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USO RECORRENTE DE PROTETOR E MISTURAS DE HERBICIDAS EM
SUBDOSES AUMENTA A SOBREVIVENCIA DE Echinochloa crus-galli*

Autor: Carlos Alberto Gonsiorkiewicz Rigon
Orientador: Prof. Aldo Merotto Jr.

RESUMO

O capim-arroz é uma das espécies de plantas daninhas com mais casos de resisténcia
aos herbicidas. Os fatores responsaveis pelo aumento da metabolizacdo dos herbicidas na
espécie sdo pouco estudados. O uso de protetores para aumentar a seletividade nas culturas
e da mistura de herbicidas para aumentar o espectro de acdo podem interferir na dindmica
de metabolizagéo dos herbicidas em plantas daninhas. O objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito do protetor isoxadifen e da mistura dos herbicidas fenoxaprope e imazetapir na
evolugéo da resisténcia causada por incremento de metabolizacdo em Echinochloa crus-
galli. Os biotipos utilizados foram MOST (suscetivel ao fenoxaprope e imazetapir) e
CAMAQ (resistente por metabolizagdo ao imazetapir). Inicialmente foram realizados
experimentos para a determinacdo das maiores doses que resultaram na sobrevivéncia de
plantas em relagdo aos efeitos do herbicida fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen no
trabalho sobre protetor e, fenoxaprope, imazetapir e a mistura destes no trabalho sobre
misturas. Posteriormente, foram realizados experimentos de selecdo por duas geracdes
através da aplicacdo de subdoses destes produtos. Curvas de dose-resposta com as geragoes
GO, G2 controle e G2 selecionada com os herbicidas foram realizadas para avaliar a
sobrevivéncia e crescimento de plantas. O fator de resisténcia (FR) para a geracdo G2
selecionada com fenoxaprope em relacdo a GO foi de 2,3 e 2,2 para 0s bi6tipos MOST e
CAMAQ), respectivamente. O FR da geracdo G2 selecionada com fenoxaprope + isoxadifen
em relacdo a GO aumentou para 3,3 e 1,8 para os bidtipos MOST e CAMAQ,
respectivamente. A selecdo com subdoses da mistura de fenoxaprope + imazetapir
proporcionou maior tolerancia nas plantas da G2 selecionadas, resultando em FR de 1,6 e
3,1 para MOST e CAMAQ, respectivamente, em comparacdo com a GO0. As plantas
selecionadas tanto com fenoxaprope associado ao protetor isoxadifen quanto com a mistura
de fenoxaprope e imazetapir apresentaram aumento da tolerdncia a outros herbicidas,
principalmente aos herbicidas cialofope, diclofope e quincloraque. O bidtipo CAMAQ foi
mais propenso para a evolucao da resisténcia aos outros herbicidas. O protetor isoxadifen
proporcionou aumento da sobrevivéncia e diminuicéo da eficiéncia de controle em relagao
as subdoses do herbicida fenoxaprope em plantas da geracdo G2 selecionadas. O herbicida
fenoxaprope em mistura com o herbicida imazetapir em subdoses pode favorecer a evolugéo
da resisténcia a estes e a outros herbicidas, principalmente em plantas que apresentam
resisténcia associada ao incremento de metabolizagéo.
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ABSTRACT

Barnyardgrass (Echinochloa crus-galli) is one of the weeds with more cases of
herbicide-resistance. The factors responsible for the increased metabolism-based herbicide
resistance in the species are not fully understood. The use of safeners to increase crop
selectivity and herbicide mixture to broad the spectrum of weed control may favor the
evolution of metabolism-based herbicide resistance. The aim of this work was to evaluate
the effect of the safener isoxadifen and the fenoxaprop-p-ethyl and imazethapyr mixture as
factors for the evolution of metabolism-based herbicide resistance in Echinochloa crus-galli.
The biotypes used were MOST (susceptible to fenoxaprop and imazethapyr) and CAMAQ
(resistant to imazethapyr by enhanced metabolization). Initially, experiments were carried
out to determine the herbicide maximum doses that provide plant survival to fenoxaprop and
fenoxaprope + isoxadifen on the safener study, and fenoxaprop and imazethapyr on the
herbicide mixture study. After that, selection experiments were carried out by two
generations through low-doses application of the herbicide treatments described above.
Dose-response curves with the selected generations GO, G2, and G2 were carried out to
evaluate plant survival and growth. The resistance factor (RF) of the fenoxaprop selected G2
in relation to GO was 2.3 and 2.2 for the biotypes MOST and CAMAQ, respectively. The
RF for fenoxaprop + isoxadifen selected G2 plants in comparison with GO increased to 3.3
and 1.8 for the MOST and CAMAQ, respectively. Selection with fenoxaprop and
imazethapyr mixture provided higher tolerance in the selected G2 plants, resulting in RF of
1.6 and 3.1 for MOST and CAMAQ, respectively. Plants selected with either fenoxaprop
associated with isoxadifen or with fenoxaprop and imazethapyr mixture showed increased
tolerance to other herbicides, especially to cyhalofop-butyl, diclofop-methyl, and quinclorac.
The CAMAQ biotype showed to be more prone to involve resistance to other herbicides.
The safener isoxadifen increased plant survival and decreased the efficiency of the herbicide
fenoxaprop at low-doses in the selected G2 plants. The herbicide fenoxaprop in mixture with
the safener isoxadifen or with the herbicide imazethapyr in low-doses may favor the
evolution of resistance to these and to other herbicides, especially in the herbicide resistant
plants caused by enhanced metabolization.

!Master Dissertation in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brazil. (182p.). May, 2019.
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1 INTRODUCAO

A presenca de plantas daninhas em lavouras € um dos principais fatores bioticos com
potencial de reduzir a produtividade agricola (Oerke, 2006). O uso de herbicidas é o
principal e mais utilizado manejo para o controle de plantas daninhas (Ruegg et al., 2007).
No entanto, a aplicacdo recorrente de herbicidas tem resultado na selecdo de bio6tipos de
plantas daninhas resistentes a estes produtos (Powles e Yu, 2010; Tehranchian et al., 2017).
A evolucdo da resisténcia aos herbicidas é determinada pela frequéncia de uso destes
produtos e também pelas caracteristicas bioldgicas e genéticas das plantas daninhas (Neve e
Powles, 2005b). Os mecanismos de resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas sdo
principalmente relacionados a mutacao no gene que codifica a enzima alvo, superexpressao
do gene, menor absorcdo, padrdo alterado de translocacdo, sequestro no vactolo ou
metabolizacdo da molécula herbicida (Gaines et al., 2010; Powles e Yu, 2010; Ghanizadeh
e Harrington, 2017a).

O mecanismo de metabolizacdo envolve a detoxificacdo da molécula herbicida pelas
plantas através de enzimas detoxificadoras como, principalmente, citocromo P450
monooxigenase (P450), glutationa S-transferase (GST) e glicosiltransferases (GT) (Powles
e Yu, 2010; Duhoux et al., 2017a). A metabolizacdo de herbicidas associada a resisténcia e
menos compreendida que 0s demais mecanismos, e é considerada de maior importancia por
ser responsavel pelo crescente numero de espécies de plantas daninhas resistentes a varios
grupos de herbicidas com diferentes mecanismos de acéo (Petit et al., 2010; Powles e Yu,
2010; Heap, 2017). As enzimas envolvidas na detoxificagdo de herbicidas sdo capazes de
metabolizar as moléculas dos herbicidas inibidores da acetolactato sintetase (ALS) e Acetil
coenzima A carboxilase (ACCase), podendo em alguns casos conferir resisténcia multipla
em bi6tipos das espécies Echinochloa phyllopogon e Lolium rigidum (Gaines et al., 2014;
Iwakami et al., 2014b; Ghanizadeh e Harrington, 2017a).

A utilizagéo de subdoses com o objetivo de diminuir o custo do herbicida vem sendo
associada ao favorecimento da evolucdo da resisténcia aos herbicidas (Tehranchian et al.,

2017). Por outro lado, outros fatores como aplicagdes em condi¢6es ambientais inadequadas,
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deficiente cobertura e também momento inadequado de aplicacdo resultam na ocorréncia de
subdoses e contribuem para a evolucdo da resisténcia a herbicidas. A aplicacdo recorrente
de doses menores que a recomendada resulta na selecdo de individuos que apresentam menor
sensibilidade ao herbicida (Neve e Powles, 2005a). Com apenas trés ciclos de aplicacéo de
subdoses de diclofope-metil e dicamba, plantas suscetiveis de Lolium rigidum e Amaranthus
palmeri, respectivamente, apresentaram aumento na sobrevivéncia ao herbicida devido ao
acumulo de alelos relacionados a enzimas detoxificadoras (Neve e Powles, 2005b; Busi et
al., 2013; Ashworth et al., 2016; Tehranchian et al., 2017). Apds quatro geracdes de
aplicacdo de subdoses de 2,4 D em plantas suscetiveis de Raphanus raphanistrum, suas
progénies mostraram-se menos sensiveis a este herbicida e também aos herbicidas inibidores
da ALS como chlorsulfuron (Ashworth et al., 2016). De maneira similar, isso também foi
verificado com o herbicida glifosato, em que populacdes de Alopecurus myosuroides
suscetiveis ao herbicida, apds dois ciclos de selecdo utilizando subdoses, apresentaram
significante reducdo no controle pelo herbicida, aumentando significativamente o fator de
resisténcia de 1,2 para 1,5 (Davies e Neve, 2017). Esses resultados afirmam que a
variabilidade na sensibilidade das plantas daninhas aos herbicidas pode estar relacionada ao
acumulo de alelos que tenham capacidade de modificar a fisiologia nas progénies e torna-
las menos sensiveis aos herbicidas (Delye, 2013). Esses fatores, juntamente com a nédo
rotacdo de mecanismos de acdo de herbicidas, apresentam papel importante na selecdo de
bidtipos resistentes aos herbicidas por detoxificacdo, sendo mais dificultado o controle
destas quando a resisténcia seja multipla.

Outro fator que pode estar associado na evolugédo da resisténcia por metabolizagédo é
0 uso de protetores. Protetores sdo compostos quimicos associados aos herbicidas que
protegem a cultura contra a fitotoxicidade causada pelo herbicida, aumentando a seletividade
(Riechers et al., 2010; Rosinger e Shulte, 2019). Teoricamente, esses produtos quando
associados aos herbicidas ndo afetam negativamente o controle das plantas daninhas
(Riechers et al., 2010). Esses compostos séo aplicados tanto como tratamento de sementes
ou associados na formulacéo do herbicida (Riechers et al., 2010). Em geral, estes compostos
reduzem a fitotoxicidade do herbicida através do aumento da metabolizacdo do herbicida
pela cultura (Hatzios, 1983; Rosinger, 2014). Isso ocorre devido aos protetores ativarem
genes codificantes de enzimas envolvidas no processo de defesa e detoxificacdo da planta,
como as enzimas do citocromo P450, GST, GT e também de proteinas transportadoras ABC
(Powles e Yu, 2010; Riechers et al., 2010; Duhoux et al., 2017b). Esse aumento da expressao
de genes detoxificantes que ocorre a partir da aplicacdo dos protetores é similar com o que

ocorre em plantas daninhas resistentes aos herbicidas pelo mecanismo néo relacionado ao
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local de acdo dos herbicidas (N-RELA) (Yuan et al., 2007). Alguns trabalhos tém reportado
o efeito de protetores na expressao de genes detoxificantes em plantas daninhas em aspersdes
unicas (Cummins et al., 2009; Elmore et al., 2016; Duhoux et al., 2017b). No entanto, ndo
é conhecido o efeito do uso recorrente de protetores em uma populacéo de plantas daninhas.
A aplicacdo de herbicidas associados com protetores pode estar favorecendo a maior
expressao de genes de detoxificacdo em plantas daninhas, e assim potencializando a
evolucdo da resisténcia N-RELA devido a maior capacidade de metabolizacdo da molécula
herbicida nas suas progénies. O efeito potencial de protetores na evolugéo da resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas ndo tem sido abordado na literatura.

A prética de manejo mais utilizada para a prevencdo da ocorréncia ou surgimento da
resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas é a aplicacdo sequencial ou mistura de
herbicidas de diferentes mecanismos de acdo (Zhang et al., 1995; Matzenbacher et al.,
2015b). A utilizagdo da mistura de herbicidas objetiva aumentar o espectro de controle,
diminuir o custo de producdo e ainda, prevenir o desenvolvimento de bi6tipos resistentes aos
herbicidas (Abendroth et al., 2011). Os efeitos da interacdo entre herbicidas podem
apresentar efeitos sinérgicos, antagénicos ou aditivos, caso o efeito da combinacéao for maior,
menor ou igual & soma dos efeitos dos herbicidas aplicados isoladamente, respectivamente
(Zhang et al., 1995). Para caracterizar a atividade de uma mistura de herbicidas séo utilizados
modelos matematicos de referéncia que predizem a resposta das plantas a mistura de
herbicidas (Abendroth et al., 2011; Sobye et al., 2011). Deste modo, busca-se misturas de
herbicidas que resultem em efeitos sinérgicos, em que doses menores em relagdo a
recomendada terdo mesmo ou melhor resultado do que se pulverizadas isoladamente nas
doses recomendadas (Cedergreen et al., 2008).

A utilizacdo da mistura de herbicidas é muito comum na maioria das propriedades
do Brasil (Gazziero, 2015). No entanto, essa pratica ocorre sem acompanhamento,
conhecimento prévio ou recomendagdes técnicas sobre as doses e caracteristicas dos
produtos (Gazziero, 2015; Matzenbacher et al., 2015b). A simples préatica da mistura de dois
herbicidas de diferentes mecanismos de acdo podera nao ser eficiente e resultar em efeito
antagbnico na maioria dos casos (Zhang et al., 1995). No entanto, o efeito da mistura de
herbicidas, independentemente de seu efeito sinérgico ou antagbnico, pode estar
favorecendo a evolugédo da resisténcia. Esse processo pode ocorrer devido ao uso de doses
menores que a recomendada quando se utiliza a mistura de herbicidas, pela interagdo dos
produtos ou mesmo por fatores de aspersao inadequada ou fatores ambientais que resultem
em interceptacdo pelas plantas daninhas de subdoses dos herbicidas aplicados. Plantas

sobreviventes ao efeito das misturas, apds geracGes, podem acumular alelos de genes
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detoxificantes de herbicidas em suas progénies, diminuindo assim a sensibilidade ao
herbicida. Ainda, o efeito de um dos herbicidas da mistura pode estar favorecendo a
expressao de genes detoxificantes com capacidade de metabolizar o outro produto da
mistura. A maioria das pesquisas existentes atualmente em nivel molecular e fisioldgico
estdo voltadas para determinar o efeito direto das misturas, e inexistem estudos voltados para

o0 entendimento dessas sobre evolugdo da resisténcia aos herbicidas por metabolizacéo.

1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do protetor isoxadifen e da mistura de herbicidas como fatores que
favorecem a evolucdo da resisténcia aos herbicidas fenoxaprope-p-etilico (inibidor da

enzima ACCase) e imazetapir (inibidor da enzima ALS).

1.2 Objetivos especificos

i) Awvaliar o efeito da aplicacao recorrente de subdoses do herbicida fenoxaprope-p-etilico
associado ao protetor isoxadifen na evolugédo da resisténcia a este herbicida em bi6tipos

de capim-arroz (Echincohloa crus-galli);

i) Determinar o efeito da selecdo de plantas de capim-arroz através do uso de subdoses da

mistura de fenoxaprope-p-etilico + imazetapir na evolucéo da resisténcia aos herbicidas;

iii) ldentificar potencial para evolugdo da resisténcia cruzada e multipla através da aplicacao
de herbicidas de outros mecanismos de agdo nas plantas de capim-arroz selecionadas
tanto com fenoxaprope-p-etilico associado com o protetor isoxadifen, como também as

geracOes selecionadas com mistura;

iv) Caracterizar a evolucao da resisténcia cruzada ou multipla por metabolizacao através da

aplicacdo de inibidor de enzimas citocromo P450.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Resisténcia de plantas daninhas

A presenca de plantas daninhas restringe a producédo de gréos devido a competicdo
por agua, luz e nutrientes (Van Gaelen et al., 2016). O controle das invasoras é um dos
principais fatores que aumentam o custo de producéo de lavouras comercias (Gressel, 2011).
A utilizacdo de herbicidas é a principal forma de controle de plantas daninhas empregadas
atualmente. Recentemente, a utilizag&o de culturas tolerantes a herbicidas ocasionou grande
impacto na agricultura. Essa tecnologia proporcionou o uso de herbicidas ndo seletivos,
principalmente o glifosato, promovendo o controle das plantas daninhas (Brookes e Barfoot,
2016). A utilizacéo de herbicidas e o uso de culturas transgénicas tiveram tanto sucesso que,
por décadas, poucas industrias quimicas e mesmo cientistas buscaram o desenvolvimento de
novos herbicidas com novos mecanismos de acdo (Gressel, 2011; Clark, 2012). Impacto
similar ocorreu com a utilizacdo de herbicidas imidazolinonas associados a cultivares
tolerantes para o controle de arroz vermelho na cultura do arroz irrigado. No entanto, a
aplicacdo continua de herbicidas contribui para o aumento da pressao de selecao facilitando
a evolucdo da resisténcia a estes produtos (Powles e Yu, 2010; Norsworthy et al., 2012).
Esse problema vem causando grande impacto na agricultura devido ao aumento dos custos
de producéo e até mesmo limitando a utilizacdo de diversas areas (Gerhards et al., 2016).

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas ocorre quando uma planta apresenta
capacidade de sobreviver e se reproduzir apds exposi¢cdo a dose recomendada de herbicida
gue normalmente é letal a espécie (WSSA, 1994). Na maioria dos caso, a resisténcia pode
ocorrer naturalmente devido as mutacGes de ponto que ocorrem de forma aleatoria dentro de
uma populacédo de plantas que modificam a estrutura da enzima alvo (Yu e Powles, 2014).
Nesta populacdo, a aplicacdo de herbicida controla as plantas suscetiveis e seleciona as
plantas que apresentam o local de acéo alterado, ocasionando a pressdo de sele¢cdo com o
uso seguido de herbicidas com mesmo mecanismo de acdo (Owen e Zelaya, 2005). Para

comprovar a resisténcia do biotipo de planta daninha que foi selecionado com a aplicacao
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em nivel de campo ¢ utilizado o método classico de curva de dose-resposta, que fornece o
nivel de resisténcia do biotipo resistente em relacdo ao suscetivel (Burgos et al., 2013).

Os primeiros casos de resisténcia aos herbicidas foram relatados aos herbicidas
mimetizadores de auxina em biotipo da espécie Daucus carota em 1957 (Switzer, 1957,
Heap, 2019). No entanto, foi somente no inicio dos anos 70 que os problemas de resisténcia
aos herbicidas causaram maior impacto, principalmente na cultura do milho, e foram
associados aos herbicidas inibidores do FSII (Heap, 2019). Atualmente foram relatados 498
casos de plantas daninhas resistentes a praticamente todos os mecanismos de agdo
disponiveis (Heap, 2019). Entre os principais grupos de herbicidas que apresentam maiores
numeros de espécies de plantas resistentes destacam-se os inibidores da ALS, com 160 casos,
seguido das triazinas, com 74 casos e os inibidores da ACCase, com 48 casos (Heap, 2019).
No Brasil, 50 casos de plantas com resisténcia foram relatadas até 0 momento, abrangendo
29 espécies diferentes de plantas daninhas (Heap, 2019). Além do nimero de plantas
resistentes, cresce o numero de plantas que apresentam resisténcia multipla aos herbicidas,
ou seja, que sdo resistentes a dois ou mais mecanismos de acéo, conferindo maior dificuldade
no seu controle devido ao menor nimero de mecanismos de agdo disponiveis (Petit et al.,
2010). A resisténcia ocorre em mais de 250 espécies de plantas daninhas em todo o mundo
(Heap, 2019). A espécie que apresenta maior importancia é Lolium rigidum pela existéncia
de bidtipos resistentes a 12 mecanismos de acdo diferentes (Heap, 2019). Além desta
espécie, destacam-se as espécies encontradas no Brasil como Echinochloa crus-galli var.
crus-galli, Eleusine indica, Lolium multiflorum e Echinochloa colona, apresentando bi6tipos
resistentes a dez, oito, oito e sete mecanismos de acdo distintos, respectivamente (Heap,
2019).

Vérios sdo os fatores que podem favorecer as plantas daninhas para evolucdo da
resisténcia aos herbicidas. O tamanho da populagéo, taxa de mutacao, pressao de selecao
imposta pelo herbicida e a dominancia da resisténcia sdo fatores principais que determinam
a probabilidade de evolucédo da resisténcia pelas plantas (Kreiner et al., 2018). No entanto,
fatores como fluxo génico, uso de subdoses e, caracteristicas da planta como variacéo
genética pré-existente e tipo de fecundagdo também influenciam na velocidade de selegéo
de biotipos resistentes (Neve e Powles, 2005b; Kreiner et al., 2018). Apesar da utilizacdo de
manejos recomendados para mitigar a resisténcia como a rotagédo de mecanismos de ac¢ao de
herbicidas, essa pratica pode ndo reduzir a selegdo de biotipos com essa caracteristica (Hicks
et al., 2018). Com o cenério atual, evidéncias sugerem que a evolucdo da resisténcia em
plantas daninhas vai superar a capacidade das industrias de substituir produtos quimicos que

ndo terdo mais eficiéncia no controle, como ja ocorre em muitos casos (Gould et al., 2018).
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Para tanto, avangos cientificos estdo sendo realizados através de técnicas como gendmica,
transcriptdbmas e metabolémica para aprofundar o entendimento da resisténcia em plantas
daninhas (Maroli et al., 2018).

2.2 Mecanismos de resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas

Os mecanismos de resisténcia das plantas daninhas sdo divididos em dois grupos:
mecanismos relacionados ao local de agdo (RELA) e mecanismos néo relacionados ao local
de acdo (N-RELA) do herbicida (Yuan et al., 2007; Yu e Powles, 2014). Resisténcia RELA
ocorre principalmente devido a uma mutacdo na enzima alvo, ou Seja, uma troca na
sequéncia de aminoacidos que confere uma modificacdo estrutural na enzima, que diminuiu
sua afinidade pela molécula herbicida (Yu e Powles, 2014). Esse mecanismo de resisténcia
também é chamado de monogénico, pois é resultado da alteragdo em apenas um gene
codificante (Beckie e Tardif, 2012). A resisténcia RELA pode ser conferida também devido
a super-expressao da enzima alvo, a amplificacdo do gene ou modificacdes no promotor.
(Powles e Yu, 2010; Yu e Powles, 2014; Laforest et al., 2017). Recentemente foi identificado
que um pequeno DNA circular extracromossémico pode ser responsavel pela amplificacéo
do gene EPSPS, causando resisténcia ao glifosato em Amaranthus palmeri (Koo et al.,
2018). O mecanismo de resisténcia devido a mutacdo no gene codificante da enzima alvo €
bastante conhecido e frequentemente relatado para espécies resistentes, principalmente aos
herbicidas inibidores da enzima ACCase e ALS (Zhou et al., 2007; Powles e Yu, 2010; Bi
etal., 2016).

A resisténcia por mutacao aos herbicidas inibidores da ACCase ocorre usualmente
devido a mutacdo de ponto no dominio carboxil transferase (CT) da enzima ACCase (Bi et
al., 2016). Substituicdes de aminoacidos em sete sitios do gene ACCase ja foram reportados
e causam resisténcia nas espécies gramineas a esse grupo de herbicidas (Zhang e Powles,
2006; Powles e Yu, 2010). A resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS por mutagdo
ocorre devido a pelo menos uma mutacdo de ponto no gene ALS que tera a estrutura
tridimensional da enzima modificada e isso torna a enzima insensivel a molécula herbicida
(Mccourt et al., 2006; Garcia et al., 2017). Mais de 166 espécies de plantas daninhas ja foram
reportadas apresentando resisténcia a esse mecanismo de acéo devido a 26 substituicOes
diferentes de aminoacidos em 8 sitios do gene (Tranel e Wright, 2002; Powles e Yu, 2010).
Dentre estas posi¢des, a mutagdo na posicdo P197 € tdo comum de se encontrar em uma
populacdo resistente de plantas daninhas que novas moléculas herbicidas estdo sendo
desenvolvidos para controlar individuos que apresentam essa mutacao (Qu et al., 2017).
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O mecanismo de resisténcia N-RELA é mais complexo que a resisténcia RELA, pois
envolve um ou varios mecanismos que limitam a molécula do herbicida a atingir a enzima
alvo (Yu e Powles, 2014). Dentre estes mecanismos, destacam-se a maior capacidade da
planta em degradar diferentes moléculas de herbicida, maior expresséo do gene codificante
da enzima alvo, aumento do sequestro no vacuolo, diminui¢do da absor¢éo e translocagdo
do herbicida na planta e também rapida necrose (Yu e Powles, 2014; Duhoux et al., 2017a;
Ghanizadeh e Harrington, 2017a; Laforest et al., 2017; Harre et al., 2018). Esse tipo de
mecanismo de resisténcia, além de ser mais complexo por ser resultado multigénico, tem
potencial de conferir resisténcia a herbicidas de diferentes mecanismos de acdo e a herbicidas
nunca antes usados na lavoura (Preston, 2004; Han et al., 2013; Yu e Powles, 2014). A
evolucdo para esse tipo de resisténcia pode ser causada por fatores de estresse como 0 uso
de subdoses que podem causar estresse fisiologico na planta resultando modificacdes a
niveis de transcritos e proteinas (Dyer, 2018).

A resisténcia N-RELA causada pelo aumento da metabolizacdo do herbicida, em
geral, envolve uma fase de ativacdo e outra de conjugacdo (Ghanizadeh e Harrington,
2017a). Na fase de ativacao ocorre a hidrdlise ou oxidacdo da molécula herbicida mediada
principalmente por enzimas do citocromo P450 monooxigenase (P450) (Nandula et al.,
2019). As enzimas P450 catalisam varias reacGes, sugerindo grande papel na evolucédo da
resisténcia de plantas daninhas (Yuan et al., 2007). Essas enzimas estdo presentes em varios
organismos, como animais, fungos e bactérias, mas se apresentam em maior variedade em
plantas e com caracteristicas de serem muito especificas aos seus substratos (Siminszky,
2006). Em plantas daninhas resistentes, as P450 agem através da hidroxilacdo ou
desalquilacdo pela adicdo de um atomo de oxigénio na molécula de herbicida utilizando
elétrons a partir do NADPH (Powles e Yu, 2010). Apoés essa modificagdo da molécula de
herbicida, essa pode passar pela fase de conjugacdo (Ghanizadeh e Harrington, 2017a).
Nessa fase a molécula de herbicida pode ser conjugada com substratos como acucar,
aminoacidos ou glutationa a partir das enzimas glutationa S-transferase (GST) e
glicosiltransferase (GT) e ainda ser transportada para o vacuolo, tornando-a ainda menos
toxica a planta (Yuan et al., 2007; Powles e Yu, 2010; Duhoux et al., 2017a; Ghanizadeh e
Harrington, 2017a).

Todas essas enzimas, P450, GST e GT tém sido sugeridas em desempenhar papel
crucial no metabolismo de herbicidas em plantas daninhas (Cummins et al., 2013; lwakami
et al., 2014b; Duhoux et al., 2017b). Esse mecanismo de resisténcia tem sido relatado em
grande numero de casos em espécies de plantas daninhas monocotiledéneas como Lolium

rigidum, Alopecurus myusuroides e Echinochloa spp. (Busi et al., 2013; Zhao et al., 2017,
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Iwakami et al., 2019). No entanto, espécies dicotileddneas como Amaranthus tuberculatus
e Amaranthus palmeri tém envolvido resisténcia a herbicidas de diferentes mecanismos de
acao através da maior metabolizacdo (Nakka et al., 2017; Figueiredo et al., 2018). Esse
mecanismo de metabolizacdo dos herbicidas também ocorre em culturas como arroz, trigo e
milho, as quais toleram herbicidas devido a acdo de P450 e GST na detoxificacdo das
moléculas dos produtos, tornando-os seletivos (Werck-Reichhart et al., 2000; Powles e Yu,
2010; Saika et al., 2014).

O aumento da metabolizagéo de herbicidas pelas enzimas detoxificantes ocorre em
varias espécies de plantas daninhas. O crescente nimero de espécies com esse mecanismo
de resisténcia causa grande preocupacao, ameacando a eficacia dos herbicidas devido ao
potencial das plantas em metabolizar produtos de diferentes mecanismos de acdo (Yu e
Powles, 2014). Enzimas P450 e GST estdo envolvidas na maior capacidade de
metabolizacdo de herbicidas ACCase e ALS em bi6tipos resistentes de Lolium rigidum e
Alopecurus myosuroides (Preston et al., 1996; Yu et al., 2009; Cummins et al., 2013). A
enzima GT e proteinas transportadoras ABC também estdo associadas ao aumento da
metabolizacédo de herbicidas inibidores de ACCase e ALS em espécies de Lolium sp. (Gaines
et al., 2014; Yu e Powles, 2014; Duhoux et al., 2017a). Além disso, enzimas P450s foram
relatadas como responsaveis pelo rapido desenvolvimento da resisténcia por metabolizacao
em biotipo suscetivel de L. rigidum a partir de apenas trés aplicacGes recorrentes de diclofop-
metil (Yu et al., 2013). Isso esta relacionado a capacidade de acimulo de alelos de genes de
detoxificacdo que causam modificacdes fisioldgicas nas progénies em cada geracdo,
tornando-as menos sensiveis aos herbicidas (Delye, 2013; Ghanizadeh e Harrington, 2017b).

A resisténcia aos herbicidas através da metabolizacdo também tem ocorrido com
grande importancia em capim-arroz (Echinochloa sp.) (Iwakami et al., 2014b; Song et al.,
2017). No sul do Brasil, com 0 uso intenso de herbicidas do grupo das imidazolinonas em
lavouras de arroz, diferentes bidtipos de Echinochloa crus-galli foram encontrados
apresentando resisténcia ap6s poucos anos de aplicacéo do herbicida, em geral associados a
utilizagdo da tecnologia do arroz Clearfield® (Matzenbacher et al., 2015a). Em algumas
populaces resistentes, a maior metabolizacdo do herbicida foi a responsavel pela maior
sobrevivéncia das plantas, comprovado com a utilizacéo de inibidores de P450, como PBO,
ABT e Malathion, os quais reverteram o fator de resisténcia de aproximadamente 46, 12 e
sete para 18, dois e dois, respectivamente para trés biétipos de capim-arroz (Matzenbacher
et al., 2015a). A resisténcia por metabolizacdo destes biotipos de capim-arroz a esse grupo
de herbicidas pode estar associada a maior expressdo de genes codificantes de enzimas

detoxificadoras, como os genes CYP81A6 e GSTF1 (Dalazen et al., 2018a; Dalazen et al.,
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2018b). Outros genes como CYP81A12 e CYP81A21 foram identificados e caracterizados
como sendo responsaveis pela de-metilacdo de moléculas dos herbicidas inibidores da ALS
bensulfuron e penoxsulam em E. phyllopogon (lwakami et al., 2014a). Recentemente, estes
mesmos genes foram identificados sendo capazes de hidroxilar moléculas de herbicidas
inibidores da enzima ACCase como diclofope, tralkoxidim e pinoxadem em plantas de arroz
transformadas (Ilwakami et al., 2019). A presenca no genoma de grande nimero de genes
relacionados a detoxificacdo como em E. crus-galli pode estar associada com a maior
capacidade de evoluir para resisténcia por metabolizagdo (Guo et al., 2017). No entanto, a
regulagdo com que as plantas daninhas desenvolvem a maior capacidade de metabolizar os
herbicidas ainda é tema para muitas pesquisas, embora muito pouco seja entendido tanto a
nivel molecular como fisioldgico (Ghanizadeh e Harrington, 2017b; Nandula et al., 2019).
Apesar de serem dois tipos de mecanismos de resisténcia distintos aos herbicidas, a
resisténcia RELA e N-RELA ja foram identificadas em mesma planta, dificultando ainda
mais o controle desses bidtipos. Plantas de Alopecurus japonicus resistentes ao herbicida
fenoxaprope-p-etilico foram identificadas possuindo mutacdo no dominio CT do gene
ACCase conferindo substituicdo de Asp2078 para G1i2078 e maior expressao de trés genes
da subfamilia CYP72A e um gene da subfamilia CYP81A (Chen et al., 2018). Ainda, a
resisténcia N-RELA pode ser regulada devido a mutacBes no gene que codifica enzimas de
detoxificacdo (Wright et al., 2018). Mutacdes de ponto nos genes do citocromo P450 foram
identificadas e caracterizadas como responsaveis pela resisténcia maltipla em plantas de E.
colona com resisténcia aos herbicidas imazamox, fenoxaprope-p-etilico, quincloraque e
propanil (Wright et al., 2018). Essas caracteristicas de resisténcia aos herbicidas encontradas
cada vez mais em plantas daninhas demonstram gque o manejo destas sera cada vez mais
dificil e a busca pelo entendimento dos fatores que favorecem a evolucdo da resisténcia €

cada vez mais relevante.

2.3 Uso de protetores no aumento da seletividade das culturas aos herbicidas

Protetores, também conhecidos como safeners ou antidotos, por defini¢cdo sdo
compostos quimicos que protegem as culturas das injurias causadas pelos herbicidas, sem
afetar negativamente o controle das plantas daninhas (Rosinger e Shulte, 2019). Devido a
baixa descoberta e desenvolvimento de novas moléculas herbicidas, o uso de protetores tem
ganhado importancia para melhorar a seletividade das culturas (Nandula et al., 2019). Esses
compostos sdo aplicados no tratamento de sementes ou juntamente com o herbicida aplicado

ao solo ou em pds-emergéncia (Riechers et al., 2010). Os protetores apresentam
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propriedades fisico-quimicas bastante similares aos herbicidas, permitindo assim boa
absorcéo pelas plantas (Rosinger et al., 2012). Nas formulacgdes, a relacdo de protetor e
herbicida varia geralmente entre 1:4 até 1:6, respectivamente, demonstrando que é necessaria
pouca dose do protetor para apresentar efeito satisfatorio (Hatzios e Burgos, 2004). Embora
a maioria dos herbicidas tenham sido desenvolvidos sem o uso de protetores devido a
seletividade natural das culturas, o sucesso da utilizacao de protetores no manejo de plantas
daninhas ocorre por esses compostos quimicos promoverem seletividade do herbicida em
certas culturas, sem comprometer o controle das plantas daninhas que, morfologicamente e
fisiologicamente, sdo semelhantes a cultura (Rosinger, 2014). No entanto, esses compostos
quimicos sdo bastante especificos, protegendo principalmente certas culturas
monocotileddneas contra a injaria de herbicidas especificos (Hatzios e Burgos, 2004,
Kraehmer et al., 2014).

O uso de protetores teve inicio em 1947 com a observagdo de Otto Hoffmann em
plantas de tomates que, quando tratadas com 2,4,6-triclorofenoxyacetico, ndo sofreram
injaria pelo herbicida 2,4 D (Rosinger e Shulte, 2019). A partir disso, varias investigacdes
foram direcionadas a estes compostos que apresentavam potencial de protecdo as culturas
até a producdo do primeiro protetor comercial, o 1,8 anidrido naftalico usado inicialmente
como tratamento de sementes na protecdo de milho aos herbicidas tiocarbamatos (Hatzios e
Burgos, 2004). Apesar desses compostos serem descobertos ha varios anos, fatores como o
aumento do numero de espécies de plantas daninhas resistentes aos herbicidas e o ndo
surgimento de novos mecanismos de a¢do, fazem com que o uso de protetores no manejo de
plantas daninhas seja promissor para 0 aumento do espectro de controle e no aumento da
seletividade dos herbicidas as culturas (Duke e Dayan, 2015; Lindell et al., 2015; Jeschke,
2016).

Os protetores sdo usados atualmente, na sua maioria, associados com herbicidas
inibidores da enzima ACCase, ALS e também, com inibidores de 4-hidroxifenilpiruvato
dioxigenase (4-HPPD) (Ahrens et al., 2013). Varios herbicidas disponiveis comercialmente
possuem protetores nas suas formulagdes para culturas monocotileddneas (Jeschke, 2016).
O protetor deve agir de forma mais rapida antes do herbicida causar fitotoxicidade na cultura
(Rosinger e Shulte, 2019). O herbicida S-metolaclor é seletivo ao milho devido a sua
formulacdo conter o protetor benoxacor (Rosinger et al., 2012). O protetor dichlormid
assegura a seletividade a cultura do herbicida acetochlor (Rosinger, 2014). O herbicida
halosulfurom-metil usado em pré e pos-emergéncia no milho e sorgo apresenta seletividade
devido ao protetor furilazole associado na formulacao (Rosinger e Shulte, 2019). Na cultura

do trigo e cevada a seletividade aos herbicidas clodinafope-propargil (Topik®) e ao
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pinoxaden (Axial®) ocorre devido a presenca do protetor cloguintocet-mexyl (Jeschke,
2016). O mesmo protetor promove a seletividade dos herbicidas pyroxsulam e halauxifen
nos cereais de inverno (Jeschke, 2016). Outro protetor usado para aumentar a seletividade
de culturas de inverno é o mefenpir-dietil associado com o herbicida fenoxaprope-p-etilico
(Puma S®) e iodosulfuron-metil-sodico (Hussar®) (Rosinger et al., 2012; Ahrens et al.,
2013).

O protetor isoxadifen-etilico associado aos herbicidas foramsulfuron (Option®) e na
mistura de foramsulfurom mais iodosulfurom-metilico-sddico (Equip®) promove protecao
a cultura do milho (Rosinger et al., 2012). O mesmo protetor é usado na associagdo com
fenoxaprope-p-etilico (Ricestar®, Starice®) para a cultura do arroz (Rosinger e Shulte,
2019). Para a cultura do milho, a maior seletividade do herbicida tembotriona ocorre pela
sua formulacdo com isoxadifen-p-etilico (Rosinger e Shulte, 2019). Recentemente,
herbicidas como dicamba, nicosulfuron e rimsulfuron foram formulados com o protetor
isoxadifen-p-etilico para reduzir injurias nos cereais de inverno (Rosinger e Shulte, 2019).
O protetor descoberto mais recentemente e comercializado é o cyprosulfamide (Rosinger e
Shulte, 2019). Esta molécula foi descoberto pela empresa Bayer Cropscience e assegura a
protecdo da cultura do milho ao herbicida tiencarbazone-metil + isoxaflutole, tanto pela
absorcédo via radicular como foliar (Jeschke, 2016). Assim, a maioria dos protetores sdo
utilizados em culturas monocotileddneas, existindo apenas a disponibilidade do dietholate
que protege a cultura do algoddo e arroz via tratamento de sementes para o uso do herbicida
clomazone, sendo o Unico protetor relacionado com cultura dicotiled6nea, apesar de grandes
esforcos das industrias quimicas (Sanchotene et al., 2010; Inoue et al., 2015; Jeschke, 2016).

Os protetores reduzem a fitotoxicidade através do aumento da metaboliza¢do do
herbicida pela cultura (Hatzios, 1983; Rosinger, 2014; Duhoux et al., 2017b). Esse aumento
metabolico ocorre pela ativacdo de genes que codificam enzimas envolvidas na defesa e na
detoxificacdo da planta, como por exemplo, as do citocromo P450, GST, GT e também
proteinas transportadoras ABC (Powles e Yu, 2010; Riechers et al., 2010; Duhoux et al.,
2017b). Todas as moléculas de protetores estudadas até o momento influenciam apenas a
taxa de metabolizacdo das moléculas dos herbicidas e ndo a rota metabolica desses (Rosinger
e Shulte, 2019). Esse aumento da expressdo de genes detoxificantes que ocorre a partir da
aplicacdo dos protetores é similar com o que ocorre em plantas daninhas resistentes aos
herbicidas pelo mecanismo N-RELA (Yuan et al., 2007). Entre os diferentes mecanismos
N-RELA que causam a resisténcia em plantas daninhas, o aumento da metabolizacdo dos
herbicidas por enzimas detoxificantes é 0 mais importante e 0 que causa maior preocupacao

devido aos problemas ja mencionados (Gaines et al., 2014; Yu e Powles, 2014).
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Embora os protetores sejam comercializados a mais de 40 anos, 0 mecanismo de
sinalizacdo destes aos genes de metabolizacdo na planta ainda é pouco entendido (Nandula
et al., 2019). Alguns trabalhos indicam que os protetores interferem a nivel de transcricéo,
agindo com uma sinalizacdo pré-existente na resposta de defesa na planta (Rosinger e Shulte,
2019). Varios genes detoxificantes das familias P450, GST e GT sdo induzidos rapidamente
apos aplicacdo dos protetores (Zhang et al., 2007; Duhoux et al., 2017b; Sun et al., 2017).
Essa inducéo é semelhante a sinalizacao que ocorre em plantas através de oxilipinas, que sao
pequenas moléculas lipofilicas que causam sinalizacdo a estresse bidtico e abidtico nas
plantas, semelhante a inducéo por protetores (Mueller e Berger, 2009; Riechers et al., 2010).
Recentes estudos apontam que certas moléculas oxilipinas tém potencial de induzir genes
relacionados a detoxificacdo como também conferir protecdo contra herbicidas em cereais
(Brazier-Hicks et al., 2018). Assim, algumas hipoteses da cascata de reacfes causada pela
aplicagédo de potetores podem estar envolvidas com a sinalizag&o de oxilipinas nas plantas
(Nandula et al., 2019).

Os herbicidas comercialmente disponiveis que contém protetores em suas
formulacGes podem apresentar efeito sobre as plantas daninhas (Cummins et al., 2009). No
entanto, poucos sdo os trabalhos disponiveis na literatura que investigam o efeito de
protetores em plantas daninhas (Cummins et al., 2009; Elmore et al., 2016; Duhoux et al.,
2017b). O aumento da expressdo de genes da familia GSTs em bidtipos suscetiveis da
espécie de planta daninha Alopecurus myosuroides foi associado ao aumento do
metabolismo de herbicidas inibidores da ACCase ap6s o0 uso do herbicida associado com o
protetor mefenpir-dietil (Cummins et al., 2009). Por outro lado, o protetor mefenpir-dietil
ndo teve efeito na evolucdo do mecanismo de resisténcia N-RELA em A. myosuroides
quando associado com os herbicidas mesosulfuron e iodosulfuron (Rosenhauer et al., 2016).
O uso de protetores como cloquintocet-mexyl e mefenpir-dietil associados com herbicidas
pyroxsulam e iodosulfurom + mesosulform foram responsaveis pelo aumento da
metabolizacdo dos herbicidas devido ao aumento da expressdo de mais de 10 genes de
detoxificacdo em plantas de Lolium sp. (Duhoux et al., 2017b). Apesar dessas pesquisas
demonstrarem os efeitos dos protetores na diminuicdo do controle dos herbicidas nas plantas
daninhas, todos investigaram o efeito da associacdo dos herbicidas com protetores apenas
em aplicagbes Unicas. O uso de protetor associado com o herbicida pode estar
potencializando a evolucdo da resisténcia de plantas daninhas pelo mecanismo N-RELA
através de aplicacgdes recorrentes, como ocorre quando usado herbicidas em subdoses (Neve
e Powles, 2005a; Yu et al., 2013; Tehranchian et al., 2017). Ainda, o possivel efeito do
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protetor na evolucdo da resisténcia N-RELA aos herbicidas inibidores da enzima ACCAse

ndo foi investigado em Echinochloa crus-galli até o momento.

2.4 Utilizagdo de mistura de herbicidas para evitar a ocorréncia de resisténcia
aos herbicidas

Com o aumento do nimero de espécies de plantas daninhas resistentes aos herbicidas,
varios manejos praticos sdo recomendados para mitigar esse problema (Norsworthy et al.,
2012). Entre as principais estratégias de manejo, destacam-se o controle de plantas daninhas
nas areas limites das lavouras, rotacdo de herbicidas com diferentes mecanismos de acdo,
rotacdo de culturas, utilizacdo de herbicidas pré e pos emergentes, utilizacdo de culturas
competitivas, aplicacdo sequencial e a mistura de herbicidas (Beckie e Harker, 2017). Dentre
esses manejos, a aplicacdo sequencial de herbicidas e também o uso de mistura de herbicidas
sdo préaticas antigas, mas ainda muito utilizadas devido ao bom resultado no controle das
plantas daninhas e também a reducédo de custo de aplicacdo (Zhang et al., 1995; Gazziero,
2015; Matzenbacher et al., 2015b).

A regulamentacgdo do uso de mistura de pesticidas sempre é assunto de muito debate
no Brasil. Até os anos 80 existiam informacdes técnicas produzidas pelas empresas e
academias a respeito das misturas em tangues, e eram passadas para engenheiros agrénomos
e produtores rurais (GAZZIEIRO, 2015). Em meados de 1985, todas as instrucdes de uso de
mistura em tanques foram retiradas pelo Ministério da Agricultura e da Associacao Nacional
de Defesa Vegetal (LIMA, 1997). A partir desse periodo, inimeras discussdes, reunides,
debates em encontros de profissionais em congressos cientificos foram realizados para tentar
reverter a situagdo. Com isso, a Portaria n° 67 foi publicada em 1995 (BRASIL, 1995), em
que as empresas quimicas poderiam incluir nos seus registros a recomendacgédo de misturas
em tanques. Novas discussdes surgiram tentando identificar as vantagens e desvantagens da
mistura em tanques, e em 26 de junho de 2002, através da Instrucdo Normativa n°46
(BRASIL, 2002), a Portaria n° 67 foi revogada e foi determinado que as empresas titulares
de registros de agrotoxicos retirassem as indicacdes de misturas em tanques dos rétulos e
bulas. Através de novas discussdes, novos questionamentos foram levantados se era ou nao
proibido o uso de misturas no Brasil e a mistura de tanques néo era regulamentada. Durante
esse periodo, um levantamento foi realizado e publicado no ano de 2015 e mostrou que,
mesmo sem a regulamentacéo, a utilizacdo da mistura de pesticidas em tangque ocorria em
praticamente 97% das propriedades agricolas do Brasil e dentre destes, 95% utilizavam de

dois a cinco agrotdxicos por mistura em tanque (GAZZIERO, 2015). Nesse periodo, outros
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paises como Estados Unidos, Canada e Unido Europeia ja apresentavam regulamentacdo
sobre o assunto, com indicacdo e recomendacBes sobre os resultados das misturas dos
produtos nos rotulos (ROTTER et al., 2019). Atraves da pressao dos profissionais da area,
dos resultados do levantamento, pela falta de regulamentacdo e necessidade de um
profissional da area responsavel para a recomendacao das misturas em tanques, a Instrucéo
Normativa n°® 40 foi publicada em 15 de outubro de 2018 autorizando os engenheiros
agronomos a receitar a aplicacdo combinada de agroquimicos (BRASIL, 2018). A partir
desse momento, cabe ao Engenheiro Agronomo, profissional que tem a competéncia, a
responsabilidade para a prescrigdo das misturas em tanques no Brasil.

A mistura de herbicidas proporciona um aumento no espectro de controle, reduzindo
0 custo de producdo e prevenindo o desenvolvimento de bidtipos resistentes aos herbicidas
(Zhang et al., 2005; Abendroth et al., 2011). A préatica da mistura de herbicidas tem grande
efeito em prevenir principalmente a resisténcia relacionada ao local de acéo dos herbicidas,
quando associada a utilizacdo de herbicidas de diferentes mecanismos de acdo (Beckie e
Reboud, 2009). Nas aplicacdes isoladas ou em rotacGes anuais de herbicidas, ocorre pressao
de selecdo imposta apenas por um mecanismo de ac¢ao, enquanto na aplicacdo da mistura de
herbicidas ocorre pressdo de selecdo mdaltipla e simultanea, permitindo sobreviver apenas
individuos raros que ja tenham desenvolvido resisténcia multipla via mutacéo nos loci das
enzimas alvo (Norsworthy et al., 2012). No entanto, a prevencao da resisténcia ocorre apenas
quando os componentes da mistura de herbicidas sdo efetivos na espécie alvo e em muitos
casos, o controle total das plantas pode néo ser atingido (Norsworthy et al., 2012). Essa falha
de controle das plantas daninhas na populacao quando do uso de mistura de herbicidas pode
também estar relacionada as interacdes entre os herbicidas durante o processo da mistura ou
mesmao depois de atingir a planta pela aplicagcdo de subdoses dos herbicidas na mistura, que
podem apresentar efeitos sinérgicos, antagénicos ou aditivos (Zhang et al., 1995; Abendroth
etal., 2011).

Alguns modelos de referéncia sdo empregados para predizer qual tipo de interacdo
ocorrera em determinada mistura de herbicidas. Os modelos mais empregados para a
verificacdo das interacdes sdo as curvas de dose-resposta aos herbicidas, 0 método de Colby
e 0 modelo usando isobologramas de aditividade (Colby, 1967; Kaushik et al., 2006; Sobye
et al., 2011; Matzenbacher et al., 2015b; Ritz et al., 2015). Nas misturas de herbicidas, o
efeito antagbnico ocorre em mais de 70% dos casos, mesmo usando herbicidas de
mecanismos de acdo diferentes (Zhang et al., 1995). Misturas de herbicidas contendo
inibidores de ACCase sdo frequentemente relatados apresentando antagonismo

(Matzenbacher et al., 2015b). A mistura de fenoxaprope-p-etilico com penoxsulam,
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quinclorac, imazetapir e bispiribac-sddico ou com clomazone + propanil ou tiobencarbe,
resulta em efeito antagénico no controle de E. crus-galli (Zhang et al., 2005; Blouin et al.,
2010; Matzenbacher et al., 2015b). Outros efeitos antagdnicos também sdo encontrados
utilizando misturas de inibidores da enzima ALS com inibidores de carotendides
(Matzenbacher et al., 2015b). Por outro lado, efeitos sinérgicos sdo encontrados quando se
associam herbicidas como clomazone e propanil + tiobencarbe, clomazone e metribuzin,
cialofop-butil e guinclorac, mesotrione e atrazina, entre outros (Abendroth et al., 2006;
Matzenbacher et al., 2015b).

A préatica da mistura ocorre, na maioria das vezes, sem acompanhamento,
conhecimento prévio por parte do produtor e até mesmo sem recomendacéo por profissional
da sobre as doses e caracteristicas dos herbicidas utilizados (Matzenbacher et al., 2015b).
Em alguns casos, os produtores utilizam a dose maxima do rotulo de ambos os herbicidas
associados, ou em outros casos, reduzem as doses de ambos o0s herbicidas utilizados na
mistura (Gazziero, 2015). A pratica de reducdo de dose na mistura ndo retarda a evolucdo da
resisténcia aos herbicidas, podendo até mesmo acelerar esta evolucdo para algum
componente da mistura e evoluir para resisténcia cruzada (Lagator et al., 2013). A utilizagéo
de subdoses de herbicidas ndo apresenta controle desejavel de plantas daninhas na populagédo
e aumenta o potencial de surgimento da resisténcia por metabolizacdo (Neve e Powles,
2005a). Do mesmo modo, a mistura de herbicidas pode ndo atingir o controle total da
populagéo de plantas daninhas quando aplicada em subdoses, mesmo usando herbicidas de
diferentes mecanismos de acdo (Norsworthy et al., 2012).

Plantas daninhas suscetiveis que sobrevivem as aplicacdes de subdoses de herbicidas
apresentam alelos que conferem certa tolerancia a pequenas doses (Ghanizadeh e
Harrington, 2017b). Essas plantas sobreviventes tém capacidade de se cruzar e produzir
sementes, contribuindo assim para aumentar a variabilidade e acumular alelos de genes
detoxificantes em suas progénies (Busi et al., 2013; Ashworth et al., 2016). Deste modo, as
progénies terdo maior capacidade de metabolizar concentragdes cada vez mais altas dos
herbicidas ao passar das geracdes (Delye, 2013). Em caso de aplicagdo da mistura em
subdoses, a pressdo de selecio em plantas daninhas ocorre de forma multipla e
simultaneamente, ou seja, as plantas sobreviventes poderdo possuir alelos de genes de
metabolizacdo com capacidade de detoxificacdo de ambas as moléculas dos herbicidas.
Essas plantas irdo cruzar e produzir sementes, favorecendo o acimulo de alelos de genes
detoxificantes de ambos os herbicidas nas suas progénies, tornando-as menos sensiveis aos
herbicidas. Ainda, o efeito de um dos produtos componentes da mistura pode contribuir para

a evolucgdo de genes associados a tolerancia ao outro produto, resultando no favorecimento
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da resisténcia a este composto. No entanto, inexistem estudos sobre o efeito de misturas de

herbicidas em relacdo a evolucgéo da resisténcia a estes produtos.
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EFEITO DO PROTETOR ISOXADIFEN NA EVOLU(;AO DA RESISTENCIA
AOS HERBICIDAS EM Echinochloa crus-galli

RESUMO

Protetores sdo compostos quimicos utilizados para aumentar a seletividade das
culturas através da ativacdo de genes de detoxificacdo. Os mecanismos ativados por estes
compostos sdo similares aos relacionados a resisténcia de plantas daninhas causada por
incremento de metabolizacdo. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do protetor
isoxadifen-etilico associado ao herbicida fenoxaprope-p-etilico na evolucgdo da resisténcia
aos herbicidas em Echinochloa crus-galli. Os bi6tipos utilizados foram MOST (suscetivel
aos herbicidas fenoxaprope e imazetapir) e CAMAQ (resistente por metabolizacdo ao
imazetapir). O material vegetal constou da selecdo de plantas sobreviventes por duas
geragdes as subdoses de fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen. Experimentos de curvas
de dose-resposta foram realizados com os herbicidas utilizados nas sele¢des com as geragdes
GO, G2 controle e G2 selecionadas para avaliar o aumento da tolerancia. O potencial para
evolucdo da resisténcia cruzada e maultipla a outros herbicidas foi avaliada em plantas das
geragdes GO e G2 selecionadas. A sobrevivéncia das plantas de ambos os bidtipos de capim-
arroz aumentou nas geracdes G1 e G2 selecionadas em relacdo a GO, apds aplicacdes de
subdoses de fenoxaprope e, principalmente, apds aplicacdo de fenoxaprope + isoxadifen. O
fator de resisténcia (FR) da geracdo G2 selecionada com fenoxaprope em relacdo a GO foi
de 2,3 e 2,2 e 0 FR da geracdo G2 selecionada com fenoxaprope + isoxadifen foi de 3,3 e
1,8 para os biotipos MOST e CAMAQ, respectivamente. As plantas da geracdo G2
selecionadas com fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen apresentaram maiores
sobrevivéncias em relacdo as plantas da GO apds aplicacdo dos herbicidas diclofope,
quincloraque e glifosato para o bi6tipo MOST e para clodinafope, cialofope e quincloraque
para o bidtipo CAMAQ. A evolucdo para a resisténcia aos herbicidas quincloraque nos
bidtipos MOST e CAMAQ e cialofope no biétipo CAMAQ foram comprovadas com estudo
de curva de dose-resposta. A maior tolerancia das geracGes G2, selecionadas com
fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen, foi revertida pela aplicacdo prévia de malathion,
inibidor de enzimas P450. O uso de subdoses do herbicida fenoxaprope associado ou ndo ao
protetor isoxadifen apresenta potencial para a evolugdo da resisténcia a este herbicida. O
protetor isoxadifen proporcionou maior sobrevivéncia em relacdo as subdoses do herbicida
fenoxaprope e também maior tolerancia a esse herbicida pelas plantas da geracdo G2
selecionadas. Este € o primeiro relato de envolvimento de protetor na evolucéo da resisténcia
aos herbicidas. O mecanismo de resisténcia envolvido na maior toleréncia provavelmente é
devido a metabolizagdo por enzimas P450.
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3.1 Introducao

O baixo desenvolvimento de novas moléculas herbicidas tem direcionado a utilizagéo
de protetores ou safeners na formulagdo com herbicidas antigos (Rosinger e Shulte, 2019).
Por definicdo, protetores sdo compostos quimicos utilizados para aumentar a seletividade
das culturas sem alterar o efeito principal do herbicida sobre o controle de plantas daninhas
(Rosinger, 2014). Esses produtos sdo compostos organicos bioativos que sdo aplicados em
associacdo com herbicidas ou como tratamentos de sementes (Hatzios e Burgos, 2004). Os
protetores sdo usados, na sua maioria, associados com herbicidas inibidores da enzima acetil-
CoA carboxilase (ACCase), acetolactato sintetase (ALS) e também com inibidores de 4-
hidroxifenilpiruvato dioxigenase (4-HPPD) (Ahrens et al., 2013). Muitos herbicidas
disponiveis comercialmente possuem protetores nas suas formulagdes (Jeschke, 2016).
Herbicidas inibidores da enzima ALS e ACCase possuem grande utilizacéo e, devido a isto,
tem sido identificado grande numero de bidtipos resistentes em praticamente todo o mundo
(Heap, 2019). Esse aumento de utilizacdo em diversos casos é proporcionado pelo uso de
protetores. Um dos protetores mais utilizado € o isoxadifen-etilico que é associado, por
exemplo, aos herbicidas foramsulfuron e tembotriona para a cultura do milho e em
fenoxaprope-p-etilico para a cultura do arroz (Ahrens et al., 2013; Rosinger e Shulte, 2019).
Grande parte do conhecimento sobre mecanismo de acdo de protetores ocorre em estudos
em culturas e existem poucos estudos em relacdo ao efeito em plantas daninhas e,
principalmente, sobre a contribuicdo desses produtos na evolucdo da resisténcia aos
herbicidas.

A maior seletividade nas culturas através do uso de protetor ocorre devido a esses
aumentarem a velocidade de degradacdo do herbicida pela ativacdo de genes de
detoxificacdo (Hatzios e Burgos, 2004). A acdo das moléculas do protetor ocorre
rapidamente quando atinge a planta, antes que a molécula herbicida cause fitotoxicidade a
cultura (Rosinger e Shulte, 2019). O uso de protetor aumenta o conteldo de proteinas e
enzimas envolvidas em fases sucessivas de metabolismo de xenobidtico pelo aumento da
transcricdo de genes relacionados a metabolizacdo (Zhang et al., 2007). Este aumento da
degradacéo do herbicida desencadeado pelo protetor é similar ao mecanismo de resisténcia
aos herbicidas ndo relacionada ao local de acdo, encontrado em vérias plantas daninhas
(Yuan et al., 2007; Ghanizadeh e Harrington, 2017). As familias de enzimas nas quais 0s
protetores agem foram identificadas e sdo as mesmas relacionadas a resisténcia das plantas

daninhas por metabolizacdo, como enzimas do citocromo P450 (CYP), glicosil-transferases
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(GT), glutationa-S-transferases (GST) e até mesmo proteinas transportadores ABC (Hatzios
e Burgos, 2004; Powles e Yu, 2010; Delye, 2013).

O uso de protetores vem aumentando consideravelmente, no entanto, poucos sdo 0s
trabalhos que estudam o efeito destes compostos em plantas daninhas. Em Alopercurus
myosuroides foi verificado que os protetores mefenpir-dietil e fenclorazole-etilico
aumentaram a degradacdo do herbicida fenoxaprope-p-etilico pela conjugacdo com
glutationa (Cummins et al., 2009). O efeito dos protetores € variavel entre as espécies de
plantas daninhas, mas ndo existem indicag0es precisas sobre as causas desta variagdo. O
controle de Agrostis stolonifera foi reduzido pelo uso do herbicida topramezone quando
associado com os protetores cloguintocet, isoxadifen e mefenpir (Elmore et al., 2015). Os
mesmos protetores cloquintocet e mefenpir foram identificados como sendo responsaveis
pelo menor controle de Lolium sp. pelos herbicidas piroxsulam e iodosulfuron +
mesosulfuron (Duhoux et al., 2017b). No entanto, outros estudos demonstram que ndo houve
diminuicdo do controle de A. myosuroides em relacdo a aplicacé@o do herbicida iodosulfuron
e mesosulfuron associado com mefenpir em vérias concentracfes (Rosenhauer et al., 2016).

Este estudo avalia o efeito de protetores em relagdo ao aumento da capacidade de
metabolizacdo de herbicidas ao longo de geracgdes de selecdo. Estudos similares avaliaram o
efeito do uso recorrente de subdoses de herbicidas na evolucdo da resisténcia de plantas
daninhas devido aos fatores relacionados a metabolizacdo das plantas (Neve e Powles,
2005b). Esta evolucdo da resisténcia é significativamente mais rapida em espécies de plantas
daninhas que apresentam fecundacao cruzada obrigat6éria como Lolium sp. em comparagdo
com uma espécie autbgama como Avena fatua, em que o uso de subdoses de diclofope
proporcionou o0 aumento do fator de resisténcia em 40 e 2 vezes, respectivamente, em apenas
trés geracdes (Busi et al., 2013; Busi et al., 2016). Isto demonstra que em especies
autdogamas, apesar de evoluirem para resisténcia apos o uso de subdoses, a evolucao para
aumento da tolerancia ocorre de forma mais lenta devido a baixa diversidade genética dentro
da populacdo e a caracteristica comumente monogénica da resisténcia em espécies
autogamas (Kreiner et al., 2018).

Outro aspecto importante a ser considerado a partir do uso de subdoses € a evolucao
da resisténcia multipla, ou seja, resisténcia a herbicidas de outros mecanismos de a¢do. O
uso de subdoses de 2,4-D amina na selecdo de Raphanus raphanistrum evoluiu rapidamente
resisténcia a este herbicida, mas também resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima
ALS (Ashworth et al., 2016). O uso de subdoses de diclofope na selecdo de plantas de A.
fatua proporcionou rapida evolucéo da resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima ALS

(Busi et al., 2016). A resisténcia por metabolizacdo em plantas daninhas apresenta esta
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caracteristica da capacidade de metabolizar herbicidas de diferentes grupos e até mesmo
moléculas que nunca antes foram aplicadas (Nandula et al., 2019).

A evolucéo da resisténcia a partir da sele¢do por subdoses ocorre devido ao acimulo
de alelos de menor efeito de genes relacionados a metabolizacdo dos herbicidas,
principalmente genes da familia CYP e GSTs (Neve e Powles, 2005a; Yu e Powles, 2014).
Varios genes da familia CYP81, CYP72 e GST ja foram identificados como sendo
responsaveis pela resisténcia aos herbicidas em vérias espécies de plantas daninhas (Iwakami
etal., 2014a; Duhoux et al., 2017a; Chen et al., 2018; Varanasi et al., 2018). Os genes destas
mesmas familias também foram identificadas como responsaveis pela diminuicdo do
controle das espécies A. myosuroides, Lolium sp. e Agrostis stolonifera aos herbicidas
fenoxaprope-p-etilico, iodosulfuron + mesosulfuron e pinoxaden, respectivamente, devido
ao uso de protetores (Cummins et al., 2009; Duhoux et al., 2017b). As enzimas
detoxificantes codificadas por estes genes apresentam caracteristica de pouca especificidade,
ou seja, podem metabolizar moléculas de herbicidas de varios grupos quimicos diferentes
(Ghanizadeh e Harrington, 2017). Devido a estas caracteristicas, a evolucdo da resisténcia
aos herbicidas por metabolizacdo é a mais preocupante, pela perda crescente da possibilidade
de uso de herbicidas de diferentes mecanismos de ag&o.

O capim-arroz (Echinochloa crus-galli) é uma das plantas daninhas mais importantes
mundialmente, infestando principalmente lavouras de arroz (Kraehmer et al., 2016). Esta
espécie é controlada por herbicidas que contém protetores em sua formulacdo e apresenta
grandes problemas de resisténcia aos herbicidas (Heap, 2019). A resisténcia aos herbicidas
inibidores da enzima ACCase e inibidores da enzima ALS é mais problematica pela
importancia desses produtos, e 0 mecanismo de resisténcia encontrado em diversos estudos
esta relacionado ao incremento de metabolizacdo (Matzenbacher et al., 2015; Song et al.,
2017; Dalazen et al., 2018a). A maior atividade de enzimas P450 e aumento da conjugacao
por glutationa foram mecanismos sugeridos no envolvimento da resisténcia de bidtipos de
capim-arroz ao herbicida fenoxaprope-p-etilico (Yun et al., 2005; Bakkali et al., 2007). O
herbicida fenoxaprope-p-etilico € utilizado para o controle de E. crus-galli em lavouras de
arroz no Brasil e é formulado com o protetor isoxadifen para proporcionar seletividade a
cultura. A hipotese deste estudo € que o efeito de protetores pode contribuir para a evolugéo
da resisténcia em plantas daninhas, principalmente causada por metabolizagédo de forma
similar ao que ocorre quando usados herbicidas em subdoses.

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do uso recorrente de subdoses do
herbicida fenoxaprope-p-etilico em associacdo com o protetor isoxadifen-etilico na evolucao

da resisténcia a herbicidas em Echinochloa crus-galli.
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3.2 Material e Métodos

3.2.1 Material vegetal e condi¢des de crescimento

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados dois bi6tipos de E. crus-galli
(capim-arroz), identificados como MOST e CAMAQ coletados em lavouras de arroz no
estado do Rio Grande do Sul na safra de 2011/12 (Matzenbacher et al., 2015). Em trabalhos
preliminares, o bidtipo MOST foi caracterizado como suscetivel aos herbicidas inibidores
da enzima ALS, ACCase e quincloraque (dados ndo apresentados). O bidtipo CAMAQ,
estudado em trabalhos anteriores, foi caracterizado como resistente ao herbicida imazetapir,
com fator de resisténcia (FR) de 8,1 e suscetivel ao herbicida quincloraque (FR de 2,3)
(Matzenbacher et al., 2015). Nesse trabalho, as curvas de dose-resposta foram realizadas em
solucdes hidropodnicas e o uso dos inibidores de metabolizagdo como malathion e PBO néo
reverteram a resisténcia ao imazetapir (Matzenbacher et al., 2015). Deste modo, para inicio
deste estudo, trabalhos preliminares foram realizados para caracterizar a resisténcia desse
bidtipo através de curva de dose-resposta com o herbicida imazetapir e sequenciamento do
gene ALS. No estudo de curva de dose-resposta, as plantas de capim-arroz foram mantidas
em copos preenchidos com solo e a aplicacdo dos inibidores foi realizada duas horas antes
da aspersao das doses do imazetapir. Os inibidores foram capazes de diminuir a dose para
controlar 50% das plantas de >640 g para 255,1 e 2184 g hal de imazetapir,
respectivamente, para malathion e PBO (dados né&o apresentados). Nenhuma mutacédo foi
encontrada nas posic@es do gene que conferem resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS
(dados ndo apresentados). A resisténcia do bidtipo CAMAQ ao herbicida imazetapir foi
caraterizado em ser pelo incremento de metabolizagéo por enzimas P450.

As sementes dos bidtipos foram submetidas a quebra de dorméncia atraves da
utilizacdo de acido sulfdrico (P.A.) durante cinco minutos. Em seguida, as sementes foram
lavadas em agua corrente por aproximadamente dois minutos e mantidas em temperatura
ambiente para secagem durante duas horas. Posteriormente, as sementes foram distribuidas
em bandejas preenchidas com solo para emergéncia e mantidas em ambiente de casa de
vegetacdo climatizada em temperatura de 25°C + 3. As bandejas apresentavam dimensdes
de 35cm (C) x 29 cm (L) x 7,5¢cm (A), e o solo foi composto por 20 % de substrato de casca
de arroz + 80% de solo do tipo argissolo, adubado com 200 kg ha* da formulagio 10-20-20.
A irrigacdo ocorreu diariamente mantendo lamina de agua até o nivel do solo. Para os
experimentos de curvas de dose-resposta, as plantulas foram transplantadas para vasos

individuais de 200 mL preenchidos com solo, sendo considerado como uma unidade
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experimental. Para os experimentos de sobrevivéncia, as plantulas foram transplantadas para
bandejas preenchidas com solo, mantendo uma populacédo de 50 a 80 plantas por bandeja
com manutencdo de ldmina de agua ao nivel do solo.

Os herbicidas utilizados foram o fenoxaprope-p-etilico (Podium® EW, 69 g L)
(fenoxaprope) e fenoxaprope-p-etilico + isoxadifen (Starice®, 69g L fenoxaprope-p-etilico
e 75 g L de isoxadifen) (fenoxaprope + isoxadifen). O herbicida Starice® apresenta
formulacdo do ingrediente ativo fenoxaprope juntamente com o protetor isoxadifen. A
aplicagéo dos herbicidas foi realizada em camara de pulverizagdo automatizada (Greenhouse
Spray Chamber, modelo Generation I1l), utilizando ponta de pulverizagdo TJ8002E. O
volume de calda foi de 200 L ha?, usando pressio de 42 Ib pol? e velocidade de
deslocamento de 1,16 m s™*. A aspersdo dos herbicidas ocorreu no estadio de trés a quatro
folhas das plantas de capim-arroz. Apos as aplicacdes, as plantas foram mantidas em casa
de vegetagdo climatizada e uma lamina de agua foi mantida ao nivel do solo até as avaliacdes
finais dos experimentos.

As variaveis avaliadas nos experimentos de curvas de dose-resposta foram controle
visual, massa fresca e seca da parte aérea. O controle visual (%) foi realizado aos 21 dias
apos a aplicacdo (DAA) dos herbicidas por meio de escala percentual determinada através
de avaliacdo visual, em que zero significa auséncia de sintomas e 100% significa morte da
planta. A massa fresca da parte aérea foi avaliada aos 21 DAA através do corte das plantas
rente ao solo e mensuracdo em balanca de precisdo. Esse material foi seco em estufa com
circulacdo de ar forcada em temperatura de 60°C até peso constante para a determinagédo da
massa seca. Os dados obtidos foram transformados em porcentagem em relacdo ao
tratamento controle sem aplicacéo.

A variavel avaliada para os experimentos de sobrevivéncia foi a de plantas
sobreviventes, realizada a partir da contagem de plantas tratadas e de plantas que
apresentassem a emissdo de pelo menos uma folha nova aos 21 DAA, consideradas como

plantas sobreviventes.

3.2.2 Definicéo das subdoses

O primeiro estudo realizado foi a defini¢cdo das subdoses dos herbicidas fenoxaprope
e fenoxaprope + isoxadifen através de experimento de curva de dose-resposta para cada
biotipo. O trabalho foi realizado em casa de vegetacdo, utilizando esquema fatorial 2 x 9 em

delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeti¢es. O fator A foi composto pelos
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herbicidas fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen e o fator B pelas doses 1,7; 3,4; 6,9;
13,8; 27,6; 55,2; 110,4 e 220,8 g ha* do ingrediente ativo.

3.2.3 Selecdo das geraces e analise da sobrevivéncia de GO, G1 e G2 dos bidtipos
MOST e CAMAQ

Este estudo foi conduzido através de aplicacbes recorrentes de subdoses dos
herbicidas obtidas a partir do estudo descrito anteriormente no item 3.2.2. As sementes das
populacdes iniciais de capim-arroz do biétipo MOST (MOST-G0) e CAMAQ (CAMAQ-
GO0) foram utilizadas para analise da sobrevivéncia na geracdo GO e para obtencdo de
sementes da geracdo G1. Em cada ciclo de aplicacdo para selecdo foram utilizadas trés
subdoses de cada herbicida. As doses aplicadas na geracdo GO do bidtipo MOST foram 13,8;
17,25 e 20,7 g ha para ambos os herbicidas fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen. As
plantas sobreviventes na dose 13,8 g ha* de fenoxaprope e 17,25 g ha* de fenoxaprope +
isoxadifen foram selecionadas para producédo de sementes da geracdo G1 do biétipo MOST.
As doses aplicadas nas plantas da geracdo GO do biétipo CAMAQ foram de 6,9; 13,8 € 20,7
g ha'* para ambos herbicidas fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen e plantas sobreviventes
na dose 13,8 g ha* para ambos os herbicidas foram selecionadas para producéo de sementes
da geracdo G1 de CAMAQ.

Plantas da geracdo G1 foram submetidas a nova aplicacdo de trés subdoses dos
herbicidas para avaliagdo de sobrevivéncia e para obtencéo da geragdo G2. A dose em que
as plantas da geracdo G1 foram selecionadas e, duas doses maiores, foram escolhidas para
esta nova aplicacdo. As doses aplicadas para o biétipo MOST foram de 13,8; 17,25 e 20,7
g ha'! de fenoxaprope nas plantas G1 selecionadas com fenoxaprope e de 17,25; 20,7 e 24,15
g ha! de fenoxaprope + isoxadifen nas plantas G1 selecionadas com fenoxaprope +
isoxadifen. As doses aplicadas para o biotipo CAMAQ foram de 13,8; 20,7 e 27,6 g ha* de
fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen nas plantas da G1 selecionadas com fenoxaprope e
fenoxaprope + isoxadifen. As plantas do biotipo MOST sobreviventes das doses 17,25 g ha’
! de fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen e do bi6tipo CAMAQ sobreviventes das doses
13,8 g ha! de fenoxaprope e 20,7 g ha* de fenoxaprope + isoxadifen foram selecionadas
para obtencdo de sementes da geragdo G2. As plantas da geragdo G2 foram submetidas a
nova aplicacdo de trés subdoses dos herbicidas para avaliagdo de sobrevivéncia desta
geracdo. Para o bidtipo MOST foram aplicadas as doses de 13,8; 17,25 e 20,7 g ha! de
fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen e para o biotipo CAMAQ as doses utilizadas foram

13,8; 20,7 e 27,6 g ha de fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen. Em cada ciclo de



33

selecdo, uma populacdo de 40 a 50 plantas de cada bidtipo foi utilizada como controle sem
selecdo de plantas (sem aplicacdo). Destas plantas, 20 foram escolhidas aleatoriamente para
obter as geraces G1 e G2 controle (sem selecdo).

A aplicacdo de cada subdose dos herbicidas foi realizada em uma populagdo média
de 186 plantas, distribuidas em trés bandejas. As plantas selecionadas em cada geracéo foram
transplantadas para vasos preenchidos com solo com capacidade de 500 mL e mantidas em
casa de vegetacdo para a producdo de sementes. Antes do florescimento, as plantas foram
isoladas com auxilio de estruturas de tecido, para evitar o fluxo génico entre as plantas dos
diferentes bidtipos. No estadio de maturidade, todas as sementes foram coletadas, secadas
em estuda de circulacdo de ar forcado a 40°C por sete dias e, posteriormente, armazenadas
em temperatura de 20°C. Esquema representativo dos ciclos de selecdo esta disposto na

Figura 1.
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FIGURA 1. Esquema representativo dos ciclos de aplicacdes de subdoses de cada herbicida,
avaliacdes de sobrevivéncia e selecdo de plantas sobreviventes para composicao
das geracGes G1 e G2 dos bidtipos MOST e CAMAQ. *Para obtencdo das
geracOes controles (G1 e G2 controle) ndo foi realizada a aplicacdo de
herbicidas.
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3.2.4 Curva de dose-resposta com as geragdes GO, G2 controle e G2 selecionada

Plantas de capim-arroz dos bidtipos MOST e CAMAQ das geragdes GO, G2 controle
e G2 selecionadas com os herbicidas fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen foram
submetidas a curva de dose-resposta com cada herbicida utilizado nas sele¢Ges das geracdes.
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial
3 x 8, com 4 repeticdes. O fator A foi composto pelas geracdes de selecdo GO, G2 controle
(ndo selecionada) e G2 selecionada com fenoxaprope ou com fenoxaprope + isoxadifen de
cada biétipo (MOST ou CAMAQ). O fator B foi composto pelas doses 0; 1,7; 3,4; 6,9; 13,8;
27,6; 55,2; 110,4 e 220,89 de fenoxaprope ou fenoxaprope + isoxadifen. As variaveis

avaliadas foram o controle visual aos 21 DAA; massa fresca e seca da parte aerea.

3.2.5 Caracterizacdo da evolucdo para resisténcia cruzada e multipla

A caracterizagdo da evolucdo da resisténcia cruzada e multipla foi realizada para 0s
herbicidas inibidores da enzima ACCase (fenoxaprope-p-etilico, fenoxaprope-p-etilico +
isoxadifen, diclofope-metilico, clodinafope-propargil, cialofope, setoxidim), inibidores da
enzima ALS (imazetapir, penoxsulam), inibidor da enzima EPSPS (glifosato), mimetizador
de auxina (quincloraque), inibidor do FSI (paraquate) e FSII (propanil). As geracdes GO e
G2 selecionadas com fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen foram tratadas com estes
herbicidas no estadio de trés a quatro folhas, nas doses descritas na Tabela 1. As doses foram
definidas a partir de experimentos prévios com aplicacfes de doses de 25, 50 e 75% da dose
recomendada de cada herbicida em quatro plantas de cada biétipo (dados ndo apresentados).
Cada herbicida foi aplicado em uma populacdo média de 49 plantas de cada geracéo,
distribuidas em bandejas preenchidas com solo. O nimero de plantas de capim-arroz
presentes em cada bandeja foi mensurado antes da aplicagdo dos herbicidas e 0 numero de

plantas sobreviventes foi mensurado aos 21 DAA.
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TABELA 1. Herbicidas e doses aplicadas em plantas de capim-arroz das geragdes GO e G2-
selecionada com os herbicidas fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen dos
biodtipos de capim-arroz MOST e CAMAQ, para a caracterizacdo de evolugdo
da resisténcia cruzada ou multipla.

. Dose . Dose aplicada
- . Mecanismo Adjuvante ha
Herbicida Produto comercial ™~ = " recomendada (0.5% VIv) (g ha”)
¢ (g ha) ' MOST CAMAQ
e oXAprope-p- Podium® EW  Inib, ACCase 69 . 1725 20
Fenoxaprope-p- Starice® Inib. ACCase 69 Aureo 1725 20
etilico + isoxadifen
Diclofope-metilico lloxan CE Inib. ACCase 852 Veget’Oil 298 298
Clodinafope- Topik® 240 EC  Inib. ACCase 24 Assist 18 9
propargil
Cialofope-butilico Clincher® Inib. ACCase 228 Veget’Oil 57 57
Setoxidim Poast® Inib. ACCase 184 Assist 92 92
Imazetapir Imazetapir Plus o 4 100 Dash 30 200
Nortox
Penoxsulam Ricer® Inib. ALS 48 Veget’Oil 48 48
Quincloraque Facet® Mim. auxina* 375 Assist 2625 375
Glifosato Roundup iy Epsps 740 - 370 185
Original Di
Paraquate Gramoxone®200 Inib. FSI 300 - 75 75
Propanil Stam 800 WG Inib. FSII 3600 - 3600 3600

* Mecanismo de inibigdo de parede celular em gramineas. Inib. ACCase — inibidor da enzima Acetil CoA Carboxilase;
Inib. ALS — Inibidor da enzima Acetolactato Sintase; Mim. auxina — mimetizador de auxina; Inib. EPSPS — inibidor da
enzima 5-enolpiruvato-chiquimato-3-fosfato-sintase; Inib. FSI e FSII — inibidor do fotossistema | e 11, respectivamente.

3.2.5.1 Caracterizacdo da evolucdo da resisténcia cruzada ou multipla por metabolizacdo

atraves de inibidores de metabolizacdo

Os tratamentos herbicidas que apresentaram maior diferenca significativa no teste
qui-quadrado (x?) da evolucdo da resisténcia cruzada da geracdo GO e G2 foram escolhidos
para realizar curvas de dose-resposta com e sem 0 uso do inibidor de metabolizagdo
malathion. Os herbicidas escolhidos para este estudo foram o quincloraque e diclofope para
0 biotipo MOST e quincloraque e cialofope para o bidtipo CAMAQ. Os experimentos foram
realizados em esquema trifatorial (3 x 2 x 8) em delineamento inteiramente casualizado. O
fator A foi composto pelas geragdes de sele¢cdo GO, G2 selecionada com fenoxaprope e G2
selecionada com fenoxaprope + isoxadifen. O fator B foi constituido pela aplicacdo ou ndo
do inibidor malathion e o fator C foi constituido por oito doses de cada herbicida. As doses
utilizadas para o herbicida quincloraque foram de 0; 18,75; 37,5; 75; 150; 225 (apenas para
MOST); 300; 375 e 750 g ha* (apenas para CAMAQ), para o herbicida diclofope foram de
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0; 21,3; 42,6; 85,2; 170,4; 340,8; 681,6; 852 g ha* e para o herbicida cialofope 0; 4,5; 9; 18;
36; 72; 144; 180 g ha. A aplicacio do inibidor malathion foi realizada duas horas antes da

aplicacdo das doses dos herbicidas na dose de 1000g ha™.

3.2.7 Andlise dos dados

O software estatistico R v.3.5.3 foi utilizado para a analise dos dados (R Core Team,
2019). Os dados obtidos dos experimentos de curvas de dose-respostas foram submetidos ao
teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e a analise de variancia (ANOVA) usando o pacote
Expdes.pt. Os comandos plot(fitted(x)), resid (x) e ggnorm do pacote drc foram utilizados
para verificacdo da distribuicdo da normalidade dos residuos. Os dados foram ajustados pelo
modelo log-logistico de 4 parametros utilizando o comando modelFit (Ritz et al., 2015). As
doses dos herbicidas que causaram reducdo de 50% no controle visual (Cso) e reducéo de

50% na massa fresca ou seca da parte aérea (GRso) foram estimadas utilizando o modelo:

d—c
+ 1 + exp[b(logx — loge)]

y=¢

onde: ¢ e d sdo as assintotas de minima e maxima resposta da curva, b € a inclinacdo da
curva, e é a dose que causa 50% de reducdo na resposta de y (Cso ou GRsp) € x € a dose do
herbicida. Quando as doses nao foram suficientes para o controle de 100% das plantas, 0 Cso
foi calculado substituindo o valor de y por 50. A diferenca entre 0 comportamento das curvas
entre os herbicidas fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen nos experimentos foi calculada
através do fator de resisténcia (FR). A diferenca estatistica entre os FR das varidveis controle
aos 21 DAA (Cso), massa fresca da parte aérea (GRso) € massa seca da parte aérea (GRso)
foram calculadas utilizando o comando EDcomp do pacote drc. Os graficos foram realizados
utilizando o pacote ggplot2 (Wickham, 2016) e os intervalos de confianca de cada curva
foram calculados através do comando predict e plotados em toda a curva, conforme
recomendado por Ritz et al. (2015). Os dados de percentagem de controle foram
transformados em v/x + 0,5.

A analise estatistica para inferir sobre possivel evolucdo da resisténcia cruzada ou
multipla foi realizada pela quantificacdo da diferenca de percentagem de sobreviventes entre
as geracOes GO e G2 selecionada com fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen de ambos
biotipos de capim-arroz MOST e CAMAQ. Os valores de sobrevivéncia foram submetidos

a andlise do teste ¥>. A hipotese nula foi que a sobrevivéncia esperada de capim-arroz ap6s
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a aplicacdo de cada herbicida testado seria igual nas geracbes GO e G2 selecionada.
Comparacdo entre as proporcdes de sobrevivéncia da GO e G2 selecionada foi realizada pelo
teste de qui-quadrado de heterogeneidade proposto por Busi e Powles (2017), utilizando o
software estatistico R com o comando prop.test, a 5% de probabilidade de erro. Os comandos
utilizados para todas as anélises estatisticas descritas acima estdo dispostos no Apéndice 1.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Definicéo de subdoses

A interacdo entre os fatores herbicida (formulado ou ndo com isoxadifen) e doses foi
significativa para as variaveis controle aos 21 DAA, massa fresca e massa seca para ambos
bidtipos de capim-arroz (Apéndice 2). Os dados obtidos foram ajustados ao modelo logistico
de quatro parametros. O controle dos biotipos de capim-arroz (Figura 2A e B) foi maior que
90% com 27,6 g de fenoxaprope (40% da dose recomendada), mesmo usando fenoxaprope
formulado com isoxadifen. Isto caracteriza que ambos 0s bidtipos sdo suscetiveis a este
herbicida. O valor de Cso para MOST usando fenoxaprope sem protetor foi de 15,29 e de
18,1g quando formulado com o protetor isoxadifen (Tabela 2). Esse resultado demonstra
pequeno efeito do protetor no controle do bidtipo, apresentando um fator de resisténcia de
1,19. Para o biétipo CAMAQ néo foi verificada diferenca significativa no uso do protetor
isoxadifen formulado com o herbicida fenoxaprope para a variavel controle visual, embora
o valor de Cso tenha sido maior quando usado fenoxaprope formulado com o protetor (18,99)
comparando com apenas o ingrediente ativo (16,9 g) (Tabela 2).

As variaveis massa fresca (Figura 2B e C) e massa seca da parte aérea (Figura 2D e
E) apresentaram comportamento semelhante para ambos os bidtipos. A reducdo destas
variaveis foi de aproximadamente 100% quando comparado com o tratamento controle com
a dose de 27,6 g de fenoxaprope com ou sem isoxadifen (Tabela 2). No entanto, verifica-se
que a reducdo destas variaveis para o bidtipo CAMAQ foi menor nas doses iniciais quando
usado o herbicida fenoxaprope formulado com o protetor. Esse resultado € verificado
analisando o valor de GRso deste bidtipo para as varidveis massa fresca e seca da parte aérea
(Tabela 2). A adicdo do protetor isoxadifen aumentou 0 GRso da massa fresca da parte aérea
de 7,1 g para 12,0g de fenoxaprope, apresentando valor significativo do FR de 1,6 (Tabela
2). Isso ocorreu também para o valor de GRsp relacionado a variavel massa seca, aumentando
a dose de 11,79 para 15,9g quando usado isoxadifen, proporcionando valor significativo do
FR de 1,3 (Tabela 2).
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FIGURA 2. Controle visual aos 21 DAA (%) (A e B), massa fresca (% do controle) (C e D)
e massa seca da parte aérea (% do controle) (E e F) dos bidtipos de capim-arroz
MOST (A, C e E) e CAMAQ (B, D e E) em relacdo a aplicagdo do herbicida
fenoxaprope com e sem o protetor isoxadifen. Intervalo de confianca de 95% de
probabilidade esta representado na cor cinza para cada curva.

Os biotipos MOST e CAMAQ foram caracterizados como suscetiveis aos herbicidas
fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen. A adicdo do protetor isoxadifen apresentou
pequeno efeito apenas em subdoses (Figura 2), principalmente nas variaveis massa fresca e
seca da parte aérea para o bidtipo CAMAQ (Tabela 2). Outros protetores associados com
herbicidas causaram também uma diminuicdo da sensibilidade de plantas daninhas pelo

herbicida. Populagdes de Lolium sp. apresentaram reducdo de até 44 % no controle para o
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herbicida piroxsulam e iodosulfuron + mesosulfuron com os protetores cloquintocet e
mefenpir, respectivamente (Duhoux et al., 2017b). Dentre outros protetores, isoxadifen e
cloquintocet associados com o herbicida topramezone diminuiram o controle de Agrostis
stolonifera em analise de curva de dose-resposta (Elmore et al., 2015). O controle de
Alopecurus myosuroides foi reduzido pelo herbicida fenoxaprope devido a associa¢do dos
protetores fenclorazole e mefenpir (Cummins et al., 2009). Essa diminuicao da sensibilidade
quando utilizado protetores associados aos herbicidas esta relacionada com um aumento da
metabolizacdo induzida pelos protetores (Rosinger et al., 2014), o que também pode explicar
0s resultados obtidos neste experimento.

A partir destes resultados, a maior dose de cada herbicida que ndo apresentou
controle total das plantas e mais duas maiores foram utilizadas para a selecéo das geracdes
das plantas de capim-arroz e para analise da sobrevivéncia. Para o biétipo MOST as doses
escolhidas foram 13,8; 17,25 e 20,79 de fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen (20, 25 e
30 % da dose recomendada) e para o bidtipo CAMAQ 6,9; 13,8 e 20,79 de fenoxaprope e

fenoxaprope + isoxadifen (10, 20 e 30 % da dose recomendada).

TABELA 2. Parametros da equacdo logistica e fator de resisténcia (FR) para as variaveis
controle visual aos 21 DAA, massa fresca e massa seca da parte aérea para 0S
bidtipos de capim-arroz MOST e CAMAQ submetidas as diferentes doses dos
herbicidas fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen.

. . Cso ou GRso
Bidtipo Herbicida b c Dose (g hal)  IC FR
------------------ controle aos 21 DAA------------------
MOST fenoxapr_ope _ -38 24 998 15,2 +1,6 -
fenoxaprope + isoxadifen -7,1 2,7 99,7 18,1 +1,1 1,19
fenoxaprope -3,8 6,45 100,8 16,9 +1,3 -
CAMAQ fenoxaprope + isoxadifen -6,5 7,73 99,1 18,9 +18 112
-------------- massa fresca da parte aérea-------------
MOST fenoxapfope _ 39 067 928 16,8 14 -
fenoxaprope + isoxadifen 5,6 0,73 90,5 16,7 +15 0,99
fenoxaprope 15 -02 934 7,1 12,2 -
CAMAQ  fenoxaprope + isoxadifen 2,09 -2.14 949 120 23 1,69*
--------------- massa seca da parte aérea---------------
MOST fenoxapr_ope _ 47 26 937 11,5 +0,8 -
fenoxaprope + isoxadifen 25 0,3 944 12,9 +12 112
fenoxaprope 16 -43 0916 11,7 2,8 -
CAMAQ fenoxaprope + isoxadifen 56 0,2 89,6 15,9 +1,7 1,36*

b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; Cso: dose do herbicida que causa reducéo de 50%
da variavel controle; GRso: dose do herbicida que causa reducdo de 50% da variavel massa fresca ou massa
seca da parte aérea; IC: intervalo de confianca do parametro Cso ou GRso (0=0,05); FR: fator de resisténcia =
Cso 0u GRsg do biotipo tratado com fenoxaprope + isoxadifen/Cso ou GRso do biotipo tratado com fenoxaprope.
*p<0,05
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3.3.2 Sobrevivéncia das geracfes GO, G1 e G2 dos bidtipos de capim-arroz

A sobrevivéncia das plantas da geracdo GO e G1 para o bidtipo MOST foi maior
quando a aplicagdo do herbicida fenoxaprope foi associada com o protetor isoxadifen
(Tabela 3). Para a geracdo G2, a aplicacdo de fenoxaprope com isoxadifen proporcionou
maior controle nas plantas deste bi6tipo. Este resultado é observado pela sobrevivéncia de
6,8% de plantas ap0s aplicacdo de fenoxaprope + isoxadifen comparado com sobrevivéncia
de 22,9% ap0s aplicagdo de fenoxaprope na dose de 20,7g (Tabela 3). Em geral, houve
maior sobrevivéncia das plantas de capim-arroz nas geracfes G2 selecionadas com ambos

os herbicidas.

TABELA 3. Sobrevivéncia das geracdes GO, G1 e G2 do biétipo MOST em relacdo a
aplicacdo de subdoses do herbicida fenoxaprope associado ou ndo ao protetor

isoxadifen.
Herbicida G Dose aplicada (g ha™) Plgntas Sobrevivéncia Plgntas
(% dose recomendada) aplicadas (%) selecionadas
0 13,8 (20) 149 10,9 15
0 17,25 (25) 172 3,4 -
0 20,7 (30) 158 1,2 -
1 13,8 (20) 208 27,0 -
Fenoxaprope 1 17,25 (25) 233 10,3 15
1 20,7 (30) 247 0,0 -
2 13,8 (20) 208 56,7 -
2 17,25 (25) 191 42,6 -
2 20,7 (30) 163 22,8 -
0 13,8 (20) 165 19,6 -
0 17,25 (25) 173 13,8 15
0 20,7 (30) 159 2,4 -
Fenoxaprope 1 17,25 (25) 140 17,6 15
. . 1 20,7 (30) 100 1,0 -
+ isoxadifen
1 24,15 (35) 112 0,0 -
2 13,8 (20) 186 35,7 -
2 17,25 (25) 172 24,2 -
2 20,7 (30) 176 6,8 -

*Geragoes de selecio.

As plantas selecionadas tanto com fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen do
biotipo CAMAQ apresentaram aumento de sobrevivéncia em relagdo a GO (Tabela 4). A
adicéo de isoxadifen na aplicacdo de fenoxaprope proporcionou maior sobrevivéncia para

este bidtipo. Na geracdo G2 quando aplicado 27,69 de fenoxaprope + isoxadifen houve
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sobrevivéncia de 5,4% de plantas em comparagao com 0,42 % de sobrevivéncia na aplicagdo
apenas de fenoxaprope (Tabela 4). A maior sobrevivéncia de plantas daninhas apds a
aplicacdo de herbicida formulado com protetor também foi verificada com a espécie Lolium
sp. O protetor cloquintocet foi responsavel pelo aumento de sobrevivéncia de 0,0% para 28%
de Lolium sp. apds a aplicacdo de piroxsulam (Duhoux et al., 2017b). Estes resultados
demonstram a existéncia de aumento da sobrevivéncia de capim-arroz apos aplicagdes de

subdoses de fenoxaprope, principalmente quando associado com isoxadifen.

TABELA 4. Sobrevivéncia das geragdes GO, G1 e G2 do biétipo CAMAQ em relagdo a
aplicacdo de subdoses do herbicida fenoxaprope associado ou ndo ao protetor
isoxadifen.

Herbicida G Dose aplicada (g ha')  Plantas  Sobrevivéncia Plantas

(% dose recomendada) aplicadas (%) selecionadas
0 6,9 (10) 169 86,5 -
0 13,8 (20) 179 36,4 15
0 20,7 (30) 163 5,6 -
1 13,8 (20) 230 12,4 15
Fenoxaprope 1 20,7 (30) 218 1,4 -
1 27,6 (40) 232 0,0 -
2 13,8 (20) 235 52,0 -
2 20,7 (30) 258 8,5 -
2 27,6 (40) 234 0,4 -
0 6,9 (10) 182 93,3 -
0 13,8 (20) 176 33,3 15
0 20,7 (30) 183 2,7 -
1 13,8 (20) 223 15,6 -
ieggizgz;’sﬁ 1 20,7 (30) 212 1,8 4
1 27,6 (40) 224 1,3 -
2 13,8 (20) 316 23,6 -
2 20,7 (30) 196 7,2 -
2 27,6 (40) 211 54 -

*Geragoes de selecio.

A maior sobrevivéncia de plantas apds aplicacbes de subdoses de herbicidas, como
ocorrido no presente trabalho, independente da presenca do protetor em conjunto com o
herbicida, ocorre devido ao ganho de metabolizacdo por enzimas de detoxificacdo (Neve e
Powles, 2005a; Powles e Yu, 2010). As plantas contém genes codificantes de enzimas de
detoxificacdo que, mesmo sendo suscetiveis, apresentam capacidade de metabolizar
herbicida quando aplicados em doses baixas (Yu e Powles, 2014). Este aumento da

sobrevivéncia nas plantas esta provavelmente sendo ocasionado pela maior capacidade de
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metabolizacdo por enzimas do citocromo P450, GST, GT entre outras (Yu et al., 2013). Os
protetores agem ativando estes genes de metabolizacdo, o que pode ter ocorrido nas geracoes

selecionadas com fenoxaprope associado ao protetor isoxadifen do bidtipo CAMAQ.

3.3.3 Curvas de dose-resposta com as geracfes GO, G2 controle e G2 selecionada

A interacdo entre os fatores geracdo e dose dos herbicidas fenoxaprope ou
fenoxaprope + isoxadifen foram significativas para as variaveis controle visual aos 21 DAA,
massa fresca e massa seca da parte aérea para os biotipos MOST e CAMAQ (Apéndice 3).
O controle das plantas de capim-arroz do bidtipo MOST e CAMAQ da geracdo G2
selecionada com fenoxaprope foi significativamente menor em relagdo as plantas das
geragdes GO e G2 controle apds aplicacdo de doses de fenoxaprope (Figura 3, 4, 5A e C).
Do mesmo modo, o controle de plantas da geracdo G2 selecionada com fenoxaprope +
isoxadifen foi reduzido apds aplicacdo deste herbicida para ambos os biotipos estudados
(Figura 3, 4, 5B e D).

G2 selecionada G2 selecionada com
com fenoxaprope § fenoxaprope + isoxadifen

Fenoxaprope (g ha') Fenoxaprope + isoxadifen (g ha)
FIGURA 3. Representacdo das curvas de dose-resposta com as gera¢des do biétipo MOST
das plantas GO (A, B), G2 controle (C e D) e G2 selecionada com fenoxaprope
(E) e G2 selecionada com fenoxaprope + isoxadifen (F) em relacdo a aplicacdo
dos herbicidas fenoxaprope (A, C e E) e fenoxaprope + isoxadifen (B, D e F).
Fotos aos 21 DAA.
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G2 selecionada com
fenoxaprope, + isoxadifen

G2 selecionada
com fenoxaprope

Fenoxaprope (g ha™) Fenoxaprope + isoxadifen (g ha)
FIGURA 4. Representacdo das curvas de dose-resposta com as geracoes do biétipo CAMAQ
das plantas GO (A, B), G2 controle (C e D) e G2 selecionada com fenoxaprope
(E) e G2 selecionada com fenoxaprope + isoxadifen (F) em relacdo a aplicacéo
dos herbicidas fenoxaprope (A, C e E) e fenoxaprope + isoxadifen (B, D e F).
Fotos aos 21 DAA.

A dose para reduzir 50% a variavel controle visual para o bi6tipo MOST ap6s
aplicacio de fenoxaprope foi de 8,8 g ha* para GO e de 20,1 g ha* para G2 selecionada com
fenoxaprope, resultando em FR significativo de 2,3 (Tabela 5). Para o herbicida fenoxaprope
+ isoxadifen, o mesmo resultado foi verificado, embora em maior propor¢do. O Cs, da GO
foi de 4,6 g ha! e da G2 selecionada com fenoxaprope + isoxadifen foi de 15,1 g ha®,
resultando em FR maior de 3,3 (Tabela 5). O valor de Cs da GO e G2 controle do biétipo
CAMAQ foi entre 8,2 € 9,6 g ha® para a aplicacdo de ambos os herbicidas. O valor de Cso
para a geracdo G2 selecionada com fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen aumentou para
18,3 e 17,5 g ha’l, respectivamente. Essas doses comparadas com a Cso das geracdes GO
resultaram em FR significativo de 2,2 e 1,8, respectivamente para G2 selecionada com
fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen, demonstrando reducdo do controle nas plantas das

geracOes selecionadas (Tabela 5).
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FIGURA 5. Controle visual aos 21 DAA (%) das plantas das geracGes de selecdes dos
bidtipos de capim-arroz MOST (A e B) e CAMAQ (C e D) em relacdo a
aplicacdo do herbicida fenoxaprope (A e C) e fenoxaprope + isoxadifen (B e
D). Intervalo de confianca de 95% de probabilidade esta representado na cor
cinza para cada curva.

A massa fresca da parte aérea apresentou resultados similares. As plantas da geracdo
G2 selecionadas com fenoxaprope dos biétipos MOST e CAMAQ (Figura €A e C) atingiram
o valor de GRso nas doses de 16,8 e 16,1 g ha™t e as plantas da geragdo GO nas doses de 8,0
e 7,9 g hal, respectivamente para os bi6tipos (Tabela 6). Os fatores de resisténcia para
MOST e CAMAQ foram de 2,1 e 2,0, respectivamente. Para o herbicida fenoxaprope +
isoxadifen verificou-se que o fator de resisténcia para o biotipo MOST foi maior. Para este
bidtipo a dose que atingiu 0 GRsp da geracdo GO e G2 controle e G2 selecionado com
fenoxaprope + isoxadifen foi de 5,8 e 8,3, e 13,1 g hal, respectivamente, resultando em FR
de 2,4 em relacdo a GO. Resultado similar ocorreu para o biétipo CAMAQ, em que as plantas
da geracdo G2 selecionadas com fenoxaprope + isoxadifen apesentaram FR de 1,9 (Tabela
6).

A variavel massa seca da parte aérea apesentou resultados similares aos da variavel
massa fresca descritos acima (Apéndice 4). As geracGes G2 que foram selecionadas tanto

com o herbicida fenoxaprope quanto com fenoxaprope + isoxadifen apresentaram valores de
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GRso da massa seca maiores do que as geracdes GO e G2 controle para ambos os bidtipos,

resultando em FR significativos (Apéndice 4).

TABELA 5. Parametros da equacgdo logistica e fator de resisténcia (FR) para a variavel
controle visual aos 21 DAA das plantas de capim-arroz MOST e CAMAQ das
geracbes GO (ndo selecionada), G2 controle (ndo selecionada) e G2
selecionadas submetidas as diferentes doses de fenoxaprope e fenoxaprope +

isoxadifen.
- Cso
Bidtipo Geracédo Herplmda b C d Dose FR
aplicado . IC
(g ha™)
GO -66 32 1000 88 05 -
G2 controle f -229 53 99,1 75 64 08
G2 selecionada com enoxaprope
-39 26 1002 20,1 #1,0 2,3*
fenoxaprope

MOST GO -6,1 -0,1 100,0 46 02 -
G2 controle -49 16 100,1 8,2 0,3 1,8*

G2 selecionada com fepoxapr_ope
+ isoxadifen
fenoxaprope + -39 39 1008 151 0,6 3,3*
isoxadifen
GO -6,2 3,5 100,0 82 +02 -
- GIZC_ontrgIe fenoxaprope -6,8 4,9 100,0 92 06 1,1
ieec'onaacom 65 05 100 183 +0,7 2.2
enoxaprope

CAMAQ GO -81 12 998 95 04 -

GZc_ontroIe fenoxaprope -59 1,9 100,0 86 05 0,9
G2 selecionada com + isoxadifen
fenoxaprope + -63 1,7 999 17,5 0,7 1,8*
isoxadifen

b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; Cso: dose do herbicida que causa reducéo de 50%
da variavel controle; IC: intervalo de confianga do parametro Cso (0=0,05); FR: fator de resisténcia = Csp da
G2 controle (ndo selecionada) ou G2 selecionada/Cso da GO (ndo selecionada) dentro de cada bidtipo e
herbicida. *p<0,05 pelo teste F.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que o controle das geragoes
G2 de ambos os bidtipos selecionadas com os herbicidas fenoxaprope associado ou ndo com
o protetor isoxadifen, foi menor e significativo em comparacgéo as plantas da geracdo GO e
G2 néo selecionada. A sobrevivéncia de plantas daninhas a partir do uso de subdoses de
herbicidas proporciona a diminuicdo do controle das suas progénies (Neve e Powles, 2005b).
Isto ocorre pelo fato de que a aplicacdo de subdoses de herbicida age na varia¢do genética
da populacdo de plantas daninhas, permitindo a sobrevivéncia de plantas que apresentam
capacidade de metabolizar pequenas doses (Busi et al., 2013). O estudo de Busi et al., (2013)

foi um dos primeiros a avaliar a evolugdo da resisténcia aos herbicidas em fungédo de
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subdoses ao longo de geracdes de selecdes. Esse estudo avaliou apenas a sobrevivéncia das

plantas e as avalia¢fes de crescimento ndao foram apresentadas.
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FIGURA 6. Massa fresca da parte aérea (% do controle) das plantas das geracdes de selecdes
dos biotipos de capim-arroz MOST (A e B) e CAMAQ (C e D) em relagédo a
aplicacdo do herbicida fenoxaprope (A e C) e fenoxaprope + isoxadifen (B e D).
Intervalo de confianca de 95% de probabilidade esta representado na cor cinza

para cada curva.

A capacidade marginal de metabolizar pequenas doses de herbicidas esta relacionada

a maior expressdo de genes de pequenos efeitos em plantas sobreviventes, que a partir de

cruzamentos poderdo recombinar alelos e empilhar essas caracteristicas para suas progénies

formando um carater poligénico (Yu e Powles, 2014). Essa maior metabolizacdo esta

relacionada principalmente & maior expressao de genes envolvidos na metabolizagdo como

os da familia P450 e GST (Yu e Powles, 2014). Em uma populacéo de plantas daninhas pode

existir grande diversidade na capacidade de metabolizacdo de herbicidas, embora, esta

caracteristica muitas vezes ndo seja suficiente para metabolizar os herbicida na dose

recomendada (Neve e Powles, 2005a). Assim, a selecdo de plantas com subdoses

proporciona o empilhamento dessas caracteristicas nas suas progénies que em poucas
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geracOes de selecdo aumentam a capacidade de metabolizar herbicidas (Neve e Powles,
2005b; Busi et al., 2016).

TABELA 6. Parametros da equacgdo logistica e fator de resisténcia (FR) para a variavel
massa fresca da parte aérea das plantas de capim-arroz MOST e CAMAQ das
geracbes GO (ndo selecionada), G2 controle (ndo selecionada) e G2
selecionada submetidas as diferentes doses de fenoxaprope e fenoxaprope +

isoxadifen.
.. GRso
Biotipo Geragao Herplmda c d Dose FR
aplicado (g ha') IC

GO 56 -01 862 80 0,7 -

G2 controle 71 06 925 85 10 10
G2 selecionada com fenoxaprope
58 0,1 918 168 15 2,1*
MOST fenoxaprope

GO 556 04 981 58 04 -
G2 controle fenoxaprope 66 0,1 925 83 0,8 14*
G2 selecwna_da com + isoxadifen 27 20 918 131 +13 24*

fenoxaprope + isoxadifen

GO 69 05 940 79 06 -

G2 controle 79 01 943 81 09 10
G2 selecionada com fenoxaprope
£ 68 15 968 16,1 1,2 2,0*
CAMAQ enoxaprope

GO 90 03 971 86 13 -

G2 controle fenoxaprope 6,0 -0,1 964 76 04 09

G2 seleaonqda com + isoxadifen 52 01 925 160 409 19*
fenoxaprope + isoxadifen
b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; GRso: dose do herbicida que causa reducdo de
50% da variavel controle; IC: intervalo de confianca do pardmetro GRso (0=0,05); FR: fator de resisténcia =
GRsp da G2 controle (ndo selecionada) ou G2 selecionada/Cso da GO (ndo selecionada) dentro de cada bi6tipo
e herbicida. *p<0,05 pelo teste F.

A velocidade de evolugdo da resisténcia aos herbicidas a partir da aplicagdo de
subdoses € diferente entre espécies de polinizacdo cruzada e autopolinizagdo. Como
observado no presente estudo, em duas geracOes de selecdo o FR foi de 2,3 até 3,3 quando
usada as subdoses de fenoxaprope ou fenoxaprope + isoxadifen em relacdo as plantas da
geracdo GO (Tabela 5). Embora o fator de resisténcia seja considerado baixo, esse aumento
de dose para atingir o Cs, nas geraces G2 selecionadas foi significativo. Nesse caso, vale
ressaltar que E. crus-galli é uma espécie autdgama e apresenta limitagcdes na recombinacéao
genética (Kreiner et al., 2018). Devido a isto, espera-se que a evolucao para resisténcia aos
herbicidas nessas espécies ocorra de forma mais lenta em comparacdo a uma espécie de
polinizacdo cruzada, que apresenta alto nivel de variacdo genética na populagdo inicial
(Kreiner et al., 2018). No entanto, em trabalhos com E. crus-galli foi verificado que a espécie

pode apresentar percentual de polinizacdo cruzada de até 5% quando as plantas estdo
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separadas por distancias menores que 0,25m (Bagavathiannan e Norsworthy, 2014). Esse
percentual de polinizacdo cruzada em espécies autdgamas pode ser ainda maior como forma
de resposta da planta a algum estresse ambiental ou de competicdo (Munoz et al., 2016),
como a aplicagéo de subdoses de herbicida no presente trabalho. As plantas selecionadas de
capim-arroz apés a aplicacdo das subdoses foram mantidas juntas para a multiplicacdo das
sementes. Portanto, pequeno percentual de cruzamento entre as plantas selecionadas de
capim-arroz ndo pode ser descartado e uma percentagem pequena de recombinacdo génica
pode ter acontecido. Apenas outro trabalho estudou a evolucgdo da resisténcia em espécie
autégama como a Avena fatua (Busi et al., 2016). Essa espécie, assim como E. crus-galli,
também é hexaploide e, a partir da selecdo com subdoses de diclofope, sua terceira geragédo
de selecdo apresentou menor controle resultando em fator de resisténcia de 2,3 (Busi et al.,
2013). Esse valor é considerado moderado quando comparado com a espécie de polinizacdo
cruzada Lolium rigidum selecionada com subdoses do mesmo herbicida, que apresentou
fator de resisténcia maior que 40 na mesma geracdo de selecdo (Busi et al., 2013; Busi et al.,
2016). Em ambos os estudos com L. rigidum e A. fatua foram avaliados apenas efeitos de
subdoses de herbicidas e a interacdo com protetores ndo foi estudada.

Os resultados obtidos indicam que E. crus-galli apresenta potencial para evoluir para
resisténcia através de selecdo de subdoses de herbicidas, no entanto, de forma mais lenta que
espécies alogamas. Espécies autdgamas apresentam baixa diversidade genética na populagédo
e a resisténcia ocorre devido o baixo nimero de eventos independentes que podem ocorrer
na populacéo inicial (Kreiner et al., 2018). Por isso, a resisténcia em espécies autdgamas é
comumente devido a caracteristica monogeénica, ou seja, caracteristica Unica ja presente na
populacdo inicial de plantas que esta sofrendo a pressao de selecdo (Busi et al., 2016; Kreiner
et al., 2018). Diferentemente ocorre em especies de polinizacdo cruzada, em que existe
grande variabilidade genética inicial e que a resisténcia aos herbicidas ocorre pelo maior
namero de eventos independentes dentro de uma populacéo (Kreiner et al., 2018). Somado
aisso, a evolucéo da resisténcia no capim-arroz verificado no presente trabalho pode também
estar atrelado a alguma regulacéo epigenética devido ao uso continuo de herbicidas (Markus
et al., 2017) e estudos avancados devem ser realizados para verificar estes efeitos.

O uso de subdoses do protetor isoxadifen com fenoxaprope na selecdo das geracoes
proporcionou reducdo da sensibilidade das plantas de capim-arroz do biétipo MOST na
geragdo G2 comparada com a selecdo apenas com fenoxaprope (Tabela 5 e 6). Para o bi6tipo
CAMAQ nao se verificou efeito diferente na diminuicdo do controle entre a selecdo das
geracbes com fenoxaprope associado ou ndo com protetor, embora houve diminuicéo

significativa da sensibilidade para as plantas G2 selecionadas com ambos os herbicidas em
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relacdo as geragdes GO e G2 controle. Isso demonstra que a especificidade do protetor ocorre
ndo apenas nas culturas (Rosinger, 2014), mas também em biétipos de plantas daninhas. O
protetor isoxadifen proporcionou aumento do fator de resisténcia provavelmente pela
ativacédo de genes que codificam enzimas envolvidas na defesa da planta, como por exemplo,
as citocromo P450, GST, GT e também proteinas transportadoras ABC (Powles e Yu, 2010;
Riechers et al., 2010; Duhoux et al., 2017b). O protetor isoxadifen ja foi identificado na
ativacdo de genes P450, GST e GT na cultura do milho na metabolizacdo de nicosulfuron
(Sun et al., 2017; Sun et al., 2018). Em outro estudo com milho foi verificado que o
isoxadifen aumenta a seletividade da cultura para os herbicidas foramsulfuron e iodosulfuron
(Paporisch e Rubin, 2017). Neste estudo, a aplicacdo do inibidor de P450 malathion
proporcionou fitotoxicidade na cultura pela aplicacdo dos herbicidas, indicando o possivel
efeito do isoxadifen na maior transcricdo de enzimas citocromo P450, o que pode ter
ocorrido no presente trabalho.

Os trabalhos sobre a utilizacdo de protetores em plantas daninhas se baseiam
praticamente em aplicacdes unicas do protetor associado ou ndo com o herbicida estudado.
O protetor isoxadifen foi caracterizado em aumentar a tolerancia de Agrostis stolonfera ao
herbicida pinoxaden em aplicagBes Unicas (Elmore et al., 2016). Em Alopercurus
myosuroides foi verificado que os protetores mefenpir-dietil e fenclorazole-etil aumentaram
a degradacao do herbicida fenoxaprope-p-etilico pela conjugacdo com glutationa (Cummins
et al., 2009). Os protetores cloquintocet e mefenpir foram identificados como sendo
responsaveis pelo menor controle de Lolium sp. pelos herbicidas piroxsulam e iodosulfuron
+ mesosulfuron em analise de curva de dose-resposta (Duhoux et al., 2017b). Os trabalhos,
em geral, identificaram o menor controle de plantas daninhas pelo uso de protetores. No
entanto, o presente estudo € o primeiro a relatar o efeito da selecéo de plantas daninhas com
subdoses do herbicida contendo protetor na sua formulagdo como um fator a mais a
proporcionar menor controle de plantas daninhas nas geragdes de selecdo, como ocorreu para
0 bidtipo MOST (Tabela 5 e 6).

A utilizacdo de subdoses de herbicidas em lavouras é praticamente inerente a pratica
de aplicacdo. As plantas podem receber subdoses devido a fatores diretos relacionados com
a reducdo deliberada da dose para baixar o custo de aplicacdo, ou indiretos, quando &
utilizada a dose recomendada, mas a ocorréncia de condi¢cbes ambientais inadequadas,
deficiente cobertura e estagio avancado de desenvolvimento da planta, resultam em menor
disponibilidade da quantidade do herbicida que efetivamente atinge a planta. Estes fatores
podem estar favorecendo a evolugéo da resisténcia e, possivelmente, de forma mais rapida

quando o herbicida apresenta protetor em sua formulagdo, como o presente trabalho. O
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protetor isoxadifen proporcionou menor controle das plantas da G2 selecionadas com o
protetor no bidtipo MOST, possivelmente, pela ativacdo de genes de detoxificacdo, as quais
no inicio da selecdo (GO) ndo apresentavam essas caracteristicas de pequenos efeitos de
metabolizacdo. ApOs selecBes, suas progénies apresentaram maior capacidade de
metabolizar o herbicida fenoxaprope em comparacao a utilizacdo apenas do fenoxaprope nas
mesmas etapas de selecdo. Este resultado ajuda a explicar a existéncia de bidtipos de capim-
arroz resistentes ao herbicida fenoxaprope associado ao protetor isoxadifen (Wright et al.,
2016). Cabe salientar que o maior efeito do protetor ocorreu no estudo de sobrevivéncia, que
é o fator mais importante em relacdo ao nivel de controle e crescimento. Nos estudos de
subdoses, a sobrevivéncia das plantas é a principal variavel a ser analisada pelo fato de
representar a capacidade de produzir sementes e infestar uma lavoura. Em relacao a isso, 0
protetor isoxadifen em subdoses também diminui o controle das plantas, proporcionando
maior nimero de plantas sobreviventes (Tabela 3 e 4).

3.3.4 Caracterizacdo da evolucgdo para resisténcia cruzada ou multipla

Este estudo consistiu da avaliagdo do efeito potencial da selegdo por fenoxaprope e
fenoxaprope + isoxadifen na evolugcdo da resisténcia a outros herbicidas inibidores da
ACCase e produtos de outros mecanismos de acdo. Dentre os herbicidas aplicados em
populacdo de plantas, para o biétipo MOST foi identificada diferenca nas propor¢des de
sobrevivéncia entre as geracdes para os herbicidas diclofope, quincloraque, glifosato e
paraquate (Tabela 7). Para as geracdes do biotipo CAMAQ foi verificada diferenca nas
sobrevivéncias para 0s herbicidas fenoxaprope, clodinafope, cialofope, penoxsulam,
quincloraque, paraquate e propanil (Tabela 8). N&o foi verificada diferenca na sobrevivéncia
de plantas entre as gera¢des GO e G2 selecionadas para os herbicidas setoxidim e imazetapir
(Tabela 7 e 8).
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TABELA 7. Sobrevivéncia das geracdes GO, G2 selecionada com fenoxaprope e G2

selecionada com fenoxaprope + isoxadifen do biétipo MOST em relacdo a
aplicagdo de herbicidas diferentes dos produtos utilizados na selecdo das
geracoes.

Dose (g ha®)

- u Plantas  Plantas 2
0 *
Herbicida (% dose Geracdo tratadas  sobr. (%) Y p
recomendada)
GO (ndo selecionada) 49 1(2,0) - 1
Fenoxaprope- 17,25 G2 selecionada com fenoxaprope 50 17 (34,0) 14,91 <0,001
il o .
p-etilico (25%) G? selec_lonada com fenoxaprope 49 2(4.1) 0 1
+ isoxadifen
FenOXanrone- GO (ndo selecionada) 52 0(0,0) - -
p—etiliréo E 17,25 G2 selecionada com fenoxaprope 40 2 (5,0) 0,82 0,363
o .
Isoxadifen (25%) G? selec_lonada com fenoxaprope 50 7 (14,0) 5,77 0,016
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 50 10 (20,0) -
Diclofope- 298 G2 selecionada com fenoxaprope 50 26 (52,0) 9,76 <0,001
o 0 .
metitico (35%) Gg selec_lonada com fenoxaprope 48 11 (22,9) 0,011 0,016
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 49 0(0,0) - -
Clodinafope- 9 G2 selecionada com fenoxaprope 50 0(0,0) - -
: 0 .
propargil (35%) Gg selec_lonada com fenoxaprope 49 0(0,0) ) )
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 45 0(0,0) - -
Cialofope- 57 G2 selecionada com fenoxaprope 49 1(2,0) <0,001 1
o o .
butilico (25%) Gg selec_lonada com fenoxaprope 50 1(2,0) <0001 1
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 45 0(0,0) - -
- 92 G2 selecionada com fenoxaprope 49 0(0,0) - -
Setoxidim .
(50%) G2 selecionada com fenoxaprope
‘ k 49 0(0,0) - -
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 47 0(0,0) - -
Imazetapir 30 G2 selecionada com fenoxaprope 48 1(2,1) <0,001 1
0 .
(30%) G? selec_lonada com fenoxaprope 57 1(1,7) <0,001 1
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 48 0(0,0) - -
48 G2 selecionada com fenoxaprope 47 0(0,0) - -
Penoxsulam .
(100%) G2 selecionada com fenoxaprope
- . 48 0 (0,0) - -
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 48 0(0,0) -

Quincloraque

262,5 G2 selecionada com fenoxaprope 46 35 (76,1) 54,97 <0,001
0 .
(70%) G2 selecionada com fenoxaprope 50 25 (50,0) 20 64 <0,001

+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 48 3(6,2) - -
. 370 G2 selecionada com fenoxaprope 45 19 (42,2) 14,7 <0,001
Glifosato (50%) G2 selecionada com fenoxaprope
 Select prop 45  30(66,6) 34,41 <0,001
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 50 12 (24,0) - -
75 G2 selecionada com fenoxaprope 47 1(2,1) 8,19 0,004
Paraquate (25%) G2 selecionada com fenoxaprope
- . 50 1(2,0) 8,84 0,002
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 50 24 (48,0) - -
. 3600 G2 selecionada com fenoxaprope 51 23 (45,1) 0,008 0,926
Propanil (100%) G2 selecionada com fenoxaprope
- . 48 14 (29,2) 2,90 0,088
+ isoxadifen

*Valor p indica a probabilidade de rejeitar a hipétese nula (hipétese nula = sem diferenca entre a geragdo GO
(parental) e as geracfes G2 (G2 selecionada com fenoxaprope ou fenoxaprope + isoxadifen). Plantas sobr.:
plantas sobreviventes.
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TABELA 8. Sobrevivéncia das geragdes GO, G2 selecionada com fenoxaprope e G2
selecionada com fenoxaprope + isoxafiden do biétipo CAMAQ em relagédo a
aplicacdo de herbicidas diferentes dos produtos utilizados na selecdo das

geracoes.

Dose (g hat)

Plantas

.. 0 ~ 2 *
Herbicida recg r/; edr:)dsgda) GeracOes Plantas tratadas sobr. (%) X p
GO (ndo selecionada) 49 1(2,0) - -
Fenoxaprope-p- 20 G2 selecionada com fenoxaprope 50 8 (16,0) 4,26 0,038
oo 0 .
etilico (30%) G? selec!onada com fenoxaprope 49 17(347) 1531 <0,001
+ isoxadifen
EenOXanrone-n- GO (ndo selecionada) 50 3(7,5) - -
etiIiF():o E P 20 G2 selecionada com fenoxaprope 55 4(7,2) 0,001 0,99
o .
Isoxadifen (30%) G2 selecionada com fenoxaprope g 11(220) 406 0,043
+ isoxadifen
GO (néo selecionada) 37 19 (51,3) - -
Diclofope- 298 G2 selecionada com fenoxaprope 50 32 (64,0) 0,92 0,335
- 0 .
metilico (35%) Gg selec_lonada com fenoxaprope 54 22 (40,7) 061 043
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 42 11 (26,1) - -
Clodinafope- 9 G2 selecionada com fenoxaprope 48 16 (33,3) 0,25 0,612
! 0 .
propargil (35%) Gg selec_lonada com fenoxaprope 53 26 (49,0) 423 0039
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 40 2 (5,0) - -
Cialofope- 57 G2 selecionada com fenoxaprope 47 22 (46,8) 16,87 <0,001
o 0 .
butilico (25%) Gg selec_lonada com fenoxaprope 50 15 (30,0) 750 0,006
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 50 5(10,0) - -
Setoxidim 92 G2 selecionada com fenoxaprope 55 4(7,2) 0,02 0,88
0 .
(50%) G2 selec_lonada com fenoxaprope 51 9 (17.6) 067 041
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 50 50 (100,0) - -
Imazetapir 200 G2 selecionada com fenoxaprope 49 48 (97,9) 0,001 0,99
0 .
(20%) G? selec_lonada com fenoxaprope 50 49(980) 0,001 0,99
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 50 50 (100,0)
Penoxsulam 48 G2 selecionada com fenoxaprope 48 23 (47,9) 32,27 <0,001
0 .
(100%) G? selec_lonada com fenoxaprope 49 48(97.9) <0,001 0,99
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 43 2 (4,6) - -
Quincloraque 375 G2 selecionada com fenoxaprope 46 27 (65,8) 8,34 <0,001
0 .
(100%) G? selec_lonada com fenoxaprope 41 14(304) 3212 0,0038
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 40 16 (40,0) - -
Glifosato 185 G2 selecionada com fenoxaprope 49 25 (51,0) 0,67 0,41
o .
(25%) G? selec_lonada com fenoxaprope 50 33 (66,0) 205 008
+ isoxadifen
GO (néo selecionada) 39 5(12,8) - -
Paraquate 75 G2 selecionada com fenoxaprope 48 0(0,0) 4,37 0,03
g (25%) G2 selecionada com fenoxaprope
. . 50 0 (0,0 4,58 0,032
+ isoxadifen
GO (ndo selecionada) 46 33 (71,7) - -
Propanil 3600 G2 selecionada com fenoxaprope 46 22 (47,8) 4,52 0,033
P (100%) G2 selecionada com fenoxaprope
45 29 (64,4) 0,27 06

+ isoxadifen

*Valor p indica a probabilidade de rejeitar a hipdtese nula (hipotese nula = sem diferenca entre a geragdo GO
(parental) e as geracfes G2 (G2 selecionada com fenoxaprope ou fenoxaprope + isoxadifen). Plantas sobr.:
plantas sobreviventes



53

Inicialmente foi avaliada a resisténcia cruzada aos herbicidas inibidores da ACCase,
fenoxaprope, diclofope, clodinafope, cialofope e setoxidim. A sobrevivéncia da geracdo G2
selecionada com fenoxaprope apos aplicacdo desse herbicida para os bidtipos MOST e
CAMAQ foi de 34% e 16%, significativamente maior do que a geracdo GO (Tabela 7 e 8)
(Figura 7). Essa resposta corrobora os resultados encontrados no estudo de curva de dose-
resposta, em que a selecdo com este herbicida proporcionou aumento na tolerancia nas
plantas da G2 selecionadas. Além disso, houve menor controle da geracdo G2 de CAMAQ
selecionada com fenoxaprope + isoxadifen, possivelmente pelo efeito do protetor (Tabela
8). Os resultados foram semelhantes para o herbicida fenoxaprope aplicado com isoxadifen.
As geracOes G2 selecionadas com esse herbicida de ambos os biGtipos apresentaram
sobrevivéncia maior em relacdo a geracdo GO (Tabela 7 e 8) (Figura 8). Para o herbicida
diclofope observou-se que a dose aplicada de 298 g ha néo foi suficiente para controlar as
plantas. No entanto, as plantas da G2 selecionada com fenoxaprope no biétipo MOST
apresentaram maior sobrevivéncia, indicando potencial de evolugdo para resisténcia a esse
herbicida (Figura 9 e Tabela 7). Do mesmo modo, maior sobrevivéncia foi verificada ao
clodinafope nas plantas G2 selecionada com fenoxaprope + isoxadifen e, de forma mais
pronunciada, ao herbicida cialofope nas plantas da G2 selecionada com fenoxaprope e
fenoxaprope + isoxadifen no biétipo CAMAQ (Tabela 8 e Figura 10). Nao houve diferenca
na sobrevivéncia entre as geracdes apds a aplicacdo do herbicida setoxidim para ambos 0s
bidtipos de capim-arroz (Tabela 7 e 8).

A avaliacdo do potencial para evolucdo da resisténcia multipla foi avaliada em
relacdo aos herbicidas imazetapir, penoxsulam, quincloraque, glifosato, paraquate e
propanil. A aplicacdo da dose recomendada dos herbicidas inibidores da ALS imazetapir e
penoxsulam ndo proporcionaram o controle das plantas da geracdo GO do biétipo CAMAQ),
devido a este biotipo ser resistente por metabolizacéo a este mecanismo de agéo (Tabela 8).
No entanto, houve menor sobrevivéncia nas plantas da geragdo G2 quando foram
selecionadas com fenoxaprope. Este resultado indica uma reversdo da resisténcia ao
herbicida penoxsulam ap6s duas geracdes de selecdo com herbicida inibidor da ACCase. A
aplicacdo de fenoxaprope sem o protetor nas geracdes, possivelmente, selecionou diferentes
enzimas P450 e diminuiu a frequéncia de alelos dos genes codificantes de enzimas capazes
de metabolizar o penoxsulam. Este é o primeiro caso de reversao de resisténcia ao herbicida
através de seleco com subdoses de herbicida de mecanismo de agdo diferente. Estudos de

curva de dose-resposta deverdo ser realizados para verificar melhor este efeito.
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FIGURA 7. Representacdo da sobrevivéncia das geracGes de capim-arroz aos 14DAA em
relacdo a aplicacdo de 17,25 e 20 g ha™ de fenoxaprope para os bidtipos MOST
e CAMAQ, respectivamente. (A) MOST-G0 e MOST-G2 selecionada com
fenoxaprope; (B) MOST-GO e MOST-G2 selecionada com fenoxaprope +
isoxadifen; (C) CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2 selecionada com fenoxaprope; (D)
CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2 selecionada com fenoxaprope + isoxadifen.
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FIGURA 8. Representacdo da sobrevivéncia das geracOes de capim-arroz aos 14DAA em
relacdo a aplicacdo de 17,25¢g e 20g g ha de fenoxaprope + isoxadifen para os
bidtipos MOST e CAMAQ, respectivamente. (A) MOST-G0 e MOST-G2
selecionada com fenoxaprope; (B) MOST-GO e MOST-G2 selecionada com
fenoxaprope + isoxadifen; (C) CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2 selecionada com
fenoxaprope; (D) CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2 selecionada com fenoxaprope +
isoxadifen.
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Apos aplicagdo do herbicida quincloraque observou-se que a sobrevivéncia das
plantas das geracdes G2 selecionadas com fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen de
ambos os biodtipos foram significativamente maiores em comparacdo com a geracdo GO
(Tabela 7 e 8, Figura 11). Vale salientar que a dose de quincloraque aplicada para o bi6tipo
CAMAQ foi a recomendada (375g ha) e, mesmo assim, a sobrevivéncia foi de 65,8% e
30,4% das plantas G2 selecionadas com fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen,
respectivamente (Tabela 8).

O herbicida glifosato também apresentou menor controle nas plantas de capim-arroz
selecionadas com fenoxaprope associado ao protetor isoxadifen. Apds a aplicacdo de 370g
de glifosato observou-se que a sobrevivéncia da GO do bi6tipo MOST foi de apenas 6,2%
(Tabela 7). No entanto, a sobrevivéncia das geracfes G2 selecionadas foram maiores, com
42,2% de sobrevivéncia das plantas selecionadas com fenoxaprope e, de forma mais
pronunciada, de 66,6% das plantas selecionadas com fenoxaprope + isoxadifen (Tabela 7).
Embora a selecéo de plantas através de subdoses de glifosato possa evoluir para a resisténcia
a este herbicida, como indicado em Lolium rigidum (Busi e Powles, 2011), nenhum estudo
até o momento identificou o potencial para a evolucao da resisténcia ao herbicida glifosato
através da selecdo de plantas com subdoses de herbicidas de diferente mecanismo de agéo.
A selecdo de Raphanus raphanistrum com subdoses de 2,4-D e de Avena fatua com subdoses
de diclofope ndo indicam potencial para evolucdo da resisténcia cruzada ao glifosato
(Ashworth et al., 2016; Busi et al., 2016). No presente estudo, a selecdo com subdoses de
fenoxaprope + isoxadifen pode ter selecionado genes codificantes de transportadores de
tonoplasto envolvidos no sequestro do herbicida no vacuolo ou genes relacionados na menor
translocacdo do herbicida como ocorre em outras espécies (Peng et al., 2010; Moretti e
Hanson, 2017). No entanto, estudos moleculares devem ser realizados para comprovar tal

resposta, embora, outras possibilidades possam existir.
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relagdo & aplicacdo de 298 g ha' de diclofope para os bi6tipos MOST e
CAMAQ. (A) MOST-GO e MOST-G2 selecionada com fenoxaprope; (B)
MOST-GO0 e MOST-G2 selecionada com fenoxaprope + isoxadifen; (C)
CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2 selecionada com fenoxaprope; (D) CAMAQ-GO e
CAMAQ-G2 selecionada com fenoxaprope + isoxadifen.
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FIGURA 10. Representacdo da sobrevivéncia das gerac6es de capim-arroz aos 14 DAA em
relagdo a aplicacdo de 57 g ha' de cialofope para os bidtipos MOST e
CAMAQ, respectivamente. (A) MOST-GO e MOST-G2 selecionada com
fenoxaprope; (B) MOST-GO e MOST-G2 selecionada com fenoxaprope +
isoxadifen; (C) CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2 selecionada com fenoxaprope;
(D) CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2 selecionada com fenoxaprope + isoxadifen.
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FIGURA 11. Representacéo d
relagdo a aplicagdo de 262,59 e 375 g ha* de quincloraque para os bidtipos
MOST e CAMAQ, respectivamente. (A) MOST-G0 e MOST-G2 selecionada
com fenoxaprope; (B) MOST-G0 e MOST-G2 selecionada com fenoxaprope
+ isoxadifen; (C) CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2 selecionada com fenoxaprope;
(D) CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2 selecionada com fenoxaprope + isoxadifen.

O herbicida paraquate apresentou maior controle nas plantas de capim-arroz de
ambos os bidtipos que foram selecionadas com os herbicidas (Tabela 7 e 8), efeito contrario
ao observado para os demais herbicidas. A sobrevivéncia das plantas da geracdo G2 dos
bi6tipos MOST (Tabela 7) e CAMAQ (Tabela 8) foram iguais ou menores que 1,0% ap0és a
aplicacdo de 75 g ha'* de paraquate e para a geracdo GO de 24,0% e 12,8%, respectivamente,
para MOST e CAMAQ. Resultado similar também foi encontrado ap6s aplicacdo de
propanil. As plantas da G2 selecionadas com fenoxaprope do biétipo CAMAQ foram mais
sensiveis ao herbicida em relacdo a GO (Tabela 9).

Estudos de evolucdo para resisténcia cruzada através de subdoses de herbicidas ja
foram relatados em outras plantas daninhas, no entanto, sem a utilizacdo de protetor. Em
Avena fatua a selecéo a partir de subdoses com diclofope proporcionou 0 menor controle das
plantas apos a aplicagdo dos herbicidas inibidores da enzima ALS mesosulfuron e imazapir
+ imazapic (Busi et al., 2016). A selecéo de Amaranthus palmeri com subdoses de dicamba
reduziram o controle tanto para o dicamba como para o herbicida 2,4-D (Tehranchian et al.,
2017). Em outro estudo, a selecdo de plantas de Raphanus raphanistrum apos quatro
geracOes de selecdo usando subdoses de 2,4-D causaram aumento da tolerancia ao herbicida

e resisténcia multipla aos herbicidas inibidores da enzima ALS metosulam e clorsulfuron
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(Ashworth et al., 2016). No entanto, nenhum trabalho estudou o efeito da selecdo com
subdoses de herbicida formulado com protetor na evolucéo da resisténcia cruzada. Conforme
os resultados obtidos, a adicdo de protetor na selecdo de plantas de E. crus-galli
proporcionou potencial de evolugdo da resisténcia a outros herbicidas, proporcionando
menor controle para o herbicida glifosato para o biétipo MOST (Tabela 7) e ao clodinafope
para o biotipo CAMAQ (Tabela 8). No restante dos resultados ndo houve incremento de
sobrevivéncia das plantas selecionadas com fenoxaprope + isoxadifen. Pelo contrario, a
selecdo usando subdoses de fenoxaprope sem o protetor proporcionaram os menores controle
quando aplicados herbicidas de outros mecanismos de acdo. Isso fica evidente quando se
observa os dados de sobrevivéncia de MOST e CAMAQ ap0s a aplicacdo dos herbicidas

diclofope, cialofope e quincloraque (Tabela 7 e 8).

3.3.4.1 Caracterizacdo da evolugdo de resisténcia cruzada e mdaltipla por

metabolizacdo avaliada através de inibidores de enzimas P450

A partir dos resultados obtidos no experimento da caracterizacdo do potencial para
evolucdo da resisténcia cruzada ou multipla, os herbicidas quincloraque e diclofope para as
geracOes do biotipo MOST e quincloraque e cialofope para as gerac6es do biétipo CAMAQ,
foram escolhidos para realizar experimento de caracterizacdo da evolucao da resisténcia por

metabolizacdo através de curvas de dose-resposta utilizando inibidor de enzima P450.

3.3.4.1.1 Geracdes selecionadas dos bidtipos MOST e CAMAQ em resposta ao

quincloraque com inibidor de P450.

A interacdo tripla entre os fatores geracgdes, inibidor e doses do herbicida foi
significativa para a variavel controle visual aos 21 DAA e massa fresca da parte aérea para
ambos os bidtipos MOST e CAMAQ (Apéndice 5). Para o bi6étipo MOST, o controle das
plantas da G2 selecionadas tanto com fenoxaprope quanto fenoxaprope + isoxadifen foi
menor nas varidveis controle visual e massa fresca da parte aérea comparada com a GO
(Figura 12A e C). O valor de Cso e GRso foi de 103,0 e 37,2 g ha! de quincloraque para a
G2 selecionada com fenoxaprope e de 50,6 e 20,7 g ha® de quincloraque para a G2
selecionada com fenoxaprope + isoxadifen, respectivamente (Tabela 9). As plantas
selecionadas com fenoxaprope foram mais tolerantes ao quincloraque do que as plantas

selecionadas com fenoxaprope + isoxadifen. A aplicacdo do inibidor malathion reverteu o
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FR de 1,9 para 0,5 e de 1,5 para 0,6 nas plantas selecionadas com fenoxaprope, embora esse

efeito também tenha ocorrido nas plantas da GO de maneira menos expressiva (Tabela 9).
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FIGURA 12. Controle visual aos 21 DAA (%) (A e B) e massa fresca da parte aérea (% do
controle) (C e D) das plantas de capim-arroz das geragdes GO, G2 selecionada
com fenoxaprope e G2 selecionada com fenoxaprope + isoxadifen do biotipo
MOST em relacéo a aplicacdo do herbicida quincloraque sem (A e C) ou com
(B e D) a aplicacéo de 1000 g ha do inibidor malathion.

As plantas do bidtipo CAMAQ selecionadas com ambos os herbicidas foram menos
controladas pelo quincloraque em rela¢do a GO (Figura 13). Os baixos valores de Cso (27,5
g hal) e GRso (24,2 g hal) nas plantas da GO indicam a suscetibilidade do bidtipo ao
herbicida quincloraque antes dos ciclos de selecdo (Tabela 10). No entanto, a selecdo deste
biotipo com subdoses dos herbicidas fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen proporcionou
um aumento significativo na tolerancia ao quincloraque. Os valores de Cso e GRso foram de
186,6 e 263,0 g ha de quincloraque para as plantas selecionadas com apenas fenoxaprope
e de 165,9 e 168,6 g ha de quincloraque para as plantas selecionadas com fenoxaprope +
isoxadifen, respectivamente (Tabela 10). Os valores de FR em relagédo a variavel controle
visual foi de 6,9 e 5,8 para as plantas selecionadas com fenoxaprope e fenoxaprope +
isoxadifen, respectivamente, demonstrando o aumento da tolerancia ao quincloraque devido

as selecdes recorrentes com subdoses. Do mesmo modo como para o biétipo MOST, os
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valores de FR das varidveis avaliadas foram maiores para a geracdo G2 selecionada com
fenoxaprope comparada com a geracdo selecionada com fenoxaprope + isoxadifen,
indicando que a evolucdo para a resisténcia ao herbicida quincloraque € devido ao herbicida
e ndo ao protetor isoxadifen. A aplicacéo do inibidor malathion reverteu os valores dos FRs
e, em maior magnitude, na geracgdo selecionada com fenoxaprope + isoxadifen (Tabela 10).
Os resultados obtidos para o biétipo MOST e CAMAQ indicam que a evolugéo da tolerancia
ao herbicida quincloraque pode estar relacionada a metabolizagdo por enzimas P450. A
metabolizacdo de quincloraque foi maior no bidtipo CAMAQ (Tabela 10). Este biotipo
possui resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima ALS associada & metabolizacéo por
enzimas P450 (Matzenbacher et al., 2015), e assim, pode ser mais propenso em desenvolver

resisténcia por metabolizacdo aos outros herbicidas.

TABELA 9. Parametros da equacdo logistica e fator de resisténcia (FR) para as variaveis
controle visual aos 21 DAA e massa fresca da parte aérea das plantas de capim-
arroz das geragfes GO, G2 selecionada com subdoses de fenoxaprope e G2
selecionada com subdoses de fenoxaprope + isoxadifen do bi6tipo MOST
submetidas as diferentes doses de quincloraque com ou sem a aplicagdo de
1000 g ha* do inibidor malathion duas horas antes da aplicagdo do herbicida.

) Cso ou GRsp
x Malathion
Geracédo 1 B c d Dose FR
(1000 g ha'®) (g ha'd) IC
------------------ controle visual aos 21 DAA------------------
GO ndo selecionada sem -28 1,2 1017 52,8 +6,3 -
com -2,7 03 1008 31,3 39 0,6*
G2 selecionada com sem -10 06 1338 1030 52 1,9*
fenoxaprope com -26 -0,3 99,6 255 +32 0,5*
G2 selecionada com sem -12 06 1123 50,6 14,1 0,9
fenoxaprope + isoxadifen com -1,1 0,1 10572 189 49 0,3*
------------------ massa fresca da parte aérea------------------
GO ndo selecionada sem 13 49 996 24,7 39 .
com 19 -12 999 208 24 0,8*
G2 selecionada com sem 12 -87 999 372 75 15*
fenoxaprope com 18 -0,8 1000 152 +24 0,6*
G2 selecionada com sem 2,1 -0,5 1000 20,7 22 0,8*
fenoxaprope + isoxadifen com 31 01 1000 170 +15 0,7

b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; Cso: dose do herbicida que causa reducéo de 50%
da variavel controle; GRso: dose do herbicida que causa reducdo de 50% da variavel massa fresca da parte
aérea; IC: intervalo de confianga do pardmetro Cso ou GRsp (0=0,05); FR: fator de resisténcia = Cso ou GRsp
das geracdes G2 submetidas a aplicacdo dos tratamentos/Cso ou GRsp da geracdo GO tratada com quincloraque
sem aplicacdo prévia do inibidor. *p<0,05 pelo teste F.
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A resisténcia por metabolizacdo aos herbicidas é muito comum em biotipos de
capim-arroz (lwakami et al., 2014b; lwakami et al., 2015). Varios casos de resisténcia por
metabolizacdo aos herbicidas inibidores da enzima ALS e inibidores da enzima ACCase ja
foram relatados e, genes da familia citocromo P450 como CYP81A12, CYP81A21, CYP81A6
e também genes do tipo GST foram associados com o incremento de metabolizac&o
(lwakami et al., 2014a; Dalazen et al., 2018b). Recentemente, foi identificado que estes
mesmos genes apresentam capacidade de metabolizar herbicidas de cinco grupos quimicos
diferentes, tanto herbicidas inibidores da ALS, como também inibidores da ACCase, sendo
caracterizados como fortes candidatos na resisténcia multipla encontradas nessa espécie
(lwakami et al., 2019). Os efeitos do herbicida fenoxaprope em interacdo com o protetor
isoxadifen encontrados no presente trabalho em relacdo ao aumento da sobrevivéncia em
geracOes selecionadas com estes produtos (Tabela 7 e 8) e maior tolerancia a outros
herbicidas como quincloraque (Tabela 9 e 10, Figura 13) podem contribuir para a explicagao
da ocorréncia de resisténcia maltipla em E. crus-galli.

Diversos casos de resisténcia ao herbicida quincloraque em capim-arroz ja foram
relatados em varios paises (Lovelace et al., 2007; Malik et al., 2010; Yasuor et al., 2012;
Matzenbacher et al., 2015). Em alguns casos, a resisténcia ao herbicida quincloraque esta
associada com resisténcia aos inibidores da ALS e ACCase em capim-arroz (Eberhardt et
al., 2016). Embora ainda pouco conhecido, alguns trabalhos tentam elucidar o mecanismo
de resisténcia das plantas ao quincloraque. Um dos fatores que torna o entendimento da
resisténcia a esse herbicida dificultoso é o mecanismo de acéo diferente que apresenta em
gramineas. O quincloraque juntamente com o florpirauxifen sdo os unicos herbicidas
auxinicos com efeito em gramineas (Bell et al., 2019). Alguns estudos indicam que o
quincloraque age na inibicdo da sintese da parede celular em gramineas (Koo et al., 1997),
embora outros ndo verificaram tal efeito (Tresch e Grossmann, 2003). A agdo de
quinclorague como herbicida auxinico em gramineas € descartada uma vez que a
sintomatologia de epinastia ndo é verificada (Fipke e Vidal, 2016). O aumento da producgéo
de cianeto e etileno em gramineas é outro mecanismo proposto (Abdallah et al., 2006). A
acao do quinclorague em gramineas parece ser um conjunto de mecanismos, que juntos

levam a producdo de cianeto e etileno causando a morte das plantas (Fipke et al., 2016).
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FIGURA 13. Controle visual aos 21 DAA (%) (A e B) e massa fresca da parte aérea (% do
controle) (C e D) das plantas de capim-arroz das geracdes GO, G2 selecionada
com fenoxaprope e G2 selecionada com fenoxaprope + isoxadifen do bidtipo
CAMAQ em relacdo a aplicacdo do herbicida quincloraque sem (A e C) ou
com (B e D) a aplicagdo de 1000 g ha* do inibidor malathion.

A metabolizacdo do herbicida quincloraque ja foi identificada em outros trabalhos
como mecanismo de resisténcia apos a reversdo da sensibilidade ao herbicida a partir da
aplicacdo de inibidor malathion e PBO em bidtipos de capim-arroz (Matzenbacher et al.,
2015; Wright et al., 2018). A maior atividade da enzima p-cianoalanina sintase (f-Cas),
importante na degradacdo de cianeto, e também a maior expressdo do gene ECCAS,
codificante desta enzima, foram caracteristicas identificadas como responsaveis pela
resisténcia de bidtipos de E. crus-galli var. zelayensis ao herbicida quincloraque (Gao et al.,
2017). No entanto, ndo se tem conhecimento se a maior expressao desse gene ocorre devido
a uma mutacdo de ponto ou a outro fator que possa estar regulando. Embora o presente
trabalho ndo estudou a expressdo do gene e a atividade da enzima S-Cas, provavelmente a
evolucdo da resisténcia nos biotipos estudados esta associada a metabolizagdo por enzimas
de detoxificagdo como P450, GST, GT entre outras. Somado a isso, a possibilidade de que a
aplicacdo recorrente de fenoxaprope possa estar envolvida na regulacdo de p-Cas nédo €

descartada e estudos deverdo ser realizados para verificar tal efeito.
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TABELA 10. Parametros da equacéo logistica e fator de resisténcia (FR) para as variaveis
controle visual aos 21 DAA e massa fresca da parte aérea das plantas de
capim-arroz das geracdes GO, G2 selecionada com subdoses de fenoxaprope
e G2 selecionada com subdoses de fenoxaprope + isoxadifen do biotipo
CAMAQ submetidas as diferentes doses de quinclorague com ou sem a
aplicacdo de 1000 g ha* do inibidor malathion duas horas antes da aplicagio

do herbicida.
~ Malathion Cso 0u GRso
Geragio i b c d Dose FR
(1000 g ha) (g ha!) IC
------------------ controle visual aos 21 DAA------------------
. . sem -3,4 -1,0 96,54 27,5 *3,9 -
GO0 néo selecionada
com -3,6 2,6 100,6 42,1 +55 1,5*
G2 selecionada com sem -1,4 0,7 938 186,6  *356 6,8*
fenoxaprope com 2,7 30 936 184,0 £36,2 6,7*
G2 selecionada com sem -2,8 2,8 90,1 165,9 +30,7 6,0*
fenoxaprope + isoxadifen com 4,1 1,8 96,7 60,9 +8,2 22*
------------------ massa fresca da parte aérea------------------
G0 o selecionada sem 3,3 0,9 100,1 24,2 +4,1 -
com 1,4 26 99,6 18,9 +6,3 0,8
G2 selecionada com sem 1,1 -13,2 994 263,0 +324 10,8*
fenoxaprope com 1,0 -22,3 98,2 184,3 248 7,6*
G2 selecionada com sem 2,7 32 921 1686 +253 6,9%
fenoxaprope + isoxadifen com 3,2 1,3 941 54,3 93 2,2*

b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; Cso: dose do herbicida que causa reducéo de 50% da variavel
controle; GRso: dose do herbicida que causa redugdo de 50% da varidvel massa fresca da parte aérea; IC: intervalo de
confianca do parametro Cso ou GRso (¢=0,05); FR: fator de resisténcia = Cso ou GRso das geragdes G2 submetidas a
aplicacdo dos tratamentos/Cso ou GRso da gera¢do GO tratada com quincloraque sem aplicagdo prévia do inibidor. *p<0,05
pelo teste F.

3.3.4.1.2 Geragdes selecionadas do bidtipo MOST em resposta ao diclofope com
inibidor de P450.

A interagéo tripla entre os fatores geragdes, inibidor e dose do herbicida néo foi
significativa para as variaveis controle visual aos 21DAA e massa fresca da parte aérea
(Apéndice 5). Para ambas as variaveis, verificou-se interacdo significativa apenas entre os
fatores dose e inibidor e o fator geracdo ndo apresentou diferenca significativa em nenhuma
combinacdo para ambas as varidveis analisadas (Apéndice 5). Os resultados da ANOVA
demonstram que o controle das plantas da geracdo GO, G2 selecionada com fenoxaprope e
G2 selecionada com fenoxaprope + isoxadifen ndo diferiram apos aplicacdo das doses do
herbicida diclofope. Deste modo, a analise do experimento de curva de dose-resposta ndo

apresentou evolucdo para a resisténcia cruzada a esse herbicida nesse biotipo (Figura 14).
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FIGURA 14. Controle visual aos 21 DAA (%) (A e B) e massa fresca da parte aérea (% do
controle) (C e D) das plantas de capim-arroz das geracdes GO, G2 selecionada
com fenoxaprope e G2 selecionada com fenoxaprope + isoxadifen do biétipo
MOST em relacéo a aplicacdo do herbicida diclofope sem (A e C) ou com (B
e D) a aplicacdo de 1000g ha* do inibidor malathion.

O uso do inibidor malathion apresentou efeito no aumento do controle visual aos 21
DAA (Figura 14B) e na diminuicdo da massa fresca da parte aérea (Figural4D) das plantas
de todas as geracOes estudadas apos a aplicacdo de diclofope. Embora ndo tenha sido
obervado aumento da tolerdncia a este herbicida nas geracGes selecionadas com
fenoxaprope, o uso de malathion mostrou-se capaz de diminuir o FR para todas as geragoes
estudadas em comparacdo ao ndo tratamento previo das plantas com o inibidor (Tabela 11).
Os herbicidas inibidores da enzima ACCase, principalmente do grupo quimico dos
ariloxifenoxipropionatos, como o diclofope, sdo conhecidos pelo grande nimero de casos de
resisténcia através da metabolizacdo e pela evolucdo répida de resisténcia quando este
herbicida é utilizado nas sele¢cdes em subdoses (Neve e Powles, 2005a; Gaines et al., 2014;
Busi et al., 2016). No entanto, o estudo através de curva de dose-resposta com as geragoes
selecionadas com subdoses de fenoxaprope com ou sem a associagdo do protetor isoxadifen

ndo mostrou evolucdo para resisténcia ao diclofope. O efeito da maior tolerancia ao
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diclofope pelas plantas selecionadas esta associado apenas na maior sobrevivéncia de plantas
em aplicacbes de subdoses quando em populagbes maiores de plantas, como visto no

experimento de sobrevivéncia (Tabela 7).

TABELA 11. Parametros da equacdo logistica e fator de resisténcia (FR) para as variaveis
controle visual aos 21 DAA e massa fresca da parte aérea das plantas de
capim-arroz das geracdes GO, G2 selecionada com subdoses de fenoxaprope
e G2 selecionada com subdoses de fenoxaprope + isoxadifen do biotipo
MOST submetidas as diferentes doses de diclofope com ou sem a aplicacédo
de 1000 g ha! do inibidor malathion duas horas antes da aplicagdo do

herbicida.
. Cs0 ou GRso
x Malathion
Geracdo b C d Dose FR
(1000 g ha™) (g ha'd) IC
------------------ controle visual aos 21 DAA------------------
GO0 o selecionada sem -22 48 102,5 91,8 #136 -
com -39 -09 97,8 63,9 8,2 0,7*
G2 selecionada com sem 25  -23 100,6 64,3 13,2 0,7*
fenoxaprope com -28 -16 100,0 68,3 6,3 0,7*
G2 selecionada com sem -20 -16 100,5 878 79 09
fenoxaprope + isoxadifen com 28 14 100,9 780 92 0,8
------------------ massa fresca da parte aérea------------------
GO0 ndo selecionada sem 3,0 -0,4 95,4 778 #115 -
com 64 25 99,3 614 82 0,8
G2 selecionada com sem 31 -03 101,2 57,6 +149 0,7*
fenoxaprope com 42 0.2 94,0 69,2 90 0,9
G2 selecionada com sem 1,7 -18 101,5 66,2 9,3 0,8
fenoxaprope + isoxadifen com 25 -16 92,0 71,7 142 09

b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; Cso: dose do herbicida que causa reducao de 50%
da variavel controle; GRso: dose do herbicida que causa redugdo de 50% da variavel massa fresca da parte
aérea; IC: intervalo de confianca do pardmetro Cso ou GRsg (0=0,05); FR: fator de resisténcia = Csp 0u GRsg
das geracBes G2 submetidas a aplicagdo dos tratamentos/Cso ou GRso da geragdo GO tratada com diclofope sem
aplicacao prévia do inibidor. *p<0,05 pelo teste F.

3.3.4.1.3 Gerac0es selecionadas do biotipo CAMAQ em resposta ao cialofope com
inibidor de P450.

A interacdo tripla para os fatores geracdes, inibidor e doses do herbicida foi
significativa para as variaveis controle visual aos 21 DAA e massa fresca da parte aérea
(Apéndice 5). Os resultados da analise da ANOVA demonstram que existe comportamento

variavel entre as geracdes do bidtipo CAMAQ em relacéo a aplicacao de doses do herbicida
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cialofope, e que a utilizacdo do inibidor malathion modificou o comportamento das
variaveis.

O controle visual e a reducdo da massa fresca da parte aérea da geracdo GO foi
significativamente maior em relacdo a G2 selecionada com fenoxaprope e fenoxaprope +
isoxadifen (Figura 15A). Além disso, o valor do FR em relacéo a variavel controle visual foi
significativamente maior para as plantas da G2 selecionadas com o fenoxaprope (3,2) em
comparacao as plantas da G2 selecionadas com fenoxaprope + isoxadifen (1,6) (Tabela 12),
embora tenha ocorrido maior tolerdncia em ambas as populagdes selecionadas. Resultado
similar também foi verificado na anélise da variavel massa fresca da parte aérea (Figura
15C). O uso do inibidor malathion reverteu os valores do FR da varidvel controle visual das
plantas da G2 selecionadas com fenoxaprope de 3,2 para 0,6 e para as planta selecionadas

com fenoxaprope + isoxadifen de 1,6 para 0,7 (Tabela 13).
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FIGURA 15. Controle visual aos 21 DAA (%) (A e B) e massa fresca da parte aérea (% do
controle) (C e D) das plantas de capim-arroz das geragdes GO, G2 selecionada
com fenoxaprope e G2 selecionada com fenoxaprope + isoxadifen do biotipo
CAMAQ em relagdo a aplicacdo do herbicida cialofope sem (A e C) ou com
(B e D) a aplicacio de 1000g ha* do inibidor malathion.
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Os resultados obtidos demonstram a existéncia da evolucdo da resisténcia cruzada ao
herbicida cialofope para as plantas da G2 selecionadas tanto com fenoxaprope quanto com
fenoxaprope + isoxadifen. No entanto, a maior tolerancia ao cialofope foi verificada nas
plantas da G2 selecionadas com fenoxaprope (Tabela 12). O aumento do controle das
plantas da G2 selecionadas ap6s a aplicacdo prévia de malathion indica que, possivelmente,
a evolucdo para a resisténcia cruzada seja realizada por enzimas detoxificantes,

principalmente do citocromo P450.

TABELA 12. Parametros da equacdo logistica e fator de resisténcia (FR) para as variaveis
controle visual aos 21 DAA e massa fresca da parte aérea das plantas de
capim-arroz das geracdes GO, G2 selecionada com subdoses de fenoxaprope
e G2 selecionada com subdoses de fenoxaprope + isoxadifen do bidtipo
CAMAQ submetidos as diferentes doses de cialofope com ou sem a aplicacdo
de 1000 g ha! do inibidor malathion duas horas antes da aplicacdo do

herbicida.
) Cso ou GRsp
x Malathion
Geracao 1 b c d Dose FR
(1000 g ha™) (g ha')) IC
------------------ controle visual aos 21 DAA------------------
GO0 nio selecionada sem 3,7 -04 1009 27,9 +2,4 -
com -4,7 8,3 1004 20,8 +16 0,7*
G2 selecionada com sem -2,4 1,3 1230 90,6 21,8 3,2*
fenoxaprope com -3,0 3,3 1014 18,2 +1,8 0,6*
G2 selecionada com sem -5,2 0,7 100,3 44,7 +39 1,6*
fenoxaprope + isoxadifen com -39 113 1010 220 +19 0,7
------------------ massa fresca da parte aérea------------------
GO ndo selecionada Sem 36 -10 950 229 34 -
com 1,6 -49 92,2 14,5 53 0,6*
G2 selecionada com sem 2,2 0,0 94,0 479 #115 2,1*
fenoxaprope com 1,6 -2,3 98,8 8,8 +2,3 0,4*
G2 selecionada com sem 4,1 -0,6 90,1 40,7 54 1,8*
fenoxaprope + isoxadifen com 1,0 -9,7 98,0 104 +#43 04*

b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; Cso: dose do herbicida que causa reducéo de 50%
da variavel controle; GRso: dose do herbicida que causa reducdo de 50% da variavel massa fresca da parte
aérea; IC: intervalo de confianca do pardmetro Cso ou GRsg (0=0,05); FR: fator de resisténcia = Csp 0uU GRsg
das geragBes G2 submetidas a aplicagdo dos tratamentos/Csoou GRsp da geragdo GO tratada com cialofope sem
aplicacao prévia do inibidor. *p<0,05 pelo teste F.

Devido a existéncia de capim-arroz resistente ao herbicida quincloraque, a tecnologia
Clearfield® permitiu o uso constante de herbicidas inibidores da ALS. O uso continuo dos
herbicidas das imidazolinonas em lavouras de arroz selecionou varios biotipos de capim-
arroz resistentes a este grupo quimico, selecionando também biotipos com resisténcia
multipla a estes herbicidas (Eberhardt et al., 2016; Matzenbacher et al., 2015). Devido a
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estes fatores, a utilizagdo do herbicida cialofope, inibidor da enzima ACCase, aumentou,
sendo atualmente um dos principais herbicidas utilizados em lavouras de arroz pela sua
seletividade a cultura. Porém, os casos de bidtipos de capim-arroz resistentes a este herbicida
crescem anualmente (Eberhardt et al., 2016; Rouse et al., 2018). Na maioria dos casos, a
resisténcia ndo esta relacionada a mutacéo do gene que codifica a enzima alvo, e portanto,
outros mecanismos como a metabolizacdo do herbicida sdo responsaveis (Ruiz-Santaella et
al., 2006). Os resultados do presente trabalho indicam o potencial de evolucdo para a
resisténcia a esse herbicida quando ocorre a selecdo de plantas com o herbicida fenoxaprope
com ou sem o protetor isoxadifen e explicam o grande nimero de bi6tipos de capim-arroz

identificados com resisténcia multipla a estes herbicidas.

3.4 Concluséao

Plantas das geracGes G2 selecionadas com subdoses de fenoxaprope apresentam
maior tolerancia ao herbicida em comparacdo com a geracdo GO. O protetor isoxadifen
associado ao herbicida fenoxaprope proporcionou maior sobrevivéncia em relacdo as
subdoses do herbicida fenoxaprope e também maior tolerancia a este herbicida pelas plantas
da geracdo G2 selecionadas. O uso de subdoses do herbicida fenoxaprope associado ou ndo
ao protetor isoxadifen apresenta potencial para a evolugdo da resisténcia a esse herbicida.

A selecdo de plantas de capim-arroz com subdoses de fenoxaprope proporciona
potencial para evolucdo da resisténcia das plantas aos herbicidas clodinafope, glifosato e,
principalmente, aos herbicidas cialofope e quincloraque. Este é o primeiro relato que a
selecdo com subdoses de fenoxaprope pode estar associada a reducéo do controle por esses
herbicidas. O mecanismo de resisténcia envolvido na maior tolerancia, provavelmente, é a

maior capacidade de metabolizagao por enzimas P450.

3.5 Referéncias bibliograficas

ABDALLAH, I. et al. Mechanism of resistance to quinclorac in smooth crabgrass
(Digitaria ischaemum). Pesticide Biochemistry and Physiology, New York, v. 84, n. 1, p.
38-48, 2006.

AHRENS, H. et al. 4-Hydroxyphenylpyruvate dioxygenase inhibitors in combination with
safeners: solutions for modern and sustainable agriculture. Angewandte Chemie-
International Edition, Weinheim, v. 52, n. 36, p. 9388-9398, 2013.



69

ASHWORTH, M. B. et al. Recurrent selection with reduced 2,4-D amine doses results in
the rapid evolution of 2,4-D herbicide resistance in wild radish (Raphanus raphanistrum
L.). Pest Management Science, West Sussex, v. 72, n. 11, p. 2091-2098, 2016.

BAGAVATHIANNAN, M. V.; NORSWORTHY, J. K. Pollen-mediated transfer of
herbicide resistance in Echinochloa crus-galli. Pest Management Science, West Sussex,
v.70,n. 9, p. 1425-1431, 2014.

BAKKALL, Y. et al. Late watergrass (Echinochloa phyllopogon): mechanisms involved in
the resistance to fenoxaprop-p-ethyl. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
Washington, DC, v. 55, n. 10, p. 4052-4058, 2007.

BELL, J. L.; SCHMITZER, P. R.; WALSH, T. A. The molecular mode of action of auxin
herbicides. In: JESCHKE, P. et al. (ed.). Modern crop protection compounds. 3rd ed.
Weinhein: Wiley-VCH Verlar, 2019. v. 1, p. 303-318.

BUSI, R.; GIROTTO, M.; POWLES, S. B. Response to low-dose herbicide selection in self-
pollinated Avena fatua. Pest Management Science, West Sussex, v. 72, n. 3, p. 603-608,
2016.

BUSI, R.; NEVE, P.; POWLES, S. Evolved polygenic herbicide resistance in Lolium
rigidum by low-dose herbicide selection within standing genetic variation. Evolutionary
Applications, Hoboken, v. 6, n. 2, p. 231-242, 2013.

BUSI, R.; POWLES, S. B. Reduced sensitivity to paraquat evolves under selection with low
glyphosate doses in Lolium rigidum. Agronomy for Sustainable Development, Paris, v.
31, n. 3, p. 525-531, 2011.

BUSI, R.; POWLES, S. B. Inheritance of 2,4-D resistance traits in multiple herbicide-
resistant Raphanus raphanistrum populations. Plant Science, Shannon, v. 257, p. 1-8, Apr.
2017.

CHEN, G. Q. et al. Fenoxaprop-P-ethyl resistance conferred by cytochrome P450s and
target site mutation in Alopecurus japonicus. Pest Management Science, West Sussex, V.
74,n.7,p. 1694-1703, 2018.

CUMMINS, I.; BRYANT, D. N.; EDWARDS, R. Safener responsiveness and multiple
herbicide resistance in the weed black-grass (Alopecurus myosuroides). Plant
Biotechnology Journal, Oxford, v. 7, n. 8, p. 807-820, 2009.

DALAZEN, G. et al. Degradation enhancement as the mechanism of resistance to
imazethapyr in barnyardgrass. Planta Daninha, Vigosa, v. 36, p. 1-13, 2018a.

DALAZEN, G. MARKUS, C. MEROTTO JR, A. Differential expression of genes
associated with degradation enhancement of imazethapyr in barnyardgrass (Echinochloa
crus-galli). Journal of Agricultual Science, Toronto, v. 10, n. 9, p. 389-401, 2018b.

DELYE, C. Unravelling the genetic bases of non-target-site-based resistance (NTSR) to
herbicides: a major challenge for weed science in the forth coming decade. Pest
Management Science, West Sussex, v. 69, n. 2, p. 176-187, 2013.



70

DUHOUX, A. et al. Herbicide safeners decrease sensitivity to herbicides inhibiting
acetolactate-synthase and likely activate non-target-site-based resistance pathways in the
major grass weed Lolium sp (rye-grass). Frontiers in Plant Science, Lausanne, v. 8, [art.]
1310, p. 1-14, 2017b.

DUHOUX, A.; CARRERE, S.; DELYE, C. Transcriptional markers enable identification
of rye-grass (Lolium sp.) plants with non-target -site-based resistance to herbicides
inhibiting acetolactate-synthase. Plant Science, Shannon, v. 257, p. 22-36, 2017a.

EBERHARDT, D. S. et al. Barnyardgrass with multiple resistance to synthetic auxin, ALS
and ACCase inhibitors. Planta Daninha, Vicosa, v. 34, n. 4, p. 823-832, 2016.

ELMORE, M. T. et al. Herbicide safeners increase creeping bentgrass (Agrostis
stolonifera) tolerance to pinoxaden and affect weed control. Weed Technology,
Champaign, v. 30, n. 4, p. 919-928, 2016.

ELMORE, M. T. et al. Influence of herbicide safeners on creeping Bentgrass (Agrostis
stolonifera) tolerance to herbicides. Weed Technology, Champaign, v. 29, n. 3, p. 550-
560, 2015.

FIPKE, M. V,; VIDAL, R. A. Integrative theory of the mode of action of quinclorac:
literature review. Planta Daninha, Vigosa, v. 34, n. 2, p. 393-402, 2016.

GAINES, T. A. et al. RNA-Seq transcriptome analysis to identify genes involved in
metabolism-based diclofop resistance in Lolium rigidum. Plant Journal, Oxford, v. 78, n.
5, p. 865-876, 2014.

GAOQ, Y. et al. Resistance to quinclorac caused by the enhanced ability to detoxify cyanide
and its molecular mechanism in Echinochloa crus-galli var. zelayensis. Pesticide
Biochemistry and Physiology, New York, v. 143, p. 231-238, 2017.

GHANIZADEH, H.; HARRINGTON, K. C. Non-target site mechanisms of resistance to
herbicides. Critical Reviews in Plant Sciences, Boca Raton, v. 36, n. 1, p. 24-34, 2017.

HATZIOS, K. K.; BURGOS, N. Metabolism-based herbicide resistance: regulation by
safeners. Weed Science, Champaign, v. 52, n. 3, p. 454-467, 2004.

HEAP, I. The international survey of herbicide resistant weeds. [2019]. Disponivel em
<http://www.weedscience.com> Acesso em: 10 de margo de 2019.

IWAKAMI, S. etal. CYP81A P450s are involved in concomitant cross-resistance to
acetolactate synthase and acetyl-CoA carboxylase herbicides in Echinochloa phyllopogon.
New Phytologist, London, v. 221, n. 4, p. 2112-2122, 2019. IWAKAMI, S. et al.

Cytochrome P450 CYP81A12 and CYP81A21 are associated with resistance to two
acetolactate synthase inhibitors in Echinochloa phyllopogon. Plant Physiology, Rockville,
v. 165, n. 2, p. 618-629, 2014a.

IWAKAMI, S. et al. Cytochrome P450 genes induced by bispyribac- sodium treatment in a
multiple- herbicide- resistant biotype of Echinochloa phyllopogon. Pest Management
Science, West Sussex, v. 70, n. 4, p. 549-558, 2014b.



71

IWAKAMI, S. et al. Multiple-herbicide resistance in Echinochloa crus-galli var.
formosensis, an allohexaploid weed species, in dry-seeded rice. Pesticide Biochemistry and
Physiology, New York, v. 119, p. 1-8, 2015.

JESCHKE, P. Progress of modern agricultural chemistry and future prospects. Pest
Management Science, West Sussex, v. 72, n. 3, p. 433-455, 2016.

KOO, S. J.; NEAL, J. C.; DITOMASO, J. M. Mechanism of action and selectivity of
quinclorac in grass roots. Pesticide Biochemistry and Physiology, New York, v. 57, n. 1,
p. 44-53, 1997.

KRAEHMER, H. et al. Global distribution of rice weeds A review. Crop Protection,
Guildford, v. 80, p. 73-86, 2016.

KREINER, J. M.; STINCHCOMBE, J. R.; WRIGHT, S. I. Population genomics of
herbicide resistance: adaptation via evolutionary rescue. Annual Review of Plant Biology,
Palo Alto, v.69, n. 29, p.611-635. 2018.

LOVELACE, M. L. et al. Quinclorac absorption and translocation characteristics in
quinclorac- and propanil-resistant and -susceptible barnyardgrass (Echinochloa crus-galli)
biotypes. Weed Technology, Champaign, v. 21, n. 3, p. 683-687, 2007.

MALIK, M. S.; BURGOS, N. R.; TALBERT, R. E. Confirmation and Control of Propanil-
Resistant and Quinclorac-Resistant Barnyardgrass (Echinochloa crus-galli) in Rice. Weed
Technology, Champaign, v. 24, n. 3, p. 226-233, 2010.

MARKUS, C. Epigenetic regulation - contribution to herbicide resistance in weeds? Pest
management Science, West Sussex, v. 74, n. 2, p. 275-281, 2017.

MATZENBACHER, F. O. et al. Distribution and analysis of the mechanisms of resistance
of barnyardgrass (Echinochloa crus-galli) to imidazolinone and quinclorac herbicides.
Journal of Agricultural Science, London, v. 153, n. 6, p. 1044-1058, 2015.

MORETTI, M. L.; HANSON, B. D. Reduced translocation is involved in resistance to
glyphosate and paraquat in Conyza bonariensis and Conyza canadensis from California.
Weed Research, Champaign, v. 57, n. 1, p. 25-34, 2017.

MUNOZ, F.; VIOLLE, C.; CHEPTOQOU, P. O. CSR ecological strategies and plant mating
systems: outcrossing increases with competitiveness but stress-tolerance is related to mixed
mating. Oikos, Gent, v. 125, n. 9, p. 1296-1303, 2016.

NANDULA, V. K. et al. Herbicide metabolism: crop selectivity, bioactivation, weed
resistance, and regulation. Weed Science, Champaign, v. 67, n. 2, p. 149-175, 2019.

NEVE, P.; POWLES, S. High survival frequencies at low herbicide use rates in
populations of Lolium rigidum result in rapid evolution of herbicide resistance. Heredity,
London, v. 95, n. 6, p. 485-492, Dec 2005a.

NEVE, P.; POWLES, S. Recurrent selection with reduced herbicide rates results in the
rapid evolution of herbicide resistance in Lolium rigidum. Theoretical and Applied
Genetics, Berlin, v. 110, n. 6, p. 1154-1166, Apr 2005b.



72

PAPORISCH, A.; RUBIN, B. Isoxadifen safening mechanism in sweet corn genotypes with
differential response to P450-metabolized herbicides. Pesticide Biochemistry and
Physiology, New York, v. 138, p. 22-28, 2017.

PENG, Y. H. et al. Characterization of the horseweed (Conyza canadensis) transcriptome
using GS-FLX 454 pyrosequencing and its application for expression analysis of candidate
non-target herbicide resistance genes. Pest Management Science, West Sussex, V. 66, n.
10, p. 1053-1062, 2010.

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

R Core Team. R version 3.3.3: A language and environment for statistical computing.
Vienna, Austria: R Foundation for Statistical Computing. 2019. Disponivel em: URL
https://www.r-project.org/. Acesso em: 4 jan. 2019.

RIECHERS, D. E.; KREUZ, K.; ZHANG, Q. Detoxification without Intoxication:
Herbicide safeners activate plant defense gene expression. Plant Physiology, Rockville, v.
153, n. 1, p. 3-13, 2010.

RITZ, C. et al. Dose-response analysis using R. Plos One, Séo Francisco, v. 10, n. 12, p.
13, 2015.

ROSENHAUER, M., ROSINGER, C., PETERSEN, J. Impact of the safener mefenpyr-
diethyl on herbicide resistance evolution in Alopecurus myosuroides (Huds.) biotypes.
Julius-Kuhn-Arch, Quedlinburg, v. 452, p. 50-56. 2016.

ROSINGER, C. Herbicide safeners: an overview. Julius-Kihn-Arch, Quedlinburg, v.
443, p. 516-525. 2014.

ROSINGER, C; SCHULTE, W. Safeners for herbicides. In: JESCHKE, P. et al. (ed.).
Modern crop protection compounds. 3rd ed. Weinhein, Germany: Wiley-VCH Verlar,
2019. v. 1, p. 425-450.

ROUSE, C. E. et al. Echinochloa Resistance to Herbicides Continues to Increase in Arkansas
Rice Fields. Weed Technology, Champaign, v. 32, n. 1, p. 34-44, 2018.

SONG, J. S. et al. Cross-resistance of Echinochloa species to acetolactate synthase
inhibitor herbicides. Weed Biology and Management, Carlton, v. 17, n. 2, p. 91-102,
2017.

SUN, L. L. et al. Physiological basis for isoxadifen-ethyl induction of nicosulfuron
detoxification in maize hybrids. Plos One, S&o Francisco, v. 12, n. 3, p. 16, 2017.

SUN, L. L. etal. The expression of detoxification genes in two maize cultivars by interaction
of isoxadifen-ethyl and nicosulfuron. Plant Physiology and Biochemistry, Amsterdam, v.
129, p. 101-108, 2018.

TEHRANCHIAN, P. et al. Recurrent sublethal-dose selection for reduced susceptibility of
palmer amaranth (Amaranthus palmeri) to dicamba. Weed Science, Champaign, v. 65, n.
2, p. 206-212, 2017.


https://www.r-project.org/
https://www.r-project.org/

73

TRESCH, S.; GROSSMANN, K. Quinclorac does not inhibit cellulose (cell wall)
biosynthesis in sensitive barnyard grass and maize roots. Pesticide Biochemistry and
Physiology, New York, v. 75, n. 3, p. 73-78, 2003.

VARANASI, V. K.; BRABHAM, C.; NORSWORTHY, J. K. Confirmation and
Characterization of Non-target site Resistance to Fomesafen in Palmer amaranth
(Amaranthus palmeri). Weed Science, Champaign, v. 66, n. 6, p. 702-709, 2018.

WICKHAM, H. ggplot2: elegant Graphics for data analysis. 2. ed. New York: Springer-
Verlag, 2016. 211p.

WRIGHT, A. A. et al. Characterization of Fenoxaprop-P-Ethyl-Resistant Junglerice
(Echinochloa colona) from Mississippi. Weed Science, Champaign, v. 64, n. 4, p. 588-
595, 2016.

WRIGHT, A. A. et al. Multiple herbicide-resistant junglerice (Echinochloa colona):
identification of genes potentially involved in resistance through differential gene
expression analysis. Weed Science, Champaign, v. 66, n. 3, p. 347-354, 2018.

YASUOR, H. et al. Quinclorac resistance: a concerted hormonal and enzymatic effort in
Echinochloa phyllopogon. Pest Management Science, West Sussex, v. 68, n. 1, p. 108-115,
2012,

YU, Q. et al. Enhanced rates of herbicide metabolism in low herbicide-dose selected
resistant Lolium rigidum. Plant Cell and Environment, London, v. 36, n. 4, p. 818-827,
2013.

YU, Q.; POWLES, S. Metabolism-based herbicide resistance and cross-resistance in crop
weeds: a threat to herbicide sustainability and global crop production. Plant Physiology,
Rockuville, v. 166, n. 3, p. 1106-1118, 2014.

YUAN, J. S.; TRANEL, P. J.; STEWART, C. N. Non-target-site herbicide resistance: a
family business. Trends in Plant Science, Kidlington, v. 12, n. 1, p. 6-13, 2007.

YUN, M. S. et al. Cytochrome P-450 monooxygenase activity in herbicide-resistant and -
susceptible late watergrass (Echinochloa phyllopogon). Pesticide Biochemistry and
Physiology, New York, v. 83, n. 2-3, p. 107-114, 2005.

ZHANG, Q. et al. Safeners coordinately induce the expression of multiple proteins and
MRP transcripts involved in herbicide metabolism and detoxification in Triticum tauschii
seedling tissues. Proteomics, Weinheim, v. 7, n. 8, p. 1261-1278, 2007.



4 CAPITULO?2

Efeito da mistura de herbicidas na evolugéo da resisténcia por metabolizagéo em
Echinochloa crus-galli



75

EFEITO DA MISTURA DE HERBIC~IDAS NA EVOLUQAO DA RESISTENCIA
POR METABOLIZACAO EM Echinochloa crus-galli

RESUMO

A mistura de herbicidas é utilizada para aumentar o espectro de ac¢éo e controlar
plantas daninhas resistentes a um dos componentes da mistura. No entanto, ndo existem
informacdes sobre o efeito de misturas, principalmente em subdoses, na evolucdo da
resisténcia aos herbicidas. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de subdoses da mistura
dos herbicidas fenoxaprope-p-etilico e imazetapir na evolucdo da resisténcia por
metabolizacdo em capim-arroz. Os bidtipos utilizados foram MOST (suscetivel ao
fenoxaprope e imazetapir) e CAMAQ (resistente ao imazetapir). Inicialmente foram
realizados experimentos para determinacdo das subdoses dos herbicidas fenoxaprope e
imazetapir isolados e em mistura. Posteriormente, foram realizados experimentos de selecéo
das plantas através das subdoses de cada herbicida isolado e da mistura. As plantas
sobreviventes nas doses maximas foram multiplicadas. Dois ciclos de selecdo foram
realizados. Curvas de dose-resposta foram realizadas com os herbicidas fenoxaprope,
imazetapir e mistura com as geracoes GO, G2 controle e G2 selecionada com cada herbicida,
para verificar aumento da tolerancia. As plantas selecionadas foram avaliadas em relacdo ao
efeito de herbicidas de outros mecanismos de acdo. A selecdo de capim-arroz com subdoses
da mistura de fenoxaprope + imazetapir proporcionou maior sobrevivéncia nas progénies,
principalmente do bi6tipo CAMAQ, em comparacdo com as plantas da GO. O fator de
resisténcia (FR) para as plantas da G2 selecionadas com mistura do bi6tipo MOST e
CAMAQ foram 1,6 e 3,1, respectivamente, em relacdo a GO. A selecdo com subdoses do
herbicida fenoxaprope isolado proporcionou diminuicdo de controle nas progénies de ambos
0s bidtipos. A selecdo com subdoses de imazetapir ndo causou diferenca na sensibilidade ao
herbicida. As plantas selecionadas com subdoses de fenoxaprope e com mistura de
fenoxaprope + imazetapir foram mais tolerantes aos herbicidas cialofope, setoxidim,
clodinafope, glifosato e, principalmente, aos herbicidas diclofope e quincloraque. O biotipo
CAMAQ foi mais propenso para evolugédo da resisténcia aos herbicidas. As geracdes G2 do
biotipo CAMAAQ selecionadas com fenoxaprope e mistura apresentaram FR de 4,8 e 3,5,
respectivamente, apds aplicacdo do quincloraque. Esses FRs foram reduzidos para 1,7
devido a aplicacdo do inibidor malathion. As plantas selecionadas com a mistura de
fenoxaprope + imazetapir do bidtipo MOST resultaram em FR de 1,7 apos aplicacdo de
diclofope. O FR foi reduzido para 0,6 em razdo da aplicacdo do malathion. O uso da mistura
de herbicidas fenoxaprope e imazetapir em subdoses pode favorecer a evolucdo da
resisténcia a estes e a outros herbicidas, principalmente em plantas que apresentem
resisténcia associada ao incremento de metabolizagéo.
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4.1 Introducéo

A mistura de herbicidas € uma pratica muito utilizada para aumentar o espectro de
controle de plantas daninhas e reduzir custos de aplicacfes (Zhang et al., 1995). Este manejo
também é designado para mitigar a evolugédo da resisténcia aos herbicidas, principalmente a
resisténcia relacionada ao local de acdo, quando associada a utilizacdo de herbicidas de
mecanismos de acdo diferentes (Beckie e Reboud, 2009; Beckie e Harker, 2017). No uso de
herbicidas isolados ou em rotagdes anuais, a pressao de sele¢do é imposta apenas por um
mecanismo de acdo, enquanto na aplicacdo da mistura, a pressdo de selecdo imposta é
maultipla e simultdnea. Na pressdo de selecdo de dois mecanismos de acdo diferentes
sobrevivem apenas individuos raros que tenham desenvolvido resisténcia multipla via
mutacdo nos loci dos genes codificantes das enzimas alvos (Norsworthy et al., 2012) ou
devido a evolugdo simultanea de genes ndo associados ao local de a¢cdo. Em ambos o0s casos,
a mitigacdo da resisténcia ocorrerd apenas quando as moléculas herbicidas da mistura
tenham eficiéncia na espécie alvo, embora, o controle total das plantas possa ndo ser atingido
em muitos casos (Norsworthy et al., 2012).

As interacOes entre as moléculas decorrentes da mistura de produtos podem
apresentar efeitos sinérgicos, antagdnicos ou aditivos (Zhang et al., 1995; Abendroth et al.,
2011). Estas interacdes podem ocorrer durante o processo da mistura em tanques ou mesmo
depois de atingir a planta (Abendroth et al., 2011). A falha de controle das plantas daninhas
quando do uso de mistura de herbicidas se deve muito provavelmente aos efeitos
antagdnicos. Alguns métodos de analises sdo empregados para verificar as interacdes das
moléculas em mistura. Os métodos mais utilizados sdo o de Colby e o isobolograma de
aditividade (Colby, 1967; Altenburger et al., 1990; Sobye et al., 2011). Os herbicidas
inibidores da enzima Acetil-CoA carboxilase (ACCase) sdo frequentemente relatados
apresentando antagonismo tanto nas interacfes resultantes da utilizagdo dos métodos
mencionados acima quanto na pratica (Zhang et al., 1995; Zhou et al., 2007; Matzenbacher
et al., 2015b). No entanto, apesar de existirem as interacGes antagdnicas na maioria dos
casos, 0 uso da mistura & muito comum para varias culturas, ocorrendo em aproximadamente
97% das propriedades agricolas no Brasil (Gazziero, 2015).

A prética da mistura tem sido designada como uma das principais estratégias para
evitar a resisténcia (Beckie e Harker, 2017). No entanto, esta recomendacdo é efetuada
principalmente com base na evolucdo da resisténcia associada as mutagdes nos genes

codificantes das enzimas-alvo. A recomendacdo da mistura de herbicidas para prevencéo e
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controle da ocorréncia da resisténcia ndo tem sido avaliada em relagdo a evolugdo da
resisténcia causada por metabolizacéo.

A mistura de herbicidas é realizada, na maioria dos casos, sem nenhum
acompanhamento técnico ou conhecimento prévio por parte do produtor ou, até mesmo,
recomendagdes sobre as doses e caracteristicas dos herbicidas utilizados (Gazziero, 2015;
Matzenbacher et al., 2015b). O controle satisfatorio das plantas daninhas ocorrera quando
usada a dose recomendada de cada produto da mistura ou proximo dessa (Lagator et al.,
2013). No entanto, na maioria dos casos, as doses usadas de ambos os herbicidas sé&o
reduzidas para diminuir custos da aplicacdo ou até mesmo pelas condi¢cGes ambientais de
aplicacdes em que apenas parte do produto misturado atinge a planta alvo (Gazziero, 2015).
Em alguns casos, foi verificado que a préatica de reducdo de dose na mistura ndo retarda a
evolucdo da resisténcia aos herbicidas (Lagator et al., 2013). Pelo contrério, a mistura de
herbicida com baixas doses pode até mesmo acelerar a evolucao da resisténcia para algum
componente da mistura e evoluir para resisténcia cruzada (Lagator et al., 2013). Isto ocorre
principalmente para a resisténcia devido ao incremente de metabolizacdo nas progénies das
plantas daninhas que sobrevivem as subdoses dos herbicidas (Neve e Powles, 2005b).

A evolucdo de resisténcia por metabolizagdo pode ocorrer a partir da selecdo de
plantas daninhas através do uso de subdoses (Neve e Powles, 2005a). Em uma populacdo de
plantas daninhas suscetiveis, algumas plantas podem sobreviver as aplicacdes de subdoses
de herbicidas em razéo de possuir alelos de genes de pequeno efeito que conferem certa
tolerancia a pequenas doses (Ghanizadeh e Harrington, 2017b). As plantas sobreviventes
tém capacidade de se cruzar e produzir sementes, contribuindo assim para aumentar a
variabilidade genética e acumular alelos de genes detoxificantes em suas progénies (Busi et
al., 2013; Ashworth et al., 2016). Estes genes sdo, principalmente, da familia citocromo
P450 monooxigenases (P450s), glutationa-S-transferases (GSTs) e glicosiltransferases
(GTs) que codificam enzimas capazes de metabolizar a molécula herbicida através de
processo de oxidagdo, conjugagdo com glutationa, glicose e carboidratos, tornando o
herbicida ndo toxico na planta (Neve e Powles, 2005a; Powles e Yu, 2010; Delye, 2013;
Ghanizadeh e Harrington, 2017a; Nandula et al., 2019). Essas enzimas sdo capazes de
reconhecer e metabolizar moléculas herbicidas de diferentes grupos quimicos e mecanismos
de acdo e até mesmo herbicidas que nunca antes foram aplicados (Yu e Powles, 2014,
Iwakami et al., 2019). Devido & essas caracteristicas, a resisténcia por metabolizagdo é um
grande desafio para a agricultura e o conhecimento dos fatores que favorecem a sua evolugéo

ainda sdo limitados. Alem disso, 0 manejo da mistura de herbicidas para evitar a resisténcia
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por metabolizacdo pode ndo ser eficiente, principalmente nas situacBes em que estd
associada as baixas doses dos herbicidas.

O complexo de plantas do género Echinochloa spp. engloba vérias espécies de
plantas daninhas que sdo importantes na agricultura em nivel mundial (Kraechmer et al.,
2016). Estas plantas infestam principalmente lavouras de arroz e apresentam varios casos de
resisténcia aos herbicidas em varios paises (Bajwa et al., 2015; Matzenbacher et al., 2015a;
Kraehmer et al., 2016; Song et al., 2017). Os mecanismos de resisténcia devido ao local de
acdo alterado e ao aumento da metabolizagéo sdo encontrados em Vvarios bi6tipos de capim-
arroz (Nandula et al., 2019). A rapida capacidade da evolucdo da resisténcia por
metabolizacdo dessa espécie € um grande desafio para a agricultura e poucos estudos tentam
identificar os fatores que podem favorecer essa evolugdo. Bidtipos de E. phyllopogon ja
foram identificadas com resisténcia cruzada aos inibidores da enzima ALS pela capacidade
de metabolizar herbicidas como bensosulfuron, bispiribaque-sodico e penoxsulam, atraves
da maior expressao de genes da familia P450 como CYP81A12 e CYP81A22 (lwakami et
al., 2014a; Iwakami et al., 2019). O gene CYP81A6, caracterizado na metabolizacdo de
bentazon e metsulfuron na cultura do arroz, foi identificado como sendo gene candidato para
a resisténcia de biotipo de E. crus-galli ao herbicida imazetapir (Lu et al., 2015; Dalazen et
al., 2018b). Além disso, verificou-se biotipos de E. crus-galli com resisténcia maltipla aos
herbicidas cialofope e penoxsulam por processos de metabolizacdo (lwakami et al., 2015),
no entanto, os fatores responsaveis nao foram elucidados.

A prevencdo da ocorréncia da resisténcia e o controle de bi6tipos resistentes a
herbicidas € preconizado principalmente pela utilizacdo da mistura de herbicidas. A hipbtese
deste trabalho é que a préatica da mistura utilizando subdoses dos herbicidas pode favorecer
a evolucdo da resisténcia por metabolizacdo. O efeito de um dos produtos componentes da
mistura pode contribuir para a evolucéo da resisténcia por metabolizacao através de genes
associados a tolerancia ao outro produto, resultando no favorecimento da resisténcia a esses
compostos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da selecdo com o uso de subdoses da
mistura dos herbicidas fenoxaprope-p-etilico e imazetapir na evolucéo da resisténcia por

metaboliza¢do em Echinochloa crus-galli.
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4.2 Material e Métodos
4.2.1 Material vegetal e condi¢cGes de crescimento

Os experimentos foram realizados com os bi6tipos de E. crus-galli (capim-arroz)
MOST, suscetivel aos herbicidas fenoxaprope e imazetapir, e CAMAQ, caracterizado como
resistente ao imazetapir em trabalhos anteriores (Matzenbacher et al., 2015a). As sementes
foram submetidas a quebra de dorméncia em acido sulfurico (P.A.) durante 5 minutos em
cada experimento realizado. Posteriormente, foram lavadas em 4&gua corrente por
aproximadamente dois minutos e mantidas em temperatura ambiente para secagem durante
cinco horas. A semeadura foi realizada em bandejas, preenchidas com solo (20 % de
substrato de casca de arroz carbonizada + solo) e mantidas em casa de vegetacdo climatizada
com temperatura média de 25°C + 3. As bandejas apresentavam dimensdes de 35 cm (C) x
29 cm (L) x 7,5 cm (A). A irrigacdo ocorreu diariamente de forma a manter o solo Umido até
a emergéncia das plantas. Seis a oito dias ap0s a emergéncia, as plantulas foram
transplantadas para vasos individuais com capacidade de 200 mL preenchidos com solo,
sendo considerada como uma unidade experimental para os experimentos de curvas de dose-
resposta. Para experimentos de sobrevivéncia, as plantulas foram transplantadas para
bandejas preenchidas com solo mantendo uma populacdo de 50 a 80 plantas. A irrigacao
ocorreu diariamente, mantendo lamina de 4gua ao nivel do solo.

Os herbicidas utilizados foram fenoxaprope-p-etilico (Starice®, 69g L), designado
como fenoxaprope e imazetapir (Imazetapir plus Nortox, 100g L?). A aspersdo dos
herbicidas foi realizada em camara de pulverizacdo automatizada (Greenhouse Spray
Chamber, modelo Generation Il1), utilizando ponta de pulverizacdo TJ8002E, presséo de 42
Ib pol e velocidade de deslocamento de 1,16 m s, que resultou no volume de calda de 200
L ha?. A aspersdo dos herbicidas ocorreu quando as plantas de capim-arroz estavam no
estadio de trés a quatro folhas. Apds as aplicacdes, as plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo climatizada com manutencdo de 1dmina de agua ao nivel do solo.

As variaveis avaliadas nos experimentos de curvas de dose-resposta foram controle
visual, massa fresca e seca da parte aérea. O controle visual (%) foi avaliado aos 21 dias
apos a aplicagdo (DAA) dos herbicidas por meio de escala percentual determinada através
de avaliagéo visual, em que zero significa auséncia de sintomas e 100% significa morte da
planta. A massa fresca da parte aérea foi avaliada aos 21 DAA através do corte das plantas
rente ao solo e mensuracdo em balanca de precisdo. O material vegetal foi seco em estufa de

circulacdo de ar forcada com temperatura de 60°C até peso constante para a determinacgao
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da massa seca. Os dados obtidos foram transformados em percentagem em relagéo ao
controle.

A variavel avaliada nos experimentos de sobrevivéncia foi a de plantas
sobreviventes, realizada a partir da contagem de plantas tratadas e de plantas que
apresentassem a emissdo de pelo menos uma folha nova aos 21 DAA, consideradas como

plantas sobreviventes.

4.2.2 Definicdo das subdoses

O primeiro trabalho realizado foi a definicdo das subdoses dos herbicidas
fenoxaprope, imazetapir e da mistura (fenoxaprope + imazetapir) através de experimentos
de curvas de dose-resposta. O trabalho foi realizado em casa de vegetagdo utilizando
esquema fatorial 2 (bidtipos) x 9 (doses) em delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeti¢des. O fator A foi composto pelos bidtipos de capim-arroz MOST e CAMAQ
e o fator B foi constituido pelas doses de cada herbicida testado. Para o herbicida
fenoxaprope as doses utilizadas foram 1,7; 3,4; 6,9; 13,8; 27,6; 55,2; 110,4 e 220,8 g ha™.
As doses do herbicida imazetapir aplicadas foram 10, 20, 40, 60, 80, 160, 320 e 640 g ha™.
O método de isobolograma foi utilizado para definir as melhores propor¢des das doses de
cada herbicida para a mistura de fenoxaprope + imazetapir (Sobye et al., 2011). Para tanto,
foram realizadas trés curvas de dose-resposta com diferentes proporces em relacdo as
curvas de dose-resposta isoladas de cada herbicida. A primeira curva de dose-resposta para
a mistura foi constituida da proporcdo de 75% de fenoxaprope e 25% para imazetapir em
cada dose, sendo as doses de 1,3 + 2,5; 2,5 + 5; 5,2 + 10, 10,35 + 15, 20,7 + 20; 41,4 + 40,
82,8 + 80 e 165,5 + 160 g ha?, respectivamente. A segunda curva de dose-resposta para a
mistura foi realizada utilizando a proporcao de 50% de fenoxaprope e 50% para imazetapir
com as doses 0,8 + 5; 1,7 + 10, 3,45 + 20; 6,9 + 30, 13,8 + 40, 27,6 + 80, 55,2 + 160 ¢ 110,4
+ 320 g ha' e na terceira curva de dose-resposta foi utilizada propor¢do de 25% para
fenoxaprope e 75% para imazetapir com as doses 0,4 +7,5; 0,8 + 15; 1,7 + 30; 3,45 + 45;
6,9 + 60; 13,8 + 120; 27,6 + 240 e 55,2 + 480 g ha'l, respectivamente.
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4.2.3 Sequenciamento do gene ALS em capim-arroz

4.2.3.1 Material vegetal e extracdo de RNA

A coleta de aproximadamente 100 mg de folhas foi realizada no estadio de trés a
quatro folhas das plantas dos biotipos MOST e CAMAQ em microtubos de 1,5mL e
acondicionados diretamente em nitrogénio liquido (NL2). Apds a coleta, as amostras foram
armazenadas em ultrafreezer em temperatura -80°C até a extracdo de RNA. Cada amostra
foi composta por 100 mg de folha de uma planta individual. Trés amostras de cada bi6tipo
foram coletadas para a extracdo de RNA.

A extracdo de RNA foi realizada a partir do protocolo usando Concert™ Plant RNA
Reagent (Invitrogen). A maceragdo das amostras ocorreu com aproximadamente 100 mg de
material vegetal em NL., seguido da adicdo de 500 pl de Concert. Posteriormente, as
amostras foram agitadas em vortex por aproximadamente um minuto até todo o material
vegetal estar completamente suspenso. O material foi incubado em temperatura ambiente
pelo periodo de cinco minutos. Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas em
temperatura de 4°C durante dois minutos a 12000 rpm e o sobrenadante foi transferido para
novo tubo de 1,5 mL livre de RNase. Em cada tudo foi adicionado 100 pl de 5M NacCl,
misturado e, seguido da adicdo de 300 pl de cloroférmio. As amostras foram submetidas a
nova centrifugacdo a uma temperatura de 4°C durante 10 minutos a 12000 rpm para
separacdo das fases. A parte superior aquosa foi transferida para novo tudo de 1,5 mL livre
de RNase. Em cada amostra foi adicionado o mesmo volume transferido de &lcool
isopropilico e deixado repousar por 10 minutos em temperatura ambiente. Apds este periodo,
nova centrifugacdo das amostras foi realizada durante 10 minutos em temperatura de 4°C a
12000 rpm. Nesta fase ja era possivel visualizar a formacao do pellet e o sobrenadante foi
descartado. Apods, 1 mL de etanol 75% foi adicionado ao pellet para sua lavagem. Nova
centrifugacdo foi realizada durante dois minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi descartado
e com auxilio de uma pipeta todo o liquido do tubo foi retirado, permanecendo apenas o
pellet. O pellet de RNA foi dissolvido pela adicdo de 40 ul de &gua livre de RNase e
transferido para tubos com volume de 0,6 mL. A quantificacdo de RNA extraido foi realizada
através de espectrofotdmetro (Genesys 2, Thermo Spectronic). Apds a quantificacdo as
amostras foram armazenadas em ultrafreezer a -80°C até a utilizacdo para purificacdo e
sintese de cDNA.
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4.2.3.2 Purificagdo de RNA e sintese de cDNA

As amostras de RNA foram purificadas com enzima DNAse I. Em tubos de 0,2 mL
1 pug de RNA total de amostra foi adicionado juntamente com 1 pl de 10X DNase | Reaction
Buffer e 1 ul da enzima DNase | e completado com agua livre de RNase até o volume de 10
pl. Os tubos foram incubados durante 15 minutos a temperatura ambiente. Imediatamente
apos, 1 pl de EDTA 25 mM foi adicionado e as amostras foram incubadas em termociclador
por 10 minutos a temperatura de 65°C. As amostras foram armazenadas em gelo e estavam
prontas para a sintese de cDNA.

A sintese de cDNA ocorreu utilizando protocolo da enzima Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT). Nos tubos de 0,2 mL contendo o RNA
purificado (11 pl) foi adicionado 1 pl de Mix-primers-oligo(dT) 50uM, 1 pl de 10mM dNTP
Mix e 0,5 ul de &gua livre de RNAse, totalizando volume de 13,5 pl. As amostras foram
incubadas por cinco minutos em termociclador a temperatura de 65°C. Apds o periodo de
incubacdo foi adicionado 4 pl de 5X First-Strand Buffer e 2 pl de DTT 0,1M e incubadas
novamente por 37°C em termocilador por dois minutos. Apds este procedimento, 0,5 ul de
MMLV-RT (200U/pl) foi adicionado em cada amostra, pipetando up and down. As amostras
foram incubadas em termociclador por 50 minutos a 37°C, seguido de um aquecimento a
70°C durante 15 minutos para a inativacdo da enzima. As amostras de cDNA foram

armazenadas em freezer & -20°C até o uso para a amplificagdo do gene ALS.

4.2.3.3 Desenho de primers para amplificacdo do gene ALS

Sequéncias nucleotidicas dos genes ALS1, ALS2 e ALS3 da espécie Echinochloa
crus-galli disponibilizadas no GenBank (National Center for Biotechnology Information —
NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov), com o0s ndmeros de acesso de LC006058.1,
LC006059.1 e LC0O06061.1, respectivamente, e de Arabidopsis thaliana (NM_114714.2)
foram utilizadas para o alinhamento. O alinhamento foi executado com o comando CrustalW
do software de biologia molecular Bioedit versdo 7.0.5. Os primers foram desenhados
utilizando o  programa  Primer 3  plus  (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) adicionando a linha consenso do alinhamento obtido. O
desenho dos primers foi realizado escolhendo as melhores combinagdes com tamanho de
fragmento entre 250-500 pb, com primers de tamanho de 20 pb e com temperatura de
pareamento de 60°C. Os primers foram desenhados buscando amplificar as oito posigdes do
DNA codificante do gene ALS onde ocorrerem mutacfes relacionadas a resisténcia aos
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herbicidas inibidores dessa enzima. Os primers desenhados foram sintetizados pela empresa

Invitrogen (Carlsbad, California) (Tabela 1). Esquema do gene ALS com suas regides de

dominios e a localizacdo dos primers estdo demonstrados na Figura 1.

TABELA 1. Descri¢do dos primers utilizados para a amplificacdo do gene ALS dos biotipos
de capim-arroz e seus respectivos tamanho de fragmento esperado e regido de

dominio.

Primer Sequéncia 5’ para 3’ (a)c):l Fra(gprg)eznto (Ig)]3 Ffj%gr:]a:% i((i)e
EcALS 1 F GGACAGATTCTACAAGGCCAAC 50,0 286 60 £
ECALS 1 R ATACACGGTCCTGCCATCAC 55,0
EcCALS 2 F CATCATTGCCACTGGTGTTG 50,0 493 60 B
ECALS 2 R  TCGCTCTTCTTTGTCACACG 50,0
EcALS 3 F ATCCAGCTGAGATTGGCAAG 50,0 356 60 )
ECALS 3 R AAATCCCATAGCCCCAAGAC 50,0
ECALS 4 F GAGTCTGCCGGGGTACATT 57,8 415 60 F
ECALS 4 R CACATGTGGCTGCTTGTTCT 50,0
ECALS 5 F GTCATCGCCAACCACCTC 61,1 475 60 AD
ECALS 5 R CACCTGCTCAAGCAATTCAG 50,0
ECALS 6 _F CGACGTCTTCGCCTACCC 66,7 336 60 CAD

ECALS_6_R CGAGGTAGTTGTGCTTGGTG 55,0

percentagem de guanina e citosina; 2 pares de bases; * temperaturas de anelamento; F — primer forward; R —

primer reverse.
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FIGURA 1. Representacdo esquematica do gene ALS de capim-arroz com as regides de
dominio (C, A, D, F, B e E) e os respectivos primers utilizados para
amplificagdo dos fragmentos. Faixas pretas indicam as oito posigdes
conhecidas por ocasionar resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS pela
substituicdo de aminoacidos.

4.2.3.5 Amplificacdo do gene ALS

As amplificacdes das regides do gene ALS foram realizadas em termociclador

Mastercycler® (Eppendorf) utilizando 50 ng de cDNA, 0,5 uM de cada primer (forward e
reverse), 0,2mM de deoxinucleotideos trifosfatos (ANTPs), 0,5 U de Platinum™ Tag DNA

polimerase (Thermo Fisher), 2 mM de cloreto de magnésio (MgCl.), 1X PCR buffer e agua



84

MiliQ para completar volume total de 15 pl. Para a amplificacdo da regido frontal do gene
ALS foram utilizados os primers ECALS 4, ECALS 5 e ECALS 6, como essa regido
apresenta alta concentracdo de CG, foi adicionado nas reacdes 1X PCR Enhancer (Thermo
Fisher).

O protocolo da reacdo de PCR foi composta por cinco minutos de desnaturacdo das
cadeias de DNA a 95°C, seguido de 35 ciclos de um minuto a 94°C, 30 segundos a 60°C
para ocorrer o pareamento, 90 segundos a 72°C para ocorrer a extensao da fita complementar
do DNA e, 10 minutos a 72°C para finalizag&o. Para os primers ECALS 4, ECALS 5 e
ECALS_6 utilizou-se o protocolo touchdown PCR (Korbie e Mattick, 2008), composto por
trés minutos a 95°C para a desnaturacdo do DNA, seguido de duas partes de reacdo. A
primeira parte foi de 15 ciclos compostos por 30 segundos de desnaturacéo, seguido de 45
segundos de pareamento utilizando a temperatura inicial de 69°C, diminuindo 1°C por ciclo,
seguido de 1 minuto de alongamento a 72°C. A segunda parte da reacdo foi de 25 ciclos
compostos por 30 segundos de desnaturacdo a 95°C, pareamento em 45 segundos a 50°C,
seguido de alongamento em um minuto a 72°C e finalizando a reacdo por cinco minutos a
72°C.

Apos a reacdo de PCR, os produtos PCR foram analisados em gel de agarose (1,5%),
corado com brometo de etidio na proporgéo de 0,02 uL mL™, por 60 minutos a 110 V, em
tampdo TBE 0,5X (40 mM Tris, ImM EDTA, pH=8,0). Para a analise dos tamanhos
esperados, foi utilizado marcadores Ladder de 100 pb para comparacdo. Os géis foram
fotografados com auxilio do programa L-PI1X IMAGE Release 2.6 (Loccus Biotecnologia).

4.2.3.6 Purificacdo, sequenciamento e analises das regifes do gene ALS

Todas as reagdes realizadas apresentaram banda Unica esperada e a purificagdo
ocorreu diretamente com o produto PCR. Para isto, 5 pl de do produto PCR foi utilizado
para a purificagdo em microtubos de 0,2 mL, adicionando 1 pl da enzima exonuclease |
(EXO) e 1 ul da enzima fosfatase alcalina (SAP). As amostras foram incubadas a 37°C por
45 minutos, seguido de inativacdo da enzima pelo aquecimento a 80°C por 15 minutos. Apés
a purificacdo, em microtubos de 0,2 mL foi adicionado volume do produto PCR purificado
para obter quantidade de 100 a 150 ng de DNA, 1 ul do primer forward e volume de agua
ultrapura para completar volume de 7,5 pl para sequenciamento.

O sequenciamento das amostras foi realizado através do equipamento ABI
3730 (Apllied Biosystems), utilizando kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing, no
laboratério da empresa MYLUS Facility (Belo Horizonte, MG, Brasil). As sequéncias
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obtidas foram analisadas utilizando o software bioedit, realizando alinhamento com o
comando CrustalW com as sequéncias conhecidas do gene ALS de Arabidopsis thaliana
(X51514), ALS1, ALS2 e ALS3 de Echinochloa crus-galli (LC006058.1, LC006059.1 e
LC006061.1, respectivamente) e observando a ocorréncia de mutagdes nas oito posi¢des do
gene ALS relacionadas com a resisténcia aos herbicidas naturalmente. Outras mutagdes no
gene ALS causadas artificialmente que resultaram em resisténcia aos herbicidas inibidores
da enzima ALS que, no entanto, ainda ndo encontrados naturalmente (Tranel e Wright,

2002), também foram verificadas.

4.2.4 Avaliacdo do mecanismo de resisténcia através de inibidores de metabolizacéo

O experimento foi realizado para determinar a capacidade de metabolizagdo do
herbicida imazetapir pelos bidtipos atraves da aplicacdo prévia de inibidores. O experimento
de curva de dose-resposta foi realizado em esquema fatorial 3 x 9 para cada biotipo,
utilizando delineamento inteiramente casualizado. Os fatores foram compostos pelo uso de
inibidores (fator A) e doses de herbicidas (Fator B). O fator A foi composto pelos tratamentos
sem a aplicacdo de inibidor, com a aplicacdo do inibidor de P450 malathion e butoxido de
piperonila (PBO) nas doses de 1000 e 1200 g ha*, respectivamente. A aspersio dos
inibidores foi realizada duas horas antes para aplicacdo do herbicida. As doses de imazetapir
utilizadas foram 0; 1; 2,5; 5, 10; 20; 40; 80 e 100 g ha'* para o bidtipo MOST e 0; 10; 20;
40; 60; 80; 160; 340 e 680 g ha™* para o biétipo CAMAQ.

4.2.5 Selecdo das geragOes e analise da sobrevivéncia da GO, G1 e G2 dos bidtipos
MOST e CAMAQ

Este estudo foi conduzido por meio de aplicagdes recorrentes de subdoses dos
herbicidas, que foram escolhidas a partir do estudo de curvas de dose-resposta descrito
anteriormente no item 4.2.2. As populagdes iniciais de capim-arroz do bidtipo MOST
(MOST-G0) e CAMAQ (CAMAQ-G0) foram utilizadas para o estudo de sobrevivéncia na
geracdo GO para cada herbicida (fenoxaprope, imazetapir e fenoxaprope + imazetapir) e para
a selecdo de plantas para obter a geracdo G1, utilizando trés subdoses. As doses utilizadas
para o biétipo MOST na geracgdo GO foram de 13,8; 17,25 e 20,7 g ha* de fenoxaprope, 2, 4
e 8 g ha de imazetapir e de 0,8 + 5; 1,7 + 10 e 3,4 + 20 g ha para a mistura de fenoxaprope
+ imazetapir. Plantas sobreviventes da dose 17,25; 8,0 e 3,45+20,0 g ha™ de fenoxaprope,

imazetapir e fenoxaprope + imazetapir, respectivamente, foram selecionadas para a obtencéo
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de sementes das geracBes G1 do bidtipo MOST. Para o biotipo CAMAQ na geracdo GO as
doses utilizadas foram 6,9; 13,8 e 20,7 g ha de fenoxaprope, 80,160 e 320 g ha® de
imazetapir e 3,45 + 20; 6,9 + 30 e 10,3 + 35 g ha'* para a mistura fenoxaprope + imazetapir,
respectivamente. Plantas sobreviventes das doses 13,8; 320 e 10,35 + 35 g ha! de
fenoxaprope, imazetapir e fenoxaprope + imazetapir, respectivamente, foram selecionadas
para obtencdo da G1 do biétipo CAMAQ.

As plantas da geracdo G1 foram submetidas a nova aplicacéo de trés subdoses dos
herbicidas para a obtencéo da geragdo G2. A dose em que as plantas da geracdo G1 foram
selecionadas e duas doses maiores foram escolhidas para esta nova aplicagdo. Para o bi6tipo
MOST as doses aplicadas foram de 17,25; 20,7 e 24,15 g ha? de fenoxaprope na G1
selecionada com fenoxaprope, 8, 10 e 15 g ha' de imazetapir na G1 selecionada com
imazetapir e 3,45 + 20; 5,2 + 25 € 6,9 + 30 g ha! da mistura de fenoxaprope + imazetapir na
G1 selecionada com a mistura. Para o biétipo CAMAQ, as doses aplicadas foram de 13,8;
20,7 e 27,6 g ha' de fenoxaprope na G1 selecionada com fenoxaprope, 320, 480 e 640 g ha-
! de imazetapir na G1 selecionada com imazetapir e de 10,35 + 35; 20,7 + 60 e 27,6 + 80 ¢
ha! da mistura de fenoxaprope e imazetapir sobre plantas da G1 selecionadas com a mistura.
As plantas sobreviventes do biétipo MOST nas doses 17,25; 15 € 6,9 + 30 g ha! e do bidtipo
CAMAQ nas doses 20,7, 640 e 27,6 + 80 g ha! de fenoxaprope, imazetapir e fenoxaprope
+ imazetapir, respectivamente, foram selecionadas para obtencdo de sementes da geracao
G2.

De maneira similar, as plantas da G2 foram submetidas a nova aplicagéo de subdoses
apenas para avaliacdo de sobrevivéncia nessa geracdo. Para o bidtipo MOST as doses
aplicadas foram 13,8; 17,25 e 20,7 g ha' de fenoxaprope na G2 selecionada com
fenoxaprope; 15, 25 e 35 g ha'! de imazetapir na G2 selecionada com imazetapir e 6,9 + 30,
13,8 + 40 e 20,7+ 60 g ha* da mistura de fenoxaprope + imazetapir na G2 selecionada com
a mistura. Para o bi6tipo CAMAQ as doses aplicadas foram 13,8; 20,7 e 27,6 g ha de
fenoxaprope na G2 selecionada com fenoxaprope, 640, 1060 e 1280 g ha™* de imazetapir na
G2 selecionada com imazetapir e 27,6 + 80, 34,5 + 100 e 41,4 + 120 g ha™ da mistura de
fenoxaprope e imazetapir sobre plantas da G2 selecionadas com a mistura. Em cada ciclo de
selecdo, uma populacgéo de 40 a 50 plantas de cada bidtipo foi utilizada como controle sem
selecdo (sem aplicacdo de herbicida). Destas plantas, 20 foram escolhidas aleatoriamente
para obter as proximas geracbes G1 e G2 controle (sem sele¢éo).

A aplicacédo de cada herbicida foi realizada em uma populacdo média de 186 plantas,
distribuidas em trés bandejas preenchidas com solo. As plantas selecionadas em cada

geracdo foram transplantadas para vasos com capacidade de 500 mL preenchidos com solo
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e mantidas em casa de vegetacao para a producgédo de sementes. Antes do florescimento, as
plantas foram isoladas com auxilio de estruturas de tecido, para evitar a entrada de pélen
externo. No estadio de maturidade, todas as sementes foram coletadas, secadas em estuda de

circulacéo de ar forgado a 40°C por sete dias e, posteriormente, armazenadas em temperatura

de 20°C. Esquema representativo dos ciclos de selegdes esta disposto na Figura 2.
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FIGURA 2. Esquema representativo dos ciclos de aplicacdes de subdoses de cada herbicida,
avaliacOes da sobrevivéncia e selecdo de plantas sobreviventes para composi¢ao
das geracBes G1 e G2 dos bidtipos MOST e CAMAQ. *Para obtencdo das
geracOes controles (G1 e G2 controle) ndo foi realizada a aplicagcdo de
herbicidas.

4.2.6 Curvas de dose-resposta com as geragdes GO, G2 controle e G2 selecionada

Plantas de capim-arroz dos biotipos MOST e CAMAQ das geragdes GO, G2 controle
e G2 selecionadas com os herbicidas fenoxaprope, imazetapir e fenoxaprope + imazetapir
foram submetidas ao experimento de curvas de dose-resposta com cada herbicida que foram
utilizados nas selecbes das geracOes para a verificacdo do aumento da tolerancia entre as
geracOes. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3 x 8, com 4 repeti¢bes. O fator A foi composto pelas geracoes de selecdo GO, G2
controle (ndo selecionada) e G2 selecionada com fenoxaprope ou imazetapir ou fenoxaprope

+ imazetapir para cada biétipo (MOST ou CAMAQ). O fator B foi constituido pelas doses
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0; 1,7; 3,4; 6,9; 13,8; 27,6; 55,2; 110,4 e 220,8 g ha’ de fenoxaprope usada para G2
selecionada com fenoxaprope, 0; 2; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 e 100 g ha* de imazetapir para a
G2 selecionada com imazetapir e de 0; 0,8+5; 1,7+10; 3,45+20; 6,9+30; 13,8+40; 27,6+80;
55,2+160 e 110+320 g ha' de fenoxaprope + imazetapir, respectivamente, para a G2
selecionada com a mistura. As variaveis avaliadas foram controle visual aos 21 DAA; massa

fresca e seca da parte aérea.

4.2.7 Caracterizagao da evolugéo da resisténcia a outros herbicidas

A caracterizacdo da evolucdo da resisténcia cruzada e mdltipla foi realizada para os
herbicidas inibidores da enzima ACCase (fenoxaprope-p-etilico, diclofope-metilico,
clodinafope-propargil, cialofope, setoxidim), inibidores da enzima ALS (imazetapir,
penoxsulam), mistura (fenoxaprope + imazetapir), inibidor da enzima EPSPS (glifosato),
mimetizador de auxina (quincloraque), inibidor do FSI (paraquate) e FSII (propanil). As
geracOes GO e G2 selecionadas com fenoxaprope, imazetapir e mistura foram tratadas com
estes herbicidas no estadio de trés a quatro folhas, nas doses descritas na Tabela 2. As doses
dos herbicidas foram escolhidas através de experimentos preliminares através da aplicacdo
de 25, 50 e 75% da dose recomendada dos herbicidas em quatro plantas de ambos os bi6tipos
(dados ndo apresentados). Cada herbicida foi aplicado em uma populacdo média de 49
plantas de cada geracdo, distribuidas em bandejas preenchidas com solo. O nimero de
plantas de capim-arroz presentes em cada bandeja foi mensurado antes da aplicacdo dos

herbicidas e 0 nimero de plantas sobreviventes foi mensurado aos 21 DAA.
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TABELA 2. Herbicidas aplicados em plantas de capim-arroz das geragfes GO e G2
selecionada com fenoxaprope, imazetapir e fenoxaprope + imazetapir dos
biotipos de capim-arroz MOST e CAMAQ), para a caracterizacdo da evolugdo
da resisténcia cruzada ou multipla.

M . d Dose Adi ) Dose aplicada
Herbicida ~ Produto comercial ecaanlggno ® recomendada R é‘lf/;/?/?vi (g ha)
¢ (g ha'®) ' MOST CAMAQ
Feno:t?ﬁ::%pe-p- Starice® Inib. ACCase 69 Aureo 17,25 20
Diclofope-metilico  lloxan CE  Inib. ACCase 852 \(;egLe;agl)l 208 298
Clodinafope- 1 iy @ 240 EC  Inib. ACCase 24 Assist 18 9
propargil
Cialofope-butilico Clincher® Inib. ACCase 228 \(]Zegl_e;g)l 57 57
Setoxidim Poast® Inib. ACCase 184 Assist 92 92
. Imazetapir Plus .
Imazetapir Nortox Inib. ALS 100 Dash 30 200
Penoxsulam Ricer® Inib. ALS 48 Veget’Oil 48 48
F Starice®+ ,
ENOXaprope + | o i Plus Inib. ACCase + 69 + Dash 69+ 345+
Imazetapir N P Inib. ALS 100 15 55
ortox
Quincloraque Facet® Mim. auxina* 375 Assist 2625 375
Glifosato Roundup —\up Epsps 740 i 370 185
Original Di
Paraquate Gramoxone® 200 Inib. FSI 300 - 75 75
Propanil Stam 800 WG Inib. FSII 3600 - 3600 3600

* mecanismo de inibicdo de parede celular em gramineas. Inib. ACCase — inibidor da enzima Acetil CoA
Carboxilase; Inib. ALS — Inibidor da enzima Acetolactato Sintase; Mim. auxina — mimetizador de auxina; Inib.
EPSPS — inibidor da enzima 5-enolpiruvato-chiquimato-3-fosfato-sintase; Inib. FSI e FSII — inibidor do
fotossistema | e 11, respectivamente.

4.2.7.1 Caracterizacdo da evolucdo da resisténcia cruzada e multipla por
metabolizacdo através de inibidor de P450

Os tratamentos herbicidas que apresentaram diferenca significativa no teste qui-
quadrado (y?) entre as geracdes GO e G2 selecionadas foram escolhidos para realizar
experimento de curva de dose-resposta com ou sem a aplicacdo do inibidor de P450
malathion. Os herbicidas escolhidos foram o quincloraque e diclofope para ambos os
biotipos MOST e CAMAQ. Os experimentos foram realizados em esquema trifatorial (4 x
2 x 8) em delineamento inteiramente casualizado. O fator A foi composto pelas geracdes de
selecdo GO, G2 selecionada com fenoxaprope, G2 selecionada com imazetapir e G2

selecionada com fenoxaprope + imazetapir. O fator B foi constituido pela aplicagdo ou ndo
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do inibidor malathion e o fator C por oito doses de cada herbicida. Para o herbicida
quincloraque foram utilizadas as doses de 0; 18,75; 37,5; 75; 150; 225 (apenas para MOST);
300; 375 e 750 g ha* (apenas para CAMAQ). As doses de diclofope foram 0; 21,3; 42,6;
85,2; 170,4; 340,8; 681,6; 852 g ha. A aplicacdo do inibidor malathion na dose de 1000g
ha! realizou-se duas horas antes da aplicagdo das doses dos herbicidas, de mesma foram
como a aspersdo dos herbicidas. As variaveis avaliadas foram controle visual e massa fresca

da parte aérea.
4.2.9 Anélise dos dados

O software estatistico R v.3.5.3 foi utilizado para a analise dos dados (R Core Team,
2019). Os dados obtidos dos experimentos de curvas de dose-resposta foram submetidos ao
teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e a anélise de variancia (ANOVA) usando o pacote
Expdes.pt. Os comandos plot(fitted(x)), resid (x) e ggnorm do pacote drc foram utilizados
para verificacdo da distribuicdo da normalidade dos residuos. Os dados foram ajustados pelo
modelo log-logistico de quatro parametros usando o comando modelFit do pacote drc (Ritz
etal., 2015). As doses dos herbicidas que causaram reducdo de 50% no controle visual (Cso)

e na massa fresca ou seca da parte aérea (GRso) foram estimadas usando o modelo:

d—c
+ 1 + exp[b(logx — loge)]

y=¢

onde: ¢ e d sdo as assintotas de minima e maxima resposta da curva, b € a inclinacdo da
curva, e é a dose que causa 50% de reducdo na resposta de y (Cso ou GRsp) € X € a dose do
herbicida. Quando as doses ndo foram suficientes para o controle 100% das plantas, o Cso
foi calculado substituindo o valor de y por 50. A diferenca entre 0 comportamento das curvas
em resposta aos herbicidas nos experimentos foi calculada através do fator de resisténcia
(FR). A diferenca estatistica entre os FR das varidveis controle aos 21 DAA (Csp), massa
fresca da parte aérea (GRsp) € massa seca da parte aérea (GRso) foi calculada utilizando o
comando EDcomp do pacote drc. Os graficos foram realizados utilizando o pacote ggplot2
(Wickham, 2016) e os intervalos de confianga de cada curva foram calculados através do
comando predict e plotados em toda a curva, conforme recomendado por Ritz et al. (2015).
Os dados de percentagem de controle foram transformados em x + 0,5.

A analise estatistica para inferir sobre possivel evolucdo da resisténcia cruzada ou

multipla foi realizada pela quantificacdo da diferenca de percentagem de sobreviventes entre
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as geracdes GO e G2 selecionada com fenoxaprope, imazetapir e mistura de ambos biotipos
de capim-arroz MOST e CAMAQ. Os valores de sobrevivéncia foram submetidos a analise
do teste 2. A hipdtese nula foi que a sobrevivéncia esperada de capim-arroz apds a aplicagio
de cada herbicida testado seria igual nas geracdes GO e G2 selecionadas. Comparacao entre
as proporcdes de sobrevivéncia da GO e G2 selecionadas foi realizada pelo teste ¥ de
heterogeneidade, como proposto por Busi e Powles (2017), utilizando o software estatistico
R com o comando prop.test, a 5% de probabilidade de erro. Os comandos utilizados para

todas as anélises estatisticas descritas acima estéo dispostos no Apéndice 1.

4.3 Resultados e Discusséo
4.3.1 Definigéo de subdoses

A interacdo entre os fatores bio6tipos e doses do herbicida fenoxaprope foi
significativa apenas para a variavel massa fresca da parte aérea (Apéndice 6). Os biotipos
MOST e CAMAQ foram suscetiveis ao fenoxaprope apresentando reduc@es nas variaveis
controle visual, massa fresca e massa seca da parte aérea nas doses mais baixas da
recomendada (Figura 3A, C e E). O biétipo CAMAQ foi mais suscetivel ao fenoxaprope
apresentando menores valores de GRso (12,1 g hal) da massa fresca (Tabela 3). A interagio
entre os fatores bi6tipos e doses do herbicida imazetapir foram significativos (Apéndice 6).
O bidtipo CAMAQ néo foi controlado pelo herbicida (Figura 3B, D e F). A dose de 640 g
hal de imazetapir (6,4 vezes a recomendada) ndo proporcionou controle satisfatorio das
plantas desse bidtipo, resultando em FR de 4,4 (Figura 3 e Tabela 3), caracterizando este
biotipo como resistente ao imazetapir. Esses resultados comprovam a resisténcia do bidtipo
CAMAQ e suscetibilidade do bidtipo MOST de forma similar ao encontrado em outros
estudos (Matzenbacher et al., 2015a). O sequenciamento do gene ALS e experimento com
inibidores de enzimas P450 foram realizados para avaliagdo do mecanismo de resisténcia no
biétipo CAMAQ.
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FIGURA 3. Controle visual aos 21 DAA (%) (A e B), massa fresca (% do controle) (C e D)
e massa seca da parte aérea (% do controle) (E e F) dos bidtipos de capim-arroz
MOST e CAMAQ em resposta a aplicacdo dos herbicidas fenoxaprope (A, C e
E) e imazetapir (B, D e F).

A interacdo entre os fatores biotipos e doses das misturas foi significativa para as
variaveis controle visual, massa fresca e seca da parte aérea nas trés proporcdes testadas
(Apéndice 6). O biotipo CAMAQ apresentou menor controle em relacdo ao MOST quando
a proporcao das doses foi maior do herbicida fenoxaprope (75% de fenoxaprope e 25% de
imazetapir), no entanto, o controle dos biotipos foi satisfatorio (Figura 4A, D e E) (Tabela
4). Na proporcao de 75% de imazetapir e 25% de fenoxaprope, o biotipo CAMAQ foi menos

controlado em relacdo as outras proporgdes da mistura (Figura C, F e I), possivelmente



93

devido a maior proporc¢do do herbicida imazetapir. Em geral, a proporcdo de mistura que
resultou em melhor significancia dos parametros (dados ndo apresentados) e melhor
comportamento das curvas para ambos 0s biotipos foi a proporcao de 50% de fenoxaprope
+ 50% de imazetapir (Figura 4 B, E e H).

TABELA 3. Parametros da equacéo logistica e fator de resisténcia (FR) para as variaveis
controle visual aos 21 DAA, massa fresca e seca da parte aérea das plantas de
capim-arroz dos biétipos MOST e CAMAQ submetidas as diferentes doses dos
herbicidas fenoxaprope e imazetapir.

. o Cso ou GRso
Herbicida Bidtipo b c Dose (ghal) IC FR
--------------------- controle aos 21 DAA------------mmmeuumo
fenoxaprope MOST -7,1 2,6 99,8 18,1 1,3 -
CAMAQ -6,2 7,7 99,2 18,9 +13 10
imazetapir MOST -2,1 -1,0 100,3 8,5 +1,1 -
CAMAQ -0,8 -0,9 89,4 38 13,2 44*
------------------ massa fresca da parte aérea-----------------
fenoxaprope MOST 5,6 0,7 90,7 16,8 1,7 -
CAMAQ 21 -2,1 94,9 12,1 +18 0,7*
imazetapir MOST 2,1 0,2 99,9 55 19
CAMAQ 17 12,3 100,0 13,9 14 25*
------------------- massa seca da parte aérea------------------
fenoxaprope MOST 2,8 0,4 93,8 13,9 1,6 -
CAMAQ 3,1 -0,3 93,9 11,6 +14 08
imazetapir MOST 2,0 0,1 99,9 54 1,2 -
CAMAQ 12 7,9 100 9,2 09 1,7*

b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; Cso: dose do herbicida que causa reducéo de 50%
da variavel controle; GRso: dose do herbicida que causa redugdo de 50% da variavel massa fresca ou massa
seca da parte aérea; IC: intervalo de confianca do parametro Cso ou GRsp (0=0,05); FR: fator de resisténcia =
Cso ou GRsp do bidtipo CAMAQ tratado com fenoxaprope ou imazetapir/Cso ou GRso do biétipo MOST tratado
com fenoxaprope ou imazetapir. *p<0,05 pelo teste F.

A partir dos resultados obtidos através das curvas de dose-resposta isoladas dos
herbicidas fenoxaprope, imazetapir e com as diferentes proporcdes das misturas, as subdoses
de cada herbicida foram escolhidas para iniciar a selecdo das plantas para obtencdo das
geragOes e para estudo de sobrevivéncia. As doses escolhidas foram 13,8; 17,25 e 20,7 g ha”
! de fenoxaprope, 2, 4 e 8 g ha* de imazetapir e 0,8+5, 1,7+10 e 3,4+20 g ha'* de fenoxaprope
+ imazetapir para o biétipo MOST. Para o bidtipo CAMAQ as doses escolhidas foram 6,9;
13,8 e 20,7 g ha! de fenoxaprope, 80, 160, 320 g ha™ de imazetapir e 3,4+20, 6,9+30 e
10,35+35 g ha* de fenoxaprope + imazetapir.
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FIGURA 4. Controle visual aos 21 DAA (%) (A, B e C), massa fresca (% do controle) (D,
E e F) e massa seca da parte aérea (G, H e 1) dos bi6tipos de capim-arroz MOST
e CAMAQ em resposta a aplicacdo da associacdo dos herbicidas fenoxaprope e
imazetapir em diferentes proporcdes: 75% de fenoxaprope + 25% de imazetapir
(A, D e G); 50% de fenoxaprope + 50% de imazetapir (B, E e H) e 25% de
fenoxaprope + 75% de imazetapir (C, Fe I).
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TABELA 4. Parametros da equacédo logistica e fator de resisténcia (FR) para as varidveis
controle visual aos 21 DAA, massa fresca e seca da parte aérea das plantas de
capim-arroz dos bi6tipos MOST e CAMAQ submetidas as diferentes
proporcdes da mistura dos herbicidas fenoxaprope e imazetapir.

Cso ou GRsg
Dose (gha') IC

Herbicida Bidtipo b c

75 % fenoxaprope +  MOST -4,0 0,0 993 1,4+2,7 0,1 -
25% imazetapir CAMAQ -0,6 0,3 1108 3,4+6,5 0,9 24*

50 % fenoxaprope + MOST -1,9 0,0 100,1 05+31 +0,2 -
50% imazetapir CAMAQ -0,6 0,7 1160 2,2+137 0,9 44*

25 % fenoxaprope +  MOST -27 00 100,1 0,2+3,7 10,1 -
75% imazetapir CAMAQ -06 -0,3 107,3 0,8+15 +0,2 4,0*

75 % fenoxaprope +  MOST 3,8 0,6 999 0,9+1,7 +0,2 -
25% imazetapir CAMAQ 17 2,2 1004 19+38 0,1 2,1*

50 % fenoxaprope +  MOST 4,2 0,5 1000 0,7+44 10,1 -
50% imazetapir CAMAQ 14 14 1009 13481 +0,1 18*

25 % fenoxaprope +  MOST 1,7 0,3 999 0,08+1,5 0,02 -
75% imazetapir CAMAQ 05 -3,7 100,1 0,31+56 +0,1 3,8*

75 % fenoxaprope +  MOST 3,5 0,7 1000 1,1+2,1 10,1 -
25% imazetapir CAMAQ 15 50 100,3 13+25 +0,2 1,1
50 % fenoxaprope +  MOST 3,5 0,8 1000 0,7+4/4 +0,1
50% imazetapir CAMAQ 0,9 -1,3 100,2 0,8+5,0 0,1 1,1
25 % fenoxaprope + MOST 0,9 0,2 999 0,006+0,1 0,0 -
75% imazetapir CAMAQ 0,7 -1,4 1000 04+75 +0,04 66,6*
b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; Cso: dose do herbicida que causa reducao de 50%
da variavel controle; GRso: dose do herbicida que causa reducdo de 50% da varidvel massa fresca ou massa
seca da parte aérea; IC: intervalo de confianga do pardmetro Cso ou GRsp (0=0,05); FR: fator de resisténcia =
Cso ou GRso do bidtipo CAMAQ tratado com a mistura de fenoxaprope + imazetapir/Csp ou GRso do bidtipo
MOST tratado com a mistura de fenoxaprope + imazetapir. *p<0,05 pelo teste F.

4.3.1 Sequenciamento do gene ALS em capim-arroz

Os primers utilizados para o sequenciamento foram eficientes na obtencdo dos
fragmentos esperados (Figura 5). Os primers produziram fragmentos Unicos, a partir dos
quais, foi possivel realizar a purificagdo do cDNA direto no produto PCR. As bandas do
produto PCR resultantes da amplificagdo dos primers ALS4 (Figura 5E), ALS5 (Figura 5F)
e ALS6 (Figura 5G) resultaram em bandas mais fortes. Isto ocorreu possivelmente pela
adicdo do enhancer no protocolo da amplificacdo destes primers. O enhancer é utilizado
para melhorar a especificidade dos primers, principalmente em regides ricas em CG, caso da

regido frontal do gene ALS de capim-arroz.
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FIGURA 5. Produto da amplificagéo dos primers ALS1 (B), ALS2 (C), ALS3(D), ALS4(E),
ALS5(F) e ALS6 (G) do gene ALS dos bidtipos MOST e CAMAQ), separados
por gel de agarose 2% e corado com brometo de etidio. Marcador de peso
molecular de 100pb foi utilizado (A).

Os fragmentos obtidos do gene ALS apresentaram tamanho de 1666 e 1674 pb para
0s bidtipos MOST e CAMAQ, respectivamente. Em outros trabalhos, o tamanho do gene
ALS em Echinochloa crus-galli foi identificado em ter tamanho de aproximadamente 1900pb
(lwakami et al., 2015). O menor tamanho obtido no presente estudo se deve ao fato dos
primers terem sido desenhados para amplificar apenas a regido codificante do gene, ndo
amplificando a extremidade inicial e final do gene. O primer forward ALS6, primeiro primer
da parte frontal do gene ALS desenhado, foi pareado a partir da posicdo 260pb do gene
(Figura 1). O desenho de primers para amplificar a regido inicial (0 a 260pb) a partir do
cDNA néo teve sucesso pelo fato de ser uma regido rica em CG.

Echinochloa crus-galli é uma espécie alohexaploide e apresenta no seu genoma trés
copias do gene ALS (ALS1, ALS2 e ALS3) (lwakami et al., 2015; Guo et al., 2017). As
sequencias do gene ALS dos bidtipos MOST e CAMAQ apresentaram homologia de 98,2%
entre si e apresentaram identidade de 97, 98 e 99% com a sequéncia depositada do gene
ALS1 (LC006058.1), ALS2 (LC006059.1), ALS3 (LC006062.1) de E. crus-galli e de 98%
com a sequéncia depositada do gene ALS1 (AB636580.1) de E. phyllopogon. Com a
sequéncia do gene ALS de Arabidopsis thaliana (X51514) as sequéncias apresentaram
homologia de aproximadamente 57%.

As sequéncias do gene ALS do bi6tipo suscetivel MOST e do resistente CAMAQ néo
apresentaram polimorfismo (Apéndice 7). No alinhamento com o gene ALS de A. thaliana
(Apéndice 7) ndo foram encontradas mutacGes tanto nas regides que naturalmente sao

conhecidas por causar resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS quanto nas regides onde


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC006058.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=B2VUBMPE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC006058.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=10&RID=B2VUBMPE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC006059.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=18&RID=B2VUBMPE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC006059.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=18&RID=B2VUBMPE014
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mutacdes obtidas artificialmente sdo associadas a resisténcia (Apéndice 7). Na anélise do
cromatograma nao foi identificado nenhum resultado de heterozigose nas posi¢des citadas
acima. O fato de o sequenciamento ter sido realizado com base em cDNA demonstra que 0
gene ou copias do gene ALS expressas na planta ndo apresentam mutagdes no DNA nas
posicdes associadas com resisténcia aos herbicidas. Portanto, a resisténcia do bidtipo
CAMAQ ao herbicida imazetapir ndo € relacionada a mutacéo no gene codificante da enzima
ALS.

4.3.2 Avaliacdo da ocorréncia de incremento de metabolizag&o atraves de inibidores

A interacdo entre os fatores inibidores e doses foi significativa para as variaveis
controle aos 21 DAA, massa fresca e seca da parte aérea dos biétipos MOST e CAMAQ
(Apéndice 8). O resultado da ANOVA indica diferenga no controle dos bi6tipos devido a
aplicacdo de inibidores de P450.

O inibidor malathion proporcionou maior controle do bi6tipo MOST, mesmo esse
apresentando alta sensibilidade ao herbicida de forma isolada (Figura 6A, C e E). Esse
resultado mostra que em pequenas doses o bidtipo suscetivel apresenta capacidade de
metabolizacdo através de enzimas P450. Efeito de inibidores no maior controle em bio6tipos
suscetiveis ja foram obtidos em outros estudos com capim-arroz (Dalazen et al., 2018b;
Wright et al., 2018). A aplicagdo dos inibidores malathion e PBO causaram um aumento no
controle do bi6tipo CAMAQ (Figura 6B, D e F). Os inibidores malathion e PBO reverteram
0 FR de resisténcia do bidtipo para valores menores que 0,4 e 0,3 (Tabela 5). Os resultados
indicam que a resisténcia do biétipo CAMAQ ao herbicida imazetapir esta associada ao
incremento de metabolizagdo por enzimas do citocromo P450, embora outro mecanismo de
resisténcia pode estar envolvido.

A ocorréncia de bidtipos de capim-arroz resistentes aos herbicidas inibidores da ALS
aumentou consideravelmente ao longo dos Gltimos anos e varios trabalhos tentam identificar
0s mecanismos envolvidos (Matzenbacher et al., 2015a; Rouse et al., 2018; Heap, 2019). O
incremento de detoxificagdo de moléculas herbicidas € o mecanismo mais encontrado em
relacdo a resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS e ACCase (Bakkali et al., 2007;
Wright et al., 2016; Dalazen et al., 2018b). Enzimas do citocromo P450, principalmente da
familia CYP81 e CYP72, sdo as mais importantes em plantas de capim-arroz com esse
mecanismo de resisténcia (Yun et al., 2005; Iwakami et al., 2014b; Guo et al., 2017; Dalazen
et al., 2018a; Iwakami, 2018; lwakami et al., 2019). De mesmo modo, enzimas da familia

GST tambem foram indicadas como candidatas na conjugacéo dos herbicidas com glutamato
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em capim-arroz (Wright et al., 2018). O mecanismo de resisténcia por metabolizacdo é o
mais preocupante no controle de plantas daninhas devido a capacidade das enzimas
detoxificantes em metabolizar moléculas herbicidas nunca antes utilizadas (Ghanizadeh e
Harrington, 2017b). No entanto, o entendimento ainda é pequeno dos fatores que possam
estar associados para a rapida evolucgdo da resisténcia aos herbicidas nessa espécie.
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FIGURA 6. Controle visual aos 21 DAA (%) (A e B), massa fresca (% do controle) (C e D)
e massa seca da parte aérea (% do controle) (E e F) dos bidtipos de capim-arroz
MOST (A, C e E) e CAMAQ (B, D e F) em resposta a aplicacéo de inibidores
de enzimas P450 (malathion e PBO) 2 horas antes da aspersdo do herbicida
imazetapir.
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TABELA 5. Parametros da equacédo logistica e fator de resisténcia (FR) para as varidveis
controle visual aos 21 DAA, massa fresca e seca da parte aérea das plantas de
capim-arroz dos biétipos MOST e CAMAQ submetidas a aplicacéo prévia dos
inibidores (malathion e PBO) ao herbicida imazetapir.

Cso ou GRsg
Biotipo Tratamento b C d Dose FR
1 IC
(gha”)
------------------- controle aos 21 DAA------------------
imazetapir -42 47 100,3 57 %03 -
MOST  imazetapir + malathion -1,7 3,4 1025 21 04 04*
imazetapir + PBO -49 56 1004 6,1 0,5 1,1
imazetapir -26 30 486 >640 4,5 -
CAMAQ imazetapir + malathion -0,5 0,6 187,3 255,1 +23 <04*
imazetapir + PBO -09 09 110,92 2184 #43 <0,3*
--------------- massa fresca da parte aérea---------------
imazetapir 22 -1,2 90,3 40 05 -
MOST  imazetapir + malathion 1,7 -04 99,8 1,1 0,1 0.2*
imazetapir + PBO 23 -03 983 30 03 0,75
imazetapir 09 22 995 150,7 £3,5 -
CAMAQ imazetapir + malathion 05 2,1 994 269 +78 0.2*
imazetapir + PBO 0,7 -32 997 26,31 +10,3 0,2*
---------------- massa seca da parte aérea----------------
imazetapir 1,7 -21 94,2 3,2 0,6 -
MOST  imazetapir + malathion 1,5 -09 99,8 11 0,2 0,3*
imazetapir + PBO 31 19 999 3,7 04 1,1
imazetapir 08 23 102,61 49,1 104 -
CAMAQ imazetapir + malathion 05 3,4 100,03 59 32 0,12*
imazetapir + PBO 05 -15 9989 6,8 3,1 0,14*

b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; Cso: dose do herbicida que causa reducao de 50%
da variavel controle; GRso: dose do herbicida que causa reducéo de 50% da variavel massa fresca ou massa
seca da parte aérea; IC: intervalo de confianca do parametro Cso ou GRsp (0=0,05); FR: fator de resisténcia =
Cso ou GRsp do bidtipo MOST ou CAMAQ tratado previamente com os inibidores (malathion ou PBO) ao
imazetapir/Cso ou GRsp do bi6tipo MOST ou CAMAQ tratado com imazetapir sem inibidor. *p<0,05 pelo teste
F.

4.3.3 Sobrevivéncia das gerages GO, G1 e G2 dos bidtipos de capim-arroz MOST
e CAMAQ

A selecdo das plantas de capim-arroz através de subdoses do herbicida fenoxaprope
causou maior sobrevivéncia das plantas das geragdes G2 dos bidtipos MOST (Tabela 6) e
CAMAQ (Tabela 7) em comparacdo com a GO e G1 apds a aplicacdo dos herbicidas. De
forma diferente, a aplicacdo de subdoses de imazetapir ndo causou esse efeito no biotipo
suscetivel MOST, em que a sobrevivéncia da geracdo G1 foi maior que a sobrevivéncia da

G2 na dose de 15g. A sobrevivéncia do biotipo CAMAQ em relacéo a aplicacéo de doses de
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imazetapir foi maior de 95% em praticamente cada geracao de sele¢do, demonstrando que a
resisténcia a esse herbicida apresenta alto grau de estabilidade e que a populacdo esta
praticamente 100% em homozigose devido as geragdes de autofecundacéo. Por outro lado,
quando ocorreu a aplicagdo recorrente utilizando subdoses da mistura dos herbicidas, o
controle diminuiu consideravelmente ao passar das geracdes, principalmente para o bi6tipo
resistente CAMAQ (Tabela 6 e 7). A dose de 3,45 + 20 g de fenoxaprope + imazetapir
controlou aproximadamente 60% das plantas da geracdo GO do biétipo MOST (Tabela 6).
Apos apenas um ciclo de selecdo, esse controle diminuiu para aproximadamente 15,5% das
plantas da G1. Os resultados indicam aumento da sobrevivéncia das plantas selecionadas

com a mistura dos herbicidas de ambos os biotipos.

TABELA 6. Sobrevivéncia das geracdes GO, G1 e G2 do biétipo MOST em relagdo a
aplicacdo dos herbicida fenoxaprope, imazetapir e mistura (fenoxaprope +

imazetapir).
Herbicida  G* Dose aplicada (g ha™) Plantas Sobreviventes  Plantas
(% dose recomendada) aplicadas (%) selecionadas

0 13,8 (20) 165 19,64 -

0 17,25 (25) 173 13,85 15

0 20,7 (30) 159 2,46 -

1 17,25 (25) 140 17,64 15

Fenoxaprope 1 20,7 (30) 100 1,04 -
1 24,15 (35) 112 0 -

2 13,8 (20) 186 35,75 -

2 17,25 (25) 172 24,25 -

2 20,7 (30) 176 6,82 -

0 2(2) 161 100 -

0 4 (4) 160 94 -

0 8 (8) 132 70,21 15

1 8 (8) 194 96,05 -

Imazetapir 1 10 (10) 199 75,8 -
1 15 (15) 215 57,83 15

2 15 (15) 193 34,49 -

2 25 (25) 188 15,06 -

2 35 (35) 193 12,88 -

0 0,862 (1,25) +5 (5) 160 100 -

0 1,725 (2,5) + 10 (10) 153 82,23 -

0 3,45 (5,0) + 20 (20) 134 43,5 15

Fenoxaprope 1 3,45 (5,0) + 20 (20) 214 84,5 -
+ Imazetapir 1 5,175 (7,5) + 25(25) 232 60,25 -
1 6,9 (10) + 30 (30) 227 42,42 15

2 6,9 (10) + 30 (30) 174 44,44 -

2 13,8 (20) + 40 (40) 186 2,04 -

2 20,7 (30) + 60 (60) 179 1,68 -

*Geracoes de selecio.
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O menor controle através do uso da mistura ocorreu para o biétipo CAMAQ (Tabela
7). A dose de 27,6 + 80g de fenoxaprope + imazetapir controlou aproximadamente 70% das
plantas da geracdo G1 e reduziu o controle para menos de 30% das plantas da geracdo G2.
Além disso, observou-se que a sobrevivéncia foi maior que 59,4% das plantas da G2 apds a
aplicacdo das doses de 41,4 + 160g de fenoxaprope + imazetapir (Tabela 7), demonstrando

um ganho do biétipo CAMARQ na capacidade de metabolizar esses herbicidas.

TABELA 7. Sobrevivéncia das gera¢cdes GO, G1 e G2 do biétipo CAMAQ em relacdo a
aplicacdo dos herbicida fenoxaprope, imazetapir e mistura (fenoxaprope +
imazetapir).

Herbicida G Dose aplicada (g ha!)  Plantas  Sobreviventes Plantas

(% dose recomendada) aplicadas (%) selecionadas

0 6,9 (10) 182 93,32 -

0 13,8 (20) 176 33,39 15

0 20,7 (30) 183 2,7 -

1 13,8 (20) 223 15,63 -

Fenoxaprope 1 20,7 (30) 212 1,89 8
1 27,6 (40) 224 1,39

2 13,8 (20) 316 23,6 -

2 20,7 (30) 196 7,2 -

2 27,6 (40) 211 541 -

0 80 (80) 170 99,46 -

0 160 (160) 181 96,6 -

0 320 (320) 166 96,99 15

1 320 (320) 220 100 -

Imazetapir 1 480 (480) 235 97,5 -

1 640 (640) 221 92,78 15

2 640 (640) 219 99 -

2 1060 (1060) 22 95,44 -

2 1280 (1280) 248 96,47 -

0 3,45 (5) + 20 (20) 168 97,74 -

0 6,9 (10) + 30 (30) 172 96,66 -

0 10,35 (15) + 35 (35) 165 66,33 15

Fenoxaprope 1 10,35 (15) + 35 (35) 213 83,7 -

+ Imazetapir 1 20,7 (30) + 60 (60) 199 25,18 -

1 27,6 (40) + 80 (80) 196 23,01 15

2 27,6 (40) + 80 (80) 246 74,6 -

2 34,5 (50) + 100 (100) 240 68,18 -

2 41,4 (60) + 160 (160) 221 59,48 -

*GeracGes de selecio.

A selegdo de plantas através do uso de subdoses proporciona maior sobrevivéncia
nas progénies devido ao incremento de metabolizagdo mediada por enzimas de detoxificagdo
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(Neve e Powles, 2005b; Yu et al., 2013; Yu e Powles, 2014). Herbicidas inibidores da
ACCase, principalmente do grupo quimico ariloxifenoxipropionatos (FOP’s), sao
conhecidos pela rapida capacidade da evolugdo da resisténcia por metabolizacdo (Neve e
Powles, 2005a; Busi et al., 2013; Busi et al., 2016). Por outro lado, trabalhos relacionados a
selecdo com subdoses de herbicidas inibidores da enzima ALS sdo escassos. Existe um
crescente ndmero de identificacdo de espécies de plantas daninhas resistentes a esse
mecanismo de acdo (Heap, 2019) e a maioria dos casos é devido ao incremento de
metabolizacdo (Dalazen et al., 2018a; Rouse et al., 2018). Assim, o0 estudo de selecdo de
plantas com subdoses de herbicidas inibidores da ALS é importante para determinacdo das
causas da evolucdo da resisténcia a estes produtos por processos de metabolizacao.

No presente estudo, 0 aumento das doses de imazetapir em cada geracdo de selecédo
no bidtipo MOST ndo possibilitou uma comparacdo de sobrevivéncia entre as geracdes
(Tabela 6). O aumento da sobrevivéncia das plantas apds as aplica¢fes de imazetapir ndo foi
consideravel, embora a sobrevivéncia da geracdo G1 tenha sido maior do que a GO,
principalmente na dose de 8g de imazetapir (Tabela 6). No entanto, quando este herbicida
foi associado ao fenoxaprope, o aumento da sobrevivéncia de plantas ocorreu nas geragoes
seguintes para ambos os biétipos (Tabela 6 e 7). Os resultados indicam que a pratica do uso
da mistura dos herbicidas fenoxaprope e imazetapir em subdoses potencializa a maior
sobrevivéncia das plantas e, isto provavelmente ocorre devido a capacidade de um dos
componentes da mistura ativar genes de detoxificacdo para metabolizacdo do outro
herbicida. O bidtipo CAMAQ é resistente por metabolizacdo ao imazetapir e 0s genes
responsaveis por esta detoxificacdo podem estar agindo também sobre as moléculas do
herbicida fenoxaprope, proporcionando maior sobrevivéncia nesse biotipo em comparacao
ao MOST. Para tanto, estudos de expressao de genes candidatos deverdo ser realizados para

testar essa hipotese.

4.3.4 Curva de dose-resposta com as geracOes GO, G2 controle e G2 selecionadas

A interacdo entre os fatores geracdes e doses dos herbicidas fenoxaprope, imazetapir
e mistura foi significativa para as variaveis controle aos 21 DAA, massa fresca e massa seca
da parte aérea para os bidtipos MOST e CAMAQ (Apéndice 9). O controle da geragcdo G2
selecionada com fenoxaprope foi significativamente reduzido em comparacdo a GO, tanto
para o biotipo MOST (Figura 7A e 8) como para CAMAQ (Figura 7B e 10). Os valores de
FR das geracfes G2 selecionadas desses bidtipos foram de 3,2 e 1,8, respectivamente,
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demonstrando esse efeito, embora a dose de 27,69 do herbicida fenoxaprope tenha

proporcionado o controle satisfatério (Tabela 8) (Figura 8 e 10).
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FIGURA 7. Controle visual aos 21 DAA (%) das geracbes GO, G2 controle e G2

selecionadas de capim-arroz do biotipo MOST (A, CeE) e CAMAQ (B,D e
F) em relacdo a aplicacdo do herbicida fenoxaprope (A e B), imazetapir (C e
D) e mistura (fenoxaprope + imazetapir) (E e F).
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FIGURA 8. Representacdo das curvas de dose-resposta com as geracdes do biotipo MOST-
GO (A, B, C), G2 controle (D, E e F) e G2 selecionada com fenoxaprope (G),
imazetapir (H) e mistura (1) em relagdo a aplicacdo dos herbicidas fenoxaprope
(A, D e G), imazetapir (B, E e H) e mistura (fenoxaprope + imazetapir) (C, F e
). Fotos aos 21 DAA.

O controle das plantas da geragdo G2 selecionadas com imazetapir foi similar a
geragcdo GO em ambos os biotipos (Figura 7C e D, 8 e 10). Embora o Csp da geragdo G2 (6,2
g ha) do bidtipo MOST seja maior que a GO (5,7 g ha?), esse valor néo foi significativo
(Tabela 8). As plantas da G2 controle (ndo selecionada) foram significativamente mais
suscetiveis ao herbicida (Figura 7C). Este comportamento também ocorreu com o biotipo
CAMAQ), resistente ao herbicida, nas maiores doses de 320 e 6409 de imazetapir, embora
néo significativamente (Figura 7D). De forma geral, as plantas selecionadas com imazetapir
ndo mostraram nenhuma reducdo de controle diferente das plantas da geracdo GO, ao
contrario do que ocorreu com as plantas selecionadas com subdoses do herbicida

fenoxaprope (Tabela 8).
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TABELA 8. Parametros da equacgdo logistica e fator de resisténcia (FR) para a variavel
controle visual aos 21 DAA das plantas de capim-arroz MOST e CAMAQ das
geracOes GO (ndo selecionada), G2 controle (néo selecionada) e G2 selecionada
com subdoses de fenoxaprope, imazetapir e mistura submetidas as diferentes
doses de fenoxaprope, imazetapir e mistura (fenoxaprope + imazetapir).

. Cso
Bidtipo Geracédo Herpluda c d Dose FR
aplicado 1 IC
(g ha™)
GO -6,1 -0,1 100,1 4,6 +0,2 -
G2 controle -49 15 100,2 8,2 +0,3 1,8*
G2 selecionada fenoxaprope
-3,9 3,9 100,9 15,1 +0,5 3,2*
com fenoxaprope
GO -43 41 100,2 5,7 +10 -
- - *
MOST G(;ie?ggit;ﬁl‘eda imazetapir 36 -04 999 4,2 +0,7 0,7
: ) -3,0 6,8 100,6 6,2 +05 1,1
com imazetapir
GO -3,2 0,7 101,2 3,2+18,8 0,2
G2 controle . -36 -08 998 2,3+13,5 #0,1 0,7*
G2 selecionada mistura
. -49 0,7 956 51+248 +0,3 1,6*
com mistura
GO -8,1 1,2 999 9,6 +0,4
G2 controle -59 19 100,0 8,6 +05 0,9
G2 selecionada fenoxaprope
-6,3 1,7 999 17,6 +0,7 1,8*
com fenoxaprope
GO -1,1 0,1 80,0 34,3 +8,9
CAMAQ G(232clon_trolezJI imazetapir -11 -0,3 88,3 447 +113 1.3
selectonaca 08 -02 10,9 531 #215 15
com imazetapir
GO -12 -45 104,2 5,8+26,8 +1,3
G2 controle . -29 15 1011 8,1+31,7 +0,8 14*
G2 selecionada mistura
. -15 0,1 899 17,3+50,1 +4,3 3,1*
com mistura

b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; Cso: dose do herbicida que causa reducao de 50%
da variavel controle; IC: intervalo de confianca do pardmetro Cso (a=0,05); FR: fator de resisténcia = Csp da

G2 controle (ndo selecionada) ou G2 selecionada/Cso da GO (ndo selecionada) dentro de cada bidtipo e
herbicida. *p<0,05 pelo teste F.

As plantas de capim-arroz da G2 selecionadas com subdoses de mistura foram mais
tolerantes em comparagdo a GO e G2 controle (Figura 7E e F, 8 €10). O controle dessas
plantas G2 selecionadas foi significativamente reduzido em ambos os biotipos. As plantas
do biétipo CAMAQ foram mais tolerantes, sendo que o FR referente ao Cso foi de 3,1, em
comparagdo a 1,6 do bidtipo MOST (Tabela 8). As maiores doses da associagdo dos
herbicidas, como 55,2 + 160 e 110 + 320g de fenoxaprope + imazetapir, respectivamente,
ndo proporcionaram controle total das plantas G2 selecionadas do biétipo CAMAQ (Figura
7F e 10).
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FIGURA 9. Massa fresca da parte aérea (% do controle) das gera¢des GO, G2 controle e G2
selecionadas de capim-arroz do biétipo MOST (A, Ce E) e CAMAQ (B,DeF)
em relacdo a aplicacdo do herbicida fenoxaprope (A e B), imazetapir (Ce D) e
mistura (fenoxaprope + imazetapir) (E e F).

A massa fresca da parte aérea em relacdo a aplicacdo dos herbicidas apresentou
resultados semelhantes ao controle visual descrito anteriormente (Figura 9). As plantas da
G2 selecionadas com subdoses do herbicida fenoxaprope apresentaram menores reducdes

da massa fresca para ambos os bidtipos (Figura 9A e B, 8 e 10). O FR do bi6tipo MOST



107

(2,4) foi maior do que o bidtipo CAMAQ (1,9) (Tabela 8). O peso da massa fresca da geracao
G2 do bidtipo MOST selecionada com imazetapir foi similar a GO ap6s a aplicacao das doses
do herbicida (Figura 9C). No entanto, a massa fresca das plantas da geracao G2 do bi6tipo
CAMAQ selecionada com imazetapir foi significativamente reduzida em comparagao as
plantas da geracdo GO (Figura 9D). Esta maior reducdo da massa fresca resultou em FR de
0,5 em comparacdo a GO, ou seja, essas plantas foram mais suscetiveis, mesmo sendo
progénies de plantas selecionadas com o herbicida. I1sso corrobora os resultados encontrados
na variavel controle visual (Figura 7). Além disso, a massa fresca das plantas da G2 controle
(sem selecdo) foi menos reduzida em comparagdo com a testemunha, obtendo FR
significativo de 2,3 (Tabela 9), efeito contrario do que se espera sem a pressdo de selecdo
imposta pelo herbicida. Vale salientar que esse biotipo é resistente ao herbicida e o seu
comportamento esta provavelmente relacionado ao efeito de variacdo de adaptacdo que pode
ser causada pela resisténcia por metabolizacdo (Vila-Aiub et al., 2009). A geracdo G2 de
ambos os bidtipos selecionadas com mistura apresentaram menores reducfes do peso da
massa fresca da parte aérea (Figura 8, 9 e 10). As plantas da geracdo G2 selecionadas do
bidtipo CAMAQ foram mais tolerantes a aplicagdo da mistura dos herbicidas, apresentando
FR de 1,8, em comparacdo com a G2 selecionada com mistura do biétipo MOST, que obteve
FR de 1,6. A varidvel massa seca da parte aérea se comportou de forma semelhante a variavel
massa fresca (Apéndice 10). As massas secas das plantas das geracbes G2 selecionadas tanto
com subdoses de fenoxaprope quanto com mistura de ambos os bi6tipos foram menos
reduzidas em comparacdo a GO. A massa seca das geragdes G2 dos bidtipos selecionadas
com imazetapir foram reduzidas de forma similar a geracdo GO (Apéndice 10).

Os resultados evidenciam evolucao para a maior tolerancia nas progénies através do
uso de selecdo com subdoses dos herbicidas fenoxaprope e mistura (Figura 7). A maior
tolerancia pelas plantas daninhas aos herbicidas apds selecdo recorrente com subdoses de
herbicidas inibidores da enzima ACCase ja foram identificadas em Lolium rigidum (Neve e
Powles, 2005b), Avena fatua (Busi et al., 2016) e Brachipodium distachylon (Matzrafi et
al., 2014). A selecdo com subdoses de 2,4-D e dicamba também proporcionaram menores
controles nas progénies de bidtipos das espécies Raphanus raphanistrum e Amaranthus
palmeri, respectivamente (Busi e Powles, 2017; Tehranchian et al., 2017). No entanto, este
é o primeiro trabalho que estuda o efeito da mistura de herbicidas como fator para evolugdo
da resisténcia em plantas. A maior toleréncia das plantas da G2 selecionadas tanto com
fenoxaprope quanto com a mistura de fenoxaprope + imazetapir (Figura 8 e 10) est3,
possivelmente, associada a maior capacidade de detoxificacdo dos herbicidas adquirida nas

progénies (Ghanizadeh e Harrington, 2017a). Existe grande variabilidade genética dentro
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de uma populacdo de plantas em relagcdo a sensibilidade aos herbicidas (Busi e Powles,
2009). Caracteristica de resisténcia poligénicas, devido a recombinacgéo de alelos, pode ser
adquirida durante as geracdes, especialmente e de forma mais rapida, em espécies de
polinizacdo cruzada (Neve e Powles, 2005a). Em espécies autégamas, como em E. crus-
galli, A. fatua e B. distachylon, espera-se que esse processo seja mais lento (Matzrafi et al.,
2014; Busi et al., 2016). Com os resultados obtidos no presente estudo, essa evolugéo para
a resisténcia ocorre e 0s resultados mostram o risco potencial para a resisténcia na espécie

autdgama E. crus-galli através da aplicacdo recorrente de herbicidas.
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G2 selecionada N | G2 selecionada l G2 selecionada
com fenoxaprope . com imazetapir j com mistura
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Fenoxaprope + Imazetapir (g ha™®)

FIGURA 10. Representagdo das curvas de dose-resposta com as geragGes do bidtipo
CAMAQ-GO (A, B, C), G2 controle (D, E e F) e G2 selecionada com
fenoxaprope (G), imazetapir (H) e mistura (I) em relagdo a aplicagdo dos
herbicidas fenoxaprope (A, D e G), imazetapir (B, E e H) e mistura
(fenoxaprope + imazetapir) (C, F e 1). Fotos aos 21 DAA.

A selecdo dos bidtipos de capim-arroz com subdoses de imazetapir isolado,
principalmente o suscetivel MOST, ndo resultou em aumento da tolerancia ao herbicida nas
progénies G2 (Figura 8, Tabela 8). A maioria dos casos de resisténcia por metabolizacdo em

capim-arroz ocorre aos herbicidas dos grupos quimicos sulfoniulureia (azimsulfuron),



109

triazolopirimidina (penoxsulam) e pirimidiniltiobenzoatos (bispiribaque) (lwakami et al.,
2015; Song et al., 2017; lwakami et al., 2019). Um dos fatores que pode estar favorecendo
a evolucdo da resisténcia por metabolizacdo a esses herbicidas é a utilizacdo de subdoses
(Rissel e Ulber, 2018). A selecdo de Apera spica-venti com subdoses de iodosulfuron,
herbicida do grupo quimico das sulfonilureias, foi capaz de evoluir para a resisténcia dessa
espécie a esse herbicida em apenas duas geracdes e seis genes CYPs foram identificados

como sendo candidatos pela maior detoxificacdo (Rissel e Ulber, 2018).

TABELA 9. Parametros da equacdo logistica e fator de resisténcia (FR) para a variavel
massa fresca da parte aérea das plantas de capim-arroz MOST e CAMAQ das
geragdes GO (ndo selecionada), G2 controle (ndo selecionada) e G2 selecionada
com subdoses de fenoxaprope, imazetapir e mistura submetidas as diferentes
doses de fenoxaprope, imazetapir e mistura (fenoxaprope + imazetapir).

.. GRso
Bidtipo Geracédo Her_b|CIda c d Dose FR
aplicado 1 IC
(g ha™)
GO 54 04 981 5,8 +04 -
G2 controle 65 01 925 8,3 +0,8 14*
G2 selecionada com fenoxaprope
26 -19 917 13,1 +13 24*
fenoxaprope
GO 22 -08 982 3,3 +05 -
MOST st(gégi%r;t;é);ecom imazetapir 29 01 978 2,8 +0,9 0,8
; ) 19 -05 1015 2,8 +0,7 0,8
imazetapir
GO 20 01 996 2,7+158 0,2 -
G2 controle . 27 03 1000 2,6+15,3 +0,3 0,9
G2 selecionada com mistura
g 19 -0,1 100,3 4,3+22,4 +0,3 1,6*
mistura
GO 90 03 971 8,6 +13 -
G2 controle 59 -0,1 964 7,6 +04 0,9
G2 selecionada com fenoxaprope
52 01 925 16,0 +0,9 1,9*
fenoxaprope
GO 09 10,1 99,9 9,8 +19 -
- *
CAMAQ - GI2c_ontr8Ie imazetapir 0,7 -41 99,6 22,7 +59 23
seleclonaca com 04 -37 1000 45 19 05*
imazetapir
GO 16 0,2 992 40+216 +06 -
G2 controle . 1,7 -25 97,2 50+244 +08 1,2
mistura

G2 selecionada com

mistura
b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; GRs0: dose do herbicida que causa reducdo de
50% da varidvel massa fresca; IC: intervalo de confianca do pardmetro GRsg (0=0,05); FR: fator de resisténcia

= GR5p da G2 controle (ndo selecionada) ou G2 selecionada/GRsp da GO (ndo selecionada) dentro de cada
bidtipo e herbicida. *p<0,05 pelo teste F.

1,7 12,8 97,11 75+32,6 +13 1,8*
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Os herbicidas inibidores da enzima ALS do grupo quimico das imidazolinonas sdo
citados como tendo a menor taxa de metabolizacdo devido ao longo periodo que a molécula
necessita ficar no sitio de acdo para ter eficiéncia em razdo da sua baixa afinidade com a
enzima alvo (Garcia et al., 2017). No entanto, esse maior tempo necessario para atingir a
eficiéncia herbicida dentro da planta pode favorecer a detoxificagdo pelas enzimas. Alguns
trabalhos relatam a resisténcia de capim-arroz por metabolizacdo aos herbicidas do grupo
das imidazolinonas, imazetapir e imazamox (Riar et al., 2013; Matzenbacher et al., 2015a).
Genes citocromo P450 como CYP81A6 e também GST foram identificados como candidatos
pela metabolizacdo do herbicida em bidtipo de capim-arroz resistente (Dalazen et al., 2018a
e b). No entanto, o uso de subdoses a partir deste herbicida como fator de selecdo nao
proporcionou evolucdo da resisténcia por metabolizacdo (Figura 8 e Tabela 8). Deste modo,
duas possibilidades surgem: (1) a evolugdo para resisténcia por metabolizacdo desse
herbicida necessita de maiores nimeros de ciclos de sele¢des em comparacao aos herbicidas
inibidores da ACCase ou, (2) outro fator de selecdo, e ndo subdoses, pode estar causando o
aumento de metabolizacao a este grupo quimico em biotipos resistentes. A selecdo recorrente
com subdoses de imazetapir nos biétipos MOST e CAMAQ deveré ser continuada para testar
a primeira hipotese.

Uma das principais estratégias sugeridas para evitar a resisténcia ou controlar
bidtipos de plantas resistentes nas lavouras tem sido a utilizacdo da mistura ou rotacdo de
mecanismos de acdo (Beckie e Harker, 2017). Os resultados do presente trabalho indicam
que a aplicacdo da mistura de fenoxaprope + imazetapir em proporc¢des adequadas (27,6 +
80; 55,2 + 160; 110 + 320 g ha! de fenoxaprope + imazetapir, respectivamente, Figura 7)
apresentam efeito sinérgico e controlam o bidtipo resistente CAMAQ de forma satisfatoria
(Tabela 4 e Figura 4). No entanto, o uso de subdoses da mistura quando néo atinge o controle
apresenta potencial para diminuir a sensibilidade aos herbicidas nas progénies, tanto no
bidtipo suscetivel MOST quanto no resistente CAMAQ. A maior reducdo do controle pela
aplicacdo da mistura foi encontrada nas plantas da G2 selecionadas do biétipo CAMAQ
(Figura 10). As enzimas do citocromo P450, responsaveis pela resisténcia por metabolizagao
do biotipo CAMAQ, tém possivelmente grande papel na maior tolerdncia da G2 em
comparacdo ao suscetivel MOST. Ap0s a identificacdo de plantas resistentes na lavoura, a
pratica de associar outro herbicida na aplicagdo € umas das mais utilizadas (Gazziero, 2015).
Caso o controle ndo seja satisfatdrio, progénies das plantas sobreviventes poderao apresentar
maior capacidade de metabolizar os produtos da mistura no préximo ciclo, podendo em
poucas geracdes serem capazes de metabolizar a dose recomendada de cada herbicida, como

visto nos resultados do presente trabalho (Tabela 8 e Figura 10).
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4.3.5 Caracterizacdo da evolucao da resisténcia a outros herbicidas

A sobrevivéncia das geracfes do biotipo MOST foi diferente para os herbicidas
diclofope (Figura 14), quincloraque (Figura 15), glifosato e paraquate (Tabela 10). A
diferencga da sobrevivéncia entre as geragdes do biotipo CAMAQ ocorreu para os herbicidas
diclofope (Figura 14), clodinafope, cialofope, setoxidim, quincloraque (Figura 15) e
paraquate (Tabela 11). Nao foi verificado diferenca na sobrevivéncia de plantas entre as
geracOes para os herbicidas penoxsulam e propanil.

As geracOes G2 selecionadas com fenoxaprope, imazetapir e mistura apresentaram
maiores sobrevivéncias em comparacdo a GO apos a aplicacao de fenoxaprope (Figura 11),
imazetapir (Figura 12) e mistura (Figura 13), respectivamente. As plantas de ambos bi6tipos
de capim-arroz das geracOes G2 selecionadas com estes herbicidas foram mais tolerantes
(Tabela 10 e 11). Os resultados da sobrevivéncia das geracfes G2 selecionadas com
fenoxaprope (Figura 11) e mistura (Figura 13) corroboram os resultados encontrados no
experimento anterior de curva de dose-resposta (Tabela 8) e indicam potencial destes
herbicidas para evoluir para a resisténcia através de sele¢des com subdoses. Por outro lado,
a maior sobrevivéncia da G2 do biétipo MOST selecionada com subdoses de imazetapir
(Figura 12B) néo foi verificada no experimento de curva de dose-resposta (Figura 7). 1sso
ocorreu, possivelmente, por ter sido utilizado pequeno nimero de plantas (4 plantas) no
experimento de curva de dose-resposta e neste experimento de sobrevivéncia a populagéo
foi de 52 plantas. Desta forma, a selecdo de capim-arroz através de subdoses de imazetapir
proporcionou aumento na sobrevivéncia em relacdo as subdoses, indicando que este efeito
pode ser maior nas proximas geracoes de selecao.

As plantas da geracdo G2 selecionadas com subdoses de mistura, de ambos os
biotipos de capim-arroz, foram mais tolerantes ao herbicida diclofope (Figura 14) (Tabela
10 e 11). A sobrevivéncia dessa geracdo do bidtipo MOST foi de 96%, valor
significativamente superior aos 20 % de sobrevivéncia da geracdo GO (Tabela 10). Do
mesmo modo, a geracdo G2 selecionada com mistura do bidtipo CAMAQ apresentou
sobrevivéncia de 90% e a GO de 50% ap0s aplicacdo do herbicida (Tabela 11). De modo
geral, a selecdo de capim-arroz com subdoses de mistura de fenoxaprope + imazetapir
proporcionou aumento da tolerancia nas progénies ao herbicida diclofope. Esse resultado
confirma os encontrados em Chlamydomonas reinhardii, em que a aplicagdo de subdoses de
mistura de herbicidas apresenta potencial para evolucdo da resisténcia cruzada (Lagator et
al., 2013). Portanto, experimento de curva de dose-resposta com este herbicida foi realizado

com as geracdes para comprovar este efeito e esta discutido no item posterior.
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FIGURA 11. Representacdo da sobrevivéncia das geracdes de capim-arroz aos 14DAA em
relacdo a aplicacéo de 17,25 e 20 g ha™* de fenoxaprope nos bi6tipos MOST e
CAMAQ, respectivamente. (A) MOST-GO e MOST-G2 selecionada com
fenoxaprope; (B) MOST-G0 e MOST-G2 selecionada com imazetapir; (C)
MOST-GO e MOST-G2 selecionada com mistura; (D) CAMAQ-GO e
CAMAQ-G2 selecionada com fenoxaprope; (E) CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2
selecionada com imazetapir; (F) CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2 selecionada com
mistura.

G2 G2 G2
GO  fenoxaprope GO imazetapir GO mistura

MOST

=3
|

5

/

D e e AR TRY. Vi
TS
; !

l

)
i
5 |
!- w m;--i

P A e

CAMAQ

FIGURA 12. Representagdo da sobrevivéncia das geracdes de capim-arroz aos 14DAA em
relacdo a aplicacdo de 20 e 200 g ha™* de imazetapir nos biétipos MOST e
CAMAQ, respectivamente. (A) MOST-GO e MOST-G2 selecionada com
fenoxaprope; (B) MOST-G0 e MOST-G2 selecionada com imazetapir; (C)
MOST-GO e MOST-G2 selecionada com mistura; (D) CAMAQ-GO e
CAMAQ-G2 selecionada com fenoxaprope; (E) CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2
selecionada com imazetapir; (F) CAMAQ-GO0 e CAMAQ-G2 selecionada
com mistura.
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A aplicacdo dos herbicidas clodinafope, cialofope e setoxidim controlaram
praticamente 100% das plantas de todas as geracdes do biotipo MOST (Tabela 10).
Diferencas nas sobrevivéncias entre as geragcoes a esses herbicidas ocorreram apenas para o
bidtipo CAMAQ (Tabela 11). As plantas da geracdo G2 do bidtipo CAMAQ selecionada
com fenoxaprope foram mais tolerantes ao clodinafope, apresentando sobrevivéncia de 49%,
superior a GO de 26,1% (Tabela 11). Para o herbicida cialofope foi verificado que a
sobrevivéncia de todas as geracdes G2 selecionadas foram superiores & G0. As plantas da
geragdo G2 selecionadas com mistura foram as mais tolerantes ao cialofope, atingindo mais
de 80% de sobrevivéncia (Tabela 11). Evolucdo da resisténcia ao herbicida setoxidim foi
verificada pela maior sobrevivéncia das geracdes G2 selecionadas com imazetapir e mistura
(Tabela 11). As plantas da geracdo G2 selecionadas com mistura apresentaram sobrevivéncia
maior que 40% em comparacdo a GO que apresentou apenas 10% de plantas sobreviventes
apos a aplicacdo de setoxidim (Tabela 11). Evolucdo para resisténcia cruzada através da
selecdo com subdoses de herbicidas também foi verificada na espécie Avena fatua (Busi et
al., 2016). A selecdo com subdoses de diclofope proporcionou evolugdo para a resisténcia
maltipla aos herbicidas mesosulfuron e imazapir + imazapic nesta espécie (Busi et al., 2016).
Plantas de Amaranthus palmeri também evoluiram para resisténcia ao dicamba apds selecao
recorrente com subdoses de 2,4D (Tehranchian et al., 2017). A resisténcia aos herbicidas
inibidores da ACCase do grupo quimico ciclohexanodiona, como setoxidim, é
principalmente relacionada a mutacdo no gene alvo (Tehranchian et al., 2018) e nenhum
estudo até o momento relatou envolvimento de metabolizacdo na resisténcia a esses
herbicidas. Portanto, este é o primeiro caso reportado de potencial evolucao para resisténcia
ao herbicida setoxidim a partir da utilizacdo de subdoses de imazetapir e mistura de
fenoxaprope + imazetapir. Outros estudos como andlise de curva de dose-resposta nas
geracOes mais avancadas de selecdo deverdo ser realizados para melhor identificacdo dessa

caracteristica.
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FIGURA 13. Representagdo da sobrevivéncia das geragdes de capim-arroz aos 14DAA em
relacdo a aplicacéo de 6,9 + 30 e 34,5 +100 g ha* de fenoxaprope + imazetapir
nos bidtipos MOST e CAMAQ), respectivamente. (A) MOST-G0 e MOST-G2
selecionada com fenoxaprope; (B) MOST-G0 e MOST-G2 selecionada com
imazetapir; (C) MOST-GO e MOST-G2 selecionada com mistura; (D)
CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2 selecionada com fenoxaprope; (E) CAMAQ-GO0
e CAMAQ-G2 selecionada com imazetapir; (F) CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2
selecionada com mistura.
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FIGURA 14. Representagdo da sobrevivéncia das geracdes de capim-arroz aos 14DAA em
relacdo a aplicacdo de 298 g ha™ de diclofope nos bidtipos MOST e CAMAQ.
(A) MOST-G0 e MOST-G2 selecionada com fenoxaprope; (B) MOST-GO e
MOST-G2 selecionada com imazetapir; (C) MOST-GO e MOST-G2
selecionada com mistura; (D) CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2 selecionada com
fenoxaprope; (E) CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2 selecionada com imazetapir;
(F) CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2 selecionada com mistura.
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FIGURA 15. Representacdo da sobrevivéncia das geracdes de capim-arroz aos 14DAA em
relacdo a aplicacdo de 262,5 e 375 g ha'* de quincloraque nos biétipos MOST
e CAMAQ, respectivamente. (A) MOST-G0 e MOST-G2 selecionada com
fenoxaprope; (B) MOST-GO e MOST-G2 selecionada com imazetapir; (C)
MOST-GO e MOST-G2 selecionada com mistura; (D) CAMAQ-GO e
CAMAQ-G2 selecionada com fenoxaprope; (E) CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2
selecionada com imazetapir; (F) CAMAQ-G0 e CAMAQ-G2 selecionada com
mistura.

As plantas da geracdo G2 selecionadas com fenoxaprope e mistura de fenoxaprope +
imazetapir foram mais tolerantes ao quincloraque do que a geracdo GO (Tabela 10 e 11). A
maior sobrevivéncia ocorreu na G2 selecionada com fenoxaprope e as geracdes selecionadas
com imazetapir foram controladas de forma similar as plantas da geracdo GO (Tabela 10 e
11). A maior evolucdo da resisténcia ao quincloraque ocorreu com o biétipo CAMAQ, por
apresentar sobrevivéncia maior que 65% das plantas da geracdo G2 selecionadas com
fenoxaprope mesmo quando aplicado a dose recomendada de quincloraque (375 g ha?)
(Figura 15). Portanto, a selecdo de capim-arroz com subdoses do herbicida fenoxaprope
isolado ou em mistura com imazetapir proporciona evolucao para a resisténcia multipla ao
herbicida quincloraque. Esse resultado explica o rapido desenvolvimento de resisténcias
multiplas a estes herbicidas em biotipos de capim-arroz e também em outras espécies de
plantas daninhas através da maior metabolizagdo (Matzenbacher et al., 2015a; Busi et al.,
2017; Dellaferrera et al., 2018). A utilizagdo de herbicidas de outros mecanismos de a¢ao
para controlar planta daninha resistente apresenta potencial para evolugdo da resisténcia a
outros herbicidas. Isto fica evidente pela maior tolerancia ao herbicida quincloraque do
biotipo resistente CAMAQ devido a selecdo com subdoses da mistura de fenoxaprope +

imazetapir (Tabela 11).
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TABELA 10. Sobrevivéncia das geragfes GO, G2 selecionada com fenoxaprope, G2
selecionada com imazetapir e G2 selecionada com a mistura dos herbicidas

do bidtipo MOST em relacdo a aplicacdo de outros herbicidas.

Dose
. ha « Plantas Plantas 2 *
Herbicida ((0% dos)e Geragdo tratadas  sobr. (%) X P
recomendada)
GO (néo selecionada) 52 0(0,0) - -
Fenoxaprope-p- 17,25 G2 selecionada com fenoxaprope 50 7 (14,0) 577 0,016
etilico (25%) G2 selecionada com imazetapir 50 2 (4,0 0,55 0,457
G2 selecionada com mistura 47 1(2,3) <0,001 0,959
GO (ndo selecionada) 47 0(0,0) - -
Imazetapir 30 G2 selecionada com fenoxaprope 57 1(,7) <0,001 1
(30%) G2 selecionada com imazetapir 52 7 (13,4) 491 0,026
G2 selecionada com mistura 51 1(1,9) <0,001 1
Mistura GO (ndo _selecionada) 51 0(0,0) - -
(Fenoxaprope + 6,9 (10%) + G2 selec!onada com _fenoxaprppe 51 18 (35,2) 19,49 <0,001
Imazetapir) 30 (30%) G2 selecionada com imazetapir 50 2 (4,0) 0,53 0,460
G2 selecionada com mistura 49 11 (22,4) 10,67 0,001
GO (ndo selecionada) 50 10 (20,0) - -
Diclofope- 298 G2 selecionada com fenoxaprope 48 11 (22,9) 0,01 0,916
metilico (35%) G2 selecionada com imazetapir 50 12 (24,0) 0,05 0,809
G2 selecionada com mistura 50 48 (96,0) 56,19 <0,001
GO (ndo selecionada) 48 0(0,0) - -
Clodinafope- 9 G2 selecionada com fenoxaprope 50 0(0,0) - -
propargil (35%) G2 selecionada com imazetapir 50 0(0,0) - -
G2 selecionada com mistura 48 0(0,0) - -
GO (ndo selecionada) 45 0(0,0) - -
Cialofope- 57 G2 selecionada com fenoxaprope 50 1(2,0) <0,001 1
butilico (25%) G2 selecionada com imazetapir 45 1(2,2) <0,001 1
G2 selecionada com mistura 45 1(2,2) <0,001 1
GO (ndo selecionada) 45 0(0,0) - -
Setoxidim 92 G2 selecionada com fenoxaprope 49 0(0,0) - -
(50%) G2 selecionada com imazetapir 49 0(0,0) - -
G2 selecionada com mistura 43 0(0,0) - -
GO (ndo selecionada) 48 0(0,0) - -
Penoxsulam 48 G2 selecionada com fenoxaprope 50 0(0,0) - -
(100%) G2 selecionada com imazetapir 50 0(0,0) - -
G2 selecionada com mistura 48 0(0,0) - -
GO (ndo selecionada) 48 0(0,0) - -
Quincloraque 262,5 G2 selecionada com fenoxaprope 50 25 (50,0) 29,64 <0,001
(70%) G2 selecionada com imazetapir 48 5(10,4) 3,37 0,060
G2 selecionada com mistura 48 17 (35,4) 18,29 <0,001
GO (ndo selecionada) 48 0(0,0) - -
Glifosato 370 G2 selecionada com fenoxaprope 45 30 (66,6) 44,23 <0,001
(50%) G2 selecionada com imazetapir 46 15 (32,6) 16,27 <0,001
G2 selecionada com mistura 48 9 (18,7) 7,84 0,005
GO (ndo selecionada) 50 12 (24,0) - -
Paraquate 75 G2 selecionada com fenoxaprope 50 1(2,0) 8,84 0,002
(25%) G2 selecionada com imazetapir 48 1(2,1) 8,4 0,003
G2 selecionada com mistura 48 2 (4,2 6,33 0,011
GO (néo selecionada) 50 24 (48,0) - -
Propanil 3600 G2 selecionada com fenoxaprope 48 14 (29,2) 2,9 0,088
(100%) G2 selecionada com imazetapir 50 34 (68,0) 3,32 0,068
G2 selecionada com mistura 51 18 (35,3) 1,19 0,270

*Valor p indica a probabilidade de rejeitar a hipdtese nula (hipdtese nula = sem diferenca entre a geragdo GO (parental) e
as geracOes G2 (G2 selecionada com fenoxaprope, imazetapir ou mistura). Plantas sobr.: plantas sobreviventes. Mistura:

fenoxaprope + imazetapir.
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TABELA 11. Sobrevivéncia das geragfes GO, G2 selecionada com fenoxaprope, G2
selecionada com imazetapir e G2 selecionada com a mistura dos herbicidas
do bidtipo CAMAQ em relacdo a aplicacdo de doses de outros herbicidas.

Dose
- ha? « Plantas  Plantas
Herbicida ((0% dos)e Geragdo tratadas  sobr. (%) XZ p*
recomendada)
GO (néo selecionada) 50 3(7,5) - -
Fenoxaprope- 20 G2 selecionada com fenoxaprope 50 11 (22,0) 4,06 0,043
p-etilico (30%) G2 selecionada com imazetapir 50 0 (0,0 190 0,168
G2 selecionada com mistura 48 4(8,3) <0,001 0,990
GO (néo selecionada) 50 50 (1000,) - -
Imazetapir 200 G2 selecionada com fenoxaprope 50 49 (98,0) <0,001 0,990
(200%) G2 selecionada com imazetapir 48 47 (97,9) <0,001 0,980
G2 selecionada com mistura 48 46 (95,8) 055 0,457
Mistura GO (ndo _selecionada) 43 2 (4,6) - -
(Fenoxaprope + 34,5 (50%) G2 selec!onada com fenoxaprgpe 60 5 (8,3) 0,11 0,737
Imazetapir) + 100 (100%) G2 selecionada com imazetapir 48 1(2,0) 0,009 0,920
G2 selecionada com mistura 61 27 (44,2) 17,75 <0,001
GO (ndo selecionada) 37 19 (51,3) - -
Diclofope- 298 G2 selecionada com fenoxaprope 54 22 (40,7) 0,61 0,430
metilico (35%) G2 selecionada com imazetapir 47 16 (34,0) 1,88 0,160
G2 selecionada com mistura 50 45 (90,0) 14,40 <0,001
GO (ndo selecionada) 42 11 (26,1) - -
Clodinafope- 9 G2 selecionada com fenoxaprope 53 26 (49,0) 423 0,039
propargil (35%) G2 selecionada com imazetapir 49 12 (24,4)  <0,001 0,990
G2 selecionada com mistura 45 21 (46,6) 3,08 0,078
GO (ndo selecionada) 40 2 (5,0) - -
Cialofope- 57 G2 selecionada com fenoxaprope 50 15 (30,0) 7,50 0,006
butilico (25%) G2 selecionada com imazetapir 50 17 (34,0) 9,54 0,002
G2 selecionada com mistura 49 40 (81,6) 48,86 <0,001
GO (ndo selecionada) 50 5(10,0) - -
Setoxidim 92 G2 selecionada com fenoxaprope 51 9 (17,6) 0,67 0,410
(50%) G2 selecionada com imazetapir 42 12 (28,5) 4,06 0,040
G2 selecionada com mistura 52 21 (40,3) 10,84 <0,001
GO (ndo selecionada) 50 50 (100,0)
Penoxsulam 48 G2 selecionada com fenoxaprope 49 48 (97,90 <0,001 0,990
(100%) G2 selecionada com imazetapir 50 50 (100,0) - -
G2 selecionada com mistura 50 48 (96,0) 0,51 0,470
GO (néo selecionada) 43 2 (4,6) - -
Quincloraque 375 G2 selecionada com fenoxaprope 41 27 (65,8) 32,12 <0,001
(100%) G2 selecionada com imazetapir 40 3(7,5) 0,007 0,93
G2 selecionada com mistura 51 19 (37,2) 12,47 0,0004
GO (néo selecionada) 40 16 (40,0) - -
Glifosato 185 G2 selecionada com fenoxaprope 50 33 (66,0) 2,95 0,080
(25%) G2 selecionada com imazetapir 50 27 (54,0) 1,22 0,260
G2 selecionada com mistura 50 29 (58,0) 2,20 0,130
GO (ndo selecionada) 39 5(12,8) - -
Paraquate 75 G2 selecionada com fenoxaprope 50 0 (0,00) 4,58 0,032
(25%) G2 selecionada com imazetapir 51 4(7,8) 0,18 0,670
G2 selecionada com mistura 50 0 (0,00) 458 0,032
GO (néo selecionada) 46 33 (71,7) - -
Propanil 3600 G2 selecionada com fenoxaprope 45 29 (64,4) 0,27 0,600
(100%0) G2 selecionada com imazetapir 47 31 (65,9) 0,14 0,700
G2 selecionada com mistura 47 33(70,2) <0,001 0,990

*Valor p indica a probabilidade de rejeitar a hipétese nula (hipdtese nula = sem diferenca entre a geragdo GO (parental) e
as geracOes G2 (G2 selecionada com fenoxaprope, imazetapir ou mistura). Plantas sobr.: plantas sobreviventes. Mistura:
fenoxaprope + imazetapir.
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Outra inferéncia sobre potencial para evolucdo da resisténcia multipla foi encontrada
para o herbicida glifosato no biétipo MOST (Tabela 10). As plantas da G2 selecionadas com
fenoxaprope foram mais tolerantes ao glifosato, apresentando sobrevivéncia maior que 66%
das plantas tratadas. De maneira menos pronunciada, a sele¢cdo de capim-arroz com
imazetapir (32,6%) e mistura (18,7%) proporcionou maior sobrevivéncia ao glifosato em
comparagdo com a geracdo GO (0,0%) (Tabela 10). Por outro lado, a utilizacdo de subdoses
dos herbicidas nas sele¢cGes ndo contribuiram para o aumento da tolerancia ao glifosato
bidtipo CAMAQ (Tabela 11). Este é o primeiro caso de que a selecdo a partir de subdoses
de fenoxaprope, imazetapir e a associacdo desses pode apresentar potencial para maior
tolerancia ao glifosato nas suas progénies. Outros trabalhos também estudaram possivel
evolucdo para a resisténcia ao glifosato através da selecdo com subdoses de outros
herbicidas. A selecéo de plantas de A. fatua e R. raphanistrum com diclofope e dicamba ndo
foi fator potencial para diminuir a sensibilidade ao glifosato nas progénies, respectivamente
(Ashworth et al., 2016; Busi et al., 2016). Pelos resultados obtidos e os encontrados na
literatura de ndo evolugdo da resisténcia para esse herbicida a partir de subdoses, a
caracteristica de maior tolerancia ao glifosato do biétipo MOST adquirida nas progénies G2
selecionadas através de subdoses pode estar atrelada ao background genético da populagédo
do biotipo e ndo ao efeito dos herbicidas utilizados nas selecdes.

De forma contréaria com o ocorrido com o herbicida glifosato, as plantas da geracado
G2 dos bidtipos MOST e CAMAQ selecionadas com os herbicidas foram mais sensiveis ao
herbicida paraquate em relacdo a geracdo GO (Tabela 10 e 11). Principalmente no bidtipo
MOST, o controle das geracdes G2, independente do herbicida usado nas selecGes, foi
praticamente de 99% comparado com controle de 86% das plantas na GO (Tabela 10). Deste
modo, as plantas que apresentaram maior tolerancia ao glifosato no biotipo MOST discutido
acima foram mais suscetiveis ao paraquate, indicando que algum fator Unico possa estar
controlando as duas caracteristicas de forma oposta. A resisténcia a esses herbicidas de
plantas daninhas ocorre principalmente devido a menor translocacdo (Hawkes, 2014,
Sammons e Gaines, 2014). Outro mecanismo de resisténcia € o sequestro no vacuolo através
de transportadores ABC de tonoplasto para o glifosato e transportadores de aminoacidos
cationicos para o paraquate (Peng et al., 2010; Hawkes, 2014). Com base nos resultados, a
selecdo de capim-arroz com subdoses dos herbicidas, principalmente com fenoxaprope pode
estar selecionando ou regulando para maior expressdo de genes codificantes de
transportadores ABC de tonoplasto e por outro lado regulando para menor expressdo de

transportadores de aminoacidos, tornando as plantas mais suscetiveis ao paraquate. No
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entanto, maiores estudos nas proximas geraces de selecdo deverdo ser realizados para
verificacdo e confirmacéo de tais efeitos.

A utilizacdo de subdoses na selecdes de plantas tém potencial para evolugdo da
resisténcia por metabolizacdo (Neve e Powles, 2005b). Essa pratica também tem
demonstrado ser potencial para a rapida evolucdo da resisténcia cruzada ou multipla (Busi
et al., 2016). Os dados obtidos no trabalho (Figura 14 e 15) (Tabela 10, 11) demonstram que
isto pode ocorrer também na espécie E. crus-galli. Os resultados indicam que a préatica da
mistura tem potencial ndo somente para evoluir para resisténcia aos herbicidas que compdem
a mistura, como também para outros mecanismos de a¢do nao usados nas selecdes. A
utilizacdo da aplicacdo de mistura para controlar planta daninha resistente a um dos
componentes em associacdo é potencial ainda maior para evolucao da resisténcia a outros
mecanismos de acdo, como visto para 0 biétipo CAMAQ (Tabela 11). Esse biotipo é
resistente aos herbicidas inibidores da ALS devido a capacidade de metabolizar os herbicidas
através da participacdo de enzimas P450. O maior potencial para evolugdo da resisténcia a
outros herbicidas no biétipo CAMAQ, em comparacdo ao MOST, se deve possivelmente a
grande atividade dessas enzimas. Biotipos de plantas daninhas resistente por metabolizacdo
estdo mais propensos a evoluir para a resisténcia a outros herbicidas e, por isso, a pratica da
utilizacdo da mistura nesses casos deve ser melhor manejada. Os resultados presentes
reafirmam a importancia de utilizacdo da dose recomendada para o controle de plantas
daninhas e da aplicacdo em condic¢des ambientais que proporcionem que a dose aplicada seja
interceptada e absorvida pelas plantas. Somado a isso, um melhor estudo da interagdo dos
herbicidas que serdo utilizados na associa¢do para controlar a resisténcia deve ser tomado
para que ndo ocorra potencial ainda maior para evolucéo da resisténcia cruzada ou multipla

por metabolizagéo.

4.3.5.1 Caracterizacdo da evolucdo da resisténcia cruzada e multipla por metabolizacdo

avaliada através de inibidor de enzimas P450

A partir dos resultados obtidos no experimento da caracterizacdo do potencial para
evolucéo da resisténcia cruzada ou multipla, novo experimento foi realizado para verificar
se a maior sobrevivéncia das plantas da G2 selecionadas é causada pelo incremento de
metabolizacdo por enzimas P450. Para tanto, os herbicidas quincloraque e diclofope foram
escolhidos para realizar experimento de caracterizacao da evolucédo da resisténcia através de

inibidor de enzima P450 em ambos bidtipos de capim-arroz.
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4.3.5.1.1 Avaliacao da evolucdo da resisténcia ao quincloraque através de inibidor de
P450.

A interacdo tripla entre os fatores geracdo, inibidor e doses do herbicida foi
significativa para as variaveis controle visual aos 21 DAA e massa fresca da parte aérea para
ambos os bidtipos MOST e CAMAQ (Apéndice 11). O controle das plantas da G2
selecionadas do bi6tipo MOST foi maior nas doses mais baixas e menor nas doses mais altas
do herbicida quincloraque em relacdo a GO, principalmente nas plantas das geracGes G2
selecionadas com fenoxaprope e com mistura (Figura 16A). Sem a aplicacdo prévia de
malathion, os FRs para Cso € GRso ndo diferiram da GO (Tabela 12). A aplicacédo do inibidor
de P450 malathion proporcionou maior controle das plantas, diminuindo significativamente
os valores de Cso e GRsg das geragdes G2 selecionadas (Tabela 12). No entanto, esse efeito
também ocorreu para as plantas da geracdo GO (Tabela 12).

As plantas das geractes G2 selecionadas tanto com fenoxaprope quanto com mistura
do biétipo CAMAQ apresentaram maior tolerancia ao quincloraque em relacdo a GO (Figura
17A e C). O controle das plantas selecionadas com imazetapir foi similar ao controle das
plantas da geracdo GO, ou seja, foram suscetiveis ao herbicida quincloraque (Figura 17A e
C). As plantas da G2 selecionadas com fenoxaprope e mistura apresentaram Cso de 165,9 e
121,6 g ha! de quincloraque, respectivamente, comparada com 34,6 g ha da geracdo GO.
Esses resultados proporcionaram um FR alto e significativo de 4,8 e 3,5, respectivamente
(Tabela 13). A variavel massa fresca da parte aérea apresentou resultados similares (Tabela
113). Os valores de FR foram aumentados para 7,1 e 6,8 com base nesta variavel para a G2
selecionada com fenoxaprope e mistura, respectivamente (Tabela 13). A aplicagéo prévia do
inibidor malathion resultou em maior controle pelo herbicida quincloraque das plantas da
G2 selecionadas com fenoxaprope e mistura (Tabela 13). Os valores de FRs com base no
Cso diminuiram de 4,8 para 1,7 e de 3,5 para 1,7, respectivamente para G2 selecionada com
fenoxaprope e G2 selecionada com mistura (Tabela 13). N&o foi verificado efeito da
aplicacdo previa do malathion no controle das plantas da geracdo GO do biotipo CAMAQ
(Tabela 13).
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FIGURA 16. Controle visual aos 21 DAA (%) (A e B) e massa fresca da parte aérea (% do
controle) (C e D) das plantas de capim-arroz das geragdes GO, G2 selecionada
com subdoses de fenoxaprope, G2 selecionada com subdoses de imazetapir e
G2 selecionada com subdoses de mistura do bidtipo MOST em relacdo a
aplicacdo do herbicida quincloraque sem (A e C) ou com (B e D) a aplicacao
de 1000g ha! do inibidor malathion duas horas antes da aplicaco do herbicida.

Os resultados deste experimento corroboram o0s encontrados no experimento anterior

de avaliacdo da evolucdo da resisténcia a outros herbicidas (Tabela 10 e 11). A evolucéo

para resisténcia maltipla ao quincloraque ocorrida no biétipo CAMAQ é possivelmente

devido ao incremento de metabolizacdo, embora outra regulacdo também pode ter sido

causada pelas geracdes de selecdo com os herbicidas fenoxaprope e fenoxaprope +

imazetapir. Varios casos de resisténcia multipla ao herbicida quincloraque foram relatados

em bidtipos de capim-arroz (Matzenbacher et al., 2015a; Wright et al., 2018; Heap, 2019) e

os resultados do presente estudo podem ajudar a explicar como pode ter sido iniciada a

evolucéo da resisténcia multipla nas lavouras, principalmente quando do uso de misturas de

herbicidas em subdoses para o manejo da resisténcia.
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TABELA 12. Pardmetros da equac&o logistica e fator de resisténcia (FR) para as varidveis
controle visual aos 21 DAA e massa seca da parte aérea das plantas de capim-
arroz das geracoes GO, G2 selecionada com fenoxaprope, G2 selecionada com
imazetapir, G2 selecionada com mistura do biotipo MOST submetidas as
diferentes doses de quinclorague com ou sem a aplicagdo de 1000 g ha do
inibidor malathion duas horas antes da aplicacdo do herbicida.

. Cso ou GRsp
x Malathion
Geracédo Db c d Dose FR
1000 g ha ) IC
( g ) (g ha 1)

sem -2,8 12 101,7 52,7 6,27 -
com -2,7 03 1008 31,3 +393 0,6*
G2 selecionada com sem -1,2 05 1123 505 #5233 0,95
fenoxaprope com -1,1 0,1 1052 18,9 3,50 0,35*
sem -16 01 1038 306 6,30 0,6*
com -2,1 25 1028 375 +6,30 0,7*
sem -09 04 1222 635 27,50 1,20
com -14 05 104,7 30,0 6,20 0,6*

GO0 ndo selecionada

G2 selecionada com imazetapir

G2 selecionada com mistura

sem 1,3 -49 99,6 2477 393 -
com 19 -12 999 20,8 +242 0,80
G2 selecionada com sem 2,1 -05 999 20,7 £2,80 0,80
fenoxaprope com 31 01 1000 16,9 120 0,7*
sem 1,1 -6,1 998 18,3 4,60 0,70
com 21 -09 998 209 0,80 0,80
sem 1,7 -1,3 999 20,4 3,30 0,80
com 43 09 100,0 157 +230 0,6*
b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; Cso: dose do herbicida que causa reducéo de 50%
da variavel controle; GRso: dose do herbicida que causa redugdo de 50% da variavel massa fresca da parte
aérea; IC: intervalo de confianga do pardmetro Csy ou GRso (0=0,05); FR: fator de resisténcia = Csp 0u GRso

das geragbes G2 submetidas a aplicacdo dos tratamentos/Cso ou GRso da geragdo GO tratada com quincloraque
sem aplicacdo prévia do inibidor. Mistura: fenoxaprope + imazetapir. * p<0,05 pelo teste F.

GO0 ndo selecionada

G2 selecionada com imazetapir

G2 selecionada com mistura
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FIGURA 17. Controle visual aos 21 DAA (%) (A e B) e massa fresca da parte aérea (% do
controle) (C e D) das plantas de capim-arroz das geragcdes GO, G2 selecionada
com subdoses de fenoxaprope, G2 selecionada com subdoses de imazetapir e
G2 selecionada com subdoses de mistura do biétipo CAMAQ em relacdo a
aplicacdo do herbicida quincloraque sem (A e C) ou com (B e D) a aplicacao
de 1000g ha! do inibidor malathion duas horas antes da aplicacéo do herbicida.

Embora o mecanismo de acdo do quincloraque ainda ndo esteja bem esclarecido,
alguns estudos tentam elucidar o que pode estar causando a resisténcia a esse herbicida nas
plantas daninhas. Alguns trabalhos citam que a maior expressdo de GST e kinases, até
mesmo mutagdes em genes do citocromo P450, podem estar causando a maior detoxificagao
dos produtos gerados ap6s aplicacdo de quincloraque, conferindo resisténcia multipla em
plantas daninhas (Wright et al., 2018). A enzima beta-cianoalanina sintetase (5-CAS) é
responsavel pela degradacdo de cianeto, produto gerado nas plantas ap6s aplicacdo do
quincloraque, e a sua maior atividade, devido a uma mutacdo de ponto no DNA do gene
EcCAS, foi identificada como sendo responsavel pela resisténcia ao quincloraque em E.
crus-galli (Gao et al., 2017). A menor expressdo dos genes ECACS-like, ECACS7 e ECACO1,
responsaveis pela biossintese de etileno, sdo outros candidatos na resisténcia de capim-arroz
ao quincloraque (Gao et al., 2018). Mais recentemente, nova hipotese é que a menor
expressdo de genes relacionados ao fotossistema seja a principal causa de morte das plantas

de capim-arroz ao quincloraque (Gao et al., 2019). Assim, a resisténcia ao quincloraque €
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obtida pela capacidade das plantas daninhas em manter ou aumentar a expressao desses
genes apods a aplicacdo do herbicida, prevenindo a planta dos danos causados (Gao et al.,
2019).

TABELA 13. Pardmetros da equacéo logistica e fator de resisténcia (FR) para as variaveis
controle visual aos 21 DAA e massa seca da parte aérea das plantas de capim-
arroz das geragdes GO, G2 selecionada com fenoxaprope, G2 selecionada com
imazetapir, G2 selecionada com mistura do bidtipo CAMAQ submetidas as
diferentes doses de quincloraque com ou sem a aplicagdo de 1000 g ha do
inibidor malathion duas horas antes da aplicacdo do herbicida.

. Cso0 ou GRs
x Malathion
Geracdo 4 b c d Dose FR
1000 g ha ) IC
( g ) (g ha 1)

sem -2,2 -09 99,7 346 16,0

com -3,7 15 1006 369 +42 11
sem -28 28 90,1 1659 +27,9 4,8*
com -41 19 96,6 609 7,1 1,7*
sem -1,8 0,62 102,1 441 48,7 1,2
com -26 01 1004 245 36 0,7*
sem -30 04 869 1216 +19,3 3,5*
com -2,3 -15 100,6 60,2 93 1,7*

GO0 néo selecionada

G2 selecionada com fenoxaprope

G2 selecionada com imazetapir

G2 selecionada com mistura

sem 32 09 1001 242 30

com 14 -25 996 189 +47 0,8
sem 26 25 900 1733 +344 7.1*
com 33 13 940 543 7,2 2,2*
sem 21 09 1001 223 +36 0,9
com 31 -01 999 193 +24 0,8
sem 35 39 857 1659 +249 6,8*
com 14 -04 1003 224 50 0,9

b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; Cso: dose do herbicida que causa reducéo de 50%
da variavel controle; GRso: dose do herbicida que causa reducdo de 50% da variavel massa fresca da parte
aérea; IC: intervalo de confianga do pardmetro Cso ou GRso (¢=0,05); FR: fator de resisténcia = Cso 0uU GRso

das geracdes G2 submetidas a aplicacdo dos tratamentos/Csp ou GRsp da geracdo GO tratada com quincloraque
sem aplicacdo prévia do inibidor. Mistura: fenoxaprope + imazetapir. * p<0,05 pelo teste F.

GO0 néo selecionada

G2 selecionada com fenoxaprope

G2 selecionada com imazetapir

G2 selecionada com mistura

Igualmente aos resultados obtidos no presente estudo, o uso de malathion também
reverteu a resisténcia ao quincloraque em biotipos de E. phyllopogon (Yasuor et al., 2012).
A aplicagdo de malathion reduziu a atividade da enzima S-CAS em até 40%, diminuindo
significativamente a degradacéo de cianeto, tornando a planta resistente mais suscetivel ao
quincloraque (Yasuor et al., 2012). Com base nos resultados obtidos, a sele¢do de bidtipos

de capim-arroz através de subdoses de fenoxaprope e mistura de fenoxaprope + imazetapir
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possivelmente promoveram alteracdo para maior atividade da enzima S-CAS, a qual permite
maior detoxificagdo de cianeto. Essa regulacédo se confirma pela reversdo dos FRs com a
aplicacdo prévia de malathion (Tabela 13). No entanto, outras alteracbes podem ter
proporcionado a maior tolerancia e estudos posteriores deverdo ser realizados para

confirmagéo ou ndo de tais efeitos.

4.3.5.1.2 Avaliacdo da evolucdo da resisténcia ao herbicida diclofope através de
inibidor de P450.

A interacdo tripla para os fatores geracdo, inibidor e doses do herbicida foi
significativa para as variaveis controle visual aos 21 DAA e massa fresca da parte aérea para
ambos os biotipos MOST e CAMAQ (Apéndice 11). As plantas da geracdo G2 do biotipo
MOST selecionadas com mistura apresentaram maior tolerancia a aplicacdo do herbicida
diclofope (Figura 18A e C). Os valores de Cso (156,8 g ha ') e GRso (141,1 g ha ) dessas
plantas foram significativamente superiores aos encontrados para as plantas da geracdo GO
(91,2 e 77,89), resultando nos FRs de 1,7 e 1,8, respectivamente para as variaveis controle
aos 21 DAA e massa fresca (Tabela 14). A aplicagdo prévia do malathion reverteu a
resisténcia das plantas selecionadas com a mistura, reduzindo o Cso € GRso para valores de
54,1 e 52,2 g ha ! de quincloraque (Tabela 14). Para o bidtipo CAMAQ, as plantas da
geracdo G2 selecionadas com fenoxaprope foram as mais tolerantes (Figura 18A e C). Essas
plantas apresentaram FRs de 2,0 e 1,7, para as varidveis controle aos 21DAA e massa fresca
da parte aérea (Tabela 15) e a aplicacdo prévia de malathion causou reducdo significativa
dos FRs, igualando-os estatisticamente aos valores obtidos pelas plantas da geracdo GO
(Tabela 15).
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FIGURA 18. Controle visual aos 21 DAA (%) (A e B) e massa fresca da parte aérea (% do
controle) (C e D) das plantas de capim-arroz das geracdes GO, G2 selecionada
com subdoses de fenoxaprope, G2 selecionada com subdoses de imazetapir e
G2 selecionada com subdoses de mistura do bidtipo MOST em relacédo a
aplicacdo do herbicida diclofope sem (A e C) ou com (B e D) a aplicagéo de
1000g ha* do inibidor malathion duas horas antes da aplicagdo do herbicida.

A resisténcia ao herbicida diclofope foi relatado recentemente em bidtipos de capim-
arroz ocasionada pelo incremento de metabolizacdo (lwakami et al., 2019). Esse herbicida
quando entra na celula é convertido para diclofope acido e nessa forma pode ser inativado
por hidroxilagdo, principalmente por enzimas do citocromo P450 (Zimmerlin e Durst, 1990;
Jeschke, 2016). Enzimas da familia CYP81, como CYP81Al12 e CYP81A21, foram
indicadas como sendo responsaveis pela metabolizacdo de diclofope e outros herbicidas em
capim-arroz com resisténcia maultipla (lwakami et al., 2019). Possivelmente a maior
tolerancia ao diclofope encontrada pelas plantas de capim-arroz das geracfes G2
selecionadas com mistura no biétipo MOST e fenoxaprope no biétipo CAMAQ se deve a
maior metabolizagdo por enzimas detoxificantes. O herbicida fenoxaprope usado nas
selecdes das plantas de capim-arroz pertence ao mesmo grupo quimico do diclofope e,
portanto, o potencial da evolucdo que ocorreu para a maior metabolizacdo de fenoxaprope,

ocorreu também para diclofope. No entanto, 0 uso de subdoses da mistura de fenoxaprope
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com imazetapir na selecdo de plantas do biétipo MOST potencializou a maior detoxificacdo
de diclofope nas plantas da G2 selecionadas (Tabela 14 e Figura 17). Os resultados
corroboram os da literatura de que a mistura de herbicidas em subdoses pode potencializar
a evolugéo para a resisténcia a outros herbicidas (Lagator et al., 2013). De modo geral, os
resultados deste experimento confirmam os encontrados no experimento anterior de
sobrevivéncia, indicando que o uso da mistura apresenta potencial para evolucdo da

resisténcia a outros herbicidas.

TABELA 14. Parametros da equacdo logistica e fator de resisténcia (FR) para as variaveis
controle visual aos 21 DAA e massa fresca da parte aérea das plantas de
capim-arroz das geragbes GO, G2 selecionada com fenoxaprope, G2
selecionada com imazetapir, G2 selecionada com mistura do biétipo MOST
submetidas as diferentes doses de diclofope com ou sem a aplicacdo de 1000
g ha! do inibidor malathion duas horas antes da aplicacdo do herbicida.

. Cso ou GRsp
x Malathion
Geracdo b C d Dose FR
1000 g ha ) IC
( g ) (g ha 1)

sem -21 42 1026 912 153 -

com -38 -12 978 638 +6,8 0,7*
sem -20 -1,7 10055 87,7 148 09
com -28 14 1009 779 499 0,8
sem -26 -3,6 1002 513 7,0 0,5*
com -51 -03 995 6055 6,5 0,6*
sem -13 -25 1116 156,8 +493 1,7*
com -24 -32 99,7 541 75 0,6*

GO0 néo selecionada

G2 selecionada com fenoxaprope

G2 selecionada com imazetapir

G2 selecionada com mistura

sem 29 -05 954 778 136 -
com 64 26 993 614 83 0,8
sem 1,7 -2,1 1015 66,4 17,7 0,8
com 24 -16 919 71,7 131 0,9
sem 23 -10 1026 54,1 +£11,3 0,6*
com 6,5 03 953 63,1 90 0,8
sem 16 -45 996 1411 +451 1.8*
com 2,2 -11 99,6 52,2 89 0,6*
b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; Cso: dose do herbicida que causa reducéo de 50%
da variavel controle; GRso: dose do herbicida que causa reducdo de 50% da variavel massa fresca da parte
aérea; IC: intervalo de confianca do pardmetro Cso ou GRsg (0=0,05); FR: fator de resisténcia = Csp ou GRsg

das geracGes G2 submetidas a aplicacdo dos tratamentos/Cso ou GRso da geracdo GO tratada com diclofope sem
aplicacdo prévia do inibidor. Mistura: fenoxaprope + imazetapir. *p<0,05 pelo teste F.

GO0 ndo selecionada

G2 selecionada com fenoxaprope

G2 selecionada com imazetapir

G2 selecionada com mistura
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FIGURA 19. Controle visual aos 21 DAA (%) (A e B) e massa fresca da parte aérea (% do
controle) (C e D) das plantas de capim-arroz das geragdes GO, G2 selecionada
com subdoses de fenoxaprope, G2 selecionada com subdoses de imazetapir e
G2 selecionada com subdoses de mistura do biétipo CAMAQ em relacdo a
aplicacdo do herbicida diclofope sem (A e C) ou com (B e D) a aplicacdo de
1000g ha* do inibidor malathion duas horas antes da aplicacdo do herbicida.
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TABELA 15. Pardmetros da equacéo logistica e fator de resisténcia (FR) para as variaveis
controle visual aos 21 DAA e massa fresca da parte aérea das plantas de
capim-arroz das geragfes GO, G2 selecionada com fenoxaprope, G2
selecionada com imazetapir, G2 selecionada com mistura do biétipo CAMAQ
submetidas as diferentes doses de diclofope com ou sem a aplicagdo de 1000
g ha! do inibidor malathion duas horas antes da aplicacdo do herbicida.

. Cso0 ou GRsg
x Malathion
Geracéo 4 b C d Dose FR
1000 g ha ) IC
( g ) (g ha 1)

sem -34 -0,2 1005 1046 +146 -
com -3,7 -1,0 998 90,1 +11,0 0,8
sem -5,8 44 1005 2109 +31,1 2,0*
com -3,2 -1,3 100,2 958 134 0,9
sem -19 -06 1057 137,7 30,1 1,3
com -44 -05 100,2 578 7,7 0,5*
sem -29 -14 954 127,00 22,0 1,2
com -30 -14 1005 116,2 17,7 11

GO0 néo selecionada

G2 selecionada com fenoxaprope

G2 selecionada com imazetapir

G2 selecionada com mistura

sem 28 01 979 91,1 140 -
com 24 -23 96,1 79,7 152 0,8
sem 28 -25 943 1546 £244 1,7*
com 34 -15 940 89,2 £13,0 0,9
sem 34 09 993 66,9 9,1 0,7*
com 41 -04 945 96,3 #11,1 1,1
sem 31 26 100,3 108,2 =158 11
com 29 -12 981 122,3 +£185 1,3*
b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; Cso: dose do herbicida que causa reducéo de 50%
da variavel controle; GRso: dose do herbicida que causa reducdo de 50% da varidvel massa fresca da parte
aérea; IC: intervalo de confianga do pardmetro Csy ou GRso (0=0,05); FR: fator de resisténcia = Csp 0u GRso

das geracOes G2 submetidas a aplicacdo dos tratamentos/Cso ou GRsp da geracdo GO tratada com diclofope sem
aplicacdo prévia do inibidor. Mistura: fenoxaprope + imazetapir. * p<0,05 pelo teste F.

GO0 néo selecionada

G2 selecionada com fenoxaprope

G2 selecionada com imazetapir

G2 selecionada com mistura

4.4 Conclusoes

A utilizacdo de subdoses da mistura de fenoxaprope + imazetapir na selecdo de
plantas de capim-arroz por duas geracdes resultou em aumento na tolerancia a esses
herbicidas e apresenta potencial para evolucdo da resisténcia aos herbicidas cialofope,
clodinafope, setoxidim, glifosato e, principalmente, aos herbicidas diclofope e quincloraque.
O bidtipo CAMAQ foi mais propenso a evolugéo da resisténcia aos outros herbicidas.

A utilizacdo de subdoses do herbicida fenoxaprope na selecdo de capim-arroz
proporcionou maior tolerancia apds duas geracdes de selecdo do que o herbicida imazetapir.

Quando em mistura, o herbicida fenoxaprope pode ser responsavel pelo aumento da
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tolerancia aos herbicidas, uma vez que as plantas selecionadas com subdoses de imazetapir
ndo apresentaram diminuicao da sensibilidade.

O aumento da tolerancia aos herbicidas quincloraque e diclofope foi ocasionada pelo
incremento de metabolizagdo, principalmente pelas enzimas do citocromo P450, pela
reversdo do FR quando aplicado inibidor dessas enzimas.

O uso da mistura de herbicidas fenoxaprope e imazetapir em subdoses pode favorecer
a evolucdo da resisténcia a outros herbicidas, principalmente quando a resisténcia for

associada ao incremento de metabolizacéo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Populacbes de capim-arroz resistentes aos herbicidas sdo frequentemente
encontradas em lavouras de arroz em todo 0 mundo. O principal mecanismo de resisténcia
em capim-arroz é a maior capacidade de metabolizacdo dos herbicidas. Essa caracteristica
adquirida é preocupante devido a resisténcia multipla, e os fatores envolvidos nestes
processos sdo pouco entendidos. Os resultados deste trabalho indicam que o uso de protetor
isoxadifen e 0 uso da mistura dos herbicidas fenoxaprope e imazetapir apresentam potencial
para 0 aumento da tolerancia nas progénies nos biétipos estudados, evidenciando processos
iniciais para evolucédo da resisténcia a esses herbicidas.

O protetor isoxadifen associado ao herbicida fenoxaprope aumenta o FR das plantas
da G2 selecionadas, proporcionando maior sobrevivéncia em relacdo as subdoses do
herbicida fenoxaprope. O uso de subdoses do herbicida fenoxaprope associado ou néo ao
protetor isoxadifen na selecdo de plantas de capim-arroz apresenta potencial para a evolucao
da resisténcia a esse herbicida. As plantas da geracdo G2 selecionadas tanto com
fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen demonstraram maior tolerancia em relacdo a GO
aos herbicidas clodinafope, glifosato e, principalmente, ao cialofope e quincloraque. Esses
resultados indicam que a selecdo de plantas de capim-arroz com subdoses de fenoxaprope
apresenta potencial para evoluir a resisténcia aos outros herbicidas. O mecanismo de
resisténcia envolvido na maior tolerncia provavelmente ¢ a maior metabolizacdo por
enzimas P450.

A mistura dos herbicidas fenoxaprope e imazetapir na selecdo de plantas de capim-
arroz proporcionou aumento na sobrevivéncia nas geraces e também aumento do FR de
ambos os biotipos avaliados, indicando maior tolerancia nas plantas da geracdo G2. A
mistura destes herbicidas também aumentou a tolerancia ao cialofope, setoxidim, glifosato
e, principalmente, diclofope e quincloraque, mostrando ser potencial para evolucdo da
resisténcia multipla a estes compostos. Neste estudo, o bidtipo CAMAQ, que possui

resisténcia ao herbicida imazetapir causada por incremento de metabolizagéo, apresentou
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maiores tolerancia aos outros herbicidas do que o bidtipo suscetivel MOST. A maior
tolerancia ao herbicida quincloraque e diclofope adquirida pelo biétipo CAMAQ e MOST é
revertida por inibidor de metabolizacdo. A caracteristica da evolucdo para a resisténcia aos
herbicidas de forma mais rapida no biétipo CAMAQ se deve, possivelmente, ao fato deste
ja possuir atributos genéticos para maior metabolizacdo pela participacdo das enzimas
citocromo P450.

A ocorréncia da resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS é muito comum em
capim-arroz. As ferramentas quimicas utilizadas para controlar estes bi6tipos sdo os
herbicidas inibidores da ACCase, como fenoxaprope e cialofope, ou a mistura desses com
os inibidores da ALS. Os resultados obtidos no trabalho demonstram que, caso a mistura ndo
resulte em controle satisfatério do bidtipo resistente e a resisténcia seja por metabolizacao,
a mistura utilizada tem potencial para proporcionar aumento da tolerancia nas progénies e
até mesmo evoluir para a resisténcia a outros herbicidas. Esses resultados corroboram o
grande numero de bidtipos de capim-arroz identificados com resisténcia multipla e, auxiliam
no entendimento da contribuicdo dessa pratica na evolugéo da resisténcia.

Os resultados deste estudo indicam de forma pioneira que os efeitos de protetor e da
mistura de herbicidas podem contribuir para o0 aumento da resisténcia aos herbicidas. Estes
resultados evidenciam a grande complexidade da resisténcia aos herbicidas em plantas
daninhas e indicam a necessidade de estudos mais especificos sobre a interacdo de herbicidas
nas plantas e, principalmente, para a adocéo de estratégias ndo relacionadas exclusivamente
ao uso de herbicidas para o controle de plantas daninhas.



6 APENDICES

Capitulo |

APENDICE 1. Comandos do software R usados para analise estatisticas e montagem dos

graficos.
library(drc)
library(ExpDes.pt)
attach(dados)

#dic TRIFATORIAL
fat3.dic(fatl, fat2, fat3, variavel,
quali = ¢(TRUE, FALSE, TRUE),
mcomp = "tukey",
fac.names = c("biotipos”, "Dose", "Malation™),
sigT = 0.05,
sigF = 0.05)

#dic FATORIAL

fat2.dic(fatl,fat2, variavel,
quali = ¢(TRUE, FALSE),
mcomp = "tukey",
fac.names = c("biotipos”,"Dose"),
sigT = 0.05,
sigF = 0.05)

#comando para log-logistica de 4 parametros
resultado<-drm(variavel~fatl, fat2, data = arquivo, fct = LL.4(names = c(""Slope", "Lower
limit","Upper limit", "ED50")))

#verificar o ajuste do modelo
modelFit(resultados)

#leitura dos parametros e intervalo de confianca
summary(resultados)
confint(resultados, level = 0.95, pool = FALSE)

#plotagem dos residuos
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continuagdo APENDICE 1. Comandos do software R usados para analise estatisticas e
montagem dos gréaficos.

plot(fitted(subdose), resid(subdose))

#verificacdo da distribuicdo da normalidade dos dados
ggnorm(resid(subdose))

#pedindo valores especificos de C50, C80, C90 com intervalo de confianca
ED(resultado, ¢(50, 80, 90), interval = "delta")

#comparacao de C50 das curvas
EDcomp(subdose, ¢(50,50), reverse = TRUE)
EDcomp(subdose, ¢(50,50))

#comandos para montagem dos graficos
library(Rmisc)
library(ggplot2)
summarySE(subdoses,measurevar = "variavel", groupvars = c¢("fatl", "fat2"))
windowsFonts(Times=windowsFont("Times New Roman"))
saida <- ggplot(H, aes(x=doses, y = variavel))+
geom_point(aes(shape=bidtipos, color=biotipos, fill=biotipos),
size=c(3))+
scale_shape_manual(name="HERBICIDA",
values=c(21, 21),
breaks=c("B", "A"),
labels=c("'nome", "nome"))+
scale_colour_manual(name="HERBICIDA",
values = ¢("black”, "black"),
name="herbicida",
breaks=c("B", "A"),
labels=c("nome", "nome™))+
scale_fill_manual(name="HERBICIDA",
values = c¢("black”, "white"),
breaks=c("B", "A"),
labels=c("nome", "nome™))+
coord_trans(x="log")+
geom_line(data = arquivol, aes(x=doses, y = p, linetype="nomel"), size=0.5)+
geom_line(data = arquivo2, aes(x=doses, y = p, linetype="nome2"), size=0.5)+
scale_linetype_manual(name="nomex",
values = c¢("nomel"="dashed", "nome2"="solid"))+
geom_ribbon(data=arquivol, aes(x=DOSE, y=p, ymin=pmin, ymax=pmax), alpha=0.1,
fill="gray2")+
geom_ribbon(data=arquivo2, aes(x=DOSE, y=p, ymin=pmin, ymax=pmax), alpha=0.2,
fill="gray2")

#plotagem gréafico_alta_qualidade
ggsave(“'pasta/nome_do_arquivo. TIFF", units="in", width=5, height=4, dpi=600,
compression = 'lzw")

#teste qui-quadrado
library(MASS)
head(arquivo)
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continuagio APENDICE 1. Comandos do software R usados para analise estatisticas e
montagem dos gréaficos.

#G0/G2 selecionada

prop.test(c(n. sobreviventes GO, n. sobrevivente G2),c(n. plantas tratadas GO, n. plantas
tratadas G2))

conf.level = 0.95, correct = TRUE)

APENDICE 2. Anélise de variancia do experimento de curva de dose-resposta para a
definicdo de subdoses para os bidtipos MOST e CAMAQ para o herbicida
fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen.

Biotipo MOST
Variavel controle 21 DAA apds aplicacao.
FV GL QM F p
Herbicida 1 156,1 15,09  <0,001
Dose 8 18500,6 1788,78 <0,001

Herbicida x Dose 8 146,9 14,20 <0,001
Residuo 54 10,3

CV =6,68%
Variavel massa fresca da parte aérea, bidtipo.
FV GL QM F p
Herbicida 1 21,3 0,93 0,34
Dose 8 160945 698,35 <0,001

Herbicida x Dose 8 59,5 2,58 0,01
Residuo 54 23,0
CV =9,75%

Variavel massa seca da parte aérea.

FV GL QM F p
Herbicida 1 148 0,68 0,41
Dose 8 15576,8 720,33  <0,001

Herbicida x Dose 8 81,9 3,79 0,001
Residuo 54 21,6
CV =10,11%

Bidtipo CAMAQ

Variavel controle 21 DAA apos aplicacéo, bidtipo

FV GL OM F p
Herbicida 1 60,5 3,71 0,059
Dose 8 17028,1 1043,13 <0,001

Herbicida x Dose 8 56,8 3,48 0,002
Residuo 54 16,3
CV =8,14%
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continuacio APENDICE 2. Analise de variancia do experimento de curva de dose-resposta
para a definicdo de subdoses para os biétipos MOST e CAMAQ
para o herbicida fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen.

Varidvel massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F p
Herbicida 1 11258 51,69 <0,001
Dose 8 13528,7 621,16 <0,001

Herbicida x Dose 8 257,7 11,83 <0,001
Residuo 54 21,8

CV =1154%
Variavel massa seca da parte aérea.
FV GL QM F p

Herbicida 1 606,0 28,89 <0,001
Dose 8 145447 693,48 <0,001
Herbicida x Dose 8 93,5 4,46 <0,001

Residuo 54 21,0

CV =10,53%

APENDICE 3. Anélise de variancia do experimento de curvas de dose-resposta com as
geracbes GO, G2 controle e G2 selecionadas com fenoxaprope e
fenoxaprope + isoxadifen.

Biotipo MOST
Herbicida fenoxaprope

Variavel controle aos 21 DAA.

FV GL oM F p
Geracéo 2 1966,9 193,77 <0,001
Dose 8 26092,7 2570,49 <0,001
Dose x Geragao 16 7952 78,34 <0,001
Residuo 81 10,2

CV =5,89%
Variavel massa fresca da parte aérea.
FV GL QM F p
Geracdo 2 17049 160,0 <0,001
Dose 8 23096,4 2167,54 <0,001
Dose x Geragao 16 6919 64,93 <0,001
Residuo 81 10,7

CV =7,86%
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continuacdo APENDICE 3. Andlise de variancia do experimento de curvas de dose-
resposta com as geracfes GO, G2 controle e G2 selecionadas

com fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen.

Varidvel massa seca da parte aérea.

FV GL OM F p
Geracéo 2 21579 139,0 <0,001
Dose 8 21925,7 1419,44 <0,001
Dose x Geragdo 16 7722 49,99 <0,001
Residuo 81 15,4

CV=972%

Herbicida fenoxaprope + isoxadifen

Variavel controle aos 21 DAA.

FV GL QM F p
Geracéo 2 24019 316,6 <0,001
Dose 8 24883,6 3280,0 <0,001
Dose x Geragao 16 1086,9 143,3 <0,001
Residuo 81 7,6

CV =4,66%
Varidvel da massa fresca da parte aérea.
FV GL oM F p
Geracao 2 6655 5180 <0,001
Dose 8 23555,6 1833,40 <0,001
Dose x Geragao 16 630,3 49,06 <0,001
Residuo 81 12,8

CV =9,06%
Variavel da massa seca da parte aérea.
FV GL QM F p
Geracéo 2 7242 43,63 <0,001
Dose 8 23510,7 1416,46 <0,001
Dose x Geragdo 16 538,1 32,42 <0,001
Residuo 81 16,6

CV =10,56%

Biotipo CAMAQ
Herbicida fenoxaprope

Variavel controle aos 21 DAA.

FV GL QM F p
Geracao 2 2156,2 325,4 <0,001
Dose 8 26708,1 4030,5 <0,001
Dose x Geragao 16 9146 142,1 <0,001
Residuo 81 6,6

CV=473%
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continuagdo APENDICE 3. Andlise de variancia do experimento de curvas de dose-
resposta com as geracfes GO, G2 controle e G2 selecionadas

com fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen.

Varidvel massa fresca da parte aérea

FV GL QM F p
Geracéo 2 1831,0 139,58 <0,001
Dose 8 25279,8 1927,08 <0,001
Dose x Geragdo 16 7319 55,79 <0,001
Residuo 81 13,1

CV =8,3%
Variavel massa seca da parte aérea
FV GL QM F p
Geracéo 2 1002,8 43,21 <0,001
Dose 8 24571,4 1058,76 <0,001
Dose x Geragdo 16 543,7 23,43 <0,001
Residuo 81 23,2

CV=1147%

Herbicida fenoxaprope + isoxadifen
Varidvel controle aos 21 DAA.

FV GL QM F p
Geracéo 2 13292 186,8 <0,001
Dose 8 27940,9 3925,8 <0,001
Dose x Geragdo 16 831,1 116,8 <0,001
Residuo 81 7,1

CV =497%
Variavel massa fresca da parte aérea.
FV GL QM F p
Geracéo 2 8639 62,65 <0,001
Dose 8 25876,4 1876,65 <0,001
Dose x Geragdo 16 647,33 46,94 <0,001
Residuo 81 13,8

CV =8,57T%
Variavel massa seca da parte aérea.
FV GL QM F p
Geracao 2 307,8 25,20 <0,001
Dose 8 24324,0 1991,67 <0,001
Dose x Geracao 16 418,8 34,29 <0,001
Residuo 81 12,2

CV =11,24%
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Massa seca da parte aérea (% do controle) das geracOes de sele¢des dos
biotipos de capim-arroz MOST e CAMAQ em relacdo a aplicacdo do
herbicida fenoxaprope sem e com protetor isoxadifen e parametros da
equacao logistica e fator de resisténcia (FR) para a varidvel massa seca da
parte aérea das plantas de capim-arroz MOST e CAMAQ.
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FIGUTRA. Massa seca da parte aérea (% do controle) das geracOes de sele¢des dos bidtipos
de capim-arroz MOST (A e B) e CAMAQ (C e D) em relagdo a aplicacdo do
herbicida fenoxaprope (A e C) e fenoxaprope + isoxadifen (B e D).
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continuacdo APENDICE 4. Parametros da equac&o logistica e fator de resisténcia (FR) para
a varidvel massa seca da parte aérea das plantas de capim-arroz
MOST e CAMAQ das geracdes GO (ndo selecionada), G2
controle (ndo selecionada) e G2 selecionadas, submetidas a
diferentes doses de fenoxaprope e fenoxaprope + isoxadifen.

. GRso
i « Herbicida —_—
Bidtipo Geracédo aplicado c d DosSa1 IC FR
(g ha”)
GO 20 -26 939 64 14 -
G2 controle 46 -0,2 90,2 8,5 08 13
G2 selecionada com fenoxaprope
fenoxaprope 71 02 915 166 25 26*
MOST GO 64 03 982 58 06 -
G2 controle fenoxaprope+ 7,7 01 879 8,0 11 14
G2 selemona_da com isoxadifen 22 22 974 107 16 19*
fenoxaprope + isoxadifen
GO 66 05 964 78 07 -
o s%lze é:%r:]tgggecom fenoxaprope 6,7 00 924 7,7 06 09
fenoxanrone 56 02 922 154 09 19*
CAMAQ prop
GO 81 05 943 87 10 -
G2 controle fenoxaprope + 58 -0,2 94,6 75 0,4 0,86
G2 selecionada com isoxadifen

- *
fenoxaprope + isoxadifen 21 26 941 123 14 14

b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; GRso: dose do herbicida que causa reducdo de
50% da variavel controle; IC: intervalo de confianca do pardmetro GRso (0=0,05); FR: fator de resisténcia =
GRsp da G2 controle (ndo selecionada) ou G2 selecionada/GRsy da GO (ndo selecionada) dentro de cada bidtipo
e herbicida. *p<0,05 pelo teste F.
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APENDICE 5. Anélise de variancia do experimento de investigacio da evolugdo da
resisténcia cruzada por metabolizacdo usando aplicacdo prévia de
malathion duas horas antes da aplicagédo dos diferentes herbicidas nas
geracbes GO, G2 selecionada com fenoxaprope e G2 selecionada com
fenoxaprope + isoxadifen dos bio6tipos de capim-arroz MOST e CAMAQ.

Herbicida quincloraque

Bidtipo MOST
Varidvel controle aos 21 DAA.
FV GL QM F p
Linhagem 2 352,73 6,35 0,002
Dose 7 35103,57 632,85 <0,001
Inibidor 1 552552 99,61 <0,001
Linhagem x Dose 14 360,77 6,50 <0,001
Linhagem x Inibidor 2 178,25 3,21 0,04
Dose x Inibidor 7 955,28 17,22 <0,001
Linhagem x Dose x Inibidor 14 140,15 2,52 0,003
Residuo 144 55,46

CV =4,67%

Variavel massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F p
Linhagem 2 332,71 10,68 0,002
Dose 7 30873,46 991,93 <0,001
Inibidor 1 1622,11 52,11 <0,001
Linhagem x Dose 14 111,36 3,57 <0,001
Linhagem x Inibidor 2 290,42 9,33 <0,001
Dose X Inibidor 7 347,32 11,15 <0,001
Linhagem x Dose x Inibidor 14 68,18 2,19 0,01
Residuo 144 31,12
CV =10,42%

Bidtipo CAMAQ

Variavel controle aos 21 DAA

FV GL QM F p
Linhagem 2 18864,06 166,59 <0,001
Dose 7 32675,40 288,56 <0,001
Inibidor 1 2662,63 23,51 <0,001
Linhagem x Dose 14 1434,55 12,66 <0,001
Linhagem x Inibidor 2 224427 19,81 <0,001
Dose x Inibidor 7 779,01 6,87 <0,001
Linhagem x Dose x Inibidor 14 509,40 4,49 <0,001
Residuo 144 113,23

CV =9,56%
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continuacdo APENDICE 5. Anélise de variancia do experimento de investigacdo da

evolucdo da resisténcia cruzada por metabolizacdo usando
aplicacéo prévia de malathion duas horas antes da aplicacdo
dos diferentes herbicidas nas geracbes GO, G2 selecionada
com fenoxaprope e G2 selecionada com fenoxaprope +
isoxadifen dos biotipos de capim-arroz MOST e CAMAQ.

Variavel massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F p

Linhagem 2 20492,92 140,44 <0,001
Dose 7 28398,15 194,61 <0,001
Inibidor 1 430558 29,50 <0,001

Linhagem x Dose
Linhagem x Inibidor
Dose x Inibidor

14 1617,28 11,08 <0,001
2 132404 9,07 <0,001
7 470,86 3,22 0,003

Linhagem x Dose x Inibidor 14 481,81 3,30 <0,001
Residuo 144 145,91
CV =9,32%

Herbicida diclofope

Bidtipo MOST
Variavel controle aos 21 DAA.
FV GL QM F p
Linhagem 2 160,93 2,71 0,069
Dose 7 47619,92 803,78 0,001
Inibidor 1 94,92 1,60 0,207
Linhagem x Dose 14 80,13 1,35 0,184
Linhagem x Inibidor 2 100 1,68 0,188
Dose x Inibidor 7 194,62 3,28 0,002
Linhagem x Dose x Inibidor 14 90,32 1,52 0,109
Residuo 144 59,24

CV =4,67%

Variavel massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F p
Linhagem 2 78,24 0,82 0,442
Dose 7 46115,84 483,90 <0,001
Inibidor 1 52,46 0,55 0,459
Linhagem x Dose 14 198,72 2,08 0,015
Linhagem x Inibidor 2 52,86 0,55 0,575
Dose x Inibidor 7 235,47 2,47 0,020
Linhagem x Dose x Inibidor 14 148,08 1,55 0,099
Residuo 144 95,29

CV =17,83%
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continuacdo APENDICE 5. Anélise de variancia do experimento de investigacdo da
evolucdo da resisténcia cruzada por metabolizacdo usando
aplicacéo prévia de malathion duas horas antes da aplicacdo
dos diferentes herbicidas nas geracbes GO, G2 selecionada
com fenoxaprope e G2 selecionada com fenoxaprope +
isoxadifen dos biotipos de capim-arroz MOST e CAMAQ.

Herbicida cialofope
Biotipo CAMAQ

Variavel controle aos 21 DAA.

FV GL QM F p
Linhagem 2 903,81 24,58 <0,001
Dose 7 46325,20 1260,13  <0,001
Inibidor 1 14752,54 401,29 <0,001
Linhagem x Dose 14 480,92 13,08 <0,001
Linhagem x Inibidor 2 1058,39 28,79 <0,001
Dose x Inibidor 7 2286,58 62,19 <0,001
Linhagem x Dose x Inibidor 14 42896 11,66 <0,001
Residuo 144 36,76
CV =4,53%

Varidvel massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F P
Linhagem 2 241,89 2,77 0,05
Dose 7 37485,76 429,82 <0,001
Inibidor 1 17802,46 204,12 <0,001
Linhagem x Dose 14 311,03 3,56 <0,001
Linhagem x Inibidor 2 998,69 1145 <0,001
Dose x Inibidor 7 207151 23,75 <0,001
Linhagem x Dose x Inibidor 14 280,06 3,21 <0,001
Residuo 144 87,21

CV =6,74%




149

Capitulo 11

APENDICE 6. Anélise de variancia do experimento de curva de dose-resposta para a
definicdo de subdoses para os bidtipos MOST e CAMAQ para os herbicidas
fenoxaprope, imazetapir e mistura.

Herbicida fenoxaprope

Varidvel controle 21 DAA apds aplicacéo.

FV GL QM F p
Bidtipo 1 74,0 8,22 0,005
Dose 8 18426,3 2046,3 <0,001
Bidtipo x Dose 8 40,1 1,9 0,09
Residuo 54 9,0

CV =6,29%

Varidvel massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F p
Biotipo 1 331,3 14,09  <0,001
Dose 8  15533,7 660,56 <0,001
Bidtipo x Dose 8 115,0 4,89 <0,001
Residuo 54 23,5

CV =10,4%

Variavel massa seca da parte aérea.

FV GL QM F p
Biotipo 1 182,4 10,91 0,001
Dose 8 15527,6 928,28 <0,001
Bidtipo x Dose 8 56,9 1,40 0,15
Residuo 54 16,7

CV =8,94%

Herbicida imazetapir

Variavel controle 21 DAA ap0s aplicacéo.

FV GL QM F p
Bidtipo 1 20368,3 999,67 <0,001
Dose 8 6760,9 331,8 <0,001
Bidtipo x Dose 8 641,2 31,5 <0,001
Residuo 54 20,4

CV = 6,9%

Variavel massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F p
Biotipo 1 6919,3 3953 <0,001
Dose 8 77158 440,7 <0,001
Bidtipo x Dose 8 395,9 22,61 <0,001
Residuo 54 175

CV=17,9%
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continuagdo APENDICE 6. Andlise de variancia do experimento de curva de dose-resposta

para a definicdo de subdoses para os biotipos MOST e CAMAQ
para os herbicidas fenoxaprope, imazetapir e mistura.

Variavel massa seca da parte aérea.

FV GL QM F p
Bidtipo 1 3676,0 505,05 <0,001
Dose 8 7749,7 1064,7 <0,001
Bidtipo x Dose 8 173,4 23,83 <0,001
Residuo 54 7,3

CV =12,3%

Mistura - 75% fenoxaprope + 25% imazetapir

Variavel controle visual aos 21 DAA

FV GL QM F p
Bidtipo 1 3068,1 275,21 <0,001
Dose 8 9170,1 822,57 <0,001
Bidtipo x Dose 8 549,6 49,30 <0,001
Residuo 54 11,1

CV =45%

Massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F p
Biotipo 1 28394 22091 <0,001
Dose 8 8888,1 6915 <0,001
Bidtipo x Dose 8 569,2 44,3 <0,001
Residuo 54 12,9

CV=171%

Massa seca da parte aérea

FV GL QM F p
Biotipo 1 1301,6 102,5 <0,001
Dose 8 86315 6796 <0,001
Bidtipo x Dose 8 96,6 761 <0,001
Residuo 54 12,7

CV =16,9%

Mistura - 50% fenoxaprope + 50% imazetapir

Controle aos 21 DAA.

FV GL QM F p
Bidtipo 1 3916,1 286,6 <0,001
Dose 8 8370,5 612,7 <0,001
Bidtipo x Dose 8 614,2 449  <0,001
Residuo 54 13,7

CV=48%
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continuagdo APENDICE 6. Andlise de variancia do experimento de curva de dose-resposta
para a definicdo de subdoses para os biotipos MOST e CAMAQ

para os herbicidas fenoxaprope, imazetapir e mistura.

Massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F p
Biotipo 1 24838 237,24 <0,001
Dose 8 93426 892,3 <0,001
Bidtipo x Dose 8 376,9 36,0 <0,001
Residuo 54 10,5

CV =145%

Massa seca da parte aérea.

FV GL QM F p
Bidtipo 1 1308,8 364,1 <0,001
Dose 8 8664,1 2410,2 <0,001
Bidtipo x Dose 8 193,9 53,9 <0,001
Residuo 54 3,6

CV=67%

25% fenoxaprope + 75% imazetapir

Controle visual aos 21 DAA.

FV GL QM F p
Bidtipo 1 5922,3 8744 <0,001
Dose 8 8088,7 11942 <0,001
Bidtipo x Dose 8 588,4 86,8 <0,001
Residuo 54 6,8

CV =3,38%

Massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F p
Bidtipo 1 42939 1307,2 <0,001
Dose 8 77485 23589 <0,001
Biotipo x Dose 8 419,8 127,8  <0,001
Residuo 54 3,3

CV =9,04%

Massa seca da parte aérea

FV GL QM F p
Biotipo 1 42389 9475 <0,001
Dose 8 78178 17475 <0,001
Bidtipo x Dose 8 514,7 115,1  <0,001
Residuo 54 4,5

CV =10,82%
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APENDICE 7. Alinhamento das sequéncias do gene ALS dos bi6tipos de capim-arroz MOST
e CAMAQ com o gene ALS de A. thaliana (NM_114714.2). As oito regides
encontradas naturalmente possiveis de modificar a enzima ALS e conferir
resisténcia através de mutacGes no gene, estdo grafadas em amarelo. Regides
através de mutacdes artificiais passiveis de conferir resisténcia estdo grafadas
em cinza. Trincas nucleotidicas grafadas codificam o aminoacido indicado.
Similaridade entre as sequéncias esta representada pelos asteriscos.

A. thaliana 301 AAAATCCTCGTCGAAGCTTTAGAACGTCAAGGCGTAGAAACCGTATTCGCTTACCCTGGA

MOST R CGAC--————=====-—— GTCTTCGCCTACCCCGGC
CAMAQ 1 mmm CGAC--———————————— GTCTTCGCCTACCCCGGC

** K *khk Kkkhkkkhkk Kkrkkkkk k%

Gu21A, Mz
A. thaliana 361 GGTGCATCAATGGAGATTCACCAAGCCTTAACCCGCTCTTCCTCAATCCGTAACGTCCTT

MOST 23 GGCGCCTCCATGGAGATCCACCAGGCGCTCACCCGCTCCCCCGTCATCGCCAACCACCTC
CAMAQ 23 GGCGCCTCCATGGAGATCCACCAGGCGCTCACCCGCTCCCCCGTCATCGCCAACCACCTC

kk kk kk kkhkkkkkkhkk Kkkkhkkk kK Kk KAk kA Kk kk Kk * x * Kk Kk * Kk Kk * kK

A. thaliana 421 CCTCGTCACGAACAAGGAGGTGTATTCGCAGCAGAAGGATACGCTCGATCCTCAGGTAAA

MOST 83 TTCCGCCACGAGCAAGGGGAGGCCTTCGCCGCCTCCGGGTTCGCGCGCTCGTCCGGCCGL
CAMAQ 83 TTCCGCCACGAGCAAGGGGAGGCCTTCGCCGCCTCCGGGTTCGCGCGCTCGTCCGGCCGL

XKk kkhkkkk Kkkhkkkk K * kkkKkk kK Kk kK kkk kk kk kk k%K

A. thaliana 481 CCAGGTATCTGTATAGCCACTTCAGGTCCCGGAGCTACAAATCTCGTTAGCGGATTAGCC

MOST 143 GTCGGCGTCTGCGTCGCCACCTCGGGCCCCGGCGCCACCAACCTCGTCTCCGCGCTCGCC
CAMAQ 143 GTCGGCGTCTGCGTCGCCACCTCGGGCCCCGGCGCCACCAACCTCGTCTCCGCGCTCGCC

* K * Kk Kk Kk *k kkkkk kk kk kkhkkkhkk Kk K*k kk Kkkhkkk*k * K *  kk Kk

V196 P1g7 Rigo
A. thaliana 541 GATGCGTTGTTAGATAGTGTTCCTCTTGTAGCAATCACAGGACAAGTCCCTCGTC-GTAT
MOST 203 GACGCGGTGCTCGACTCCATCCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCCTGCAT
CAMAQ 203 GACGCGGTGCTCGACTCCATCCCCATGGTCGCCATCACCGGCCAGGTGCCCCGCC-GCAT

*kk kkk kk Kk k% *x k% *k kk kk kkkkk kk kk kk Kkk kk Kk Kk K%k

Ao Foos
A. thaliana 600 GATTGGTACAGATGCGTTTCAAGAGACTCCGATTGTTGAGGTAACGCGTTCGATTACGAA
MOST 263 GATCGGCACCGACGCC-TCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACCCGCTCCATCACCAA
CAMAQ 262 GATCGGCACCGACGCCTTCCAGGAGACGCCAATCGTCGAGGTCACCCGCTCCATCACCAA

kkhkk Kkk kK Kk k% *k kk kkkhkkk kk kk kk khkkkkk kk kk kk k¥k k*k k%

A. thaliana 660 GCATAACTATCTTGTGATGGATGTTGAAGATATCCCTAGGATTATTGAGGAAGCTTTCTT
MOST 322 GCACAACTACCTCGTCCTCGACATCGACGACATCCCCCGCGTCATACAGGAGGCGTTCTT
CAMAQ 322 GCACAACTACCTCGTCCTCGACATCGACGACATCCCCCGCGTCATACAGGAGGCGTTCTT

*kkk kkkkk kk kK *  kx * kk kk Kkkhkkk*k * * kK *kkk Kkk Kkkkk*k

Koase
A. thaliana 720 TTTAGCTACTTCTGGTAGACCTGGACCTGTTTTGGTTGATGTTCCTAAAGATATTCAACA
MOST 382 CCTCGCCTCCTCTGGCCGGCCGGGGCCGGTGCTCGTCGACATCCCCAAGGACATCCAGCA
CAMAQ 382 CCTCGCCTCCTCTGGCCGGCCGGGGCCGGTGCTCGTCGACATCCCCAAGGACATCCAGCA

*  x K * xkkxk * kk kk kx kx * xk  xk * kk kk kK kk kx k%

A. thaliana 780 ACAGCTTGCGATTCCTAATTGGGAACAGG-CTATGAGATTACCTGGTTATATGTCTAGGA

MOST 442 GCAGATGGCCGTGCCCGTCT-GGAACACGCCCATGAGTCTGCCGGGGTACATTGCGCGCC
CAMAQ 442 GCAGATGGCCGTGCCCGTCT-GGAACACGCCCATGAGTCTGCCGGGGTACATTGCGCGCC

*kk Kk k%K * Kk x *k kkkkkk Kk kK KkkkkKk *x kk kK kK kK * *

A. thaliana 839 TGCCTAAACCTCCGGAAGATTCTCATTTGGAGCAGATTGTTAGGTTGATTTCTGAGTCTA
MOST 501 TGCCCAAGCCTCCGGCAACTGAATTGCTTGAGCAGGTGCTGCGTCTTGTTGGTGAGTCGC
CAMAQ 501 TGCCCAAGCCTCCGGCAACTGAATTGCTTGAGCAGGTGCTGCGTCTTGTTGGTGAGTCGC

KkhkKhkk kk KAkkkhkkkk K * * kkkkkk K * * * * K * ok ok kK k
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continuacdo APENDICE 7. Alinhamento das sequéncias do gene ALS dos biGtipos de capim-
arroz MOST e CAMAQ com o0 gene ALS de A. thaliana
(NM_114714.2). As oito regides encontradas naturalmente
possiveis de modificar a enzima ALS e conferir resisténcia
através de mutagdes no gene, estdo grafadas em amarelo.
Regides atraves de mutacOes artificiais passiveis de conferir
resisténcia estdo grafadas em cinza. Trincas nucleotidicas
grafadas codificam o aminoacido indicado. Similaridade entre
as sequéncias esta representada pelos asteriscos.

A. thaliana 899 AGAAGCCTGTGTTGTATGTTGGTGGTGGTTGTTTGAATTCTAGCGATGAATTGGGTAGGT

MOST 561 GGCGCCCTGTTCTTTATGTTGGTGGTGGTTGCGCTGCATCCGGTGAGGAGCTGCGCCGCT
CAMAQ 561 GGCGCCCTGTTCTTTAAGTTGGTGGTGGTTGCGCTGCATCCGGTGAGGAGCTGCGCCGCT
KKk Kk KK KX Kk K%

* * % Kk Kk x * kk kkkkkkkkkkkxokk

A. thaliana 959 TTGTTGAGCTTACGGGGATCCCTGTTGCGAGTACGTTGATGGGGCTGGG-ATCTTATCCT
MOST 621 TTGTGGAGATGACCGGAATCCCAGTGACAACTACTCTGATGGGCCTTGGCAACTT-CCCC
CAMAQ 621 TTGTGGAGATGACCGGAATCCCAGTGACAACTACTCTGATGGGCCTTGGCAACTT-CCCC

*kkhkxk kkhkk ok kk kk kkkkk k*k * ok Kk k*k Ak rxkkkk kk kk Kk kk*k * %

“4351f4352
A. thaliana 1018 TGTGATGATGAGTTGTCGTTACATATGCTTGGAATGCATGGGACTGTGTATGCAAATTAC
MOST 680 AGTGATGACCCACTGTCTCTGCGCATGCTCGGTATGCACGGTACTGTATATGCAAATTAT
CAMAQ 680 AGTGATGACCCACTGTCTCTGCGCATGCTCGGTATGCACGGTACTGTATATGCAAATTAT

* Kk k ok ok kK * % k% * % khkxhkk hkk khkkkhkk kkx khkkkk Ahkkkkkrkkkk

Ras73 D376R377
A. thaliana 1078 GCTGTGGAGCATAGTGATTTGTTGTTGGCGTTTGGGGTAAGGTTTGATGATCGTGTCACG
MOST 740 GCAGTGGATAAGGCCGACCTGTTGCTGGCATTTGGTGTGCGGTTCGATGATCGTGTGACA
CAMAQ 740 GCAGTGGATAAGGCCGACCTGTTGCTGGCATTTGGTGTGCGGTTCGATGATCGTGTGACA
**.*****..*....**..*****.****.*****.**..****.***********.**.

A. thaliana 1138 GGTAAGCTTGAGGCTTTTGCTAGTAGGGCTAAGATTGTTCATATTGATATTGACTCGGCT
MOST 800 GGGAAAATTGAGGCTTTTGCAAGCAGGGCCAAGATTGTGCACATTGATATTGATCCAGCT
CAMAQ 800 GGGAAAATTGAGGCTTTTGCAAGCAGGGCCAAGATTGTGCACATTGATATTGATCCAGCT

* Kk k*k AKkhkkhkhkkhkhkkAhkhkkhhhkk, |,k K hkhkkhkkx )k khkkhkkhkkk, )k K hAkkkkkkhkkkkk k% *  kk Kk

A. thaliana 1198 GAGATTGGGAAGAATAAGACTCCTCATGTG-TCTGTGTGTGGTGATGTTAAGCTGGCTTT

MOST 860 GAGATTGGCAAGAACAAGCASCCACATGTG---—-——-——--— AGGATGTCAAGCTTGCTTT
CAMAQ 860 GAGATTGGCAAGAACAAGCAGCCACATGTGATCCATCTGTGCGGATGTCAAGCTTGCTTT
*****‘*****‘*****

kAhkkkkhkkk Kk kkkkk kKK Kk Kk kk kK

A. thaliana 1257 GCAAGGGATGAATAAGGTTCTTGA--GAACCG-AGCGGAGGAGCTTAAGCTTGATTTTGG

MOST 909 GCAGGGCATGAATGCTCTTCTGGAAGGAATCATATCAAAGAAG---AGTTTTGACTTTGG
CAMAQ 920 GCAGGGCATGAATGCTCTTCTGGAAGGAATCATATCAAAAAAG---AGTTTTGACTTTGG
Kokk kk Kkkkkk | kkkk Kk _Kkk Kk K K _ Kk K% K KKK A | Kkk Kk

A. thaliana 1314 AGTTTGGAGGAATGAGTTGAACGTACAGAAACAGAAGTTTCCGTTGAGCTTTAAGACGTT

MOST 966 CTCATGGCARGATGAGTYGGATCASCAGAAGAGGGAATTCCCCCTGGGGTACAAAACTTT
CAMAQ 977 CTCATGGCAAGATGAGTTGGATCAGCAGAAGAGGGAATTCCCCCTGGGGTACAAAACTTT
‘.***.‘.‘******.*.*.‘.‘*****‘.‘*‘*‘**.**‘.**‘*‘*‘.**‘**.**

A. thaliana 1374 TGGGGAAGCTATTCCTCCACAGTATGCGATTAAGGTCCTTGATGAGTTGACTGATGGAAA
MOST 1026 CGATGAGGAGATTCAGCCACAGTATGCTATCCAGGTTCTGGATGAGCTGACSAAAGGGGA
CAMAQ 1037 CGATGAGGAGATTCAGCCACAGTATGCTATCCAGGTTCTGGATGAGCTGACCAAAGGGGA

* Kk K Kk ok ok KAk kAkkkhkkkhkAkkKk kK KAhkkk kk Akkkhkkhkk khkkk * Kk x *
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continuacdo APENDICE 7. Alinhamento das sequéncias do gene ALS dos biGtipos de capim-
arroz MOST e CAMAQ com o0 gene ALS de A. thaliana
(NM_114714.2). As oito regides encontradas naturalmente
possiveis de modificar a enzima ALS e conferir resisténcia
através de mutagdes no gene, estdo grafadas em amarelo.
Regides atraves de mutacOes artificiais passiveis de conferir
resisténcia estdo grafadas em cinza. Trincas nucleotidicas
grafadas codificam o aminoacido indicado. Similaridade entre
as sequéncias esta representada pelos asteriscos.

A. thaliana 1434 AGCCATAATAAGTACTGGTGTCGGGCAACATCAAATGTGGGCGGCGCAGTTCTACAATTA

MOST 1086 GGCCATCATTGCCACTGGTGTTGGGCARCACCAGATGTGGGCGGCACAGTACTACACTTA
CAMAQ 1097 GGCCATCATTGCCACTGGTGTTGGGCAGCACCAGATGTGGGCGGCACAGTACTACACTTA

* Kk kkx  kx khkkkhkhkhkkhkx Khhkkhkkhkkx Kk kk Khkkhkhkkkhkhkkhkhkkkhk kkhkrxk kkkxk Kkk%k

A. thaliana 1494 CAAGAAACCAAGGCAGTGGCTATCATCAGGAGGCCTTGGAGCTATGGGATTTGGACTTCC

MOST 1146 CAAGCGGCCAAGGCAGTGGTTGTCTTCAGCTGGTCTTGGGGCTATGGGATTTGGTTTGCC
CAMAQ 1157 CAAGCGGCCAAGGCAGTGGTTGTCTTCAGCTGGTCTTGGGGCTATGGGATTTGGTTTGCC

* K x k khxkkkhkrkkkhkrxkkhkkk Kk Kk *kkx kk hkkkkhkkx khkkkhkrkkkkkkkxk *  x %

A. thaliana 1554 TGCTGCGATTGGAGCGTCTGTTGCTAACCCTGATGCGATAGTTGTGGATATTGACGGAGA

MOST 1206 GGCTGCTGCTGGTGCTGCTGTGGCCAACCCAGGTGTTACAGTTGTTGACATCGATGGGGA
CAMAQ 1217 GGCTGCTGCTGGTGCTGCTGTGGCCAACCCAGGTGTTACAGTTGTTGACATCGATGGGGA

* % Kk Kk X *xk kK kxkk kk kkkkkx Kk Kkk * kkkkkkx kk kkx kk Kk k%k

A. thaliana 1614 TGGAAGCTTTATAATGAATGTGCAAGAGCTAGCCACTATTCGTGTAGAGAATCTTCCAGT
MOST 1266 TGGCAGCTTCCTCATGAACATTCAGGAGTTGGCTATGATCCGCATTGAGAACCTCCCAGT
CAMAQ 1277 TGGCAGCTTCCTCATGAACATTCAGGAGTTGGCTATGATCCGCATTGAGAACCTCCCAGT

Kk khkKk Kk kkKk *x kkk kK * kk kkk Kk kK X * Kk Kk Kk kkkkk Kkk kkkkk

Ms70Vs71 Ws74
A. thaliana 1674 GAAGGTACTTTTATTAAACAACCAGCATCTTGGCATGGTTATGCAATGGGAAGATCGGTT
MOST 1326 GAAGGTCTTTGTGCTAAACAACCAACACCTGGGGATGGTGGTGCAGTGGGAGGACAGATT
CAMAQ 1337 GAAGGTCTTTGTGCTAAACAACCAACACCTGGGGATGGTGGTGCAGTGGGAGGACAGATT

Kk kk Kk Kk * Kk K kKAhkkkkhkkkhkkkkk kk kk kk Kkkkhkk*k kkkk Kkkkhkkk K%k * kK

A. thaliana 1734 CTACAAAGCTAACCGAGCTCACACATTTCTCGGGGATCCGGCTCAGGAGGACGAGATATT

MOST 1386 CTACAAGGCCAACCGAGCACATACATACTTGGGGAACCCAGATAATGAGAGCGAGATATA
CAMAQ 1397 CTACAAGGCCAACCGAGCACATACATACTTGGGGAACCCAGAKAATGAGAGCGAGATATA

kAhkkkkhkk kk kkhkkkkhkkkk kk Kkkk*k *x kkk Kk kK X * Kk k Kk * Kk kkkk kK

A. thaliana 1794 CCCGAACATGTTGCTGTTTGCAGCAGC-TTGC-GGGATTCCAGC-GGCGAGGGTGACAAA

MOST 1446 TCCGGATTTCGTGACCATTGCCAAAGG-TTTT-AACATTCCAGC-GGTCCGTGTGACAAA
CAMAQ 1457 TCCGGATTTCGTGACCATTGCCAAAGGKT--TYAACATTCCAGCRG-TCCGTGTGACAAA

* Kk Kk K * * * * Kk Kk k * K * *kAhkkkkkkkhKk Kk * kkkk Kk kKK

A. thaliana 1851 GAAAGCAGATCTCCGAGAAGCTATTCAGACAATGCTGGATACACCAGGACCTTACCTGTT

MOST 1503 GAAGAGCGAAGTACGTGCAGCAATCAAGAAGATGCTCGAGACTCCAGGGCCATACCTGTT
CAMAQ 1514 GAAGAGCGAAGTACGTGCAGCAATCAAGAAGATGCTCGAGACTCCAGGGCCRTACCTGTT
***. .. '*‘k. .*'**.*.***.**' .**‘k. .*****'**.**'*****.** Kk kK Kk ok kK

Se53 Gesa
A. thaliana 1911 GGATGTGATTTGTCCGCACCAAGAACATGTGTTGCCGATGATCCCGAGTGGTGGCACTTT
MOST 1563 GGATATCATTGTCCCGCACCAGGAACATGTGTTGCCTATGATCCCGAGCGGTGGCGCTTT
CAMAQ 1574 GGATATCATTGTCCCGCACCAGGAACATGTGTTGCCTATGATCCCGAGCGGTGGCGCTTT

*khkKkk Kk kkk khkkhkhkkhkhkkkhk Fhkhkkhkhkkhkhhkkhhkhkhkhrk *khhkkhhkhkkhrkhkhkx *kxkhkrxkkx (k)%
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continuacdo APENDICE 7. Alinhamento das sequéncias do gene ALS dos biGtipos de capim-
arroz MOST e CAMAQ com o0 gene ALS de A. thaliana
(NM_114714.2). As oito regides encontradas naturalmente
possiveis de modificar a enzima ALS e conferir resisténcia
através de mutagdes no gene, estdo grafadas em amarelo.
Regides atraves de mutacOes artificiais passiveis de conferir
resisténcia estdo grafadas em cinza. Trincas nucleotidicas
grafadas codificam o aminoacido indicado. Similaridade entre
as sequéncias esta representada pelos asteriscos.

A. thaliana 1971 CAACGATGTCATAACGGAAGGAGATGGCCGGATTAAATACTGA
MOST 1623 CAAGGACATGATCCTGGATGGTGATGGCAGGACCGTGTATTGA
CAMAQ 1634 CAAGGACATGATCCTGGATGGTGATGGCAGGACCGTGT---AT

*kk kK * Kk x kkk kk Kkkkkkk kkk *

APENDICE 8. Anélise da variancia do experimento de determinacdo do mecanismo de
resisténcia ao herbicida imazetapir através do uso de inibidores.

Bidtipo MOST

Variavel controle aos 21 DAA.
FV GL QM F p
Inibidor 2 24586 222,33 <0,001
Dose 8 21646,7 19574 <0,001
Inibidor x Dose 16  653,4 59,1 <0,001
Residuo 81 11,1

CV =5,09%

Massa fresca da parte aérea.
FV GL QM F p
Inibidor 2 1429,7 51,9 <0,001
Dose 8 16713,8 607,8 <0,001
Inibidor x Dose 16  467,5 17,0 <0,001
Residuo 81 27,5

CV =19,29%

Massa seca da parte aérea.
FV GL OM F p
Inibidor 2 2226,2 48,6 <0,001
Dose 8 17020,3 371,7 <0,001
Inibidor x Dose 16  539,6 11,8 <0,001
Residuo 81 45,8

CV =23,8%
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continuagio APENDICE 8. Analise da variancia do experimento de determinacdo do
mecanismo de resisténcia ao herbicida imazetapir através do
uso de inibidores.
Biotipo CAMAQ

Variavel controle aos 21 DAA.

FV GL QM F p
Inibidor 2 1509,1 43,5 <0,001
Dose 8 5817,3 167,7 <0,001
Inibidor x Dose 16  197,0 57 <0,001
Residuo 81 34,7

CV =21,6%

Massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F p
Inibidor 2 62348 151,3 <0,001
Dose 8 85374 207,2 <0,001
Inibidor x Dose 16  218,0 53 <0,001
Residuo 81 41,2

CV=12,71%

Massa seca da parte aérea.

FV GL QM F p
Inibidor 2 41911 148,8 <0,001
Dose 8 9281,7 329,7 <0,001
Inibidor x Dose 16  265,1 9,4 <0,001
Residuo 81 28,1

CV =13,8%

APENDICE 9. Andlise de variancia do experimento de curva de dose-resposta com as
geracbes GO, G2 controle, G2 selecionadas com fenoxaprope, G2
selecionada com imazetapir e G2 selecionada com mistura.

Herbicida fenoxaprope

Bidtipo MOST

Variavel controle aos 21 DAA.
FV GL QM F p
Geracao 2 24019 3166 <0,001
Dose 8 24883,6 3288,0 <0,001
Geracdo x Dose 16 1086,9 143,33 <0,001
Residuo 81 7,6

CV =4,66%
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continuagdo APENDICE 9. Andlise de variancia do experimento de curva de dose-resposta
com as geracbes GO, G2 controle, G2 selecionadas com
fenoxaprope, G2 selecionada com imazetapir e G2 selecionada
com mistura.

Variavel massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F p
Geracdo 2 720,0 4581  <0,001
Dose 8 234714 14935 <0,001
Geracdo x Dose 16  616,5 39,23  <0,001
Residuo 81 15,7

CV =10,07%

Varidvel massa seca da parte aérea.

FV GL QoM F p
Geracao 2 724,2 43,63 <0,001
Dose 8 23510,7 1416,46 <0,001
Geracdo x Dose 16  538,1 32,42  <0,001
Residuo 81 16,6

CV =10,56%

Biotipo CAMAQ

Variavel controle aos 21 DAA.

FV GL QM F p
Geracéo 2 1329,2 186,8 <0,001
Dose 8 279409 39258 <0,001
Geracdo x Dose 16  831,1 116,8 <0,001
Residuo 81 7,1

CV=497%

Variavel massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F p
Geracéo 2 863,9 62,65  <0,001
Dose 8 25876,4 1876,65 <0,001
Geracdo x Dose 16  647,3 46,94  <0,001
Residuo 81 13,8

CV=8,57%

Controle massa secada parte aérea.

FV GL QoM F p
Geracao 2 307,8 25,20 <0,001
Dose 8 24324,0 1991,67 <0,001
Geracdo x Dose 16 4188 34,29 <0,001
Residuo 81 12,2

CV =8,52%
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continuagdo APENDICE 9. Andlise de variancia do experimento de curva de dose-resposta
com as geracbes GO, G2 controle, G2 selecionadas com
fenoxaprope, G2 selecionada com imazetapir e G2 selecionada
com mistura.

Herbicida imazetapir

Bidtipo MOST
Variavel controle aos 21 DAA.
FV GL QM F p
Geracdo 2 125,1 13,35 <0,001
Dose 8 244575 2589,62 <0,001
Geracdo x Dose 16  189,5 20,06  <0,001
Residuo 81 9,4
CV =4,99%
Varidvel massa fresca da parte aérea.
FV GL oM F p
Geracao 2 50,1 7,36 <0,001
Dose 8 20630,3 3029,1 <0,001
Geracdo x Dose 16 55,9 8,2 <0,001
Residuo 81 6,8
CV =9,23%
Varidvel massa seca da parte aérea.
FV GL QoM F p
Geracéo 2 19,8 1,57 <0,001
Dose 8 20452,7 1621,33 <0,001
Geracdo x Dose 16 46,1 3,66 <0,001
Residuo 81 12,6
CV =7,56%

Biotipo CAMAQ

Variavel controle aos 21 DAA.

FV GL QM F p
Geracdo 2 189,7 10,14  <0,001
Dose 8 9972,7 532,93 <0,001
Geracdo x Dose 16 53,3 2,85 0,002
Residuo 81 18,7

CV =9,02%

Variavel massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F p
Geracéo 2 766,3 56,97 <0,001
Dose 8 10010,2 744,24 <0,001
Geracdo x Dose 16 1185 8,81 <0,001
Residuo 81 135

Cv=11,07/%
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continuagdo APENDICE 9. Andlise de variancia do experimento de curva de dose-resposta
com as geracbes GO, G2 controle, G2 selecionadas com
fenoxaprope, G2 selecionada com imazetapir e G2 selecionada
com mistura.

Variavel massa seca da parte aérea.

FV GL QM F p
Geracdo 2 665,6 36,38  <0,001
Dose 8 94980 519,09 <0,001
Geracdo x Dose 16  126,5 6,91 <0,001
Residuo 81 18,3
CV =1233%
Herbicidas em mistura (fenoxaprope + imazetapir)
Bidtipo MOST
Varidvel controle aos 21 DAA.
FV GL QM F p
Geracéo 2 18784 309,6 <0,001
Dose 8 24504,2 4038,3 <0,001
Geracdo x Dose 16 492,6 81,2 <0,001
Residuo 81 6,1
CV =4,04%

Variavel massa fresca da parte aérea.

FV GL oM F p
Geracao 2 744.6 61,1 <0,001
Dose 8 218179 1790,3 <0,001
Geracdo x Dose 16 1427 11,7 <0,001
Residuo 81 12,2
CV =92%

Varidvel massa seca da parte aérea.
FV GL QoM F p
Geracao 2 722,4 46,69 <0,001
Dose 8 21389,0 1292,95 <0,001
Geracdo x Dose 16 84,6 5,12 <0,001
Residuo 81 16,5

CV =10,45%

Biotipo CAMAQ

Variavel controle aos 21 DAA.

FV GL QM F p
Geracdo 2 4166,6 276,69 <0,001
Dose 8 19328,3 1283,54 <0,001
Geracdo x Dose 16  589,2 39,13  <0,001
Residuo 81 15,1

CV =8,79%
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continuagdo APENDICE 9. Andlise de variancia do experimento de curva de dose-resposta
com as geracbes GO, G2 controle, G2 selecionadas com
fenoxaprope, G2 selecionada com imazetapir e G2 selecionada
com mistura.

Variavel massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F p
Geracdo 2 23391 90,0 <0,001
Dose 8 184932 711,68 <0,001
Geracdo x Dose 16  235,3 9,06 <0,001
Residuo 81 26,0
CV =10,88%

Varidvel massa seca da parte aérea.
FV GL QoM F p
Geracao 2 1366,4 50,8 <0,001
Dose 8 160739 598,1 <0,001
Geracdo x Dose 16  186,6 6,9 <0,001
Residuo 81 26,9

CV =12,3%
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APENDICE 10. Massa seca da parte aérea (% do controle) das geragdes GO, G2 controle e
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FIGURA. Massa seca da parte aérea (% do controle) das geracbes GO, G2 controle e G2

selecionada de capim-arroz do biétipo MOST (A, Ce E) e CAMAQ (B, D e F)
em relagdo a aplicagdo do herbicida fenoxaprope (A e B), imazetapir (C e D) e
mistura (fenoxaprope + imazetapir) (E e F).
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Continuacdo APENDICE 10. Parametros da equacdo logistica e fator de resisténcia (FR)
para a varidvel massa seca da parte aérea das plantas de
capim-arroz MOST e CAMAQ das geracdes GO, G2 ndo
selecionada e G2 selecionada com subdoses de fenoxaprope,
imazetapir e mistura submetidas as diferentes doses de
fenoxaprope, imazetapir e mistura.

GRso
Bidtipo Geracéo Herbicida b c d Dose FR
1 IC
(gha™)
GO 6,4 0,3 98,2 5,8 +0,9 -
G2 controle 77 01 879 79 +11 1,3*
G2 selecionada com fenoxaprope
22 -22 974 10,7 +1,1 1,8*
fenoxaprope
GO 1.8 -09 99,1 2,8 +0,3 -
MOST o ;;i;%?]t;glaecom imazetapir 2,8 -0,1 100,2 2,6 0,2 09
: ) 22 -0,1 102,6 2,7 +0,3 0,9
imazetapir
GO 19 03 1025 2,7+158 0,3 -
G2 controle . 1,8 -0,7 1005 2,7+158 0,3 1,0
G2 selecionada com mistura
. 18 24 103,3 4,0+216 +04 14*
mistura
GO 81 04 943 8,6 +2.0 -
G2 controle f 56 -0,2 94,6 7,5 +04 09
G2 selecionada com €noxaprope
21 -26 941 12,3 +14 14*
fenoxaprope
GO 09 89 99,6 13,9 +4.0 -
CAMAQ - G|2 c_ontrgle imazetapir 05 -8,6 998 18,3 +35 1,3
selecionada com 09 83 1001 61 24 04*
imazetapir
GO 10 -3,7 1012 3,2+4185 +0,9 -
G2 controle . 11 -6,7 96,7 43+224 10 1,3
mistura

G2 selecionada com 13 79 979 51+247 +1,2 1,6*
mistura
b: declividade da curva; c: limite inferior; d: limite superior; GRso: dose do herbicida que causa reducdo de
50% da variavel controle; IC: intervalo de confianga do pardmetro GRso (0=0,05); FR: fator de resisténcia;
GRsp da G2 controle (ndo selecionada) ou G2 selecionada/ GRsp da GO (ndo selecionada) dentro de cada
bidtipo. Mistura: fenoxaprope + imazetapir. *p<0,05 pelo teste F.
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APENDICE 11. Anélise de variancia do experimento de investigacdo da evolucio da
resisténcia cruzada por metabolizacdo usando aplicacdo prévia de
malathion duas horas antes da aplicacdo dos diferentes herbicidas nas
geracbes GO, G2 selecionada com fenoxaprope, G2 selecionada com
imazetapir e G2 selecionado com mistura dos bidtipos de capim-arroz
MOST e CAMAQ.

Herbicida quincloraque

Bidtipo MOST
Variavel controle aos 21 DAA.
FV GL QM F P
Geracao 3 182,55 3,24 0,023
Dose 7 4743593 843,30 <0,001
Inibidor 1 2081,64 37,00 <0,001
Geracédo x Dose 21 219,08 3,89 <0,001
Geracdo X Inibidor 3 394,40 7,01 <0,001
Dose x Inibidor 7 401,06 7,13 <0,001
Geracdo x Dose x Inibidor 21 141,49 2,51 <0,001
Residuo 192 56,25

CV =4,3%

Varidvel massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F P
Geracao 3 15,48 0,48 0,69
Dose 7 38243,61 1208 <0,001
Inibidor 1 1501,93 47,45 <0,001
Geracédo x Dose 21 61,67 1,94 0,01
Geracdo x Inibidor 3 34,48 1,08 0,35
Dose x Inibidor 7 44951 14,20 <0,001
Geracdo x Dose x Inibidor 21 52,82 1,66 0,03
Residuo 192 31,64
CV =10,21%

Biotipo CAMAQ

Variavel controle aos 21 DAA.

FV GL QM F P
Geracéo 3 914443 108,57 <0,001
Dose 7 50075,45 594,54 <0,001
Inibidor 1 9518,44 113,01 <0,001
Geracédo x Dose 21 858,74 10,19 <0,001
Geracdo x Inibidor 3 1271,09 15,09 <0,001
Dose x Inibidor 7 1067,72 12,67 <0,001
Geracdo x Dose x Inibidor 21 274,90 3,26 <0,001
Residuo 192 84,22

CV =4,09%
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continuacdo APENDICE 11. Anélise de variancia do experimento de investigacdo da
evolucdo da resisténcia cruzada por metabolizacdo usando
aplicacdo prévia de malathion duas horas antes da aplicacéo
dos diferentes herbicidas nas geracdes GO, G2 selecionada
com fenoxaprope, G2 selecionada com imazetapir e G2
selecionado com mistura dos biotipos de capim-arroz MOST

e CAMAQ.

Varidvel massa fresca da parte aérea.
FV GL QM F P
Geracéo 3 8391,01 138,17 <0,001
Dose 7 4014456 661,66 <0,001
Inibidor 1 10059,97 165,66 <0,001
Geragéo x Dose 21 111499 18,36 <0,001
Geracéo X Inibidor 3 2066,78 34,03 <0,001
Dose x Inibidor 7 114048 18,78 <0,001
Geracédo x Dose x Inibidor 21 478,60 7,88 <0,001
Residuo 192 60,72

CV =8,6%

Herbicida Diclofope

Bidtipo MOST
Varidvel controle aos 21 DAA.
FV GL QM F P
Geragéo 3 670,14 9,84 <0,001
Dose 7 62641,83 920,30 <0,001
Inibidor 1 1477,44 21,70 <0,001
Geracdo x Dose 21 256,08 3,76 <0,001
Geracdo X Inibidor 3 759,99 1116 <0,001
Dose x Inibidor 7 588,82 8,65 <0,001
Geracdo x Dose x Inibidor 21 156,49 2,29 0,0017
Residuo 192 68,06

CV =4,84%

Variavel massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F P
Geracao 3 424,29 2,01 <0,11
Dose 7 71998,05 341,68 <0,001
Inibidor 1 1987,04 9,42 0,002
Geracdo x Dose 21 460,46 2,18 0,003
Geracdo X Inibidor 3 2921,18 13,86 <0,001
Dose x Inibidor 7 970,89 4,60 <0,001
Geracdo x Dose x Inibidor 21 966,22 4,58 <0,001
Residuo 192 210,71

CV =3,99%
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continuacdo APENDICE 11. Anélise de variancia do experimento de investigacdo da
evolucdo da resisténcia cruzada por metabolizacdo usando
aplicacdo prévia de malathion duas horas antes da aplicacéo
dos diferentes herbicidas nas geracdes GO, G2 selecionada
com fenoxaprope, G2 selecionada com imazetapir e G2
selecionado com mistura dos biotipos de capim-arroz MOST
e CAMAQ.

Biotipo CAMAQ
Variavel controle aos 21 DAA.

FV GL QM F P
Geragéao 3 1115,79 10,00 <0,001
Dose 7 67605,23 606,04  <0,001
Inibidor 1 3766,89 33,76 <0,001
Geracédo x Dose 21 423,52 3,79 <0,001
Geracdo X Inibidor 3 476,52 4,27 0,006
Dose x Inibidor 7 1090,86 9,77 <0,001
Geracdo x Dose x Inibidor 21 300,79 2,69 0,0017
Residuo 192 111,55
CV =3,36%

Varidvel massa fresca da parte aérea.

FV GL QM F P
Geracao 3 82284 8,04 <0,001
Dose 7 64159,68 627,38 <0,001
Inibidor 1 485,77 4,65 0,03
Geracédo x Dose 21 187,05 1,82 0,01
Geracdo x Inibidor 3 470,77 4,60 0,003
Dose x Inibidor 7 180,37 1,76 0,09
Geracdo x Dose x Inibidor 21 231,55 2,26 0,002
Residuo 192 102,26

CV=317%




