87
BAGE-01 12,153* 0,604* 10,335™ 10,31 (17,32  4,17) 0,92
IRGA-02 9,807 1,689* 97,446* 95,26 (110,49 79,60) 0,9
IRGA-03 10,926* 1,021* 89,423* 88,95 (110,98 67,38) 0,86
MOSTS-01 9,170 1,558*  55,132* 55,18 (62,57 47,60) 0,93
CAPL-01 11,297* 0,977* 45,601* 45,47 (58,44  32,86) 0,89
---------------------- Massa seca da parte aérea (g) --------------=-===---
ARRGR-01  1,353* 0,952* 20,132* 20,10 (29,54 11,21) 0,89
PALMS-02  1,273* 0,838* 25,880* 25,75 (39,60 13,09) 0,85
RIOGR-01 1,500 0,866* 30,433* 30,29 (41,12  20,03) 0,89
BAGE-01 1,310 0,662* 15,639* 15,65 (23,32  8,68) 0,98
IRGA-02 1,226* 1,253* 72,178* 70,39 (85,57  55,16) 0,88
IRGA-03 1,456* 1,047* 81,012* 80,88 (103,97 58,26) 0,83
MOSTS-01  1,156* 1,262*  39,257* 39,26 (46,83 31,66) 0,92
CAPL-01 1,427* 1,022* 48,961* 48,90 (61,31 36,74) 0,89

114

*parametro estatisticamente significativo (p<0,05); "parametro ndo significativo estatisticamente; Cso = dose
de clomazone necessaria para controle de 50% (g.ha); GRso= dose de clomazone necessaria para redugéo de
50% do crescimento (g.ha); EP = erro padrdo da média.
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TABELA 3. Fatores de resisténcia para as variaveis controle visual 14 e 21 DAT, indice de
clorofila total, estatura e massa fresca e seca da parte aérea, através do calculo
FR = GRso Resistente/GRso Suscetivel, comparando bidtipos resistentes
(ARRGR-01, PALMS-02, BAGE-01 e RIOGR-01) e suscetiveis (IRGA-02,
IRGA-03, MOSTS-01 e CAPL-01) aos herbicidas imidazolinonas, apés
aplicacdo de clomazone via aspersao foliar.

Fatores de resisténcia (FR)
Controle visual 14 DAT --------------------
IRGA-02 IRGA-03 MOSTS-01 CAPL-01

ARRGR-01 0,54* 0,35* 0,78* 0,62*
PALMS-02 0,61* 0,40* 0,88™ 0,70*
RIOGR-01 0,61* 0,39* 0,87™ 0,69*
BAGE-01 0,59* 0,38* 0,84™ 0,67*

Controle visual 21 DAT ----=-=mmmmmemmmmme
IRGA-02 IRGA-03 MOSTS-01 CAPL-01

ARRGR-01 0,43* 0,27* 0,50* 0,48*
PALMS-02 0,64* 0,40* 0,74* 0,70*
RIOGR-01 0,67* 0,42* 0,77* 0,74*
BAGE-01 0,58* 0,36* 0,67* 0,64*

indice de clorofila total ------------=----—--—-
IRGA-02 IRGA-03 MOSTS-01 CAPL-01

ARRGR-01 0,82 0,46* 0,88™ 0,57*
PALMS-02 0,98™ 0,55* 1,05™ 0,68*
RIOGR-01 0,95™ 0,53* 1,01™ 0,66*

BAGE-01 1,03™ 0,58* 1,10™ 0,72"

Estatura de plantas-------------------------
IRGA-02 IRGA-03 MOSTS-01 CAPL-01

ARRGR-01 0,53* 0,31* 0,53* 0,48*
PALMS-02 0,62* 0,36* 0,63* 0,57*
RIOGR-01 0,81™ 0,47* 0,82™ 0,75™

BAGE-01 0,88™ 0,51* 0,88™ 0,81™

-Massa fresca da parte aérea -------------------------
IRGA-02 IRGA-03 MOSTS-01 CAPL-01

ARRGR-01 0,12* 0,13* 0,21* 0,25*
PALMS-02 0,26* 0,28* 0,46* 0,56™
RIOGR-01 0,29* 0,31* 0,51* 0,62™
BAGE-01 0,11* 0,11* 0,19* 0,22*

-Massa seca da parte aérea -------------------------
IRGA-02 IRGA-03 MOSTS-01 CAPL-01

ARRGR-01 0,28* 0,25* 0,51* 0,41*
PALMS-02 0,36* 0,32* 0,65™ 0,53"™
RIOGR-01 0,43* 0,37* 0,77™ 0,62™

BAGE-01 0,22* 0,19* 0,40* 0,32*

*FR estatisticamente significativo (p<0,05); ™FR ndo significativo estatisticamente.
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Resistentes as imidazolinonas

Suscetiveis as imidazolinonas

ARRGR-01
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BAGE-01

/
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imidazolinonas, 21 DAT com o herbicida clomazone via asperséao foliar.
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No experimento com aplicagéo via hidroponia os dados de controle visual aos 7 e 14
DAT, indice de clorofila total, estatura de plantas, massa fresca e massa seca da parte aérea
apresentaram interacdo significativa entre bi6tipos e doses de clomazone segundo a ANOV A
(p< 0,05). A avaliagdo de controle visual aos 7 ¢ 14 DAT mostram os bidtipos BAGE-01 e
RIOGR-01, resistentes as imidazolinonas, com Cso inferior em comparacdo ao suscetivel
IRGA-03 (Figura 3; Tabela 4; Tabela 5). O Cso do biétipo MOSTS-01 ndo diferiu
significativamente dos resistentes.

As variaveis indice de clorofila total, estatura de plantas, massa fresca e massa seca
da parte aérea indicam a ocorréncia de RCN em ambos biotipos resistentes as
imidazolinonas, RIOGR-01 e BAGE-01, na comparacio com IRGA-03 (Figura 3; Tabela 4;
Tabela 5). Os bidtipos resistentes avaliados com aplica¢do de clomazone em hidroponia ndo
apresentaram RCN na comparacdo com o suscetivel MOSTS-01 (Tabela 5). A aplicacao de
clomazone em hidroponia corroborou com o experimento onde a aplicacao foi realizada via
aspersdo foliar, no qual alguns bidtipos resistentes ndo apresentaram RCN na comparagéo
com MOSTS-01 (Tabela 3).

A realizacdo do experimento com aplicacdo de clomazone via hidroponia é
importante visto que este herbicida também é absorvido pelas raizes, e reforca os resultados
da aplicacdo via aspersdo foliar. Em ambos ensaios os bidtipos RIOGR-01 e BAGE-01
necessitaram de doses inferiores de clomazone para reduzir seu crescimento para todas as
varidveis estudadas na comparacdao com IRGA-03. O biotipo MOSTS-01 foi 0 menos
tolerante entre os biotipos suscetiveis as imidazolinonas em ambos experimentos. A
ocorréncia de RCN foi dependente da variavel analisada e do bidtipo suscetivel utilizado

para comparacao.
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FIGURA 3. Controle visual 7 DAT (A), 14 DAT (B), indice de clorofila total (C), estatura
de planta (D), massa fresca da parte aérea (E), massa seca da parte aérea (E)
ajustadas pela equacdo log-logistica de trés parametros, em funcdo de dois
bidtipos resistentes (RIOGR-01 e BAGE-01) e dois suscetiveis (IRGA-03 e
MOSTS-01) aos herbicidas imidazolinonas, tratados com clomazone via
hidroponia. Valores representam a média, e as barras verticais o intervalo de
confianca 5%.
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TABELA 4. Pardmetros da equacdo log-logistica para as variaveis controle visual 7 e 14
DAT, indice de clorofila total, estatura de planta, massa fresca e seca da parte
aérea, em dois biétipos resistentes (RIOGR-01 e BAGE-01) e dois suscetiveis
(IRGA-03 e MOSTS-01) aos herbicidas imidazolinonas, apés aplicagdo de
clomazone via hidroponia.

Parametros equacao logistica EP GRs ou Csp
Csoou
Biotipo a b X0 GRso Max Min R?
------------------------ Controle visual (%) 7 DAT ------------mmmmemme-
BAGE-01 67,141* -2,439* 0,495* 0,77 (1,05 0,62) 0,84
RIOGR-01  73,656* -0,559* 0,286* 1,09 (1,88 0,68) 0,91
IRGA-03 70,476* -0,974* 2,078* 5,19 (5,82 4,59) 0,96
MOSTS-01  80,101*  -0,485* 0,334* 0,95 (1,15 0,76) 0,95
------------------------ Controle visual (%) 14 DAT ----------=--m-mmmmmmmmo
BAGE-01 88,198*  -0,548* 10,684™ 17,46 (24,87 12,09) 0,93
RIOGR-01  93,339* -0,576* 8,655™ 11,09 (17,46  7,45) 0,9
IRGA-03 75,391* -0,713* 25,051* 64,78 (66,04 57,82) 0,95
MOSTS-01  86,224*  -0,555* 12,255™ 15,04 (27,46  1,55) 0,86
------------------------ indice de clorofila total ----------------=-------
BAGE-01 31,260*  0,671* 1,805* 1,96 (3,12 0,97) 0,83
RIOGR-01  34,934*  0,936* 2,508* 2,78 (4,10 1,56) 0,82
IRGA-03 27,995  0,827* 39,444* 41,65 (53,70 29,81) 0,87
MOSTS-01  28,986*  0,931* 20,461* 19,64 (26,08 13,32) 0,86
Estatura de plantas (cm) ------------===--=emnmn-
BAGE-01 36,087*  0,318* 35,658* 35,74 (54,65 20,28) 0,9
RIOGR-01  34,897* 0,365* 35,854* 36,98 (46,63 28,21) 0,96
IRGA-03 39,607*  0,409* 112,311* 119,23 (149,17 91,37) 0,94
MOSTS-01  28,573*  0,340* 70,663* 69,93 (113,70 34,88) 0,84
—————————————————————— Massa fresca da parte aérea (g) ----------------------
BAGE-01 1,577  0,386* 2,316* 2,39 (3,78 1,27) 0,91
RIOGR-01 1,689*  0,447* 3,456* 3,56 (4,56 2,65) 0,96
IRGA-03 1,668*  0,479* 13,656* 14,88 (19,92 10,35) 0,93
MOSTS-01  1,071*  0,428* 5,279* 5,50 (9,37 2,48) 0,83
—————————————————————— Massa seca da parte aérea (g) ----------------------
BAGE-01 0,163*  0,289* 0,591* 0,59 1,09 0,22) 0,91
RIOGR-01 0,198*  0,450* 0,947* 0,96 1,29 0,68) 0,96
IRGA-03 0,187*  0,511* 6,454* 7,18 9,62 4,98) 0,93
MOSTS-01  0,149*  0,376* 1,418* 1,43 2,36 0,70) 0,9

*pardmetro estatisticamente significativo (p<0,05); "pardmetro ndo significativo estatisticamente; Cso = dose
de clomazone necesséria para controle de 50% (uM); GRso= dose de clomazone necesséria para redugdo de
50% do crescimento (uM); EP = erro padrdo da média.
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TABELA 5. Fatores de resisténcia para as varidveis controle visual 7 e 14 DAT, indice de
clorofila total, estatura de plantas e massa fresca e seca da parte aérea, através
do célculo FR = GRso Resistente/GRso Suscetivel, comparando dois biotipos
resistentes (BAGE-01 e RIOGR-01) e dois suscetiveis (IRGA-03 e MOSTS-
01) aos herbicidas imidazolinonas, ap6s aplicagdo de clomazone via

hidroponia.
Fatores de resisténcia (FR)
---------- Controle visual 7 DAT ---------- ----------—--- Estatura de plantas --------------
IRGA-03 MOSTS-01 IRGA-03  MOSTS-01
BAGE-01 0,15* 0,81™ BAGE-01 0,30* 0,51"™
RIOGR-01 0,21* 1,15 RIOGR-01 0,31* 0,53"™
---------- Controle visual 14 DAT ---------- --------- Massa fresca da parte aérea -------
IRGA-03 MOSTS-01 IRGA-03  MOSTS-01
BAGE-01 0,27* 1,16™ BAGE-01 0,16* 0,43™
RIOGR-01 0,17* 0,74™ RIOGR-01 0,24* 0,65™
---------- indice de clorofila total ---------- --------- Massa seca da parte aérea -------
IRGA-03 MOSTS-01 IRGA-03  MOSTS-01
BAGE-01 0,05* 0,10* BAGE-01 0,08* 0,41"™
RIOGR-01 0,07* 0,14* RIOGR-01 0,13* 0,67™

*FR estatisticamente significativo (p<0,05); ™ FR ndo significativo estatisticamente.

As plantas s@o capazes de biotransformar xenobidticos a partir de trés fases de
metabolizacdo. As reacdes da fase | incluem oxidacéo, reducdo e hidrolise mediados pelas
enzimas P450. Normalmente agem atraves da hidroxilacéo ou desalquilacdo adicionando um
atomo de oxigénio a molécula. Esta fase geralmente é responsavel por detoxificar
compostos, aumentar a solubilidade e criar substratos para a fase Il (Ghanizadeh &
Harrington, 2017). Na fase Il ocorrem reacdes de conjugacdo com glutathiona, glucosyl e
malonyl. Na fase seguinte, Il1, os conjugados sdo transportados e armazenados no vacuolo,
ou incorporados a elementos estruturais da planta (Ghanizadeh & Harrington, 2017). Estas
fases de metabolizacdo geralmente estdo associadas a resisténcia e tolerancia de plantas aos
herbicidas, por impedirem que alcancem o local de acdo. No entanto, alguns compostos
fazem uso deste aparato enzimatico para que sejam ativados. A bioativacdo é o processo
através do qual prd-herbicidas, moléculas sem efeito herbicida, sdo enzimaticamente

convertidos em compostos fitotdxicos para as plantas. O herbicida clomazone é um proé-
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herbicida, e desta forma necessita ser ativado em 5-ketoclomazone (Figura 4). A enzima
DXS teve sua atividade inibida em 47% apenas na presenca do composto derivado 5-
ketoclomazone, enquanto clomazone e seu metabdlito 5-OH-clomazone ndo foram capazes
de inibir a sua atividade (Ferhatoglu & Barrett, 2006). Nao apenas o clomazone necessita de
bioativacdo. Alguns herbicidas do grupo quimico ariloxyfenoxipropionatos, como diclofop-
methyl e fenoxaprop-ethyl, inibidores da enzima ACCase, também sdo considerados pro-

herbicidas (Cummins et al., 2001).

%N/@ ﬁ O/N ﬁ O/N/@
@ 5-OH clomazone 54

clomazone keto clomazone

FIGURA 4. Rota de metabolizacdo do herbicida clomazone mediada por enzimas P450 em
plantas sensiveis (adaptado de Yasuor et al., 2010).

A resisténcia de capim-arroz aos herbicidas inibidores da enzima ALS devido ao
incremento na taxa de metabolizacdo dos herbicidas ja foi verificada em diversos estudos
(Matzenbacher et al., 2014; Iwakami et al., 2014a). O aumento na expressao dos genes
CYP81A12 e CYP81A21 é responsavel pela resisténcia ao penoxsulam e bensulfuron-methyl,
e CYP71AK2 e CYP72A254 pela resisténcia ao bispyribac-sodium em E. phyllopogon
(lwakami et al., 2014a; Iwakami et al.,, 2014b). Em E. crus-galli, o aumento de
aproximadamente dez vezes a expressdao do gene CYP81A6 pode estar associado a
resisténcia ao herbicida imazethapyr (Dalazen, 2016). Desta forma, devido a necessidade da
bioativacdo do clomazone, é esperado que plantas com maior expressdao de genes
codificadores de enzimas P450, que realizam a oxidagdo e consequente ativacdo do
clomazone, tenham a toxicidade aumentada a este herbicida. Isto é confirmado pelos

resultados encontrados nos experimentos de aplicacdo de clomazone via aspersao foliar e
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via hidroponia (Tabela 2; Tabela 3; Tabela 4; Tabela 5). Os biotipos ARRGR-01, PALMS-
02, RIOGR-01 e BAGE-01, todos resistentes as imidazolinonas devido ao incremento na
taxa de metabolizacao via enzimas P450, apresentaram maior suscetibilidade ao clomazone
em comparacdo principalmente com dois bidtipos sensiveis aos herbicidas ALS, IRGA-02 e
IRGA-03 (Tabela 2; Tabela 3). Plantas mais sensiveis ao clomazone metabolizam o
herbicida mais rapidamente ou em maior quantidade na comparacdo com plantas mais
tolerantes (Tenbrook & Tjeerdema, 2006). Neste mesmo sentido, a concentragdo do
metabolito 5-ketoclomazone encontrada em E. oryzoides, especie mais sensivel, foi
estatisticamente superior a encontrada em arroz, espécie mais tolerante, sendo de 21 e 5.7
pmol g respectivamente (Tenbrook & Tjeerdema, 2006).

A ocorréncia de RCN foi relatada em E. crus-galli resistente as triazinas devido a
mutacdo Ser264 do gene psbA, codificador da proteina D1 (Gadamski et al., 2000). O bidtipo
resistente apresentou maior suscetibilidade aos herbicidas fluazifop-butyl (FR = 0,03),
inibidor da enzima ACCase, e metolachlor (FR=0,49), inibidor da divisdo celular, em
comparacdo ao suscetivel. No mesmo estudo, Conyza canadensis também resistente as
triazinas apresentou RCN ao pyridate (0,14), MCPA (FR = 0,12), fluroxypyr (FR=0,52) e
glyphosate (FR=0,38) (Gadamski et al., 2000). A resisténcia as triazinas confere um custo
de adaptacdo aos bidtipos resistentes. A alteracdo Ser264 ndo compromete de forma vital a
ligacdo da plastoquinona na proteina D1, no entanto a transferéncia de elétrons € menos
eficiente, reduzindo parametros fotossintéticos da planta e, consequentemente, seu
crescimento (Ahrens & Stoller, 1983). Esta penalidade pode ser responsavel por tornar
plantas resistentes as triazinas mais suscetiveis a outros herbicidas (Gadamski et al., 2000).

Embora pouco relatada na literatura, a RCN na maior parte dos estudos esta
relacionada a ocorréncia de plantas resistentes as triazinas. Cyperus difformis resistente ao
herbicida propanil tem sua sensibilidade aumentada ao herbicida bentazon devido a mutacéo

Val2191le no gene psbA (Pedroso et al., 2016). Substituicdes de aminoécidos que resultem
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em resisténcia a determinado herbicida podem alterar a conformacéo da proteina e aumentar
a afinidade do local de acéo a outros herbicidas de mesmo mecanismo de acdo (Kless et al.,
1994). Neste mesmo sentido, Amaranthus hybridus resistente ao herbicida imazethapyr
apresenta sensibilidade aumentada ao herbicida cloransulam-methyl, ambos inibidores da
enzima ALS (Poston et al., 2001). Essa tolerancia diferencial ndo foi explicada por
diferencas na absorcdo, translocacdo ou metabolizacdo. Em ensaio enzimatico, a enzima
ALS do bi6tipo resistente mostrou-se 25 vezes mais sensivel a cloransulam-methyl em
relacdo a enzima ALS do bi6tipo suscetivel.

A ocorréncia de RCN é verificada ndo apenas em plantas, mas também em insetos.
Verifica-se que o mecanismo de resisténcia devido ao incremento na taxa de metabolizagdo
de inseticidas piretroides, mediada por enzimas P450, também é responsavel pela RCN em
insetos, assim como o presente estudo mostra em E. crus-galli. Populac6es de Aedes aegypti
e Musca domestica que possuem esse mecanismo de resisténcia sdo mais sensiveis ao
inseticida chlorfenapyr (Paul et al., 2006; Scott et al., 2004). Nesse estudo, o uso do inibidor
de metabolizacdo PBO reverteu a RCN. Similarmente ao clomazone, o chlorfenapyr é um
pro-inseticida e necessita de ativacdo enzimatica (Raghavendra et al., 2011).

A identificacdo da ocorréncia de RCN possui aplicabilidade como descoberta de
interacdo entre herbicidas em relacdo a processos fisioldgicos das plantas. O estudo e
compreensdo do mecanismo de resisténcia das plantas daninhas é essencial para a
aplicabilidade da RCN. O uso de associacdo ou rotacdo de herbicidas com RCN pode ser
capaz de prevenir, retardar ou suprimir o surgimento de populacdes de plantas daninhas
resistentes em areas com alta pressdo de selecdo (Gadamski et al., 2000). A taxa de evolucao
de biotipos resistentes diminui quando é utilizado um herbicida com forte RCN (Gressel &
Segel, 1990). A relacdo entre mecanismo de resisténcia e a RCN a determinado herbicida
possibilita 0 manejo da resisténcia com os herbicidas disponiveis no mercado, visto a falta

de perspectiva de langamento de novos mecanismos de agdo. A descoberta de RCN ao
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herbicida clomazone em capim-arroz é particularmente importante, pois a aplicacdo desse
herbicida representa um mecanismo de acdo adicional para 0 manejo de plantas resistentes,

além de conferir residual no solo e ser de baixa probabilidade a evolucao da resisténcia.

5.3.2 Aplicagéo do herbicida clomazone + inibidor de metabolizagéo

Os dados de controle visual aos 14 e 21 dias apés o tratamento (DAT), indice de
clorofila total, estatura de plantas, massa fresca e massa seca da parte aérea com aplicacao
de clomazone via aspersao foliar apresentaram interacdo significativa na analise de variancia
(ANOVA) entre biotipos, doses e presenca ou auséncia de inibidor de metabolizagédo
(p<0,05). O controle visual aos 14 DAT mostra que apenas o bidtipo RIOGR-01 apresentou
RCN quando comparado com IRGA-03, sem a presenca de malathion (Tabela 6; Figura 6;
Figura 7; Figura 8). Aos 21 DAT ambos bidtipos resistentes as imidazolinonas, ARRGR-
01 e RIOGR-01, apresentaram Cso inferior ao IRGA-03, suscetivel. Contudo, tanto aos 14
como 21 DAT, aaplicacgéo prévia do inibidor de metabolizacéo reverteu a RCN, ndo havendo
diferenca significativa entre os biotipos para as doses de Cso e 0 FR.

As variaveis indice de clorofila total, estatura de plantas, massa seca e massa verde
da parte aérea comportaram-se de forma similar. Na auséncia de inibidor de metabolizacdo,
os bidtipos resistentes ARRGR-01 e RIOGR-01 apresentaram FR significativamente menor
que 1 (FR<1) quando comparados ao suscetivel IRGA-03. Quando a aplicacdo de malathion
foi realizada previamente ao herbicida, ndo verificou-se diferencas estatisticamente
significativas entre as doses de GRso.

Os resultados comprovam que o herbicida clomazone necessita da participacdo das
enzimas P450 para que ocorra sua ativacdo, pois a presenca de inibidor de metabolizacao
reduziu as injarias, assim como verificado em outros estudos (Ferhatoglu et al., 2005). Os
inseticidas organofosforados, como malathion, sdo amplamente conhecidos e utilizados em

experimentos como inibidores de enzimas P450. No presente estudo, os resultados
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relacionados ao controle visual aos 21 DAT, indice de clorofila, estatura de plantas, massa
fresca e seca da parte aérea indicam que a aplicacdo de malathion reverteu a RCN. Isso deve-
se ao fato de ocorrer inibicdo das enzimas P450 nos bidtipos que as possuem em maiores
quantidades, impedindo que ocorra maior ativagdo do herbicida clomazone (Figura 5). A
aplicacdo de phorate, outro inibidor de enzimas P450, previamente ao clomazone reduziu a
quantidade de metabdlitos dependentes de NADPH extraiveis em algoddo (Ferhatoglu et al.,
2005). Metabolitos dependentes de NADPH indicam que a reacdo é provavelmente

catalisada por enzimas P450 (Ferhatoglu et al., 2005).
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FIGURA 5. Relacdo entre o mecanismo de resisténcia ao imazethapyr e a ocorréncia de
resisténcia cruzada negativa ao clomazone em Echinochloa crus-galli.
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FIGURA 6. Controle visual 14 DAT (A, B), controle visual 21 DAT (C, D) e indice de
clorofila total (E, F) ajustadas pela equacdo log-logistica de trés parametros,
em funcdo de dois biotipos resistentes (ARRGR-01 e RIOGR-01 e um
suscetivel (IRGA-02) aos herbicidas imidazolinonas, com e sem inibidor de
enzimas P450 e tratados com clomazone via aspersdo foliar. Valores
representam a média, e as barras verticais o intervalo de confianca 5%.
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FIGURA 7. Estatura de planta (A, B), massa fresca (C, D) e massa seca da parte aérea (E,
F) ajustadas pela equacdo log-logistica de trés parametros, em funcdo de dois
bidtipos resistentes (ARRGR-01 e RIOGR-01 e um suscetivel (IRGA-02) aos
herbicidas imidazolinonas, com e sem inibidor de enzimas P450 e tratados com
clomazone via aspersdo foliar. Valores representam a média, e as barras

verticais o intervalo de confianga 5%
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TABELA 6. Parametros da equacdo log-logistica para as variaveis controle visual 14 e 21
DAT, indice de clorofila total, estatura de planta, massa fresca e seca da parte
aerea, em dois bidtipos resistentes (ARRGR-01 e RIOGR-01) e um suscetivel
(IRGA-02) aos herbicidas imidazolinonas, com e sem inibidor de enzimas
P450, e tratados com clomazone via asperséo foliar

Parametros equacao logistica EP Cso 0u GRsp

Csoou
Bidtipo a b X0 GRso Max Min FR R?
------------------------ Controle visual (%) 14DAT -----------m-mmemmmmee-
Sem malathion
ARRGR-01 77,661* -1,419* 173,421* 263,18 (277,25 248,03) 1,22* 0,94
RIOGR-01  83,247* -0,863*  74,794* 119,99 (128,50 101,47) 0,56* 0,97
IRGA-02 67,198* -1,360* 97,931* 214,62 (235,58 196,71) - 0,93
Com malathion
ARRGR-01 90,645* -0,751* 186,397* 24555 (273,74 217,73) 1,11™ 0,93
RIOGR-01 123,287* -0,686* 653,602 374,32 (493,27 248,97) 1,69* 0,94
IRGA-02 71,504* -1273* 113,865* 220,90 (238,78 204,02) - 0,93
------------------------ Controle visual (%) 21 DAT ----------=-mmmmmememe
Sem malathion
ARRGR-01 97,890* -1,409* 197,283* 203,410 (208,506 194,901) 0,71* 0,99
RIOGR-01  97,147* -1,733* 171,740* 177,660 (186,118 160,817) 0,62* 0,95
IRGA-02 89,989* -2,338* 260,364* 286,463 (300,175 268,214) - 0,97
Com malathion
ARRGR-01 165,308* -0,698* 1515,843™ 458,51 (1187,34 -414,75) 0,97™ 0,9
RIOGR-01 274,819™ -0,663* 4904,608™ 509,25 (4947,47 -6088,84) 1,08"™ 0,94
IRGA-02 124,495* -0,851* 752,134™ 470,91 (623,18 319,77) - 0,91
———————————————————————— indice de clorofila total --------------—---——-—-
Sem malathion
ARRGR-01 34,623* 1,931* 422,814* 452,67 (514,80 386,21) 0,51* 0,85
RIOGR-01  37,034* 1,830* 429,793* 501,41 (584,47 412,69) 0,57* 0,79
IRGA-02 36,111* 1,521* 736,288* 882,52 (1054,20 701,27) - 0,72
Com malathion
ARRGR-01 36,781* 2,491* 734,520 768,59 (859,12 672,25) 1,02™ 0,81
RIOGR-01  40,411* 2,748* 797,147* 817,58 (890,53 740,99) 1,09™ 0,9
IRGA-02 36,904* 1,567* 684,759* 750,97 (892,43 600,73) - 0,75
———————————————————————————————— Estatura (cm) ----
Sem malathion
ARRGR-01 79,159* 0,508* 472,701* 464,77 (555,85 369,25) 0,71* 0,92
RIOGR-01  70,187* 0,907* 448,722* 452,56 (541,15 365,05) 0,69* 0,87
IRGA-02 84,588* 0,962* 659,897* 658,64 (759,70 557,21) - 0,89
Com malathion
ARRGR-01 79,920* 0,788* 818,132* 761,84 (918,05 609,06) 0,95™ 0,86
RIOGR-01 76,109 0,933* 717,470 604,14 (729,05 481,35) 0,75™ 0,90
IRGA-02 83,158* 0,961* 825,720* 801,84 (923,14 680,31) - 0,89

Continua
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Continuacdo TABELA 6. Parametros da equacao log-logistica para as varidveis controle visual 14 e

21 DAT, indice de clorofila total, estatura de planta, massa fresca e seca
da parte aérea, em dois bidtipos resistentes (ARRGR-01 e RIOGR-01) e
um suscetivel (IRGA-02) aos herbicidas imidazolinonas, com e sem
inibidor de enzimas P450, e tratados com clomazone via asperséo foliar

----------- Massa fresca da parte aérea (g) ----------------------

Sem malathion

ARRGR-01 16,259* 1,142*  96,493* 97,32 (112,49 82,21) 0,51* 0,93
RIOGR-01  25,120* 1,961* 113,711* 119,01 (134,81 102,58) 0,62* 0,89
IRGA-02 24,341* 2,057 188,219* 190,80 (220,74 158,89) - 0,85
Com malathion
ARRGR-01 26,245* 1,565* 179,881* 190,73 (220,48 160,02) 0,95™ 0,88
RIOGR-01  27,810* 1,320* 172,711* 181,97 (214,02 149,44) 0,91™ 0,88
IRGA-02 25,192* 1,689* 191,872* 199,90 (229,70 168,91) - 0,88
---------------------- Massa seca da parte aérea (g) ------------=-=-------
Sem malathion
ARRGR-01 2,070* 1427* 115,266* 117,07 (131,10 102,89) 0,51* 0,94
RIOGR-01  2,256* 2,263* 130,820* 141,87 (161,47 121,14) 0,61* 0,84
IRGA-02 2,5563* 2,654* 213,054* 231,70 (259,86 201,33) - 0,81
Com malathion
ARRGR-01 3,219 1,605* 149,043* 155,71 (177,19 133,68) 1,09™ 0,91
RIOGR-01 3,077 1,349* 154,872* 163,28 (189,16 137,04) 1,14™ 0,9
IRGA-02 3,455*  1,616* 140,139* 143,06 (163,62 122,00) - 0,91

*estatisticamente significativo (p<0,05); "™ ndo significativo estatisticamente; Cso = dose de clomazone
necessaria para controle de 50% (g.ha'); GRsp= dose de clomazone necessaria para reducdo de 50% do
crescimento (g.ha?); EP = erro padrdo da média; FR = fator de resisténcia. FR = GRsy Resistente/GRsg

Suscetivel.
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Sem malathion

Resistentes as imidazolinonas

Suscetivel as imidazolinonas

ARRGR-01

IRGA-02

Com malathion

Resistentes as imidazolinonas

Suscetivel as imidazolinonas

ARRGR-01

RIOGR-01

\&I ”iin‘z“‘

IRGA-02

FIGURA 8. Bidtipos resistentes (ARRGR-01 e RIOGR-01) e suscetivel (IRGA-02) aos
herbicidas imidazolinonas 21 DAT com e sem inibidor de enzimas P450 e
tratados com clomazone via aspersao foliar.
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As enzimas P450 podem também desempenhar um papel importante para a
detoxificacdo de clomazone além de participar na sua ativacdo (Yasuor et al., 2008). Isto &
possivel pelo fato da familia de genes CYP ser grande, diversa e com especificidade de
substratos variados (Werck-Reichhart et al., 2000). Sao relatados casos de resisténcia ao
clomazone em E. phyllopogon, sendo que nessas plantas o composto tdxico 5-
ketoclomazone ndo € formado ou é rapidamente detoxificado (Yasuor et al., 2008). Plantas
resistentes convertem preferencialmente o clomazone em 5-hidroxiclomazone e na
sequéncia no derivado di-hidroxilado, ao invés de 5-ketoclomazone, enquanto que plantas
sensiveis acumulam de 2,5 vezes mais 5-ketoclomazone (Yasuor et al., 2010). No entanto
essa detoxificacdo provavelmente envolva também outros mecanismos de detoxificacdo do
5-ketoclomazone ndo dependentes de P450, como por exemplo reacGes de conjugacéo

(Yasuor et al., 2008).

5.3.3 Atividade de enzimas antioxidantes

A quantidade de unidades ativas de SOD apresentou diferenca significativa na analise
de variancia (ANOVA - p<0,05) entre biotipos apenas na auséncia do herbicida clomazone.
O biotipo RIOGR-01 apresentou a maior quantidade de unidades ativas de SOD, néo
diferindo do ARRGR-01, enquanto os demais biotipos foram inferiores ao RIOGR-01
(Tabela 7). A enzima SOD constitui a primeira linha de defesa contra as espécies reativas de
oxigénio (ROS). Esta enzima neutraliza o superoxido, que é muito reativo, em oxigénio e
H202 com uma taxa 104 vezes mais rapida em comparagdo com a reacdo espontanea de
dismutacdo. A SOD possui um papel central na defesa contra estresse oxidativo (Alscher et

al., 2002).
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TABELA 7. Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) com e sem aplicagdo do
herbicida clomazone, 24 horas ap0s a aplicacdo em quatro bidtipos resistentes
(ARRGR-01, RIOGR-01, PALMS-02 e BAGE-01) e dois suscetiveis (IRGA-
03 e MOSTS-01) as imidazolinonas.

SOD (U.A.mg prot™?)

Biotipos Controle  Clomazone
ARRGR-01 50.310 AB  43.447 A
RIOGR-01 58.948 A 53.073 A
PALMS-02 38.766 B 31579 A
BAGE-01 35.030 B 42.722 A
IRGA-03 34.929 B 35.588 A
MOSTS-01 32.608 B 37.498 A
MEDIA 41,765 40,651
C.V. (%) 17,55 24,32

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente na coluna pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os dados de atividade da enzima APX, com e sem clomazone, apresentaram
diferenca significativa na analise de variancia (ANOVA - p<0,05). O biotipo RIOGR-01
apresentou a maior atividade dessa enzima na presenca e auséncia do herbicida, no entanto
nio diferiu estatisticamente dos bidtipos ARRGR-01, PALMS-02, BAGE-01 e IRGA-03
(Tabela 8). Esses bidtipos, no entanto, ndo diferiram do MOSTS-01, que por sua vez
apresentou a menor atividade da enzima APX. A atividade da enzima CAT néo diferiu
estatisticamente entre os biotipos na auséncia de clomazone segundo a anélise de variancia
(ANOVA - p<0,05). Na presenca do herbicida houve atividade enzimatica diferencial entre
os bi6tipos, sendo ARRGR-01, RIOGR-01, BAGE-01 e MOSTS-01 os que apresentaram a
maior atividade da APX, enquanto IRGA-03 e PALMS-02 a menor (Tabela 8).

A APX e a CAT sdo as duas enzimas mais importantes dentre os componentes de
desintoxica¢do do H20. formado pela SOD (Bhatt & Tripathi, 2011). A CAT catalisa a
dismutacdo de H.O, em agua e oxigénio. E a tnica enzima de degradac&o do H.O2 que nio
utiliza equivalentes de reducdo celular. Portanto, quando as células sdo estressadas e geram
rapidamente H.O», este é degradado pela CAT de uma maneira eficiente em termos
energéticos. A atividade da CAT é efetiva principalmente em concentragdes relativamente

altas de H>O, (Sharma et al., 2012). A APX atua no ciclo ascorbato-glutationa utilizando
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duas moléculas de acido ascorbico para reduzir H.O2> em 4gua e monodehidroascorbato, e

permite a eliminagdo do H.O> mesmo em baixas concentragdes (Sharma et al., 2012).

TABELA 8. Atividade das enzimas ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) com e
sem aplicacdo do herbicida clomazone, 24 horas ap6s a aplicacdo em quatro
bidtipos resistentes (ARRGR-01, RIOGR-01, PALMS-02 e BAGE-01) e dois
suscetiveis (IRGA-03 e MOSTS-01) as imidazolinonas.

APX (umol min mg prot?)

CAT (umol min mg prot™)

Biotipos Controle  Clomazone Controle Clomazone
ARRGR-01 0,8455 AB  0,7395 AB 0,1786 A 0,1652 A
RIOGR-01 1,1664 A 1,6575 A 0,1629 A 0,1984 A
PALMS-02 1,0435 AB  0,7126 AB 0,1242 A 0,0987 B
BAGE-01 0,9524 AB  1,6476 A 0,1040 A 0,2060 A
IRGA-03 0,6614 AB  0,7150 AB 0,1195 A 0,1030 B
MOSTS-01 0,4885 B 0,4403 B 0,1431 A 0,1668 A
MEDIA 0,8596 0,9854 0,1387 0,1563
C.V. (%) 24,29 39,12 26,97 11,53

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente na coluna pelo teste de Tukey (p<0,05).

O sistema enzimatico antioxidante compreende outras enzimas além das avaliadas
neste estudo, como guaiacol peroxidase (GPX), monodehidroascorbato redutase (MDHAR),
dehidroascorbato redutase (DHAR) e glutationa redutase (GR). Essas enzimas operam em
diferentes compartimentos subcelulares e respondem em conjunto quando as células séo
expostas ao estresse oxidativos (Sharma et al., 2012). Fazem parte deste sistema tambem
componentes ndo enzimaticos como glutationa (GSH), ascorbato (AsA), carotenoides e
tocoferdis (Sharma et al., 2012).

O H20:; foi quantificado em plantas tratadas e ndo tratadas com clomazone, 24 e 72
HAA. Observou-se diferenca estatistica significativa segundo o teste da analise de variancia
(ANOVA - p<0,05) entre biotipos apenas em plantas tratadas com clomazone e coletadas 24
HAA (Tabela 9). O maior acumulo de H20O. foi observado no biotipo MOSTS-01, néo
diferindo do ARRGR-01, PALMS-02 e BAGE-01, sendo que RIOGR-01 e IRGA-03 foram
0s que menos acumularam este composto. O H20 € um ROS moderadamente reativo com

uma meia-vida relativamente longa. Seus principais efeitos negativos estdo principalmente
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na formacdo de OH*, que é o ROS mais reativo (Karuppanapandian et al, 2011). Seu
pequeno tamanho difunde os danos pois atravessa membranas celulares e migra entre
organelas, atuando também como mensageiro em condi¢des de estresse (Karuppanapandian
et al, 2011).

TABELA 9. Quantificacio de peroxido de hidrogénio (umol g* MF) com e sem aplicagio
do herbicida clomazone, 24 e 72 horas apds a aplicagdo (HAA), em quatro

bidtipos resistentes (ARRGR-01, RIOGR-01, PALMS-02 e BAGE-01) e dois
suscetiveis (IRGA-03 e MOSTS-01) as imidazolinonas.

24 HAA 72 HAA
Biotipos Controle  Clomazone Controle  Clomazone

ARRGR-01 0,328 A 0,294 AB 0,034 A 0,024 A
RIOGR-01 0,289 A 0,202 B 0,027 A 0,019 A
PALMS-02 0,280 A 0,263 AB 0,041 A 0,027 A
BAGE-01 0,277 A 0,234 AB 0,023 A 0,017 A
IRGA-03 0,255 A 0,211 B 0,037 A 0,020 A
MOSTS-01 0,351 A 0,321 A 0,051 A 0,030 A
MEDIA 0,297 0,254 0,036 0,023

C.V. (%) 23,41 14,3 31,13 24,18

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente na coluna pelo teste de Tukey (p<0,05).

O herbicida clomazone impede a sintese de pigmentos, como 0s carotenoides
(Ferhatoglu & Barrett, 2006). Quando carotenoides estdo ausentes e as plantas sdo expostas
a luz, oxigénio singlet e clorofilas triplet sdo formados, e entdo degradam a clorofila e
iniciam a peroxidacdo de lipidios (Hess, 2000). Desta forma, um sistema antioxidante mais
efetivo poderia diminuir os efeitos do herbicida. Contudo, neste estudo nao foi verificada
atividade enzimatica que possa ser relacionada com a ocorréncia de RCN. N&do houve
estratificacdo entre o0s biotipos resistentes e os suscetiveis as imidazolinonas na avaliacdo da
atividade das enzimas CAT, APX e SOD. Os resultados da quantificacdo de H>0O, também

ndo explicam a ocorréncia de RCN.
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5.4. Conclusao

A aplicacdo através de asperséo foliar e em hidroponia do herbicida clomazone indica
a ocorréncia de resisténcia cruzada negativa nos bio6tipos de capim-arroz com resisténcia as
imidazolinonas por incremento na taxa de metabolizagdo. Foi verificada RCN de todos os
bibtipos resistentes as imidazolinonas quando comparados com dois dos quatro bidtipos
suscetiveis. O grau de RCN foi dependente da variavel analisada e do bidtipo suscetivel
utilizado para comparagdo. A comparacdo de Vvarios bidtipos resistentes com Varios
suscetiveis indicou que a ocorréncia deste fendmeno nédo € ao acaso, e esta relacionada ao
mecanismo de incremento de metabolizagéo.

A ocorréncia de RCN esta associada a maior ativacdo do pro-herbicida clomazone
pelas enzimas P450, que conferem resisténcia a imazethapyr. A capacidade diferencial de
detoxificar o estresse oxidativo atraves das enzimas SOD, CAT e APX parece ndo estar
relacionada com a RCN.

A RCN pode ser uma estratégia importante no manejo de plantas daninhas
resistentes. A aplicacédo de herbicidas com RCN para determinado mecanismo de resisténcia
pode suprimir as plantas resistentes, visto que sdo mais sensiveis a este, ou quando aplicado
em rotacdo com outros herbicidas pode atrasar a evolucdo da mesma. O estudo e
compreensdo do mecanismo de resisténcia das plantas daninhas é essencial para a
aplicabilidade da RCN.

Em particular a verificacdo de RCN ao herbicida clomazone € importante pois o0 uso
deste herbicida vem ganhando forca devido ao cenario de ampla distribuicdo da resisténcia
aos principais mecanismos de acdo até entdo utilizados nas lavouras de arroz. Este herbicida
apresenta também raros casos de evolucgdo da resisténcia, e possui flexibilidade de aplicagéo,

podendo ser em pré ou pos-emergéncia.
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6 CONCLUSOES GERAIS

A ocorréncia de capim-arroz resistente aos herbicidas inibidores da enzima ALS e ao
quinclorac apresentam ampla distribuicdo nas lavouras orizicolas. Atualmente herbicidas
inibidores da enzima ACCase possuem grande importancia para o controle de populagdes
resistentes. Neste trabalho, foi identificado um biotipo com resisténcia ao herbicida
fenoxaprop-p-ethyl associado ao protetor isoxadifen-ethyl. Contudo, a resisténcia ndo foi
verificada quando esse herbicida foi aplicado sem a presenca do protetor. Ndo foi
caracterizada a ocorréncia de resisténcia-cruzada aos herbicidas haloxyfop-p-methyl,
clodinafop-propargyl, cyhalofop-butyl, clethodim, sethoxydim, quizalofop-p-ethyl e
fluazifop-p-butyl. A inducdo da resisténcia pela presenca do protetor ocorreu apenas no
bidtipo resistente e ndo teve efeito no bidtipo suscetivel, indicando que o este possui um
aparato enzimatico de metabolizacao responsivo ao protetor que favorece a detoxificacdo do
herbicida fenoxaprop. As enzimas GST apresentam papel importante nessa resisténcia, pois
o isoxadifen-ethyl é um indutor dessas enzimas e a aplicacdo prévia de 4-Chloro-7-
nitrobenzofurazan, um inibidor de GST, reduziu o fator de resisténcia.

A ocorréncia de resisténcia multipla aos herbicidas quinclorac e imazethapyr também
foi caracterizada no bidtipo que apresentou resisténcia ao fenoxaprop-p-ethyl. As enzimas
P450 ndo estdo envolvidas no mecanismo de resisténcia de ambos herbicidas, pois nédo
reduziram os fatores de resisténcia das variaveis. Para o herbicida quinclorac o inibidor de
enzimas GST também ndo apresentou efeito, enquanto para o imazethapyr a variavel massa

seca apresentou reducéo do fator de resisténcia. A identificagdo de resisténcia multipla a trés
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dos principais mecanismos de acdo amplamente utilizados para controle de capim-arroz
limita as ferramentas para 0 manejo quimico dessa planta daninha e indica a necessidade de
utilizacdo de herbicidas de outros mecanismos de acdo e de procedimentos de manejo
integrado de plantas daninhas.

O uso de herbicidas pré-emergentes € uma ferramenta para 0 manejo da resisténcia,
visto que diminuem a quantidade de plantas que serdo expostas a pressao de selecdo
herbicida aplicada em pds-emergéncia, e uniformizam o estadio das plantas daninhas para a
aplicacdo. O clomazone é herbicida pré-emergente classificado como pré-herbicida, pois
necessita de ativacdo metabdlica na planta para ter efeito herbicida. Essa bioativacdo €
mediada pela agdo de enzimas P450, também responsaveis por conferir resisténcia aos
herbicidas inibidores da ALS em capim-arroz. Neste estudo foi verificado que bidtipos com
esse mecanismo de resisténcia apresentam resisténcia cruzada-negativa (RCN) ao herbicida
clomazone. A aplicacdo de malathion, que age como inibidor de enzimas P450, foi eficiente
em reverter este fendmeno. Assim, a ocorréncia de RCN esta associada a maior ativacdo do
pro-herbicida clomazone pelas enzimas P450. A comparagéo de varios biotipos resistentes
com mais de um suscetivel indica que a ocorréncia deste fendmeno ndo € ao acaso e esta
relacionada ao mecanismo de incremento de metabolizacdo. A identificacdo da ocorréncia
de RCN vem sendo recentemente apontada como uma forma de prevencéo a evolucdo de
resisténcia a herbicidas. O uso de associacdo ou rotacdo de herbicidas com RCN pode ser
capaz de prevenir, retardar ou suprimir o surgimento de populacdes de plantas daninhas
resistentes em areas com alta pressédo de selecéo.

A ocorréncia da resisténcia a herbicidas em capim arroz apresenta casos crescentes
de complexidade devido a existéncia de resisténcia maltipla, participacdo de incremento de
detoxificacdo como mecanismo de resisténcia, ocorréncia de resisténcia cruzada negativa e
efeito de protetores na evolucao da resisténcia. Esses processos indicam do ponto de vista

cientifico a necessidade de realizacdo de estudos mais completos a fim de promover um
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maior entendimento sobre a variabilidade existente e dos processos fisiologicos causadores
da resisténcia. Do ponto de vista tecnologico, fica evidenciada a necessidade de
planejamento da utilizagdo de herbicidas em relagdo a prevencéo da ocorréncia da resisténcia

aos herbicidas e de uso de métodos alternativos de controle de plantas daninhas.
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