UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel
Programa de P6s-Graduacao em Fitossanidade

Tese

Identificacao e caracterizacao de biotipos de leiteira resistentes aos herbicidas
inibidores da enzima HPPD

Maicon Fernando Schmitz

Pelotas, 2022



Maicon Fernando Schmitz

Identificacao e caracterizacao de bidtipos de leiteira resistentes aos herbicidas
inibidores da enzima HPPD

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduacao em Fitossanidade da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da
Universidade Federal de Pelotas, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Doutor em  Ciéncias (area  de
conhecimento: Herbologia).

Orientador: Dr. Leandro Vargas
Coorientador (es): Dr. Dirceu Agostinetto;

Dr. Edinalvo Rabaioli Camargo;

Dr. Luciano do Amarante.

Pelotas, 2022



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao na Publicacao

5355i Schmitz, Maicon Fernando

Identificacdo e caracterizacao de bidtipos de leiteira
resistentes aos herbicidas inibidores da enzima HPPD /
Maicon Fernando Schmitz ; Leandro Vargas, orientador. —
Pelotas, 2022.

138f. : il

Tese (Doutorado) — Programa de Pos-Graduacdo em
Fitossanidade, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
Universidade Federal de Pelotas, 2022.

1. Euphorbia heterophylla. 2. Tembotrione. 3. Expressao
génica. 4. Metabolitos. 5. Atividade antioxidante. |. Vargas,
Leandro, orient. Il. Titulo.

CDD : 832.58

Elaborada por Gabriela Machado Lopes CRB: 10/1842




Maicon Fernando Schmitz

Identificacdo e caracterizacdo de bibtipos de leiteira resistentes aos herbicidas
inibidores da enzima HPPD

Tese aprovada, como requisito parcial para obtencdo do grau de Doutor em
Ciéncias (area de conhecimento: Herbologia), Programa de Pdés-Graduacdo em
Fitossanidade da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de

Pelotas.

Data da defesa: 23 de junho de 2022.

Banca examinadora:

Eng. Agr. Dr. Leandro Vargas (Orientador)
Pesquisador da Embrapa Trigo

Eng. Agr. Dr. Dirceu Agostinetto (Coorientador)
Professor da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel/UFPel

Eng. Agr. Dr. André Andres
Pesquisador da Embrapa Clima Temperado

Eng. Agr. Dr. Sidnei Deuner

Professor do Instituto de Biologia/Departamento de Botanica/UFPel

Dra. Bianca Camargo Aranha
Pés-doc do Centro de Herbologia (CEHERB/FAEM/UFPel)



Dedico este trabalho a meus pais Celso
e Odénia, minha companheira Bruna,
meus irmaos, colegas e amigos.



Agradecimentos

A Deus, pela vida e por ter guiado meus caminhos e minhas decisdes para que
eu obtivesse sucesso em mais essa etapa da minha vida.

A minha familia, pelo incentivo, apoio, compreenso e carinho, sem a qual ndo
teria realizado esta etapa em minha vida.

A Universidade Federal da Fronteira Sul, pela formagao académica e pessoal,
mas além disso, pelo ambiente propicio para o inicio da minha jornada como
pesquisador.

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Fitossanidade pela oportunidade de
realizacdo do curso e aos professores que contribuiram para minha formacao
profissional e pessoal.

Ao professor Dr. Leandro Vargas pela orientacdo, apoio em todos os
momentos, pelo conhecimento compartilhado, dedicacdo, confiangca, convivéncia,
pela amizade e estimulo no dia-a-dia.

Ao professor Dr. Dirceu Agostinetto por toda ajuda e coorientagao, a todos os
ensinamentos, conselhos, incentivo, amizade e confianca proporcionados.

Aos professores Dr. Luis Antonio de Avila e Dr. Edinalvo Rabaioli Camargo pela
amizade, convivio e ensinamentos.

Aos pos-doc Dr? Vivian Ebeling Viana, Dr. Marcus Vinicius Fipke e Dr2 Bianca
Camargo por disponibilizar do seu tempo e expertise para auxilio nas atividades de
biologia molecular e quantificagdo de tembotrione via cromatografia liquida de alta
performance.

A doutoranda Thais Stradioto Melo pelo auxilio na quantificacéo de florescéncia
da clorofila.

Aos colegas de mestrado e doutorado: Adriana do Amarante, Andrés Monge
Vargas, Andressa Pitol, Cassiano Salin Pigatto, Francisco Goulart, Geovana Facco
Barbieri, Jaqueline Schmitt, Joanei Cechin, Joao Goebel, Joseano Graciliano, Juliano
Gazola, Lais Tessari Perboni, Matheus Bastos Martins, pela amizade, incentivo e
auxilio na execucao dos experimentos.

Aos bolsistas e estagiarios, do Centro de Estudos em Herbologia (CEHERB)
Leandro Souza, Lucas Paniz Pinho, Richard Quevedo, Tulio Dahmer, Renan de



Oliveira Pereira e Katharina Wickboldt, pela amizade, incentivo, momentos de convivio
e auxilio na execucao dos experimentos.

A Coordenagédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pela concessao de bolsa de Doutorado.

A Universidade Federal de Pelotas, em especial ao Centro de Estudos em
Herbologia e, a Embrapa Trigo pela disponibilizacdo de recursos e instalacdes para a
realizacdo dos experimentos.

A todos meu eterno agradecimento e a certeza de que foram essenciais durante

essa jornada académica.



A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos capazes de resolver 0s
problemas causados pela forma como nos acostumamos a ver o0 mundo.

Albert Einstein



Resumo

SCHMITZ, Maicon Fernando. Identificacao e caracterizacao de biotipos de leiteira
resistentes aos herbicidas inibidores da enzima HPPD. 2022. 138f. Tese
(Doutorado em Fitossanidade) — Programa de Pés-graduacdo em Fitossanidade,
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2022.

A leiteira (Euphorbia heterophylla) € uma das principais plantas daninhas de dificil
controle encontrado nas culturas de verao, devido aos aspectos intrinsecos de
competitividade da espécie, aliada a ocorréncia de bidtipos resistentes. Estudos de
curva dose-resposta demonstraram controle insatisfatério de alguns bibtipos pela
aplicacado de inibidores da hidroxifenil piruvato dioxigenase (HPPD), sugerindo a
ocorréncia de bibtipos resistentes. Desse modo, os objetivos deste trabalho foram
identificar e caracterizar a resisténcia de leiteira, elucidar os mecanismos resisténcia,
verificar as alteragdes do metabolismo vegetal e caracterizar a heranga da resisténcia
de Euphorbia heterophylla aos herbicidas inibidores da HPPD. Para tal, foram
realizados uma série de estudos que foram enquadrados em quatro capitulos, nos
quais foram executados no periodo de marco de 2018 a abril de 2022, em casa de
vegetacao e laboratérios da Universidade Federal de Pelotas. Inicialmente, as
sementes coletadas em diferentes regides do RS foram avaliadas quanto a resisténcia
ao herbicida tembotrione, sendo construidos mapas de controle, curvas de dose-
resposta, averiguacao da resisténcia cruzada e controle alternativo (capitulo 1). Para
elucidar os mecanismos de resisténcia envolvidos, foram realizados estudos de
absorcao, translocagcao, metabolismo e identificacdo dos metabdlitos conhecidos de
tembotrione, bem como, o efeito da inibicdo das enzimas P450 sob exposicdo ao
herbicida tembotrione e a quantificacdo da expressao do gene HPPD (capitulo 2).
Para verificar as alteracbes no metabolismo vegetal entre os bi6tipos, foram
quantificados aspectos relacionados a fotossintese, fluorescéncia da clorofila,
pigmentos, integridade celular e atividade de enzimas antioxidantes (capitulo 3). O
modo e tipo de heranca da resisténcia foi determinada para os biétipos de leiteira
resistentes aos herbicidas inibidores da HPPD (capitulo 4). Os resultados
demonstraram que o bidtipo 32.2 apresenta resisténcia multipla aos inibidores da
HPPD e Protox e o biétipo 32.1 apresenta resisténcia multipla a HPPD, Protox e ALS.
Os pré-emergentes atrazina, flumioxazina e sulfentrazone e os pds-emergentes
atrazina, paraquat, paraquat+diuron, saflufenacil, glifosato e aménio glufosinato
demonstraram controle satisfatério de todos os biétipos de leiteira. Os bidtipos de
leiteira resistentes aos inibidores da HPPD apresentam como mecanismo de
resisténcia a rapida metabolizacdo do herbicida tembotrione, para um metabolito
atoxico denominado de TCMBA, sendo que nao foram observadas respostas
diferenciais entre os bidtipos quanto a absorcao, inibicdo das P450 e expressédo do
gene HPPD. O incremento da exposicao do bidtipo suscetivel ao tembotrione resulta
em rapido aumento da FO e redugao acentuada de Fm e Fv/Fm, em comparacao aos
bidtipos resistentes. Os bibtipos resistentes aos inibidores da HPPD demonstram
menor declinio das variaveis fotossintéticas (A, Gs, E, CE e EUA), além de, menor
incremento da Ci, em relacdo ao bibtipo suscetivel, no decorrer do periodo de
exposicdo ao herbicida tembotrione. O incremento do periodo de exposicdo ao
herbicida tembotrione acarretou no aumento significativo de estresse oxidativo no
biétipo suscetivel em comparacdo aos resistentes, evidenciado pelo aumento de



TBARs, H202, extravasamento celular e menor conteldo de carotenoides. A maior
atividade da APX 96 horas apds a aplicagdao de tembotrione, nos bibtipos resistentes
acarretou menores niveis de H202 e menores danos aos componentes celulares. A
heranca da resisténcia ao herbicida tembotrione é complexa, sendo codificada por
genes nucleares de dominancia incompleta. Os heterozigotos possuem sensibilidade
intermediaria ao herbicida tembotrione, onde a F1 RZ x SQ apresenta comportamento
mais préximo ao genitor suscetivel, e a F1 S& x RQ mais préxima ao genitor
resistente.

Palavras-chave: Euphorbia heterophylla, tembotrione, expressao génica, metabdlitos,
atividade antioxidante, heranca da resisténcia.



Abstract

SCHMITZ, Maicon Fernando. Identification and characterization of wild poinsettia
biotypes with resistance to HPPD inhibitors. 2022. 138p. Thesis (Thesis in Crop
Protection) - Faculty of Agronomy Eliseu Maciel, Federal University of Pelotas,
Pelotas, 2022.

Wild poinsettia (Euphorbia heterophylla) is one of the main troublesome weed of
summer crops, due to the intrinsic aspects of competitiveness, combined with the
occurrence of resistant biotypes. Dose-response curve studies demonstrated
unsatisfactory control of some biotypes by hydroxyphenyl pyruvate dioxygenase
(HPPD) inhibitors, suggesting the occurrence of resistant biotypes. Thus, the
objectives of this work were to identify and characterize wild poinsettia resistance,
elucidate resistance mechanisms, verify changes in plant metabolism and characterize
the inheritance of resistance of Euphorbia heterophylla to HPPD-inhibiting herbicides.
To this end, a series of studies were carried out that were framed in four chapters, in
which they were carried out from March 2018 to April 2022, in a greenhouse and
laboratories at the Federal University of Pelotas. Initially, seeds collected in different
regions of Rio Grande do Sul state were evaluated for resistance to the herbicide
tembotrione, and control maps, dose-response curves, cross-resistance investigation
and alternative control were carried out (chapter 1). To elucidate the mechanisms of
resistance involved, studies of absorption, translocation, metabolism and identification
of known metabolites of tembotrione were evaluated, as well as the effect of inhibition
of P450 enzymes under exposure to the herbicide tembotrione and the quantification
of the expression of the HPPD gene (chapter two). To verify the changes in plant
metabolism between the biotypes, aspects related to photosynthesis, chlorophyll
fluorescence, pigments, cellular integrity and activity of antioxidant enzymes were
quantified (chapter 3). The mode and type of inheritance of resistance was determined
for the wild poinsettia biotypes resistant to the HPPD-inhibiting herbicides (chapter 4).
The results showed that biotype 32.2 presents multiple resistance to HPPD and PPO
inhibitors and biotype 32.1 presents multiple resistance to HPPD, PPO and ALS. The
pre-emergent atrazine, flumioxazin and sulfentrazone and the post-emergent atrazine,
paraquat, paraquat+diuron, saflufenacil, glyphosate, ammonium glufosinate
demonstrated satisfactory control of all wild poinsettia biotypes. Wild poinsettia
biotypes resistant to HPPD inhibitors present as a mechanism of resistance the rapid
metabolism of the herbicide tembotrione, to a non-toxic metabolite called TCMBA, and
no differential responses were observed between biotypes regarding absorption, P450
inhibition and HPPD gene expression. The increase in exposure of the susceptible
biotype to tembotrione results in a rapid increase in FO and a marked reduction in Fm
and Fv/Fm, compared to resistant biotypes. Biotypes resistant to HPPD inhibitors show
a smaller decline in photosynthetic variables (A, Gs, E, CE and iWUE), in addition to a
smaller increase in Ci, in relation to the susceptible biotype, during the period of
exposure to the herbicide tembotrione. The increase in the period of exposure to the
herbicide tembotrione resulted in a significant increase in oxidative stress in the
susceptible biotype compared to the resistant ones, as evidenced by the increase in
TBARs, H202, cellular extravasation and lower carotenoid content. The higher activity
of APX 96 hours after application of tembotrione, in resistant biotypes resulted in lower
levels of H202 and less damage to cellular components. The inheritance of tembotrione
herbicide resistance is complex, being encoded by incompletely dominant nuclear



genes. Heterozygotes have intermediate sensitivity to the herbicide tembotrione,
where F1 Rd x SQ has a behavior closer to the susceptible parent, and F1 S& x R?Q
is closer to the resistant parent.

Keywords: Euphorbia heterophylla, tembotrione, gene expression, herbicide
metabolism, antioxidant activity, resistance inheritance.
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1. Introducao geral

O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores mundiais de graos, sendo
cultivados anualmente cerca de 71,5 milhdes de hectares, com produgdo de
aproximadamente 268,2 milhdes de toneladas (CONAB, 2022). A soja e o0 milho sao
as principais culturas produzidas no pais, onde se estima a producao de 122,4 milhdes
de toneladas de soja, enquanto o milho devera apresentar uma producéao de 115,6
milhdes de toneladas (CONAB, 2022). A Regido Centro-Oeste possui a maior area
semeada e maior producao nacional, seguido pela Regido Sul onde sdo semeados
21,7 milhdes de hectares e produzidos 65,8 milhdes de toneladas de graos (CONAB,
2022). Entre os Estados produtores, o Rio Grande do Sul (RS) apresenta a quarta
maior producdo, atras do Mato Grosso, Parana e Goias, correspondendo por
aproximadamente 8,3% da producao de soja e 2,6% de milho do pais (CONAB, 2022).

A produtividade das culturas pode ser afetada por diversos fatores, tais como:
condi¢coes ambientais desfavoraveis; sistemas de cultivo; praticas culturais; e manejo
de pragas inadequados. Dentre as pragas, as plantas daninhas possuem destaque,
visto que podem ser responsaveis por prejuizos superiores a 80% na cultura da soja
(GAZZIERO; VARGAS; ROMAN, 2004). Os prejuizos decorrentes da interferéncia de
plantas daninhas nas culturas agricolas derivam, principalmente, da influéncia
negativa no crescimento e desenvolvimento das culturas, devido a utilizagdo de
recursos limitados do nicho ecolégico compartilhado entre a cultura e plantas
daninhas, como agua, luz e nutrientes (RADOSEVICH et al., 2007).

Dentre as plantas daninhas, se destaca Euphorbia heterophylla L. (leiteira,
leiteiro ou amendoim-bravo), nativa da América do Sul e presente em 37 paises, sendo
de ocorréncia comum em areas agricolas anuais dos continentes Americano, Africano
e Asiatico (WILSON, 1981). No Brasil, esta presente nas regides Sul, Sudeste e

Centro Oeste, sendo encontrada nas principais areas produtoras de graos (milho e
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soja) da regiao sul do pais (VARGAS et al.,1999; VARGAS et al., 2013; MENDES et
al., 2020a).

A leiteira € uma espécie anual, dicotiledénea, pertencente a familia
Euphorbiaceae, onde nao se tem clareza quanto a classificacao de seu metabolismo
fotossintético, na qual pode variar entre C3 ou C4 (YUGUDA et al., 2016; YOUNG et
al., 2022). Apresenta porte médio de 40 a 60 cm, com caule simples ou ramificado e
nodificacées em intervalos regulares, de coloracao verde ou avermelhada. As folhas
sdo alternadas, opostas ou verticiladas, medindo de 4-10 cm de comprimento, com ou
sem bordas serrilhadas que ocorrem tanto no caule, quanto nos ramos, sendo que,
na parte final dos ramos abaixo da inflorescéncia, ocorre maior concentragao de folhas
(CRONQUIST, 1981; KISSMANN; GROTH, 1999).

A flor da leiteira apresenta estrutura bissexual denominada de ciatio
(CRONQUIST, 1981). Na inflorescéncia, localizada na parte terminal do caule e dos
ramos, desenvolvem-se conjuntos de ciatios abertos na parte superior, que sao
invélucros obovoides com cerca de 2,5 mm de comprimento, formados por bracteas
fusioladas. Cada ciatio abriga de 30 a 40 flores masculinas e apenas uma flor feminina,
que é constituida pelo ovario, coroado por estiletes fendidos até a metade e apoiada
sobre grosso pedicelo que, apoés a fecundacao se alonga, posicionando o fruto de
forma pendente ao lado do invélucro (VARGAS et al.,, 1999). A flor masculina é
formada por um estame, articulado no pedicelo que circundam a flor feminina
(KISSMANN; GROTH, 1999). O sistema de reproducdo pode ser tanto por
autofecundacdo como por fecundacdo cruzada, sendo predominante a
autofecundacado (CRONQUIST, 1981; BARROSO, 1984; INGROUILLE, 1992).

A medida que amadurece, o fruto altera sua coloracdo e quando atinge
maturacado plena apresenta deiscéncia explosiva (bolocoria) como mecanismo de
dispersao de sementes a curtas distancias (NARBONA et al., 2005). Essas
caracteristicas proporcionaram grande diversidade genética entre bi6tipos de leiteira
oriundos de diferentes locais (WINKLER et al., 2003), havendo alta variabilidade
genética entre populacdes dessa espécie.

As sementes podem ter formas globosas, ovoides, cbnicas, mais ou menos
angulares, com 2-3 mm de comprimento por 2,5 mm de largura. Apresentam dois
cotilédones e testa rigida, com a superficie aspera e sem pelos, de coloracao escura
e/ou marmorada (CRONQUIST, 1981; KISSMANN; GROTH, 1999). O numero de

sementes produzidas por planta é variavel, sendo fortemente correlacionado com
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namero de ramificacdes, no entanto, de maneira geral cada planta produz em torno
de 500 sementes, que apresentam baixo nivel de dorméncia, que pode ser superada
através de escarificagdo mecanica (SANTOS et al., 2002).

As sementes germinam em temperaturas variando de 20 a 40°C, apresentando
germinacao 6tima a 35°C, por outro lado, a luz pouco influencia na germinacao das
sementes (BRECKE et al, 1995). A maior emergéncia (80%) das sementes ocorre
guando semeadas entre 2 e 4 cm abaixo da superficie do solo, no entanto, parte das
sementes (20%) podem emergir quando semeadas a 14 cm de profundidade
(BRECKE et al, 1995). Sementes de leiteira enterradas superficialmente
apresentaram germinagdo completa em até nove meses de enterrio, enquanto
aquelas em profundidades maiores de 15 cm apresentaram baixos indices
germinagdo (BANNON et al., 1978). Essa sensibilidade a luz, depois da semente
enterrada no solo pode estar envolvida com ciclos de dorméncia controlada por
fitocromos (BANNON et al., 1978). A leiteira se desenvolve em uma ampla gama de
condicoes, crescendo em quase todos os tipos de solos, mas preferindo solos férteis
e bem drenados, podendo apresentar duas ou até trés geracdes anuais (VIDAL et al.,
2007).

A ocorréncia da resisténcia de leiteira a herbicidas dificulta o manejo desta
planta daninha. A resisténcia é definida pela capacidade natural e herdavel de um
bi6tipo de planta daninha, sobreviver e reproduzir-se apés a aplicacdo de herbicida
(dose maxima de registro), que sob condi¢gdes normais, controlam os demais
integrantes da populacdo (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2003; GAZZIERO
et al., 2009). No Brasil sao relatados casos de resisténcia de leiteira aos herbicidas
inibidores da acetolactato sintase (ALS) (GAZZIERO et al., 1998; VIDAL; MEROTTO
JUNIOR, 1999), da protopofirinogénio oxidase (PROTOX) (TREZZI et al., 2005) e ao
glyphosate, herbicida inibidor da enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintase
(EPSPs) (MENDES et al., 2020a). Além destes casos, na América Latina, o Equador
apresenta registro de bidtipos de leiteira resistentes a linuron, herbicida inibidor do
fotossistema Il (HEAP, 2022).

A resisténcia de leiteira aos inibidores da ALS e PROTOX na década de 90 e
inicio dos anos 2000 no Brasil, decorreu do uso intensivo e continuado destes
herbicidas, por serem uma das limitadas opcées de manejo quimico em poés-
emergéncia de soja convencional (GAZZIERO et al.,, 1998; VIDAL; MEROTTO
JUNIOR, 1999; TREZZI et al., 2005). A introducdo da soja transgénica resistente ao
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herbicida glyphosate favoreceu o controle de leiteira resistente aos inibidores de ALS
e PROTOX (TREZZI et al., 2006). No entanto, com o uso continuado da tecnologia
RR®, aliada a tolerancia da espécie ao herbicida glyphosate, favoreceu a permanéncia
da planta daninha nas areas agricolas apds a aplicacdo do herbicida. Sendo que, em
2011/12, varios produtores de soja do RS relataram dificuldade de controle de leiteira
pela aplicacdo de glyphosate, sendo documentada a resisténcia de baixo nivel em
2016 (ULGUIM et al., 2017) e posteriormente em 2019 bi6tipos no Parana foram
identificados com dupla mutacdo na EPSPS (Tre102lle + Pro106Tre) , com fator de
resisténcia elevados variando de 6,1 a 6,9 vezes (MENDES et al., 2020a).

Por outro lado, na cultura do milho, a resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas pode ter impulsionado o emprego de herbicidas inibidores da hidroxifenil
piruvato dioxigenase (HPPD), uma vez que o emprego destes herbicidas vem
aumentando nos ultimos anos no Brasil (FARIA et al., 2019). Os herbicidas inibidores
da HPPD na cultura do milho apresentam amplo espectro de controle de plantas
daninhas mono e eudicotiledbneas, flexibilidade no tempo de aplicacao, possibilidade
de uso em misturas com compostos pertencentes aos principais mecanismos de acao
herbicidas e capacidade de sinergismo com herbicidas inibidores do fotossistema |l
(ABENDROTH et al., 2006).

A hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD, EC 1.13.11.27) é uma enzima
onipresente, ndo heme-oxigenase envolvida no catabolismo do amino&cido tirosina
(HAMPRECHT et al.,, 2012). Além disso, € uma enzima chave na sintese de
homogentisato, precursor da plastoquinona, tocoferol e carotenoides em plantas
(MORAN, 2005). Mais especificamente, HPPD catalisa a conversdao de 4-
hidroxifenilpiruvato (HPP) em homogentisato em uma reacdo complexa que envolve
descarboxilagdo da cadeia lateral de 2-ceto acido de HPP, seguida pela hidroxilacdo
do anel aromatico e o rearranjo do grupo 1,2 carboximetil, onde a reagcao consome
uma molécula de oxigénio, liberando di6xido de carbono (JEFFORD; CADBY, 1981;
FRITZE et al., 2004).

O tocoferol elimina as espécies reativas de oxigénio derivadas da fotossintese,
prevenindo a peroxidagao lipidica (MAEDA; DELLAPENNA, 2007). A utilizagdo de
mutantes deficientes demonstrou que o tocoferol também desempenha papel em
outros processos fisioldgicos importantes, como germinagdo, crescimento e
senescéncia foliar (FALK; MUNNE-BOSCH, 2010). A plastoquinona apresenta duas

importantes fungcdes no metabolismo vegetal, atuando como aceptor de elétrons para
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a enzima fitoeno desaturase (PDS), envolvida na biossintese de carotenoides, bem
como, a alternancia entre a reduzida e oxidada no transporte de elétrons do
fotossistema Il, mais especificamente entre a proteina D1 e o complexo citocromo BeF
(RUIZ-SOLA; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2012).

A inibicdo da enzima HPPD, e consequentemente a inibicdo da sintese de
plastoquinona, acarreta na interrupcdo da sintese de carotenoides que atuam
protegendo o cloroplasto através da dissipacao do excesso de energia das clorofilas,
evitando a formacao de clorofila tripleto, oxigénio singleto, e consequentemente a
peroxidacao lipidica (LEE et al., 1998). Por outro lado, a falta de plastoquinona reduz
o fluxo de elétrons, sobrecarregando o FSII e formando espécies reativas de oxigénio
(TREBST et al., 2004).

O sistema antioxidante enzimatico, no qual inclui as enzimas superéxido
redutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX), atuam para manter a
homeostase celular. A enzima SOD catalisa a dismutacao do &nion superdxido (O2")
em perdxido de hidrogénio (H202) e oxigénio molecular (O2) (CARVEZAN et al., 2019);
a partir de entao, varias outras enzimas antioxidantes, atuam sobre o H202. As CATs
catalisam a redugao direta do H202 a H20 e Oz, enquanto as APXs eliminam o H202
com o uso de ascorbato (CARVEZAN et al., 2019). A perda de tocoferdis,
carotenoides, clorofilas e plastoquinona, devido a inibicdo da HPPD em plantas
suscetiveis resulta na producao excessiva de espécies reativas de oxigénio, acima da
capacidade de dissipacao das células vegetais, desencadeando o estresse oxidativo,
que resulta na peroxidacao lipidica, rompimento das membranas celulares e, por fim,
a morte de plantas suscetiveis (VAN ALMSICK, 2009).

Os inibidores da HPPD representam uma das mais recentes classes de
herbicidas para o controle de plantas daninhas de folhas largas e gramineas em
cereais (MATRINGE et al.,, 2005). Eles pertencem a uma série de compostos
estruturalmente diversos que os permitem ser agrupados em isoxazois, pirazolonas e
tricetonas (AHRENS et al., 2013). Pirazolinato foi o primeiro herbicida inibidor da
HPPD a ser comercializado no final dos anos 70 para manejo de plantas daninhas
anuais e perenes em arroz, embora seu modo de a¢do nao estivesse esclarecido até
o momento do lancamento (HAMPRECHT, et al., 2012).

O mecanismo de acdo dos herbicidas inibidores da HPPD somente foi
elucidado no inicio dos anos 90, quando se verificou que a tricetona nitisinona era um

potente inibidor da enzima HPPD isolada de camundongos € mamiferos (LINDSTEDT
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et al., 1992). Estudos genéticos e bioquimicos subsequentes, demonstraram que os
compostos estruturalmente relacionados tricetona, isoxazol e pirazolona eram
inibidores competitivos da enzima HPPD em plantas (MITCHELL et al., 2001;
GROSSMANN; EHRHARDT, 2007). O modo preciso de a¢ao dos inibidores de HPPD
foi confirmado através de estudos de co-cristalografia revelando papéis centrais
desempenhados por dois residuos de fenilalanina na ligacdo de compostos
benzoilpirazole a enzima alvo (FRITZE et al., 2004; YANG et al., 2004).

Atualmente, os quatro principais herbicidas inibidores da HPPD séao
mesotrione, isoxaflutole, tembotrione e topramezone, os quais mundialmente
representam mais de 80% do mercado de herbicidas inibidores da HPPD (KAUNDUN
et al., 2017). Somente mesotrione, tembotrione e isoxaflutole sdo comercializados no
Brasil, sendo empregados no manejo de plantas daninhas mono e eudicotiledbneas,
especialmente na cultura do milho e da cana-de-acucar. O rapido metabolismo via
hidroxilagdo mediada por citocromo P450 monooxigenases, combinada com a
reduzida absor¢ao, tem sido atribuida como a base da seletividade de mesotrione em
milho (MITCHELL et al., 2001). Por outro lado, topramezone e sulcotrione
demonstraram baixa afinidade com a enzima HPPD isolada de plantulas de milho,
requerendo cerca de 10 vezes mais herbicida que as enzimas de plantas sensiveis de
Setaria faberi, para inibicio de 50% da atividade enzimatica (GROSSMANN;
EHRHARDT, 2007).

A demanda por herbicidas HPPD tem projecdo de incremento nos préximos
anos, sendo este fato resultante do desenvolvimento de soja transgénica resistente a
HPPD, como alternativa para manejar a crescente evolucao da resisténcia de plantas
daninhas ao herbicida glyphosate (OLIVEIRA et al., 2017a). No entanto, similarmente
como acontecem com outros herbicidas que sdo empregados consecutivamente ao
longo de varios anos, os inibidores da HPPD exercem pressao de selecao sobre
plantas daninhas. Estudos visando controle quimico de bi6tipos de leiteira oriundos
de diferentes localidades do RS, evidenciaram controle diferenciado pela aplicacdo de
tembotrione, e 0s ensaios de curva dose-resposta sugeriram a existéncia de bibtipos
resistentes (SILVA et al., 2016), porém os mecanismos de resisténcia envolvidos
permanecem a ser elucidados.

Trés casos mundiais de resisténcia aos herbicidas inibidores da HPPD séao
conhecidos, os quais envolvem Amaranthus palmeri, A. tuberculatus e Raphanus

raphanistrum (HEAP, 2022). Dentre os mecanismos de resisténcia elucidados, séao
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relatados casos de metabolizacao isolados, ou associados com a super-expressao da
enzima alvo (LU et al., 2020; KUPPER et al.,2017; KAUNDUN et al., 2017; NAKKA et
al., 2017).

Em A. palmeri o metabolismo de '#C tembotrione em plantas resistentes foi
mais rapido que em suscetiveis, onde o bibtipo resistente apresentou rapida formagao
de 4-hidroxi-tembotrione seguida de glicosilagdo, sendo verificado um total de nove
metabdlitos formados a partir da molécula herbicida, sugerindo que a resisténcia se
deve principalmente pela oxidagdo mediada via citocromo P450 (KUPPER et al.,
2017). Por outro lado, além da metabolizacdo de mesotrione em formas atoxicas,
plantas resistentes de A. palmeri apresentaram de 4 a 12 vezes maior expressao do
gene HPPD, conferindo maior expressdo da enzima HPPD do que em plantas
suscetiveis (NAKKA et al., 2017).

Altos niveis de metabolismo de mesotrione também foram observados via 4-
hidroxilagcdo do anel diona em plantas resistentes de A. tuberculatus (MA et al., 2013;
KAUNDUN et al., 2017). As plantas resistentes apresentaram baixos niveis de
mesotrione translocado a partir da folha tratada, para outras partes da planta, como
consequéncia do metabolismo nas folhas tratadas (KAUNDUN et al., 2017). Em
biétipos de R. raphanistrum o tempo necessario para as plantas resistentes
metabolizarem 50% [14C]-mesotrione foi 7,7 vezes mais rapido do que em plantas
suscetiveis (LU et al., 2020).

A aplicacdo em péds-emergéncia dos inibidores da P450 monooxigenase
(malation, amitrole e PBO) com herbicidas inibidores de HPPD (mesotriona,
tembotrione e topramezone) mostrou um potencial para reverter a resisténcia de A.
tuberculatus para um fenétipo suscetivel (OLIVEIRA et al., 2017a). Do mesmo modo,
malation e tetciclacis reduziram significativamente o metabolismo de mesotrione em
milho e A. tuberculatus resistente a HPPD, mas nao para a populacao suscetivel (MA
etal., 2013). Além disso, o malation aumentou o controle com mesotrione em plantulas
resistentes em estudos realizados em casa-de-vegetagdo (OLIVEIRA et al., 2017a).
Assim, esses resultados indicam que o aumento do metabolismo oxidativo da
molécula de mesotrione, contribui significativamente para a ocorréncia de resisténcia
ao herbicida, e a mistura do herbicida com inibidores da P450 monooxigenase, pode
restaurar a suscetibilidade dos biotipos resistentes (MA et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2017a).
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O malation (inseticida organofosforado) atua como um “substrato suicida” para
as enzimas citocromo P450, devido a liberacdo de espécies reativas de enxofre
durante seu metabolismo, nas quais podem se ligar covalentemente em determinadas
enzimas P450 (CORREIA; MONTELLANO, 2005). Como resultado, potenciais
herbicidas substratos de enzimas P450 deixam de ser metabolizados, permitindo a
inibicdo da enzima alvo e consequentemente a acao herbicida.

Butdxido de piperonila (PBO) também é um conhecido inibidor de enzimas
P450, onde sua acéo inibitéria decorre da ligacao ao sitio ativo das P450 seguido do
metabolismo a um complexo inibidor pseudoirreversivel entre um radical carbeno do
grupo metilenodioxifenil do PBO e o grupo heme das P450 (FEYEREISEN, 2015).
Como a inibigdo € dependente do metabolismo, a eficiéncia da inibicdo é dependente
da enzima P450 em particular, de modo que o PBO nao seja um inibidor "universal"
para todas as enzimas P450. Diversos trabalhos relatam a reversado da resisténcia
metabdlica governada por enzimas P450, em herbicidas inibidores do FSII, ALS,
Protox e HPPD através da associacdo com PBO (VARSANO et al., 1992; TORRA et
al., 2021; VARANASI et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018).

Outro fator que interfere na evolugao das plantas daninhas para a resisténcia,
€ a diversidade genética existente em uma populagao, resultado do processo de
evolucao natural da espécie que a compde, em fungdo da variagdo mendeliana,
hibridagdo interespecifica e poliploidia (WINKLER et al., 2003). Estudo de
caracterizacao genética de doze populacoes de leiteira dos Estados do Parana (PR)
e Mato Grosso evidenciaram que as populacdes sdo geneticamente estruturadas,
apresentando alto indice de homozigoze, atribuidas a selecao herbicida (FRIGO et al.,
2009). Para 40 populagdes resistentes aos inibidores da ALS do RS, a similaridade
genética foi de 40%, indice considerado baixo indicando ndo haver fluxo génico entre
estas populacdes (WINKLER et al., 2003). Entre populacbes do mesmo municipio
verificou-se alto indice de similaridade (WINKLER et al., 2003), confirmando a
dispersao limitada da espécie. O baixo indice de dispersao a longas distancias de
leiteira favorece a ocorréncia de altas infestacdes nas lavouras com reduzida
eficiéncia de controle (FRIGO et al., 2009).

Estudos de heranga podem melhorar o conhecimento sobre a estrutura de
populacdes de plantas daninhas sob selecao de herbicidas, e auxiliam na criacao de
modelos apropriados de simulacao da evolucao de resisténcia a herbicidas (RENTON

et al., 2014). Em estudo de herancga da resisténcia para o inibidor da HPPD mesotrione
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em A. tuberculatus, foi verificado que a resisténcia é herdada nuclearmente e
provavelmente mediada por multiplos genes, uma vez que, em plantas onde o
mecanismo de resisténcia € a metabolizacdo, multiplas proteinas desempenham
papel importante na conjugacao, compartimentalizacdo, degradacao e compensacao
do herbicida (OLIVEIRA et al., 2018). Ja para leiteira, a resisténcia aos inibidores da
ALS é codificada por um gene dominante nuclear com dominancia completa
(VARGAS et al., 2001), proporcionando a evolug¢ao da resisténcia mais rapidamente,
em espécies de fecundacdo cruzada, sendo limitada no caso da leiteira devido a
elevada taxa de autofecundacao (MITHILA; GODAR, 2013; VARGAS et al., 2001).

Desse modo, o conhecimento das caracteristicas que envolvem a identificacao
das caracteristicas genéticas, bioquimicas e metabdlicas da espécie, associada a
caracterizacao da heranca da resisténcia aos herbicidas inibidores da HPPD, podem
auxiliar no entendimento da ocorréncia das falhas de controle. Além disso, a
compreensao das estratégias adotadas pelas plantas resistentes para sobreviver ao
estresse oxidativo causado pelo herbicida, através da verificacdo de respostas
bioquimicas e fisiolégicas, € importante para elucidar a estratégia evolutiva das
plantas para resisténcia, e assim propor estratégias para o manejo destas populagdes.

Assim, esse trabalho teve as seguintes hipbteses: existem bidtipos de leiteira
resistentes aos herbicidas inibidores da HPPD no Estado do Rio Grande do Sul,
apresentando como mecanismo de resisténcia a metabolizacao do herbicida; existem
alteragbes na atividade fotossintética, conteudo de metabdlitos secundarios e na
atividade do sistema antioxidante entre os bi6tipos suscetivel e resistentes sob a
exposicao de tembotrione; e a heranga da resisténcia é poligénica de dominancia
incompleta. Os objetivos foram identificar, caracterizar e mapear a resisténcia de
leiteira aos inibidores da HPPD no Rio Grande do Sul; determinar o mecanismo de
resisténcia; analisar a resposta fisioldgica, metabdlica e antioxidante de bidtipos
resistentes e suscetivel aos inibidores da HPPD sob exposicdo ao herbicida
tembotrione; e, determinar modo e tipo de heranca da resisténcia aos inibidores da
HPPD em leiteira.
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2. Capitulo | — Mapeamento, identificacao e controle alternativo de Euphorbia
heterophylla resistente a inibidores da HPPD no Rio Grande do Sul

2.1 Introducao

Os herbicidas sao a principal ferramenta de controle de plantas daninhas nos
mais diversos sistemas de cultivo agricola no mundo. Mesmo com a massiva
utilizacdo, o controle completo ou a erradicagdo de plantas daninhas raramente é
alcancado. Isso ocorre porque as plantas daninhas persistem nos agroecossistemas,
desenvolvem caracteristicas para sobreviver as estratégias de manejo adotadas,
incluindo a evolugéo bioldgica, onde bidtipos de uma determinada populacao tornam-
se resistentes a herbicidas (HAUSMAN et al., 2011). A resisténcia é caracterizada
como a capacidade adquirida e herdavel de um bibtipo, dentro de uma populacéo, de
sobreviver e se reproduzir apds exposicdo a dose de registro de determinado
herbicida, que normalmente € letal a populagéo original (VENCILL et al., 2012).

Atualmente, existem 512 casos de resisténcia, envolvendo 266 espécies de
plantas daninhas distribuidas mundialmente (HEAP, 2022). As plantas daninhas
desenvolveram resisténcia a 21 dos 31 mecanismos de acao herbicida, incluindo 165
diferentes ingredientes ativos (HEAP, 2022). No Brasil, sao 53 casos de resisténcia
envolvendo 28 diferentes espécies de plantas daninhas (HEAP, 2022). Dentre elas, a
leiteira (Euphorbia heterophylla) apresenta resisténcia aos herbicidas inibidores da
acetolactato sintase (ALS) (GAZZIERO et al., 1998; VIDAL; MEROTTO JUNIOR,
1999), da protopofirinogénio oxidase (PROTOX) (TREZZI et al., 2005) e da 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintase (EPSPs) (MENDES et al., 2020a). Além dos
casos registrados, foi verificado controle diferenciado de bibtipos de leiteira oriundos
de diferentes localidades do RS apés aplicagéo de tembotrione, herbicida inibidor da
4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD). Ensaios de curva dose-resposta realizados
nos bidtipos sugeriram a existéncia de bidtipos resistentes (SILVA et al., 2016), porém
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a distribuicao destes bibtipos, a resposta aos diferentes grupos quimicos de inibidores
da HPPD e o controle por herbicidas de diferentes mecanismos de ag¢do, ndo foram
elucidados.

Os herbicidas que inibem a HPPD constituem uma das novas classes de
herbicidas disponiveis comercialmente para uso em milho, cana-de-acucar e cereais.
A busca e descoberta de compostos que inibem a HPPD vem crescendo ano a ano
(LEI et al., 2016; FU et al., 2021), sendo que uma série de novos herbicidas podem
ser lancados comercialmente em um futuro préximo (SHAH, 2021). Além disso, o
incremento dos casos de plantas daninhas resistentes podera alavancar ainda mais o
uso destes produtos, uma vez que, ja existem cultivares de soja geneticamente
modificada nos Estados Unidos, que permitem a aplicacdo destes herbicidas em pré
e pos emergéncia (SCHRYVER et al., 2017).

A HPPD catalisa a conversao de 4-hidroximetilpiruvato em homogentisato, que
estd envolvido na biossintese de plastoquinona e tocoferdis (GROSSMANN;
EHRHARDT, 2007). A inibicado de HPPD por herbicidas leva a destruicao fotooxidativa
da clorofila e das membranas fotossintéticas nos meristemas, resultando em um
branqueamento caracteristico do novo tecido foliar, enquanto a deplecdo da
plastoquinona, leva a excessiva producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
extravasamento celular de tecidos fotossintéticos ja estabelecidos (GROSSMANN;
EHRHARDT, 2007).

A confirmagdo e quantificacdo da resisténcia sao realizados por estudos de
curva dose-resposta, que permitem a determinacdo da dose necessaria para
promover o controle de 50% da populacao (DLso) e dose necessaria para reduzir em
50% a producdo de massa seca da populacdo (GRso) (BURGOS et al., 2013;
GAZZIERO et al.,, 2014). Conhecendo-se estas variaveis, calcula-se o fator de
resisténcia (FR), que representa quantas vezes a dose precisou ser aumentada no
biétipo resistente, para que este demonstrasse o0 mesmo percentual de controle, ou
reducdo da massa seca da parte aérea que o biétipo suscetivel (HALL et al., 1998).

Para espécies resistentes aos inibidores da HPPD o FR foi variavel, sendo
observados valores de 2,9 a mais de 12. Em Amaranthus palmeri o FR foi de 3,3
quando aplicado tembotrione (KUPPER et al., 2017). Em Amaranthus tuberculatus
foram constatados FR de 13, 6 e 3 para mesotrione, tembotrione e topramezone,
respectivamente (OLIVEIRA et al.,, 2017b). Para Raphanus raphanistrum foram
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observados FR de 6,5; 5,5 e 4, para tembotrione, mesotrione e isoxaflutole,
respectivamente (LU et al., 2020).

Diante disso, sdo necessarios estudos para avaliar a ocorréncia de populacdes
de leiteira resistentes aos herbicidas inibidores da HPPD, permitindo identificar os
locais de ocorréncia da resisténcia, os grupos quimicos de inibidores da HPPD
afetados, além de identificar o nivel da resisténcia e os herbicidas remanescentes para
0 manejo da espécie. O dominio dessas informagdes, associado ao conhecimento das
caracteristicas biolégicas da espécie, serd importante para a definicdo futura de
estratégias de prevencado, manejo e controle da resisténcia da planta daninha aos
herbicidas.

Os objetivos do trabalho foram identificar e mapear a ocorréncia da resisténcia
de leiteira aos herbicidas inibidores da HPPD no Estado do RS, determinar a DLso e
GRso de bibtipos resistentes, verificar a ocorréncia de resisténcia mdultipla e cruzada e
determinar quais herbicidas permanecem eficientes para o controle em pré e pds

emergéncia da espécie.

2.2 Material e Métodos

Para a realizacdo dos estudos, foram coletadas amostras de sementes de
leiteira em lavouras comerciais de soja e milho em diferentes municipios do Estado
do Rio Grande do Sul (RS). A coleta foi realizada durante os meses de fevereiro e
marco de 2018, em propriedades localizadas nos municipios da metade norte do RS,
que corresponde a principal regidao produtora de soja e milho do Estado, e, onde a
leiteira permanece como uma das principais plantas daninhas dessas culturas.

Foram coletadas 54 amostras, cada amostra correspondente a uma planta de
uma lavoura, abrangendo 43 municipios do RS (Figura 1; Tabela 1). Cada ponto de
coleta foi georreferenciado e as sementes acondicionadas separadamente em sacos

de papel. As sementes coletadas foram utilizadas nos estudos descritos a seguir.

2.2.1 Mapeamento da resisténcia a inibidores da HPPD

Para comprovar a resisténcia foi realizado em janeiro de 2019 um screening
em casa de vegetacdo, pertencente ao Centro de Estudos em Herbologia
(CEHERB/UFPEL), em delineamento experimental completamente casualizado, com
quatro repeticées. Os bibtipos de leiteira foram semeados em bandejas de isopor,
preenchidas com substrato Biomix®. No estadio cotiledonar as plantulas foram
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transplantadas em caixas de 2,5 m x 30 cm x 18 cm (comprimento x largura x altura)
em linhas espacadas a 20 cm, sobre uma mistura de solo e substrato na proporcéao
de 3:1.

[J Municipios do Rio Grande do Sul
[ Municipios que foram coletadas amostras de leiteira

Figura 1- Localizagdo geografica dos municipios onde foram coletados biétipos de Euphorbia
heterophylla na safra 2017/18. Rio Grande do Sul-RS, 2018.

No estadio de desenvolvimento de duas a quatro folhas, foi realizada a
aplicacdo do herbicida tembotrione, na dose de 100,8 g ha' acrescido de odleo
metilado de soja na propor¢do de 0,5% v/v. Esta dose corresponde a maior dose
registrada para o controle de leiteira na cultura do milho (AGROFIT, 2021). Para
aplicagdo do herbicida, foi utilizado pulverizador costal, pressurizado com COg,
equipado com pontas de ar induzido, tipo leque (110.015), regulado para aspergir
volume de calda equivalente a 150 L ha™'. A variavel controle, foi avaliada visualmente,
aos 30 dias apds a aplicacdo dos tratamentos (DAT), utilizando-se escala de 0 a
100%, onde zero significa a auséncia de injurias, e 100 a morte da planta (SBCPD,
1995).



Tabela 1-

Localizacao dos bibtipos de Euphorbia heterophylla coletados para realizacdo do

screening de resisténcia aos inibidores da HPPD. Rio Grande do Sul-RS, 2018.

Coordenadas Geograficas

Biotipo Cidade Latitude Longitude
1.1 Almirante Tamandaré do Sul 28°06'15" 52°58'44”
2.1 Augusto Pestana 28°31'23” 54°01'07”
3.1 Boa Vista das Missdes 27938'01” 53%20'07”
4.1 Bom Progresso 27934'42” 53952'01”
5.1 Bozano 28°921'41” 53945'18”
6.1 Campos Borges 28°51'19” 52°59'00”
7.1 Caseiros 28°17'18" 51°39'12"
8.1 Chapada 28°06'57" 53°00'53"
9.1 Colorado 28°30'21" 52°58'54"
10.1 Condor (21.1) 28°14'00" 53°36'58"
11.1 Coqueiros do Sul 28°12'59” 52%45'54”
12.1 Coxilha 28°08'46” 52914'31”
13.1 Cruz Alta 28%46'30” 53935'08”
14.1 Cruzaltense 27°38'16" 52°41'00"
15.1 Engenho Velho 27°42'45" 52°54'55"
16.1 Ernestina 28°28'37” 52°33'24”
16.2 Ernestina 28°922'60” 52931'31”
17.1 Espumoso 28°44'59” 52952'58”
18.1 Frederico Westphalen 27°25'09" 53°25'49"
19.1 Girua 27°57'36" 54°25'16"
19.2 Girua 28°04'02" 54°24'45"
20.1 Humaita 27933'42” 53959'59”
21.1 Ibiaca 28°08'59" 51°41'36"
22.1 Ibiraiaras 28°18'22” 51°38'16”
22.2 Ibiraiaras 28918'22” 51938'16”
23.1 Ibiruba 28938'08” 53912'57”
24 .1 ljui 28°26'16” 53%56'30”
24.2 ljui 28°23'39" 53°58'13"
24.3 ljui 28°929'11” 53950'20”
25.1 Independéncia 27°49'20” 54°12'06"
26.1 Jéia 28°42'18" 54°18'27"
27 1 Julio de Castilhos 29°09'10" 53°39'23"
27.2 Julio de Castilhos 29°17°60” 53°40°'09”
28.1 Lagoa Vermelha 28°12'37" 51°36'31"
29.1 Nonoai 27°18'13" 52°45'03"
29.2 Nonoai 27°27'50” 52°48'33"
30.1 Paim Filho 27°41'35" 51°46'58"
31.1 Palmeira das Missdes 27°53'26” 53°16'25"
32.1 Panambi (11.1) 28°17'46" 53°25'59"
32.2 Panambi (11.4) 28°26'02" 53°29'60"
32.3 Panambi 28°219'59” 53939'59”
33.1 Passo Fundo 28°10'46” 52°30'43”
34.1 Rio dos Indios 27°17'32" 52°51'19"
35.1 Ronda Alta 27°51'36" 52°46'21”
35.2 Ronda Alta 27950'16” 52946'41”

continua na préxima pagina



Coordenadas Geograficas

Biotipo Latitude Longitude
36.1 Sananduva 27°54'03" 51°49'14"
37.1 Santa Barbara do Sul 28°22'60” 53°21'54”
38.1 Sao Joao da Urtiga 27°47'06" 51°49'18"
39.1 Sarandi 27°54'12" 52°51'09"
39.2 Sarandi 28°02'48" 52°56'18"
40.1 Tapejara 28°04'10" 51°54'53"
411 Tenente Portela 27°22'24" 53°46'51"
42 1 Tuparendi 27°45'59" 54°29'10"
43.1 Vacaria 28°01'46" 51°00'59"

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade e
homocedasticidade, e posteriormente submetidos a anadlise de variancia (p<0,05).
Ocorrendo significancia estatistica, os bibtipos foram comparados pelo teste de
Scottknott (p<0,05). Para fins de mapear os bibtipos, aqueles que apresentaram
controle entre 80-100%, foram considerados suscetiveis € 0 municipio correspondente
foi preenchido com a cor verde, de 58-79% classificados como moderadamente
suscetiveis e representados pela cor amarela, os inferiores a 58%, foram
considerados como possiveis resistentes ao herbicida tembotrione e discriminados
pela cor vermelha. Os mapas foram construidos na plataforma QGIS 3.18, utilizando
shapefiles do Estado do Rio Grande do Sul disponibilizados pela Fepam.

2.2.2 Identificacao da resisténcia multipla e cruzada

Para a confirmacao da resisténcia de leiteira aos inibidores da HPPD foram
realizados experimentos para determinacdo da dose do herbicida necessaria para
controle de 50% da populagéo (Cso) e reducao de 50% do acumulo de matéria seca
das plantas (GRso). Os experimentos foram realizados em casa de vegetacao,
utilizando-se delineamento experimental completamente casualizado, com quatro
repeticoes. As unidades experimentais consistiram de vasos plasticos de 700 ml
contendo mistura de solo e substrato na proporcao de 3:1, onde foi transplantado uma
planta de leiteira por vaso.

Para confirmacéao da resisténcia aos inibidores da HPPD foram selecionados 2
bi6tipos considerados possivelmente resistentes (32.1 e 32.2) e um suscetivel (10.1)
do screening realizado no experimento anterior, sendo que além do percentual de
controle, o critério também incluiu que os bibtipos pertencessem a mesma regiao

geografica. Nestes bibtipos foram aplicadas doses crescentes de diferentes herbicidas
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inibidores da HPPD, sendo eles: tembotrione (0; 25,2; 50,4; 100,8; 201,6; 403,2;
806,4; 1612,8 e 3225,6 g ha') acrescido de 6leo metilado de soja na proporgao de
0,5% v/v; mesotrione (0, 24, 48, 96, 192, 384, 768, 1536 e 3072 g ha'') com a adicdo
de éleo mineral na proporcao de 0,5% v/v; e isoxaflutole (0; 14,06; 28,12; 56,25;112,5;
225; 450 e 900 g ha). Para verificagdo da ocorréncia de resisténcia multipla, foram
aplicadas doses crescentes do inibidor da protoporfirinogénio oxidase (Protox)
fomesafem (0; 31,2; 62,5; 125; 250; 500; 1000; 2000; 4000 e 8000 g ha') acrescido
de espalhante adesivo aniénico, na concentragdo de 0,2% v/v; e do inibidor da
acetolactato sintase (ALS) imazetapir (0; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400; 800; 1600 e 3200
g e.a. ha'). Os tratamentos foram aplicados em pds-emergéncia, quando as plantas
atingiram o estadio de trés a quatro folhas, sendo a pulverizagao efetuada nas mesmas
condi¢cbes descritas no experimento de mapeamento da resisténcia.

As variaveis analisadas foram controle e massa seca da parte aérea (MSPA).
O controle foi avaliado visualmente aos 30 DAT, utilizando-se escala percentual de 0
a 100%. Aos 30 DAT também foi realizada coleta das plantas para determinagéo da
MSPA. Para isso, a parte aérea das plantas foi seccionada na superficie do solo,
acondicionada em sacos de papel e submetida a secagem em estufa de circulacao
forcada de ar a 60°C, por £72 horas quando foi aferida a massa do material em
balanca analitica de precisao.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade e homocedasticidade
(teste de Shapiro-Wilk e Hartley, respectivamente) e, posteriormente, submetidos a
andlise de variancia (p<0,05). No caso de significAncia estatistica, foi realizada analise
de regressao, ajustando-se os dados a equacao de regressao sigmoidal do tipo
logistico:

y=a/[l+(x/xo)"
onde: y = porcentagem de controle ou % de redugao da MSPA; x = dose do herbicida;
e a, xo e b = parametros da equacao, sendo que a € a diferenca entre os pontos
maximo e minimo da curva, xo € a dose que proporciona 50% de resposta da variavel
e b é a declividade da curva.

A partir dos valores de Cso e GRso foram obtidos os fatores de resisténcia para
cada combinacao dos bibtipos resistentes com o suscetivel. Para a utilizacao desse
fator foi calculado o intervalo de confianca (p=0,95) do bidtipo suscetivel em relacéao
aos resistentes. A sobreposicdo do intervalo de confianga indica que nao ocorre

diferenca significativa entre a Cso ou GRso entre os biétipos (AVILA et al., 2005).
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2.2.3 Controle alternativo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, pertencente ao
CEHERB/UFPel, utilizando delineamento completamente casualizado, com quatro
repeticdes. No experimento de herbicidas pré-emergentes, as unidades experimentais
foram compostas por vasos plasticos, com capacidade de 2L, preenchidos com
Argissolo Vermelho-Amarelo de textura franco-arenosa, pertencente a unidade de
mapeamento de Pelotas-RS (EMBRAPA, 2013). Foram semeadas 50 sementes por
bidtipo com no minimo 80% de viabilidade em cada vaso, sendo os herbicidas aplicados
em solo umido (préximo a capacidade de campo), logo apds a semeadura dos biétipos.
Os herbicidas testados foram: atrazina (2500 g ha™), clomazone (1260 g ha™),
diclosulam (35 g ha™), flumetsulam (140 g ha'), flumioxazina (20 g ha'), fomesafem
(500 g ha), isoxaflutole (262 g ha') e sulfentrazone (400 g ha™).

Os herbicidas empregados em pds emergéncia foram aplicados em plantas de
leiteira no estadio de quatro folhas, cultivadas conforme descrito no estudo de
identificacdo da resisténcia mudltipla e cruzada. Os herbicidas testados foram:
cloransulam metilico (30 g ha™), clorimurom etilico (20 g ha'), metsulfurom metilico (4
g ha), nicosulfurom (60 g ha'), atrazina (2500 g ha), bentazona (960 g ha™),
paraquat (400 g ha''), paraquat + diuron (400+200 g ha'), saflufenacil (49 g ha),
glifosato (1400 g e.a. ha™'), amonio glufosinato (400 g ha') e 2,4-D (1005 g e.a. ha™).

Para aplicacao dos herbicida pré e poés emergentes, foi utilizado pulverizador
costal, pressurizado com CO2, equipado com pontas de ar induzido, tipo leque
(110.015), regulado para aspergir volume de calda equivalente a 150 L ha'. As
variaveis analisadas foram controle e MSPA, sendo as avaliagdes realizadas aos 30
dias apo6s a emergéncia (DAE), para os herbicidas pré emergentes e 30 dias apds a
aplicacao dos tratamentos (DAT) para os herbicidas pés emergentes. A metodologia
de avaliacdo de controle e MSPA, foram equivalentes a adotada no estudo de
identificagao da resisténcia multipla e cruzada.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade e
homocedasticidade, e posteriormente submetidos a analise de variancia (p<0,05).
Ocorrendo significancia estatistica, os bi6tipos foram comparados entre si e entre os
tratamentos herbicidas pelo teste de Duncan (p<0,05).



41

2.3 Resultados e Discussao
Os resultados serdao apresentados segundo a ordem descrita no material e

métodos.

2.3.1 Mapeamento da resisténcia a inibidores da HPPD

A aplicacdo de tembotrione na dose de 100,8 g ha' evidenciou diferentes
respostas de controle nos bidtipos de leiteira coletados (Figura 2; Tabela 2). Das 54
amostras coletadas, 9,2% apresentaram injurias inferiores a 58%, sendo consideradas
como possiveis resistentes aos inibidores da HPPD. Uma percentagem consideravel
dos bidtipos testados (35,2%) apresentou controle intermediario entre 58-79%, ou
seja, aquém dos 80% de eficacia agronémica preconizado para o registro de produtos
fitossanitarios. 55,6% dos bibtipos testados apresentaram controle satisfatério, acima
de 80%, sendo considerados suscetiveis ao herbicida tembotrione.

] Municipios do Rio Grande do Sul

[ Bidtipos com controle entre 80-100%
[ Bidtipos com controle entre 58-79%

Il Bidtipos com controle inferior a 58%

0 100 200 km

Figura 2- Localizagdo geogréfica dos bidtipos de Euphorbia heterophylla. Pontos verdes
representam controle entre 80-100%, amarelos 58-79% e vermelhos inferiores a 58%, em
fungéo da aplicagéo de 100,8 g ha' do herbicida tembotrione. FAEM/UFPel, Capéo do
Ledo, RS, 2019. Municipios com mais de uma amostra foram classificados no mapa
cloroplético com a cor correspondente ao biétipo que apresentou menor nivel de controle.

O fato de existirem relatos de falhas de controle de leiteira pela aplicagdo de
tembotrione, e o resultado desse estudo confirmar a ocorréncia de escapes ao
controle do herbicida, evidencia a necessidade de realizarem-se estudos para a
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caracterizacdo do problema. Desta forma, para realizagdo dos demais estudos
descritos neste documento, foi selecionado o biétipo 10.1 coletado em Condor-RS
como suscetivel e os bidtipos 32.1 e 32.2 de Panambi-RS, como resistentes ao
herbicida tembotrione. Os trés bibtipos foram escolhidos por representarem a mesma
regiao geografica, a fim de minimizar a resposta do ambiente e atribuir a resposta
diferencial de controle proporcionada pelo herbicida tembotrione devido a evolucao
genética da espécie a resisténcia.

Os herbicidas exercem elevada pressao de selecao nas populacées de plantas
daninhas, e a densidade e diversidade das comunidades infestantes mudam com o
tempo em resposta aos herbicidas e outras praticas de controle adotadas. O uso
repetido e exclusivo de herbicidas com os mesmos mecanismos de acao pode
rapidamente selecionar plantas daninhas tolerantes e de dificil controle, bem como a
evolugdo de plantas daninhas resistentes, especialmente na auséncia do uso
simultdneo de herbicidas de diferentes mecanismos de acado, associado a outras
praticas do manejo integrado de plantas daninhas (VENCILL et al., 2012).

Tabela 2-  Localizagcao e percentual de controle de biétipos de Euphorbia heterophylla em fungao da
aplicacdo de tembotrione (100,8 g ha') avaliados aos 30 dias apos o tratamento (DAT).
Capao do Ledo, RS, 2019.

i . Coordenadas Geograficas o
Biotipo Cidade Latitude Longitude Controle (%)
1.1 Almirante Tamandaré do Sul  28°06'15" 52°58'44” 68,7 b
2.1 Augusto Pestana 28°31'23” 54°01'07” 93,7 a
3.1 Boa Vista das Missdes 27°38'01” 53°20'07” 100,0 a
4.1 Bom Progresso 27°34'42” 53952'01” 100,0 a
5.1 Bozano 28°21'41” 53%45'18” 25,0c
6.1 Campos Borges 28°51'19” 52959'00” 25,0c
71 Caseiros 28°17'18" 51°39'12" 81,5a
8.1 Chapada 28°06'57" 53°00'53" 7450
9.1 Colorado 28°30'21" 52°58'54" 78,5Db
10.1 Condor 28°14'00" 53°36'58" 85,3 a
11.1 Coqueiros do Sul 28°212'59” 52°45'54” 96,2 a
12.1 Coxilha 28°08'46” 52914'31” 100,0 a
13.1 Cruz Alta 28°46'30” 53°235'08” 99,5 a
14.1 Cruzaltense 27°38'16" 52°41'00" 62,5b
15.1 Engenho Velho 27°42'45" 52°54'55" 69,2 b
16.1 Ernestina 28928'37” 52933'24” 945 a
16.2 Ernestina 28°22'60” 52°31'31” 96,7 a
17.1 Espumoso 28944'59” 52952'58” 95,5a
18.1 Frederico Westphalen 27°25'09" 53°25'49" 86,7 a
19.1 Girua 27°57'36" 54°25'16" 440 c
19.2 Girua 28°04'02" 54°24'45" 68,2 b

continua na préxima pagina
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Biotipo

Cidade

Coordenadas Geograficas

Controle (%)

Latitude Longitude

20.1 Humaita 27933'42” 53959'59” 100,0 a
21.1 Ibiaca 28°08'59" 51°41'36" 79,7 a
22.1 Ibiraiaras 28918'22” 51938'16” 99,7 a
22.2 Ibiraiaras 28918'22” 51938'16” 100,0 a
23.1 Ibiruba 28°38'08” 53212'57” 100,0 a
24.1 ljui 28926'16” 53956'30” 100,0 a
24.2 ljui 28°23'39" 53°58'13" 85,0 a
24.3 ljui 28929'11” 53950'20” 97,7 a
25.1 Independéncia 27°49'20” 54°12'06" 58,2 b
26.1 Joia 28°42'18" 54°18'27" 78,0b
27 1 Julio de Castilhos 29°09'10" 53°39'23" 85,0 a
27.2 Julio de Castilhos 29°17°60” 53°40’09” 85,5a
28.1 Lagoa Vermelha 28°12'37" 51°36'31" 72,7b
29.1 Nonoai 27°18'13" 52°45'03" 76,0b
29.2 Nonoai 27°27'50” 52°48'33" 66,0 b
30.1 Paim Filho 27°41'35" 51°46'58" 69,2 b
31.1 Palmeira das Missoes 27°53'26” 53°16'25" 85,7 a
32.1 Panambi 28°17'46" 53°25'59" 49,2 c
32.2 Panambi 28°26'02" 53°29'60" 43,7 c
32.3 Panambi 28219'59” 53939'59” 100,0 a
33.1 Passo Fundo 28°10'46” 52°30'43” 97,7 a
34.1 Rio dos Indios 27°17'32" 52°51'19" 96,7 a
35.1 Ronda Alta 27°51'36" 52°46'21” 76,7b
35.2 Ronda Alta 27950'16” 52°46'41” 100,0 a
36.1 Sananduva 27°54'03" 51°49'14" 58,7 b
37.1 Santa Barbara do Sul 28922'60” 53%21'54” 72,5b
38.1 Sao Joao da Urtiga 27°47'06" 51°49'18" 715b
39.1 Sarandi 27°54'12" 52°51'09" 77,7b
39.2 Sarandi 28°02'48" 52°56'18" 100,0 a
40.1 Tapejara 28°04'10" 51°54'53" 715b
41 .1 Tenente Portela 27°22'24" 53°46'51" 97,0 a
42 1 Tuparendi 27°45'59" 54°29'10" 83,2 a
43.1 Vacaria 28°01'46" 51°00'59" 75,2 b
CV (%) 21,3

Bidtipos com a mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scottknott (p<0,05)

A resisténcia a herbicidas é amplamente reconhecida como resultado da
evolucao adaptativa das populagdes das plantas daninhas a intensa pressao de
selecdo exercida pelos herbicidas (DELYE et al., 2013). Os individuos menos
suscetiveis tém uma vantagem seletiva em populagcdes de plantas daninhas tratadas
repetidamente com o mesmo herbicida e, portanto, aumentam em frequéncia até
predominarem no ambiente. Quanto maior a pressao de selecao exercida pelo
herbicida, mais rapida tende a ser a mudanca nas propor¢cdes entre os bidtipos
(DELYE et al., 2013).
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Espécies com altos niveis de polinizagao cruzada tém maior probabilidade de
acumular mecanismos de resisténcia (a um Unico herbicida ou a varios herbicidas), e
esse processo pode ocorrer mais rapidamente do que em espécies autopolinizadas
(GAINES et al., 2020). Todavia, para que se possa confirmar a resisténcia, estudos
apropriados devem ser desenvolvidos, como de curvas de dose-resposta e
determinacao do fator de resisténcia (BURGOS et al., 2013; HEAP, 2021; GAZZIERO
et al., 2014). Neste sentido, os bibtipos selecionados foram submetidos a curvas dose-
resposta para comprovar a existéncia da resisténcia a HPPD, bem como a resisténcia
multipla a mecanismos de acdo nos quais ja sdo documentados a existéncia de
biétipos de leiteira resistentes.

2.3.2 Identificacao da resisténcia multipla e cruzada

A andlise dos resultados obtidos nos experimentos de curva de dose-resposta
evidenciou ndo ser necessaria a transformacao dos dados, com base nos testes de
Shapiro-Wilk e Hartley. A analise da variancia indicou ocorrer interagdo entre os
fatores testados para todas as variaveis analisadas, e também se observou
comportamento sigmoidal ao longo dos periodos de avaliagdo para as variaveis
controle e MSPA, com valores do coeficiente de determinacdo (R?) variando entre 0,96
a 0,99 (Figuras 3 a 12), demonstrando ajuste satisfatérios dos dados ao modelo.

Os bidtipos de leiteira apresentaram resposta diferencial a exposicao de doses
crescentes do herbicida tembotrione. Dois dias ap6s o tratamento (DAT), os biétipos
resistentes e suscetivel demonstraram sintomas de branqueamento no meristema
apical e folhas jovens, no entanto apenas o bibtipo suscetivel apresentou evolucao
para necrose de todas as folhas aos 8-9 DAT, na dose de registro do herbicida (100,8
g ha'), enquanto os biétipos resistentes apresentaram injurias moderadas préximo a
40% (dados nao apresentados). Aos 30 DAT foi observado maior percentual de
controle do bibtipo de leiteira 10.1, no intervalo de doses de tembotrione
compreendidas entre 25,2 e 806,4 g ha'', em comparacgio aos bibtipos 32.1 e 32.2,
sendo esse efeito diminuido nas maiores doses (1612,8 e 3225,6 g ha™') empregadas
(Figura 3).

O bidtipo suscetivel apresentou controle superior a 80% na dose de 100,8 g ha
1 enquanto para os bibtipos resistentes o controle foi inferior a 55%, necessitando o

incremento de oito vezes a dose para alcancar o percentual de controle proximo a
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80%. Resultados semelhantes foram encontrados em Amaranthus tuberculatus onde
o bidtipo resistente necessitou o incremento de 4,7 vezes a dose de tembotrione para
alcancar o mesmo nivel de controle que o bidtipo suscetivel (OLIVEIRA et al., 2017b),
sendo que na dose de registro, tembotrione, mesotrione, e topramezone

apresentaram controle inferior a 60% nos biétipos resistentes (MCMULLAN e GREEN,
2011).
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Figura 3- Controle (%) de biotipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) com suspeita de resisténcia
a tembotrione, aos 30 dias apds a aplicagao de diferentes doses do herbicida. Capao do
Ledo, RS, 2019. As barras horizontais representam o intervalo de confianga ao nivel de
95% de significancia (p=0,95).

Os dados de reducdo da MSPA suportam as observacdes de controle visual
aos 30 DAT (Figura 4). O tratamento dos biétipos 10.1, 32.1 e 32.2 com doses
crescentes de tembotrione resultou no comportamento tipico de uma curva dose-
resposta, através da diminuicdo da MSPA com o aumento das doses. No entanto, a
MSPA do biétipo suscetivel foi reduzida em mais de 90% com 100,8 g ha' de
tembotrione, enquanto esta mesma dose reduziu a MSPA dos bibtipos resistentes
(32.1 e 32.2) em aproximadamente 60%.



46

100 ~

9
<
o
%)
=
©
©
o
(Q
< ;
E /f &— 101 =9580/1+(x/1,37)°%® R 099
20 — O —  y321=9641/1+(x/31,53)""" R?: 0,99
f_f' """" Vo y 32.2 = 92,31/1+(x/57,83) 2" R 0,97

25,2 4
50,4
100,8
201,6
403,2
806,4
3225,6

Tembotrione g ha™

Figura 4- Reduc¢édo da massa seca da parte aérea (MSPA) (%) de biétipos de leiteira (Euphorbia
heterophylla) com suspeita de resisténcia a tembotrione, aos 30 dias apéds a aplicagéo de
diferentes doses do herbicida. Capao do Ledo, RS, 2019. As barras horizontais
representam o intervalo de confianga ao nivel de 95% de significancia (p=0,95).

Para o herbicida mesotrione, na avaliagcdo de controle aos 30 DAT o biétipo
10.1 apresentou controle visual acima de 85% a partir da dose de 96 g ha! (50% da
dose de registro para o controle de leiteira), enquanto os bibtipos resistentes (32.1 e
32.2) exibiram controle aproximado de 18% (Figura 5). Para alcancar controle acima
de 80% nos bidtipos resistentes, foram necessarias 1536 g ha' de mesotrione, ou
seja, 8 vezes a dose normalmente aplicada em condi¢ces de campo.

Na avaliacao de redugdo da MSPA, verificou-se comportamento de declinio nas
curvas sigmoidais, indicando que o aumento na dose do herbicida mesotrione (Figura
6) para ambos os biétipos reduziu o acimulo de MSPA. No entanto, esta reducéao foi
mais pronunciada no biétipo suscetivel, o qual estabilizou a reducao da MSPA em
niveis acima de 90% a partir da dose de 384 g ha' de mesotrione, enquanto os
bidtipos resistentes alcancaram o platd a partir de 1536 g ha', ou seja, foi necessario

o incremento de 4 vezes na dose do produto para alcancar respostas equivalentes.
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Controle (%) de bidtipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) com suspeita de resisténcia
a mesotrione, aos 30 dias apds a aplicagédo de diferentes doses do herbicida. Capao do
Ledo, RS, 2020. As barras horizontais representam o intervalo de confianga ao nivel de
95% de significancia (p=0,95).

100 -
S
<
o
%)
=
4]
©
o
Qg
< ;
3 / i T yio1-= 94,17/1+(x/62,31) ™62 R%: 0,97
@« / — -0 —  y321 =107,81/1+(x/360,09)>%°  R% 0,97
20 o/ HENEA A y 32.2 = 92,53/1+(x/317,82)*%  R?: 0,97
v
0 @1 T T T 7/
RE 8 3 3 8N
— ™ ~ ‘LQ 8

Mesotrione (g ha™")

Reduc¢édo da massa seca da parte aérea (MSPA) (%) de biétipos de leiteira (Euphorbia
heterophylla) com suspeita de resisténcia a mesotrione, aos 30 dias apds a aplicacao de
diferentes doses do herbicida. Capao do Ledo, RS, 2020. As barras horizontais
representam o intervalo de confianga ao nivel de 95% de significancia (p=0,95).
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Em bidtipos de A. tuberculatus foram observados resultados semelhantes, onde
para 0 mesmo nivel de controle entre bi6tipos suscetiveis e resistentes foi necessario
o incremento de 4 a 16 vezes a dose mesotrione (EVANS et al., 2019). Da mesma
forma para Raphanus raphanistrum, a dose necessaria para o controle de 50% da
populacao resistente com mesotrione, foi 5,5 vezes superior a populagcédo suscetivel
aos inibidores da HPPD (LU et al., 2020).

Isoxaflutole € um herbicida pré-emergente registrado no Brasil para o0 manejo
de plantas daninhas em algodao, batata, cana-de-acucar, mandioca e milho. Este
herbicida nao apresenta registro para o controle de leiteira nestas culturas, mas foi
utilizado neste trabalho para verificar a existéncia de resposta diferencial entre os
bi6tipos resistentes e suscetivel a um herbicida inibidor da HPPD pertencente ao
grupo quimico isoxazol, diferente dos herbicidas tembotrione e mesotrione que séo
classificados como tricetonas.

Para a variavel controle, os bidtipos de leiteira apresentaram comportamento
distinto em funcdo da aplicacdo de doses crescentes de isoxaflutole (Figura 7). O
bi6tipo 10.1 demonstrou controle superior, com menores doses de isoxaflutole em
comparacdo aos bioétipos 32.1 e 32.2. Por exemplo, na dose de 225 g ha™' enquanto
o bidtipo 10.1 atingiu controle préximo a 85%, os biétipos 32.1 e 32.2 demonstraram
controle de 59 e 67% respectivamente. Isoxaflutole é aplicado em uma faixa de dose
variando de 30 a 262,5 g ha' (AGROFIT, 2021). Essa variacdo de dose depende da
cultura, planta daninha e modalidade de aplicacdo. No entanto, mesmo com a maior
dose registrada, os bidtipos 32.1 e 32.2 ndo seriam eficientemente controlados,
considerando controle satisfatério quando acima de 80%.

Apesar de isoxaflutole ndo apresentar registro para o controle de leiteira
(AGROFIT, 2021), os bidtipos resistentes e suscetiveis apresentam comportamento
similar aos herbicidas do grupo quimico das tricetonas. No entanto, a diferenca de
controle entre bibtipos resistentes e suscetivel com o incremento de doses é menor
com isoxaflutole. Resultados similares foram observados em R. raphanistrum
resistente aos inibidores da HPPD via metabolizacdo acelerada, onde observou-se
que os bibtipos resistentes conseguiam sobreviver a doses mais elevadas de
mesotrione e tembotrione em comparacao a isoxaflutole (LU et al., 2020). Similar
resposta foi observada em A. tuberculatus, em que as plantas demonstraram elevada
resisténcia a mesotrione (18x), seguido por tembotrione (6x) e topramezone (2x)
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(KAUNDUN et al., 2017). Topramezone pertence ao grupo quimico dos pirazéis, dos

quais nao existem herbicidas comercialmente disponiveis no Brasil.
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Figura 7- Controle (%) de biotipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) com suspeita de resisténcia
a Isoxaflutole, aos 30 dias ap6s a aplicagao de diferentes doses do herbicida. Capéao do
Ledo, RS, 2020. As barras horizontais representam o intervalo de confianga ao nivel de
95% de significancia (p=0,95).

Em relacdo a reducado da MSPA, apdés a exposicao de doses crescentes de
isoxaflutole pode-se observar uma maior reducao em menores doses no biétipo 10.1
em comparacao aos biétipos 32.1 e 32.2 (Figura 8). Similarmente ao que ocorreu ao
controle aos 30 DAT, o acumulo de MSPA seguiu a mesma tendéncia, no entanto
menores doses, proporcionaram maior redu¢do em comparagao ao controle aos 30
DAT. Isso ocorreu porque as plantas nao foram 100% controladas nas doses
intermediarias do herbicida e emitiram novas brotacdes, nas quais apresentaram peso

seco reduzido, quando comparado a tecidos desenvolvidos.
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Figura 8- Reducédo da massa seca da parte aérea (MSPA) (%) de biétipos de leiteira (Euphorbia

heterophylla) com suspeita de resisténcia a isoxaflutole, aos 30 dias apos a aplicagao de
diferentes doses do herbicida. Capao do Ledo, RS, 2020. As barras horizontais
representam o intervalo de confianga ao nivel de 95% de significancia (p=0,95).

A curva dose-resposta dos bibtipos resistentes a HPPD com fomesafem e
imazetapir foi construida para verificar a existéncia de resisténcia multipla a Protox e
ALS, respectivamente. Os biotipos resistentes e suscetivel aos inibidores da HPPD
responderam de forma diferencial a aplicacao de doses crescentes de fomesafem
(Figura 9). O biétipo 10.1 demonstrou maior controle com menores doses em
comparagao aos biétipos 32.1 e 32.2. Na dose de registro de 250 g ha™' enquanto os
biétipos 32.1 e 32.2 demonstraram injurias proximo a 40%, o bidtipo suscetivel foi
totalmente controlado. Bi6tipos de leiteira resistentes aos inibidores da Protox estao
dispersos em varias regides do sul do Brasil, como consequéncia da resisténcia de
leiteira aos inibidores da ALS em soja convencional em 1998 e o uso de lactofen e
fomesafem para o manejo destes bibtipos resistentes (MENDES et al., 2020b; TREZZI
et al., 2011; TREZZI et al., 2006).
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Controle (%) de biotipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) em funcao da aplicagao
fomesafem, aos 30 dias ap6s a aplicagao de diferentes doses do herbicida. Capao do
Ledo, RS, 2020. As barras horizontais representam o intervalo de confianga ao nivel de

95% de significancia.

Os dados de reducao da MSPA (Figura 10) em resposta a aplicacdo de doses

crescentes de fomesafem corroboram com os dados de controle. Para o bi6tipo 10.1,

125 g ha' sdo suficientes para reduzir o acimulo de massa seca acima de 80%,

enquanto para os biétipos resistentes foram necessarias doses acima de 4000 g ha™.

Resultados similares foram observados em bibtipos de leiteira com suspeita de

resisténcia aos inibidores da Protox, onde a dose de 800 g ha' fomesafem causou

poucas injurias nos bi6tipos considerados resistentes, enquanto o suscetivel foi
controlado 100% (TREZZI et al., 2011).
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Figura 10- Redug&o da massa seca da parte aérea (MSPA) (%) de bidtipos de leiteira (Euphorbia

heterophylla) expostos a fomesafem, aos 30 dias apés a aplicagao de diferentes doses do
herbicida. Capao do Ledo, RS, 2020. As barras horizontais representam o intervalo de
confianca ao nivel de 95% de significancia.

Em relacéo a resisténcia multipla aos inibidores da ALS foi possivel observar
que o biétipo 32.1 demonstrou resposta diferencial em relagdo aos demais bibtipos
testados ao aumento de doses do herbicida imazetapir (Figura 11). Para este biotipo,
0 aumento em 32 vezes na dose de registro, acarretou em pequena variagdo no
percentual de controle, de pouco menos 35 alcancando o maximo de 58% na maior
dose testada (3200 g e.a. ha™). Por outro lado, os bi6tipos 10.1 e 32.2, apresentaram
resultado similar, alcancando controle satisfatorio com doses de imazetapir acima de
100 g e.a. ha.

Os primeiros casos de resisténcia de leiteira aos inibidores da ALS, foram
documentados em 1998 (GAZZIERO et al., 1998). Os inibidores da ALS eram os
principais herbicidas empregados para o controle de plantas daninhas em pré e pés-
emergéncia na soja convencional, onde o uso continuado e repetido acarretou na
selecéo e evolucéo de leiteira e picdo-preto a herbicidas deste mecanismo de acéo.
A liberagdo comercial da soja RR® (Roundup Ready) em 2005 acarretou no emprego
massivo de glifosato para o controle de plantas daninhas. No entanto, a tolerancia de

leiteira a este herbicida, e controle insatisfatério em muitos casos, proporcionou que
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bidtipos de leiteira resistentes aos herbicidas inibidores da ALS permanecessem nas
areas agricolas apos longos periodos sem a aplicacao de inibidores da ALS (VARGAS
et al., 2013). No Rio Grande do Sul, a presenca de leiteira resistente aos inibidores da
ALS permanece nas mesorregides Nordeste e Noroeste do Estado, ou seja, nos
principais locais em que a soja convencional era cultivada na década de 90 (VARGAS
et al., 2013), e onde os bi6tipos 10.1, 32.1 e 32.2 foram coletados.
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Figura 11- Controle (%) de biétipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) em funcado da aplicacdo
imazetapir, aos 30 dias apds a aplicagao de diferentes doses do herbicida. Capéo do Ledo,
RS, 2020. As barras horizontais representam o intervalo de confianca ao nivel de 95% de
significancia.

Os dados de reducdo de MSPA corroboram com os dados de controle, uma
vez que, os bidtipos 10.1 e 32.2 demonstraram redug¢éo da MSPA superior a 75% com
a dose de 100 g e.a. ha' de imazetapir (Figura 12). A dose de 100 g e.a. ha™' de
imazetapir, representa a dose de registro de uma série de produtos comerciais
empregada para o controle de plantas daninhas na pés-emergéncia da cultura da soja
(AGROFIT, 2021), desta forma, os bidtipos 10.1 e 32.2 s&o suscetiveis a dose
normalmente utilizada em condicoes de campo. Similar a avaliacao de controle, o
biétipo 32.1 demonstrou baixa resposta de reducdao da MSPA quando aumentadas as
doses de imazetapir, onde o incremento de 400 para 3200 g e.a. ha! proporcionou o
incremento de menos de 3% na reducao da MSPA.
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Figura 12- Redugado da massa seca da parte aérea (MSPA) (%) de biétipos de leiteira (Euphorbia
heterophylla) expostos a imazetapir, aos 30 dias ap6s a aplicagao de diferentes doses do
herbicida. Capéo do Leédo, RS, 2020. As barras horizontais representam o intervalo de
confianga ao nivel de 95% de significancia.

Apés as avaliacoes de controle aos 30 DAT e de reducao da MSPA, foram
calculados a Cso € GRso para cada um dos herbicidas testados (Tabela 3). A Cso €
GRso do bidtipo 10.1 foi inferior aos bibtipos resistentes (32.1 e 32.2) para os trés
inibidores da HPPD (tembotrione, mesotrione e isoxaflutole). Observou-se que o FR
dos bidtipos 32.1 e 32.2 foram significativos, evidenciado pela auséncia de
sobreposicao dos intervalos de confianca em relacdo ao bibtipo suscetivel 10.1.
Assim, para Cso foram obtidos FR de 4,8 e 8,2 para tembotrione; 7,5 e 7,5 para
mesotrione e; 3,5 e 2,9 para isoxaflutole; respectivamente, para os bibtipos 32.1 e
32.2. Para GRso, os valores foram de 22,7 e 43,4 para tembotrione; 4,6 e 5,0 para
mesotrione e; 4,6 e 4,7 para isoxaflutole; respectivamente, para os bibtipos 32.1 e
32.2.
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Tabela 3- Dose necesséria para promover 50% de controle (Cso) ou reduzir em 50% a produgéo de
massa seca (GRso) com intervalos de confianga (IC), e fator de resisténcia de bi6tipos de
leiteira (Euphorbia heterophylla) em resposta a aplicacédo de diferentes herbicidas. Capao
do Leéo, RS, 2019/2020.

Tembotrione controle aos 30 DAT

Blétlpo Cso/GlF{so1 IC (p20,95) FR
10.1 16,9 16,6-17,2 -
32.1 80,6 58,6-102,3 4,8
32.2 139,2 85,1-193,3 8,2
Tembotrione MSPA
10.1 1,5 0,5-2,5 -
32.1 34,7 32,5-37,8 22,7
32.2 66,4 62,4-70,4 43,4
Mesotrione controle aos 30 DAT
10.1 47,9 12,5-83,3 -
32.1 357,8 348,9-366,6 7,5
32.2 358,6 351,5-366,08 7,5
Mesotrione MSPA
10.1 67,3 51,5-82,9 -
32.1 311,0 261,8-360,2 4,6
32.2 337,6 320,3-354,8 5,0
Isoxaflutole controle aos 30 DAT
10.1 37,8 33,5-42,1 -
32.1 131,6 130,8-132,4 3,5
32.2 110,7 109,0-112,4 2,9
Isoxaflutole MSPA
10.1 8,4 0,1-18,0 -
32.1 38,6 26,6-50,6 4,6
32.2 39,6 22,5-56,8 4,7
Fomesafem controle aos 30 DAT
10.1 47 .4 0,5-94,4 -
32.1 322,0 318,9-325,1 6,8
32.2 335,0 331,5-338,5 7.1
Fomesafem MSPA
10.1 53,0 33,8-72,2 -
32.1 443,8 428,9-458,6 8,4
32.2 328,0 325,6-330,4 6,4
Imazetapir controle aos 30 DAT
10.1 19,1 13,5-24,8 -
32.1 391,0 388,8-393,2 20,4
32.2 23,3 15,2-31,2 -
Imazetapir MSPA
10.1 39,9 19,6-60,1 -
32.1 531,0 514,2-547,8 13,3
32.2 28,5 5,8-51,3 -

'Cso relativo a variavel controle aos 30 dias apds a aplicagao dos tratamentos (DAT), e GRso relativo a

variavel massa seca aos 30 DAT.

Os valores de FR observados no presente estudo sdo semelhantes aos

observados em casos de resisténcia a tembotrione em Amaranthus palmeri onde FR
para Cso obtido no biétipo resistente variou de 3,3 a 2,9 (KUPPER et al., 2017). J&
para GRso, foram observados bibtipos variando o FR de 1,76 a17,8 (NAKKA et al.,
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2017). Similarmente para Amaranthus tuberculatus foram verificados FR de 6 para
tembotrione, 13 para mesotrione e 3 para topramezone calculados a partir da Cso
(OLIVEIRA et al., 2017b). Em Raphanus raphanistrum foram observados FR de 6,5;
5,5 e 4, para tembotrione, mesotrione e isoxaflutole, respectivamente (LU et al., 2020).

Na avaliacédo de resisténcia multipla foi verificado para fomesafem FR de 6,8 e
7,1 para Cso; € 8,4 e 6,4 para GRso para os bi6tipos 32.1 e 32.2 respectivamente
(Tabela 3). Para imazetapir foram calculados os FR somente para o biétipo 32.1, uma
vez que, este bidtipo foi o Unico a perfazer o critério de ndo sobrepor o intervalo de
confianga com o biotipo suscetivel. Assim, os FR de resisténcia obtidos foram de 20,4
e 13,3, respectivamente para Cso e GRso.

A partir dos resultados obtidos nas curvas-dose reposta, das Cso, das GRso e
FRs, pode-se verificar que os bi6tipos 32.1 e 32.2 apresentam resisténcia cruzada aos
inibidores da HPPD (tembotrione, mesotrione e isoxaflutole). Além disso, pode-se
constatar resisténcia multipla do biétipo 32.2 aos inibidores Protox e do bi6tipo 32.1
aos inibidores da Protox e da ALS.

2.3.3 Controle alternativo

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro-
Wilk) e homocedasticidade (Hartley), os quais evidenciaram n&o haver a necessidade
de transformacao dos dados. Os resultados da andlise de variancia demonstraram
diferenga significativa para todas as variaveis analisadas e interacdo entre os fatores
bi6tipos e herbicidas (Tabelas 4, 5, 6 e 7).

A atrazina, herbicida inibidor do fotossistema Il (FSII), demonstrou controle
satisfatorio (297%), reduzindo quase integralmente o acimulo de MSPA de todos os
biétipos, incluindo aqueles com resisténcia multipla aos inibidores da HPPD, Protox e
ALS (Tabelas 4 e 5). Esse herbicida apresenta amplo espectro de controle, podendo
ser utilizado em cana-de-acucar, milho e sorgo na pré e pés emergéncia inicial das
culturas e das plantas daninhas (AGROFIT, 2021). Assim, a atrazina pode ser uma
importante ferramenta de manejo de leiteira em dareas de soja com casos de
resisténcia a herbicidas, onde a rotacdo com culturas tolerantes ao herbicida possa

ser realizada.
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Tabela 4-  Controle (%) de biotipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) em fung¢éo da aplicagao de
diferentes herbicidas pré-emergentes aos 30 dias apés a emergéncia. Capao do Leéo,

RS, 2020.

Tratamento Controle (%)

Bidtipo 10.1 Bidtipo 32.1 Bidtipo 32.2
Testemunha 0,0 Ae' 0,0 Ad 0,0 Ae
Atrazina 98,7 Aab 97,0 Aa 98,7 Aa
Clomazone 59,5 Ad 46,6 Ac 46,7 Ad
Diclosulam 92,7 Ab 74,7 Bb 88,0 Ab
Flumetsulam 83,7 Ac 40,3 Bc 82,7 Ac
Flumioxazina 96,2 Aab 94,5 Aa 91,0 Ab
Fomesafem 97,2 Aab 93,5 Aa 99,0 Aa
Isoxaflutole 99,2 Aa 96,5 Aa 98,5 Aa
Sulfentrazone 98,5 Aab 99,5 Aa 100,0 Aa
C.V.(%)? 7,00

Médias seguidas pela mesma letra mailsculas na linha comparando biétipos de leiteira com mesmo
herbicida nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p=0,05). Médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna comparando herbicidas para mesmo biétipo de leiteira ndo diferem entre si pelo
teste de Duncan (p=0,05). 2CV: Coeficiente de variacéo.

O herbicida clomazone demonstrou resposta de controle variando entre 46,6 a
59,5% e reducao da MSPA equivalente entre os bi6tipos de leiteira testados (Tabela
4 e 5). Este herbicida apresenta amplo espectro, no entanto é mais eficiente no
controle de gramineas (MACHADO et al.,, 2016). Apesar do clomazone inibir a
biossintese de carotenoides, assim como os inibidores da HPPD, essa inibi¢do ocorre
em etapas diferentes, configurando mecanismos de acdo distinto. Nas plantas
clomazone é metabolizado a 5-ceto clomazone, que se liga a enzima 1-desoxi-D-
xilulose 5-fosfato sintase (DOXP), inibindo a sintese do primeiro composto
intermediario da rota ndo-mevalonato (FERHATOGLU; BARRETT, 2006). Por outro
lado, a enzima HPPD esta envolvida em uma etapa complementar do metabolismo da
tirosina, que sintetiza homogentisato (DAYAN, 2019). Homogentisato se liga a solanil
difosfato, produto da rota ndo-mevolanato, via solanesil homogentisato transferase,
sintetizando plastoquinona (DAYAN, 2019).

A inibicdo da HPPD interrompe a sintese de carotenoides, pela auséncia de
plastoquinona como doador de elétrons para a fitoeno desaturase (LEE et al., 1998).
A resposta similar entre os bibtipos suscetiveis e resistentes a HPPD a aplicacao de
clomazone, pode indicar que os efeitos relacionados a inibicdo da sintese dos
carotenoides nao estao relacionados ao mecanismo de resisténcia a HPPD nos
biétipos estudados, mas sim as etapas anteriores ao efeito fitotéxico do herbicida.

Os herbicidas inibidores da ALS, diclosulam e flumetsulam apresentaram maior
reducdo da MSPA e controle superior, variando entre 20 a 52%, nos bidtipos
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suscetiveis ao inibidor da ALS imazetapir (10.1 e 32.2), em comparagado ao bidtipo
32.1, que demonstrou ser resistente no ensaio de curva dose-resposta (Tabela 4 e 5).
A substituicdo no gene ALS do aminoacido serina na posi¢cao 653 para uma aspargina
em leiteira, comprometeu a eficacia dos 5 grupos quimicos de inibidores da ALS, nos
quais incluem as imidazolinonas, sulfoniluréias, triazolopirimidinas,
pirimidinil(tio)benzoatos e sulfonil amino-carbonil-triazolinonas, acarretando em niveis
de resisténcia que variam entre 0s grupos quimicos, com fatores de resisténcia
variando de 2 a 524,7 (ROJANO -DELGADO et al., 2019).

Os herbicidas pré-emergentes flumioxazina, fomesafem e sulfentrazone
(inibidores da Protox) demonstraram controle e reducdo da MSPA satisfatério, acima
de 90% em todos os bidtipos testados (Tabela 4 e 5). Para estes herbicidas néao
ocorreram diferencas de controle entre os bibtipos suscetivel 10.1 e os resistentes a
Protox 32.1 e 32.2. Esses resultados sdo similares a outras populagdes de E.
heterophylla resistentes a Protox do Brasil, onde mesmo com alto FR para fomesafem
(39 e 62 vezes) foram controladas satisfatoriamente com sulfentrazone (600 g ha'') e
flumioxazina (50 g ha') em pré emergéncia (TREZZI et al. 2005). Fomesafem também
demonstrou ser mais eficiente no controle de plantas de leiteira resistentes a Protox
quando aplicado em pré emergéncia, do que quando aplicado em pds emergéncia,
levantando a hipétese do local de absor¢gdo como mecanismo de resisténcia de leiteira
a fomesafem (TREZZI et al. 2009).

O herbicida isoxaflutole demonstrou controle satisfatério, acima de 96,5% e
similar reducao de MSPA para todos os biétipos de leiteira, incluindo os resistentes a
HPPD, na aplicacéo realizada em pré emergéncia (262 g ha') (Tabela 4 e 5). Este
resultado pode estar atrelado a dose empregada, uma vez que, em pos emergéncia
(curva dose-resposta) a dose empregada em pré emergéncia apresentou controle
préximo a 60% nos bibtipos resistentes a HPPD (32.1 e 32.2). Outros fatores que
podem ter contribuido para a auséncia de diferenca entre biétipos R e S € que o fator
de resisténcia a isoxaflutole € menor quando comparado a tembotrione e mesotrione,
ou a fase inicial de estabelecimento das plantas € mais suscetivel a aplicacdo de
herbicidas, em comparacdo a plantas ja desenvolvidas, bem como, esse
comportamento diferencial pode estar atrelado ao mecanismo de resisténcia a HPPD.
Resultados similares, de maior eficiéncia em pré-emergéncia, em casos de plantas

daninhas resistentes a herbicidas que apresentam efeito em pré quanto em pds
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emergéncia, foram observados em leiteira resistente a fomesafem (TREZZI et al.
2009) e capim-arroz resistente a ALS (RAFAELI et al., 2019).

Tabela5- Massa seca da parte aérea (MSPA) de biétipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) em
fungdo da aplicagédo de diferentes herbicidas pré-emergentes aos 30 dias apds a
emergéncia. Capao do Ledo, RS, 2020.

MSPA (g vaso™)

Tratamento Biotipo 10.1 Biotipo 32.1 Biotipo 32.2
Testemunha 1,43 Ba' 2,27 ABa 3,02 Aa
Atrazina 0,01 Ac 0,01 Ad 0,01 Ae
Clomazone 0,69 Ab 1,07 Ac 1,21 Ab
Diclosulam 0,20 Bc 0,70 Ac 0,29 ABc
Flumetsulam 0,35 Bbc 1,55 Ab 0,40 Bc
Flumioxazina 0,18 Ac 0,20 Ad 0,23 Acd
Fomesafem 0,02 Bc 0,10 Ad 0,02 Be
Isoxaflutole 0,02 Ac 0,04 Ad 0,06 Ae
Sulfentrazone 0,02 Ac 0,00 Ad 0,00 Ae
C.V.(%)? 54,18

"Médias seguidas pela mesma letra mailsculas na linha comparando biétipos de leiteira com mesmo
herbicida nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p=0,05). Médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna comparando herbicidas para mesmo biétipo de leiteira ndo diferem entre si pelo

teste de Duncan (p20,05).2CV: Coeficiente de variagao.

Na aplicacao realizada em pds-emergéncia os herbicidas inibidores da ALS,
cloransulam metilico, clorimurom etilico, metsulfurom metilico e nicosulfurom foram
ineficientes no controle e reducao do acumulo de MSPA do biétipo resistente a ALS
32.1 (Tabelas 6 e 7). Cloransulam metilico e clorimurom etilico apresentaram controle
inferior a 60%, inclusive nos bidtipos suscetiveis aos inibidores da ALS (10.1 e 32.2).
Por outro lado, metsulfurom metilico e nicosulfurom demonstraram controle adequado
dos bibtipos suscetiveis, com percentuais acima de 97,5%.

O biétipo 32.1 apresentou resisténcia cruzada aos inibidores da ALS, incluindo
0S grupos quimicos das imidazolinonas (imazetapir), triazolopirimidinas (cloransulam
metilico) e sulfunilureias (clorimurom etilico, metsulfurom metilico e nicosulfurom).
Esses resultados indicam que a mutagdo no gene ALS, selecionada em soja
convencional na década de 90 remanesce nas populagdes atuais, mesmo com a
reducédo do uso destes herbicidas, em virtude da liberagdo comercial de soja RR®
(GAZZIERO et al., 1998; VARGAS et al., 2013; ROJANO-DELGADO et al., 2019).
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Tabela 6- Controle (%) de biétipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) aos 30 dias ap6s a aplicagao
de diferentes herbicidas pés-emergentes. Capao do Leao, RS, 2020.

Controle (%)

Tratamento Biotipo 101 Biotipo 32.1 Biotipo 32.2
Testemunha 0,0 Ae' 0,0 Af 0,0 Ae
Cloransulam metilico 51,2 Ac 7,5 Bde 60,5 Ac
Clorimurom etilico 50,5 Ac 5,0 Bdef 49,2 Ad
Metsulfurom metilico 99,5 Aa 12,6 Bc 97,5 Aa
Nicosulfurom 99,7 Aa 9,3 Bcd 99,7 Aa
Atrazina 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Bentazona 3,7 Ad 4,0 Aef 4,0 Ae
Paraquat 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Paraquat + diuron 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Saflufenacil 99,7 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Glifosato 100,0 Aa 100,0 Aa 96,2 Aa
Amobnio glufosinato 100,0 Aa 96,2 Aa 95,5 Aa
2,4-D 83,3 Ab 83,0 Ab 83,2 Ab
C.V.(%)? 4,82

"Médias seguidas pela mesma letra maitisculas na linha comparando bidtipos de leiteira com mesmo
herbicida nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p20,05). Médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna comparando herbicidas para mesmo biétipo de leiteira ndo diferem entre si pelo

teste de Duncan (p=0,05). 2CV: Coeficiente de variagao.

Os inibidores do FlI atrazina e bentazona apresentaram controle e reducao da
MSPA similar entre os trés bibtipos testados (Tabela 6 e 7). No entanto, somente
atrazina apresentou reducéao satisfatéria da MSPA dos biétipos, alcangcando o controle
total, enquanto a bentazona demonstrou controle inferior a 5% (Tabela 6 e 7). O
paraquat, inibidor do fotossistema | (FSI), demonstrou controle e reducao da MSPA
satisfatorios de todos os bibtipos de leiteira, seja na aplicacdo do produto isolado ou
na mistura comercial com diuron, herbicida inibidor do FSII (Tabela 6 e 7).

Saflufenacil, herbicida inibidor da Protox, demonstrou controle satisfatorio
acima de 99,7%, para todos os bibtipos de leiteira. Resultados opostos foram
observados em bidtipos de leiteira resistentes a inibidores da Protox, em fung¢édo da
mutacao na PPO2 pela substituicdo da arginina na posicao 128 por uma leucina, onde
foi detectada resisténcia cruzada aos inibidores da Protox, incluindo saflufenacil, com
fator de resisténcia de 8,6 vezes (MENDES et al., 2020b).

Glifosato, herbicida inibidor da enol-piruvil shiquimato fosfato sintase (EPSPs),
e amoénio glufosinato, inibidor da glutamina sintetase (GS), demonstraram controle
adequado de todos os bibtipos de leiteira, com percentuais de controle acima de

95,5%. O herbicida mimetizador de auxinas 2,4-D, apresentou controle pouco acima
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do minimo requerido em testes de eficiéncia e praticabilidade agronémica (280%),
sendo que todos os bibdtipos testados demonstraram suscetibilidade similar.

Tabela 7- Massa seca da parte aérea (MSPA) de biétipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) aos
30 dias apos a aplicacédo de diferentes herbicidas pés-emergentes. Capao do Leéao, RS,

2020.
MSPA (g planta™)

Tratamento Biotipo 10.1 Biotipo 32.1 __ Bibtipo 32.2
Testemunha 1,67 Aa' 1,47 Ab 1,63 Aa
Cloransulam metilico 1,04 Bb 2,06 Aa 0,60 Bbc
Clorimurom etilico 1,54 Aa 1,31 Ab 1,07 Aab
Metsulfurom metilico 0,36 Bcd 1,66 Aab 0,20 Bc
Nicosulfurom 0,22 Bd 1,43 Ab 0,20 Bc
Atrazina 0,17 ABd 0,25 Ac 0,12 Bc
Bentazona 1,87 Aa 1,64 Aab 1,45 Aa
Paraquat 0,13 Ad 0,28 Ac 0,11 Ac
Paraquat + diuron 0,13 Ad 0,17 Ac 0,14 Ac
Saflufenacil 0,12 Ad 0,17 Ac 0,14 Ac
Glifosato 0,27 Ad 0,30 Ac 0,19 Ac
Amonio glufosinato 0,20 Ad 0,24 Ac 0,42 Ac
2,4-D 0,77 Abc 1,29 Ab 1,23 Aa
C.V.(%)? 45,47

"Médias seguidas pela mesma letra mailsculas na linha comparando biétipos de leiteira com mesmo
herbicida nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p=0,05). Médias seguidas pela mesma letra
mindscula na coluna comparando herbicidas para mesmo biétipo de leiteira ndo diferem entre si pelo

teste de Duncan (p=0,05). 2CV: Coeficiente de variacao.

Os casos de leiteira resistentes a HPPD, Protox e ALS, descritos neste
trabalho, associada a resisténcia ao glifosato (Mendes et al., 2020a), restringem
fortemente as opcdes de controle de leiteira em pré e pés-emergéncia da cultura da
soja. Desta forma, o planejamento de manejo da area, bem como a adocao de
medidas de controle integrado sdo essenciais para 0 sucesso no manejo da espécie.
A rotacao de culturas, com a cultura do milho possibilita 0 emprego de atrazina, que
demonstrou controle satisfatério de todos os biétipos tanto em pré quanto em péds -
emergéncia, bem como, glufosinato de aménio pode ser uma alternativa em pos-
emergéncia em cultivares com a tecnologia LibertyLink ©.

Para o controle quimico em pré-emergéncia da soja, os inibidores da Protox
(flumioxazina e sulfentrazone) continuam sendo eficientes no manejo de biétipos
resistentes. Na pds-emergéncia torna-se necessario o uso de cultivares
geneticamente modificadas que possibilitem a aplicacao de distintos mecanismos de
acao. Neste sentido, as tecnologias LibertyLink ® que permite o uso de aménio
glufosinato, Enlist® que possibilita a aplicagdo de amonio glufosinato e 2,4-D e Intacta2
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Xtend®, que permite o emprego de dicamba, podem se tornar importantes ferramentas
para o manejo de E. heterophylla em um futuro préximo.

2.4 Conclusoes

O bidtipo 32.2 apresenta resisténcia multipla aos inibidores da HPPD e Protox
e o0 biétipo 32.1 apresenta resisténcia multipla a HPPD, Protox e ALS.

Os herbicidas pré-emergentes atrazina, flumioxazina e sulfentrazone séao
eficientes para o controle dos biétipos de leiteira, independente tipo de resisténcia
acumulado.

Os herbicidas pods-emergentes atrazina, paraquat, paraquat+diuron,
saflufenacil, glifosato, aménio glufosinato demonstraram controle satisfatério de todos
os bibtipos de leiteira.
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3. Capitulo Il - Investigacao dos mecanismos associados a resisténcia de leiteira
aos herbicidas inibidores da HPPD

3.1 Introducao

As plantas daninhas representam uma grande ameaga a seguranca alimentar
a nivel global. A competicdo com as culturas por agua, luz e nutrientes acabam
reduzindo o rendimento das culturas, e consequentemente a reducao na oferta de
alimentos. Os herbicidas sintéticos tém se tornado ferramentas valiosas para o
controle de plantas daninhas na agricultura moderna, desde sua introducéo na década
40, contribuindo imensamente para a producdo de alimentos a nivel global.
Atualmente, 413 milhdes de Kg de ingrediente ativo (i.a.) de herbicidas sao
pulverizados em areas agricolas no Brasil, o que representa 4,9 kg por hectare
cultivado para cada ano agricola, sendo que, do montante de agrotdxicos
comercializados no pais, 60,3% sao representados por herbicidas (IBAMA, 2022).
Porém, o uso generalizado de herbicidas para controlar plantas daninhas, sem a
rotacao de métodos de controle, ou até mesmo mecanismos de agao herbicida, levou
a selecao de bibtipos resistentes a estes compostos quimicos.

Biotipos de plantas daninhas resistentes a herbicidas geralmente podem ser
controlados quimicamente por meio do uso de herbicidas que possuem locais de acéao
alternativos. O problema potencial com esta abordagem é a selecao para resisténcia
a multiplos herbicidas e/ou mecanismos de agao (PATZOLDT et al., 2005). Além
disso, o numero de plantas daninhas resistentes a herbicidas vem aumentando
rapidamente, enquanto o desenvolvimento de novos mecanismos de acao vem
diminuindo desde a década de 90 (DUKE, 2012).

Atualmente 53 casos de resisténcia a plantas daninhas foram documentados
no Brasil, sendo 17 casos envolvendo resisténcia multipla a dois ou mais mecanismos

de acao (HEAP, 2022). Dentre as espécies de plantas daninhas que acumulam
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resisténcia multipla, biétipos de leiteira estdo envoldidos em casos de resiténcia com
inibidores da acetolactato sintase (ALS) (GAZZIERO et al., 1998; VIDAL; MEROTTO
JUNIOR, 1999), da protopofirinogénio oxidase (PROTOX) (TREZZI et al., 2005) e da
5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintase (EPSPs) (MENDES et al., 2020a). Além disso,
na América Latina, o Equador apresenta registro de biétipos com resisténcia a linuron,
herbicida inibidor do fotossistema Il (HEAP, 2022). Por outro lado, foi observado que
biétipos de leiteira oriundos de diferentes regides do RS apresentaram resposta
diferenciada a aplicagdo de tembotrione, herbicida inibidor da 4-hidroxifenilpiruvato
dioxigenase (HPPD), e os ensaios de curva dose-resposta sugeriram a existéncia de
biétipos resistentes (SILVA et al., 2016), porém o(s) mecanismo(s) que conferem a
resisténcia, permanecem a serem elucidados.

A leiteira se adapta muito bem aos ambientes de producéo agricola do Brasil,
preferindo solos bem drenados, mas se estabelecendo independente do sistema de
cultivo do solo (direto ou convencional). As sementes podem germinar em uma ampla
faixa de temperatura e caracteristicas do solo, como pH e umidade. Além disso, as
plantulas podem emergir de sementes enterradas até 14 cm de profundidade da
superficie do solo (BRECKE, 1995), e as plantas adultas apresentam elevado indice
de area foliar, proporcionando alta capacidade de competicio como culturas
eudicotiledéneas, como soja, algodao e amendoim (ADELUSI et al., 2006; BRIDGES
et al., 1992). A interferéncia de leiteira pode diminuir a produtividade da soja em até
5,1 kg ha' d! sob competicdo simultdnea (MESCHEDE et al., 2002). Enquanto para
feijdo houve reducdo de 60% no rendimento quando mais de 60 plantas m? estavam
presentes (MACHADO et al., 2015).

Os mecanismos de resisténcia podem ser classificados como relacionados ao
local de acédo (RELA) e ndo relacionados ao local de acdo (N-RELA). Mecanismos
RELA geralmente envolvem mutagbes no gene que codifica a enzima alvo dos
herbicidas, afetando a ligagao do herbicida, seja proximo aos dominios cataliticos ou
em regides que afetam o seu acesso (GAINES et al.,, 2020). A maioria dessas
mutacdes decorrem de polimorfismo de nucleotideo Unico, mas polimorfismos
envolvendo mais de um codon ou delecbes completas de cddons também foram
documentadas (GHANIZADEH et al., 2019). Por outro lado, 0 aumento na quantidade
de enzima alvo, seja pelo incremento da expressao génica ou por duplicagdo génica,
sdo um importante, embora menos comum, mecanismo RELA (GAINES et al., 2020).
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Os mecanismos N-RELA incluem o aumento do metabolismo do herbicida,
sequestro do herbicida, reducdo da absorcdo e/ou translocacdo, bem como, o
aumento da prote¢do contra oxidantes fortes (POWLES; YU, 2010; DELYE, 2013). Os
mecanismos que podem contribuir para a resisténcia N-RELA s&o complexos e
frequentemente envolvem genes que sdo membros de grandes familias. Por exemplo,
as enzimas envolvidas nas resisténcias baseadas no metabolismo de herbicidas
incluem citocromos P450, GSH S-transferases, glicosil transferase e outras
transferases (GAINES et al., 2020).

O entendimento dos mecanismos de resisténcia permite entender a dinamica
evolutiva das populagbes de plantas daninhas para sobreviver a determinado
herbicida. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar os mecanismos de
resisténcia aos inibidores da HPPD em duas populagdes de leiteira oriundas da regiao

noroeste do Estado do Rio Grande do Sul.

3.2 Material e Métodos

Para a realizacdo dos estudos, foram utilizadas sementes dos bidtipos
resistentes aos inibidores da HPPD (32.1 e 32.2) e do suscetivel 10.1. Os ensaios
para investigar os mecanismos de resisténcia foram realizados em casa de vegetacao,
laboratério de biologia molecular e de dindmica de herbicidas do CEHERB/UFPEL,
sendo a metodologia empregada em cada estudo, detalhada a seguir.

3.2.1 Absorcao, translocacao e metabolismo de tembotrione

Os bibtipos de leiteira foram cultivados, em casa-de-vegetacao do
CEHERB/UFPEL, em vasos de 700 mL preenchidos com solo e substrato na
proporcao de 3:1, conforme descrito no ensaio de curva dose-resposta do capitulo .
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3x6, com quatro repeticdes, sendo cada repeticdo composta por uma planta.
O fator A foi composto pelos biétipos 10.1 (suscetivel), 32.1 e 32.2 (resistentes),
enquanto o fator B foi composto pelos tempos de coleta (0, 12, 24, 48, 72 e 96 horas)
apoés a aplicacao de tembotrione.

Para realizar a aplicacdo do herbicida, a solucao de tratamento foi preparada

em agua destilada, adicionando 1,008 g L' de tembotrione (Soberan® 420 SC),

acrescido de 6leo metilado de soja na proporcao de 0,5% v/v, a fim melhorar a
superficie de contato da gota com a folha (GODAR et al., 2015). As plantas de leiteira
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foram tratadas quando atingiram 4 folhas completamente expandidas, assim cada
planta foi tratada com 10 microgotas de 2 ul da solucao herbicida na superficie adaxial
da 3° folha expandida, fornecendo precisamente 20,16 ug de tembotrione por planta.

Os tecidos vegetais foram amostrados logo apds a secagem das goticulas para
comparacoes de recuperacao (0 h) e posteriormente as 12, 24, 48, 72 e 96 horas apds
o tratamento. Os residuos do herbicida ndo absorvidos na folha tratada foram
recuperados com 5 ml de solucdo contendo 80% de acetonitrila e 20% de agua
destilada. Uma aliquota de 1 ml foi amostrada a partir da solugéo de lavagem foliar,
para quantificacdo de tembotrione por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (UHPLC-MS/MS).

Para cada periodo de coleta, os tecidos vegetais foram separados em trés
partes: folha tratada, folhas acima da tratada e folhas abaixo da tratada, sendo
destacados da planta, pesados e armazenados a -80 °C até o momento da extracao.
Para realizar a extracao, foi utilizada metodologia proposta por Su et al. (2020) com
modificacoes. As amostras de tecido vegetal foram maceradas em nitrogénio liquido,
inseridas em tubos de polipropileno de 15 mL, sendo adicionado ao tubo 2,5 mL de
acetonitrila acidificada com acido acético a 5% e 1 mL de agua deionizada, seguido
de agitacdo em voértex por 1 min. NaCl (200 mg) e MgSO4 anidro (800 mg) foram
adicionados com a finalidade de homogeneizar a amostra para separagéo de fases.
O conteudo do extrato foi agitado em vortex por 30 s e em seguida, centrifugado a
20°C, por 3,0 min a 5000 rpm.

A fase superior de acetonitrila (1,5 mL) foi transferida para tubo de 2,0 mL, no
qual foi purificado com 50 mg de amina primaria e secundaria (PSA), 5 mg de carvao
grafitizado (GCB) e 150 mg de MgSOs4 anidro. O conteudo foi agitado em voértex por
1,0 min e centrifugado por 3,0 min a 10.000 rpm a 20°C. O sobrenadante foi filtrado
para vials de cromatografia por meio de filtro de seringa de de nylon (0,22 ym) e, em
seguida, 10uL de amostras foram analisadas via UHPLC-MS/MS para quantificagao
de tembotrione e identificacdo dos metabdlitos conhecidos conforme detalhado por
Klpper et al. (2018).

O UHPLC-MS/MS utilizado, foi o modelo Q-Exactive Focus, contendo
amostrador automatico Dionex ultimate 3000, acoplado a espectrometro de massas
Q-Orbitrap, com sistema de aquisicdo de dados pelo software Trace Finder (Thermo
Scientific, EUA). A separacdo cromatografica foi realizada em coluna analitica

Accucore C18, 2,6 um - 100x2.1 mm (Thermo Scientific, EUA), mantida na
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temperatura de 40°C. Para a eluigao do tembotrione e demais metabdlitos analisados,
utilizou-se as fases méveis, A) agua ultrapura, 0,1% de acido férmico (v/v) e B)
acetonitrila, 0,1% de acido férmico (v/v). O gradiente de eluicéo iniciou em 5% B até
0.5 min, aumentando para 95% B até 4 min, mantendo-se em modo isocratico por
mais 0.5 min, reduzindo para 5% B aos 5 min e finalizando em 5% B aos 6 min, com
fluxo de 0,300 mL min'.

As condicoes de espectrometria de massas foram: fonte de ionizacao:
eletrospray; modo de elestrospray: positivo e negativo; energia de ionizagéo: 20, 40 e
60 eV; temperatura do capilar: 340 °C; voltagem do spray: 4.0 kV; vazao do sheat gas:
40 L h''; vazao do géas auxiliar: 12 L h'' e resolugdo: 70.000. O tempo de retencio dos
analitos e os ions monitorados (percursor e produto) podem ser encontrados na tabela
8, enquanto a férmula estrutural de tembotrione e seus metabdlitos podem ser
observados na figura 13. A curva-padréo de tembotrione foi preparada em acetonitrila,
nas concentragbes de 1.0 até 250.0 ug L'. O padrdo analitico de tembotrione
utilizados foi obtido pela Sigma-Aldrich®.

Tabela8- Nome do composto, férmula molecular, massa molecular, tempo de retengao, ion
precursor e produtos monitorados para tembotrione e seus metabolitos. Capao do Leéo,

RS, 2022.
Formula Massa . fon
Nome do composto molecular molecular T.R. Dercursor Produtos
441.0381 341.0243
' [M+H]*;  305.0475
fempotrone CirHicOCIF,S — 440.0302 497 458 0646  262.0389
[M+NH,]*
M CasH2s01sCIFsS  660.0891 - 65?&_0;3]1 8 ]
M2 CiiH10OsCIFsS 3459889  3.87 3‘;&?5]? 7 i
457.0330
M3/M4 Ci7H1O:CIFsS  456.0257  4.63 [M+H]"; )
e ' ' 474.0595
[M+NH,]*
M5 Ci7H14OsCIFsS  438.0152  5.02 4?&9&79 ]
M6 Ci2H10OsCIFsS  357.9889 ; 3?&?&1 7 -
M7 CasHcO12CIFsS  618.0785  3.95 61[&-% 12 ]
M8 C2sH24012CIFsS  616.0629 - 61[&-3_?]56 ]
M9 Ci7H160sCIFsS  472.0206  3.82 47[|:/i-0r1|]?3

" Tempo de retengao
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Figura 13- Formula estrutural de tembotrione e seus principais metabdlitos monitorados nos bidtipos

de leiteira as 48h apds a aplicagao de tembotrione. * M8 n#o foi desenhado pois é a forma reduzida
de M7 e se desconhece o local exato onde esté localizada a dupla ligagao resultante da perda de dois atomos

de hidrogénio. Capéo do Leéo, RS, 2022.

A absorcéo foi definida como o total recuperado em cada lavagem, expresso
percentualmente ao total recuperado na lavagem realizada no tempo 0. As
quantidades relativas de tembotrione nas trés seccoes das plantas (folha tratada,
folhas acima da tratada e abaixo da tratada) foram expressos em pg de tembotrione
por g de tecido vegetal. Os metabdlitos de tembotrione foram avaliados na folha
tradada as 48 horas ap6s a aplicacao de tembotrione e demostrados graficamente
através de cromatogramas de abundancia relativa. Os dados foram analisados quanto
a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade pelo teste de Hartley
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e, posteriormente, submetidos a analise de variancia (p<0,05). Em caso de
significancia, foram comparados os fatores tempo de coleta e bibtipos de leiteira
através de regressodes.

3.2.2 Efeito de inibidores da P450 no metabolismo de tembotrione

Os bidtipos de leiteira foram cultivados em casa-de-vegetacdo, nas mesmas
condigdes descritas acima no item 3.2.1. O experimento foi arranjado em esquema
fatorial 3x3x9, com quatro repeticdes. O fator A representou os bibtipos resistentes e
suscetivel; o fator B, a auséncia e os inibidores da P 450: malation e butéxido de
piperonila (PBO); ja o fator C, as doses de tembotrione (0; 12,6; 25,2; 50,4; 100,8;
201,6;403,2;806,4 e 1612,8 g ha''), acrescidas de 6leo metilado de soja na proporgao
de 0,5% v/v a calda de pulverizacao.

Quando as plantas apresentaram 3-4 folhas, foi aplicado os inibidores da P450,
malathion (Malathion 1000 EC) e PBO (K-Obiol 25 EC), ambos na dose de 2000 g ha
! duas horas antes da pulverizagdo das doses do herbicida tembotrione. Para garantir
a inibicao das enzimas P450, e limitar a possivel metabolizagdo de tembotrione, foi
adicionado ao solo, 50 ml de solugédo contendo 5 mM de malathion e PBO, para seus
respectivos tratamentos, as 48 horas apds a aplicacao das doses do herbicida. As
pulverizacées foram realizadas com equipamento costal pressurizado com COz,
seguindo as mesmas condi¢des descritas no capitulo I.

As variaveis avaliadas foram controle (30 DAT) e reducdo da massa seca,
conforme detalhado no capitulo I. Os dados foram analisados quanto a normalidade
(teste de Shapiro Wilk) e homocedasticidade (teste de Hartley), e posteriormente
submetidos a analise de variancia (p<0,05), caso constatada diferenca significativa
foram submetidos a anadlise de regressao (p<0,05).

3.2.3 Expressao do gene HPPD

Para realizagao do experimento de expressao da HPPD os biétipos resistentes
(32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1) foram tratados com tembotrione na dose de 100,8 g
ha' e 6leo metilado de soja na concentragdo de 0,5% v/v, com equipamento costal
pressurizado com COz, conforme as condigdes estabelecidas no capitulo I. A 3° e 4°
folha das plantas de leiteira foram coletadas as 0, 12, 24 e 48 horas apds a aplicacao
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do herbicida, sendo congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C para
isolamento de RNA.

O tecido congelado, em trés repeticdes bioldgicas independentes, foi macerado
em nitrogénio liquido usando almofariz e pistilo pré-resfriados para evitar o
descongelamento, sendo transferido 100 mg de tecido para tubos de 1,5 mL. A
extracdo do RNA total foi realizada usando PureLink™ (Plant RNA Reagent-
InvitrogenTM, Carlsbad, CA, USA) seguindo as recomendacgdes do fabricante. As
amostras de RNA passaram por um processo de limpeza e foram acondicionadas
overnight em suspensédo com LiCl 10 M em volume correspondente a %4 do volume
total da amostra. Apds este periodo, a integridade do RNA total foi verificada em
eletroforese em gel de agarose (1%) utilizando GelRed (Invitrogen™). A qualidade e
concentracdo do RNA foi aferida em espectrofotometro Nanodrop (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA). 1ug de RNA de cada amostra foi tratado com DNase
I (Invitrogen™) e convertido em cDNA utilizando Oligo(dT) e o SuperScript™ Il First-
Strand Synthesis System kit (Invitrogen) seguindo as recomendacdes do fabricante.

Os cDNAs sintetizados foram utilizados para PCR quantitativo em tempo real
(RT-gPCR) para quantificar a expressao da HPPD seguindo as recomendagdes do
guia MIQE para experimentos em qPCR (BUSTIN et al., 2009). Para as andlises em
RT-gPCR, foram utilizados oligonucleotideos para o gene alvo (HPPD) e para os
genes de referéncia (B-tubulin e 185 rRNA) (Tabela 9). Os oligonucleotideos forward
e reverse para a leiteira foram desenhados no software Primer3Plus
(https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) utilizando a
sequéncia parcial da CDS (coding sequence) da HPPD de Euphorbia heterophylla
disponivel na plataforma The International Survey of Herbicide Resistant Weeds
(HEAP, 2022). A eficiéncia de amplificacao e especificidade de cada oligonucleotideo
foram determinadas em experimentos de validacdo utilizando quatro diluicoes
seriadas de cDNA. Foram utilizados nos ensaios de quantificagdo da expressao
génica oligonucleotideos apresentando eficiéncia entre 90 e 110% e um Unico pico na
curva de dissociacao.

Os experimentos de expressdo génica foram realizados no termociclador
LightCycler™ 480 Instrument Il (RocheTM, Rotkreuz, Switzerland) com trés repeticdes
bioldgicas e trés repeticbes técnicas. As reacdoes foram realizadas em placas
LightCycler™ 480 Multiwell Plates 96 (Rochemw, Rotkreuz, Switzerland) contendo

cDNA (1,0 pL) na diluicao de 1:25 (diluigdo determinada no experimento de validagéo),
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PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) (5,0 pL), oligonucleotideo
foward 500 mM (0,5 pL) e UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water
(Invitrogen™) (3,0 uL) em uma reacéao de 10,0 pyL de volume total.

Tabela 9-  Oligonucleotideos para o gene alvo e para os genes de referéncia utilizados para os
estudos de expressao génica em RT-gPCR. Capao do Leéo, RS, 2022.

Gene (C:_)I,i_%t,))nucleotideo foward (Osl,i_%?)nucleotl'deo reverse Referéncia
GTGTTTGGGACGAAGAGG AAGCGCCAAATGCTGTACT
Alvo HPPD AA C Heap, 2022
ATGTGGGATGCCAAGAACA TCCACTCCACAAAGTAGGA
Referéncia  B-tubulin TGATGTG AGAGTTCT Nakka et al., 2017
CTACGTCCCTGCCCTTTGT ACACTTCACCGGACCATTC
Referéncia 18SrRNA ACA AA Jain et al., 2006

As reacdes de RT-gPCR foram realizadas nas seguintes condigbes, de acordo
com as recomendacdes do fabricante para uso do PowerUp SYBR Green Master Mix
(Appiled Biosystems): UGD Activation a 50 °C por 2 minutos, Dual Lock DNA
polimerase a 95 °C por 2 minutos, e 45 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 15
segundos e extensao e anelamento a 60 °C (temperatura determinada no experimento
de validagao) por 1 minuto. A curva de melting foi realizada nas seguintes condicoes:
95 °C por 5 segundos, 70 °C por 1 minuto e uma rampa de temperatura até 95 °C
aumentando 0,5 °C por 5 segundos.

A expressdo génica foi calculada utilizando o método 244Ct (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001), sendo os dados correspondentes aos tratamentos 12, 24 e 48
horas apéds a aplicacdo de tembotrione, comparados a condigéo controle (0 horas de
aplicacao de tembotrione) para cada biétipo e normalizados utilizando os genes de
referéncia B-tubulin e 18S rRNA.

3.3 Resultados e Discussao
Os resultados serdo apresentados seguindo a ordem exposta no material e
métodos.

3.3.1 Absorcao, translocacao e metabolismo de tembotrione

Os valores observados para absor¢dao demonstraram interacao entre biétipos e
horas apés a aplicagdo de tembotrione, onde os dados se ajustaram ao modelo
sigmoidal logistico de trés parametros (Figura 14). Foi verificado que os biétipos
resistentes (32.1 e 32.2) apresentam absorcdo levemente superior ao bibtipo
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suscetivel (10.1) nas primeiras 24 horas ap6s a aplicagcao de tembotrione. Esses
resultados podem ter ocorrido em virtude que nos horarios iniciais de exposicéo 0s
bi6tipos resistentes apresentam menor gradiente de concentracdo entre a cuticula e
células do mesdfilo em comparacdo ao suscetivel. Assim, maior quantidade de
herbicida pode estar difundindo em direcdo ao menor gradiente de concentragao

(epiderme, parénquima palicadico e lacunoso), da area de maior concentracao

(cuticula).
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Figura 14- Absorcdo de tembotrione (%) pelos bibtipos de leiteira (Euphorbia heterophylia)
resistentes (32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1) em diferentes horarios apds a aplicagdo do
herbicida. Capao do Leéao, RS, 2022.

Com o passar do periodo de exposicao ao herbicida tembotrione o gradiente
de concentracdo passou a ter pouca influéncia na absorcado do herbicida entre os
biétipos de leiteira. A partir das 48 horas apds a aplicacdo de tembotrione, nao foi
observado diferenca entre os biétipos, sendo que, cerca de 95 % do total aplicado de
tembotrione foi absorvido pela cuticula das plantas tratadas. O grupo quimico das

tricetonas, nos quais incluem os herbicidas tembotrione, mesotrione e sulcotrione
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apresentam rapida absorcao pela cuticula das plantas, onde valores superiores a 75%
sao observados nas primeiras 12 horas ap6s a exposicao a esta classe de herbicidas
(GODAR et al., 2015; KUPPER et al., 2018; LU et al., 2020).

As caracteristicas fisico-quimicas de tembotrione as quais incluem, baixa
pressao de vapor, log de Kow préximo a 2 em solugées com pH acido (s2.0) e
solubilidade em &gua de 28 g L', permitem que o herbicida seja rapidamente
absorvido pela cuticula foliar, onde valores acima de 90% foram observados em
plantas de A. palmeri as 24 horas ap0s a aplicacao do herbicida (CHEMBASE, 2022;
KUPPER et al., 2018). Baseado nos resultados é evidente que a absorcdo de
tembotrione é semelhante entre os bibtipos resistentes e suscetivel, portanto, a
absorcao diferencial ndo é responsavel pela resisténcia aos herbicidas inibidores de
HPPD.

Os dados da quantificacdo de tembotrione na folha tratada se ajustaram ao
modelo exponencial decrescente de trés parametros (Figura 15). As 12 horas apés a
aplicacdo de tembotrione, pode ser observado que os bibtipos resistentes
apresentavam menor quantidade de tembotrione na folha tratada, cerca de 40 e 33%,
respectivamente, para os bibtipos 32.1 e 32.2 em comparacao ao biétipo 10.1. Com o
decorrer dos periodos de avaliacao a diferenga na concentracado de tembotrione entre
os biétipos resistentes e o suscetivel incrementou, sendo que nas 24h a diferenca foi
préxima a 10x, nas 48 h a 8 x, nas 72h a 20x e nas 96 a 7x.

Os resultados da quantificacao de tembotrione na folha tratada demonstra que
o herbicida € absorvido pelos bibtipos resistentes, sendo observado as 12 horas apds
a aplicacéo valores préximos a 50 pug g, no entanto, como os valores verificados ap6és
as 12 horas foram altamente inferiores, pode-se inferir que o herbicida ou é
rapidamente dissipado da folha tratada para outras partes da planta, ou metabolizado
em outros compostos. Para avaliar se o herbicida é rapidamente dissipado para outras
partes da planta, tembotrione foi quantificado nas folhas acima e abaixo da tratada.

Os dados da quantificacao de tembotrione nas folhas acima e abaixo da tratada
se ajustaram ao modelo polinomial linear, para os bidtipos resistentes (32.1 e 32.2),
enquanto o bidtipo suscetivel (10.1) ndo apresentou ajuste ao modelo proposto
(Figuras 16 e 17). Os resultados demonstraram que nos bi6tipos resistentes, a
concentragao de tembotrione nas folhas acima da tratada foram inferiores nos biétipos
32.1 e 32.2, em comparacao ao bibtipo 10.1 (Figura 16). Nos bibtipos resistentes, a
concentracdo de tembotrione foi proxima a 0,6 pg g' as 12h apés a aplicagédo, sendo
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que esses valores seguiram a tendéncia de reducao com o decorrer dos horarios de
avaliacdo, onde a concentragdo encontrada nas 96 horas apdés a aplicacdo do

herbicida proxima a 0 ug g'.
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Figura 15- Tembotrione pg por g' de tecido vegetal da folha tratada dos bidtipos de leiteira
(Euphorbia heterophylla) resistentes (32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1) em diferentes
horarios apos a aplicacdo do herbicida. Capao do Ledo, RS, 2022.

No biétipo suscetivel a concentragao de tembotrione incrementou até as 48
horas, chegando ao maximo de 7,1 ug g, sendo que nos horarios seguintes, a
concentracdo reduziu para valores préximos a 3,5 ug g'. O biétipo suscetivel mantém
concentracdo de tembotrione nas folhas acima da folha tratada (folha ndo expandida
e folhas meristematicas) com valores acima de 3,5 ug g' apés 24h da aplicacédo do
herbicida, enquanto nos resistentes em todos os periodos avaliados a quantidade foi
sempre inferior a 0,62 ug g™'.

O acumulo de tembotrione nas folhas abaixo da tratada foi altamente inferior
nos biodtipos resistentes em comparacao ao suscetivel (Figura 17).0 biétipo suscetivel
apresentou valores proximos a 0,6 pug g durante as 24 e 48 horas ap6s a aplicacéo
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de tembotrione, enquanto os resistentes apresentaram 15 vezes menos herbicida,
com a concentragdo préxima a 0,04 ug g'. Com o decorrer dos periodos de avaliagéo,
houve redugdo na concentracdo do bibtipo suscetivel, no entanto, os valores
observados foram de 0,42 e 0,13 ug g, respectivamente para as 72 e 96 horas apds
a aplicacdo de tembotrione, enquanto para os bibtipos resistentes os valores

observados foram inferiores ao limite de deteccao.
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Figura 16- Tembotrione ug por g' nas folhas acima da tratada nos biétipos de leiteira (Euphorbia
heterophylla) resistentes (32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1) em diferentes horarios apoés a
aplicagao do herbicida. Capao do Leéo, RS, 2022.

As folhas abaixo da tratada nos biétipos resistentes e suscetivel, demostraram
comportamento similar as acima da folha tratada, em relagdo ao acumulo de
tembotrione com o decorrer dos periodos de avaliacao (Figura 16 e 17). Porém, o
montante verificado por g de tecido vegetal, foi inferior nas folhas abaixo da tratada,
em comparagao as acima da tratada. O tembotrione é movel tanto no simplasto da
planta (floema) quanto no apoplasto (xilema) (VAN ALMSICK et al., 2009). A

mobilidade no floema é de particular importancia, pois garante que apds a



76

pulverizacdo em pds-emergéncia o herbicida seja distribuido no fluxo de
fotoassimilados das folhas maduras (fontes metabdlicas) para as folhas em
desenvolvimento altamente suscetiveis (drenos metabdlicos) no apice da parte aérea
(DAN et al., 2018). Ensaios utilizando tembotrione marcado com '4C aplicado em folha
fotossinteticamente ativa, demonstram maior radioatividade concentrada no apice das
plantas (KUPPER et al., 2018), indicando fluxo e acimulo preferencial do herbicida no

meristema apical.
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Figura 17- Tembotrione ug por g' nas folhas abaixo da tratada nos biotipos de leiteira (Euphorbia
heterophylla) resistentes (32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1) em diferentes horarios ap6s a
aplicagao do herbicida. Capao do Leéo, RS, 2022.

Os bibtipos resistentes apresentaram menor acimulo de tembotrione em todas
as partes avaliadas (folha tratada, folhas acima e abaixo da tratada), desta forma, para
avaliar a possivel metabolozacdo de tembotrione em outros compostos, o ion
precursor de metabdlitos conhecidos de tembotrione (Tabela 8) foram monitorados via
UHPLC-MS/MS (Figura 13), nas amostras correspondentes as 48 horas apés a
aplicacao de tembotrione. Os cromatogramas de abundéancia relativa de tembotrione
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e seus metabdlitos podem ser observados na folha tratada (Figura 18), nas folhas
acima da tratada (Figura 19) e nas abaixo da tratada (Figura 20), para os biétipos
suscetivel 10.1 (A) e resistentes 32.1 (B) e 32.2 (C). Dos metabolitos conhecidos de
tembotrione monitorados, foram identificados nos bibtipos de leiteira tratados com
tembotrione os metabdlitos M2, M3/M4 e M5 (Figuras 18, 19 e 20).
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Figura 18- Cromatogramas de UHPLC mostrando tembotrione e os principais metabdlitos
observados nos bidtipos de leiteira suscetivel 10.1 (A) e resistentes 32.1 (B) e 32.2 (C),
avaliados as 48 horas apos o tratamento na folha tratada. Capao do Leéo, RS, 2022.

Na folha tratada, as 48 horas apés a aplicacao de tembotrione foi observado no
biotipo suscetivel maior abundéancia relativa de tembotrione em detrimento dos
metabolitos, sendo os valores observados destes compostos, inferiores a 15% (Figura
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18A). Por outro lado, os bibtipos resistentes apresentaram elevado acumulo do

metabdlito M2 e baixa abundancia relativa dos metabdlitos M3/M4 e M5, porém a

quantidade relativa de tembotrione foi reduzida significativamente, onde os valores

observados foram proximos a 20% no bidtipo 32.1 e 53% no bidtipo 32.1, quando

comparados ao metabdlito M2 (Figura 18B e 18C).
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Figura 19- Cromatogramas de UHPLC mostrando tembotrione e os principais metabdlitos

observados nos bibtipos de leiteira suscetivel 10.1 (A) e resistentes 32.1 (B) e 32.2 (C),
avaliados as 48 horas apds o tratamento nas folhas acima da tratada. Capao do Leéo,

RS, 2022.

Os resultados de abundancia relativa de tembotrione nas folhas acima da

tratada e abaixo da tratada, demonstraram resultados similares ao observado na folha

tratada (Figuras 19 e 20). De maneira geral, o bibtipo suscetivel apresenta baixa
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abundancia relativa dos metabolitos de tembotrione e mantém intensidades elevadas
de tembotrione. Os bibtipos resistentes apresentam baixa abundancia relativa de
tembotrione e dos metabdlitos M2/M4 e M5, no entanto apresentam acumulo de

intensidades expressivas do metabdlito M2.
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Figura 20- Cromatogramas de UHPLC mostrando tembotrione e os principais metabdlitos
observados nos bidtipos de leiteira suscetivel 10.1 (A) e resistentes 32.1 (B) e 32.2 (C),
avaliados as 48 horas apés o tratamento nas folhas abaixo da tratada. Capao do Leao,
RS, 2022.

Esses resultados sugerem que a resisténcia de leiteira a tembotrione é
conferida pela rapida metabolizagdo do herbicida, através da clivagem da estrutura
cicloexano e formagado do metabdlito M2. O M2 é resultante da clivagem oxidativa
formada pela separacdo da 1,3-ciclohexanodiona (CHD) do anel benzoico de
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tembotrione, sendo denominado de acordo com as regras estabelecidas pela
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) como {2-[2-cloro-4mesil-
3-(2,2,2-trifluoro  etoxi)metil] acido benzoico} e identificado como TCMBA
(CALVAYRAC et al., 2013; RANI et al., 2020) ou AE 0456148 (BRANCATO et al.,
2018).

TCMBA é um metabdlito da degradacao de tembotrione no solo (RANI et al.,
2020), via fotdlise (CALVAYRAC et al., 2013) e no metabolismo vegetal (KUPPER et
al., 2018). Derivados do acido benzoico também sdo encontrados como subprodutos
da degradacao de outros herbicidas do grupo quimico das tricetonas, como o
sulcotrione, que forma CMBA (HALLE et al.,, 2006; CHAABANE et al., 2008) e
mesotrione que origina MNBA (ALFERNESS; WIEBE, 2002).

Os casos conhecidos envolvendo a resisténcia de plantas daninhas aos
herbicidas inibidores da HPPD apresentam como mecanismo de resisténcia a rapida
metabolizagdo do herbicida (KUPPER et al., 2018; KAUNDUN et al., 2017; LU et al.,
2020), ou a metabolizacdo associada ao aumento da expressdao do gene HPPD
(NAKKA et al.,, 2017). Nos casos envolvendo a rapida metabolizagdo, o principal
metabdlito formado em plantas resistentes é o 4/5-hidroxitembotrione (M3/M4), para
tembotrione (KUPPER et al., 2018) e 4-hidroximesotrione (KAUNDUN et al., 2017; LU
et al., 2020) para mesotrione, metabdlitos esses, que sado conhecidos por
assegurarem a seletividade desses herbicidas no milho (LU et al., 2020). A oxidacao
das moléculas de tembotrione e mesotrione e formacéao, respectivamente, de 4/5-
hidroxitembotrione e 4-hidroximesotrione, em plantas daninhas resistentes € mediada
por enzimas do complexo P450, porém os genes que conferem resisténcia metabdlica
a herbicidas inibidores de HPPD n&o foram identificados em plantas daninhas
(KAUNDUN et al., 2017; LU et al., 2020).

Neste estudo foi verificado que o principal metabdlito formado pela degradacao
de tembotrione nos bibtipos resistentes é o TCMBA (M2). Esse metabdlito foi
verificado em plantas de Amaranthus palmeri tratadas com tembotrione, porém a
quantidade foi similar entre bi6tipos resistentes e suscetiveis aos inibidores da HPPD
(KUPPER et al., 2018). O herbicida tembotrione, bem como os metabdlitos M3/M4 e
M5 podem sofrer clivagem da estrutura cicloexano para formar o metabdlito TCMBA
(Figura 21), porém os genes envolvidos neste processo sdo desconhecidos. Como os
metabolitos M3/M4 e M5 foram observados em pequenas quantidades nos biétipos

resistentes de leiteira (32.1 e 32.2), e por outro lado, M2 é rapidamente formado nestes
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bi6tipos é provavel que tembotrione seja diretamente metabolizado a TCMBA (M2),
sem passar esses compostos intermediarios. Nesse sentido, para verificar se a
oxidacao mediada por enzimas do complexo P450, pudessem estar envolvidas na
metabolizacdo de tembotrione, foi realizado um estudo com intuito de verificar se os
inibidores da P450 conseguem reverter a resisténcia de leiteira a tembotrione, o qual
€ detalhado no tépico a seguir.
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Figura 21-  Estruturas quimicas de tembotrione e dos metabdlitos detectados nos bidtipos de leiteira
(10.1, 32.1 e 32.2), esquematizados de acordo com suas provaveis vias de detoxificagao.
Tembotrione € mostrado em contorno laranja, enquanto os metabdlitos intermediarios
M3/M4 e M5 sao mostrados sem contorno. O principal metabdlito (M2) encontrado nos
bidtipos resistentes (32.1 e 32.2) é mostrado em contorno verde. Capéo do Leédo, RS,
2022.

Dos metabdlitos resultantes da detoxificacdo de tembotrione em plantas, M2
nao exibe nenhuma atividade herbicida, M5 apesar de ser um metabdlito importante,
sua funcdo, atividade herbicida e importancia na detoxificagdo nao sao claros
(KUPPER et al., 2018). Por outro lado, hidroxitembotrione (M3/M4) ainda pode
apresentar afinidade e capacidade de inibir a enzima HPPD (KUPPER et al., 2018).
Desta forma, de acordo com os resultados obtidos, os bibtipos de leiteira resistentes
apresentam a capacidade de metabolizar tembotrione em um composto atéxico, sem

nenhuma atividade herbicida.
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3.3.2 Efeito de inibidores da P450 no metabolismo de tembotrione

A andlise dos resultados obtidos nos experimentos de curva de dose-resposta
com inibidores da P450 nos bidtipos resistentes e suscetivel aos inibidores da HPPD,
demonstrou ndo ser necessaria a transformacao dos dados, com base nos testes de
Shapiro-Wilk e Hartley. A analise da variancia indicou ocorrer interagdo entre 0s
fatores testados (biétipos de leiteira x inibidores da P450 x doses de tembotrione) para
as variaveis controle (30 DAT) e MSPA. Os dados se ajustaram ao modelo sigmoidal
do tipo logistico, com valores do coeficiente de determinacéo (R?) variando entre 0,95
a 0,99 (Figuras 22 e 23), demonstrando ajuste satisfatérios dos dados ao modelo.

A variacao de controle do bidtipo suscetivel (10.1) com o0 aumento das doses
de tembotrione, foi similar independente da presenca ou auséncia dos inibidores da
P450 (malathion ou PBO) (Figura 22). Os inibidores da P450 nao reestabeleceram a
suscetibilidade nos biotipos resistentes aos inibidores da HPPD (32.1 e 32.2). Porém,
foi verificado que nos bibtipos resistentes, as plantas tratadas com PBO necessitaram
maiores doses do herbicida tembotrione, para alcangarem o mesmo nivel de controle
que as plantas nao tratadas com o inibidor. Por outro lado, a aplicacdo de malathion
demonstrou pouca interferéncia no controle em funcdo do aumento das doses de
tembotrione, em comparacao as plantas nao tratadas com este inibidor da P450.

Esses resultados indicam que a hidroxilagdo mediada por enzimas do complexo
P450 é irrelevante na resisténcia de leiteira a tembotrione. Esse resultado é diferente
dos casos de resisténcia de A. palmeri, A. tuberculatus e Raphanus raphanistrum aos
inibidores da HPPD, onde o uso de inibidores da P450 sao capazes de restabelecer a
sensibilidade dos biétipos resistentes, para mesotrione e tembotrione (OLIVEIRA et
al., 2018; LU et al., 2020). Nas plantas, além das fungdes fisioldégicas para a sintese
de hormbnios, esterdis, acidos graxos e diversos aspectos do metabolismo
secundario, as enzimas do citocromo P450 sdo importantes para a desintoxicacao de
substancias quimicas, entre as quais os herbicidas, através da hidroxilacdo ou
dealkilacdo (POWLES; YU, 2010).

Malathion atua como um “substrato suicida” para as enzimas citocromo P450,
devido a liberacdo de espécies reativas de enxofre durante seu metabolismo, nas
quais podem se ligar covalentemente em determinadas enzimas P450 (CORREIA;
MONTELLANO, 2005). O PBO se liga ao sitio ativo das P450 e depois é metabolizado
a um complexo inibidor pseudoirreversivel entre um radical carbeno do grupo
metilenodioxifenil e o ferro ferroso das enzimas P450 (FEYEREISEN, 2015).
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Figura 22- Controle (%) de bidtipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) resistentes (32.1 e 32.2) e
suscetivel (10.1) aos 30 dias apdés a aplicacdo de diferentes doses do herbicida
tembotrione com inibidores da P450 malathion e butéxido de piperonila. Capao do Leéo,
RS, 2022. T: tembotrione; M: malathion; P: butéxido de piperonila.

A aplicacdo em pds-emergéncia dos inibidores da P450 (malathion, amitrole e
PBO) com herbicidas inibidores de HPPD (mesotrione, tembotrione e topramezone)
mostrou potencial para reverter a resisténcia de A. tuberculatus para um fenétipo
suscetivel (OLIVEIRA et al., 2017a). Do mesmo modo, malation e tetciclacis reduziram
significativamente o metabolismo de mesotrione em milho e A. tuberculatus resistente
a HPPD (MA et al.,, 2013). Assim, esses resultados indicam que o aumento do
metabolismo oxidativo da molécula de mesotrione, contribui significativamente para a
ocorréncia de resisténcia ao herbicida, e a mistura do herbicida com inibidores da
P450 monooxigenase, pode restaurar a suscetibilidade dos bi6tipos resistentes (MA
et al., 2013; OLIVEIRA et al.,, 2017a). O malathion possibilitou reestabelecer a
suscetibilidade para tembotrione em Raphanus raphanistrum resistentes aos
inibidores da HPPD, no entanto para mesotrione e isoxaflutole o inibidor das enzimas
P450 nao apresentou efeito sinergista (LU et al., 2020).
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Os dados de reducao da MSPA (%) corroboram com os resultados obtidos no
ensaio de controle (Figuras 22 e 23). De maneira geral, para o bi6tipo 10.1 as curvas
dose-resposta de tembotrione associado com malathion e PBO nao afetaram a
reducdo da MSPA em comparacao a curva dose-resposta de tembotrione sem a
presenca de inibidores da P450 (Figura 23). Para os biétipos resistentes (32.1 e 32.2)
as curvas dose-resposta de malathion com tembotrione também demonstraram
percentual de reducao de MPSA similar aquelas onde foi aplicado apenas o herbicida.
No entanto, as curvas dose-resposta de tembotrione e PBO demonstraram uma

menor reducdo da MSPA em comparacao a auséncia do inibidor da P450.
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Figura 23- Reducgédo da massa seca da parte aérea (MSPA) (%) de biétipos de leiteira (Euphorbia
heterophylla) resistentes (32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1) aos 30 dias apos a aplicacdo de
diferentes doses do herbicida tembotrione com inibidores da P450 malathion e butdxido

de piperonila. Capado do Ledo, RS, 2022. T: tembotrione; M: malathion; P: butéxido de
piperonila.

Os bidtipos de leiteira avaliados ndo apresentaram alteragdes de controle e
reducdo da MSPA que explicassem que o mecanismo de resisténcia envolvesse a

metabolizacdo mediado por enzimas da familia das P450. O menor controle e redugao
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da MSPA dos biétipos resistentes tratados com herbicida e PBO, pode estar
relacionada ao efeito protetor da nafta aromatica presente na emulsdo do produto
comercial, contendo PBO (K-obiol®). Estes inertes presentes no produto comercial,
causaram uma leve fitotoxicidade nas plantas de leiteira, e podem ter agido como
“safeners’ ativando enzimas antioxidantes que minimizaram o estresse oxidativo
(PAWLOWSKA et al., 2019) causado pela inibicado da HPPD em funcao da aplicagéao
de tembotrione.

3.3.3 Expressao do gene HPPD

Os niveis de expressdo do gene HPPD variaram apreciavelmente de planta
para planta dentro dos bidtipos suscetivel e resistentes, especialmente as 12 horas
apos a aplicacao de tembotrione (Fig. 24). De maneira geral, os bi6tipos resistentes
(32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1) reduzem a expressao do gene HPPD, de acordo com
0 incremento da exposicdo ao herbicida tembotrione, levando em consideracédo a
expressao relativa aos genes de referéncia Btubulina e 18S rRNA de amostras de
RNA extraidas de tecidos foliares antes (0 horas) e apdés o tratamento com
tembotrione (12, 24 e 48H).

E importante ressaltar que os niveis de expressdo da HPPD as 12, 24 e 48
horas apds a aplicacao de tembotrione, foram calculados para os biétipos 10.1, 32.1
e 32.2 contra o tratamento 0 horas, ou seja, sem a aplicagdo de tembotrione. Isto
indica que a resisténcia a tembotrione nos bidtipos 32.1 e 32.2 ndo se deve a niveis
mais elevados do gene alvo dos herbicidas inibidores da HPPD, expresso
constitutivamente ou induzivelmente apéds a aplicacao de tembotrione as 12, 24 e 48
horas apds a aplicacao de tembotrione.

Todos os casos conhecidos de resisténcia aos inibidores da HPPD se devem
ao aumento da metabolizacdo do herbicida (HEAP, 2022), no entanto ha apenas um
caso envolvendo A palmeri, que além da metabolizagdo, as plantas resistentes
apresentam niveis basais de mMRNA do gene HPPD regulados positivamente (NAKKA
et al., 2017). Esse aumento na expressao do gene HPPD, variando entre 4 a 12 vezes,
dependendo da populacédo, provavelmente desempenha um papel importante na
resposta inicial das populacées resistentes de A palmeri quando realizada a aplicacao
de mesotrione (NAKKA et al., 2017).
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Figura 24- Expressao do gene HPPD relativa a Btubulina e 18S rRNA em Euphorbia heterophylla
suscetivel (10.1) e resistente (32.1 e 32.2) aos herbicidas inibidores da hidroxifenil piruvato
dioxigenase, as 12, 24 e 48 horas ap6ds a aplicagcédo de tembotrione (100,8 g ha). As
diferengas ndo foram significativas entre bidtipos para cada periodo de coleta (P < 0,05).
Os dados foram agrupados de trés experimentos (n:18). As barras verticais representam
o intervalo de confianca ao nivel de 95% de significancia (p=0,95). Capao do Leéo, RS,
2022.

3.4 Conclusoes

Os bidtipos de leiteira resistentes aos inibidores da HPPD apresentam como
mecanismo de resisténcia a rapida metabolizacao do herbicida tembotrione, para um
metabolito atoxico denominado de TCMBA.

Nao foram observadas respostas diferenciais entre os bidtipos resistentes e
suscetivel quanto a absorcéao, inibicao das P450 e expressao do gene HPPD.
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4. Capitulo Il — Fluorescéncia da clorofila, fotossintese e resposta antioxidante
de Euphorbia heterophylla resistente aos inibidores da HPPD em funcao da
aplicacao de tembotrione

4.1 Introducao

A hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD, EC 1.13.11.27) € a enzima alvo de
uma série de herbicidas modernos que foram introduzidos recentemente ou estao em
fase de desenvolvimento. Os herbicidas que inibem a HPPD sdo baseados na
funcionalidade quelante, na qual o herbicida se liga ao centro ferro redox ativo da
enzima, bloqueando a catélise (WITSCHEL, 2009). Com a inibicdo catalitica, ndo
ocorre conversao de tirosina em acido homogentisico, precursor de tocoferdis,
tocotriendis e prenil quinonas, como a plastoquinona (DAYAN; ZACCARO, 2012; XU
et al., 2019).

A plastoquinona € um transportador de elétrons soluvel que liga os aceptores
de elétrons primarios do FSIlI (QA e QB) ao citocromo bef, promovendo o fluxo de
elétrons entre os fotossistemas (XU et al., 2019). Através do fluxo de elétrons gerado
€ formado o gradiente de protons transtilacoidal necessario para a sintese de ATP
cloroplastico. A plastoquinona, em seus estados reduzido (PQHz) e oxidado (PQ)
regulam o estado de transicao (1 e 2), ativando LHCII quinases e fosfatases, que
ajustam a captacao de energia nas antenas dos FSll e FSI, para que haja um equilibrio
do fluxo e excitacao de elétrons entre os fotossistemas (ZITO et al., 1999; ALLEN et
al., 2003). A plastoquinona também participa da fotoprotecdo dos fotossistemas,
servindo como reservatério de sequestro de oxigénio singleto (KSAS et al., 2018),
além de ser um cofator essencial da fitoeno dessaturase e da zeta-caroteno
dessaturase, ambos envolvidos na rota de biossintese de carotenoides (LEE et
al.,1997).
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Com a inibicao da HPPD e paralizacao na sintese de plastoquinona, ocorre a
sobrecarga dos fotossistemas por dois fatores principais. Primeiramente, a
plastoquinona presente na cadeia transportadora de elétrons ndo é regenerada,
interrompendo o fluxo de elétrons entre os fotossistemas. Essa paralizacao do fluxo
impede que a clorofila excitada dissipe sua energia, promovendo a formacéo de
clorofila em seu estado tripleto, que reagirda com o O2 presente nos cloroplastos,
promovendo a formacao de espécies reativas de oxigénio e posterior peroxidacao
lipidica (DAYAN et al., 2007). Associado a isso, a redugdo na concentracao de
carotenoides pode aumentar a sensibilidade do aparato fotossintético ao estresse
oxidativo, uma vez que esses pigmentos sdo conhecidos por serem poderosos
antioxidantes (LOHR et al., 2005).

As xantofilas (carotenoides polares), participam do processo de dissipacao do
excesso de energia através do ciclo das xantofilas nos fotossistemas (THIELE;
KRAUSE, 1994). Os a-tocoferéis sao antioxidantes lipidicos, que estao presentes nas
membranas dos tilacdides e atuam na dissipacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) como 'O2 e OH-, sendo que a diminuicdo do conteldo de tocoferdis pode
favorecer a peroxidacao lipidica em condicoes de estresse (GODAR et al., 2015; KIM
et al., 2021). Com a sintese de plastoquinona e, por consequéncia de carotenoides
interrompida, ocorre a degradacao dos pigmentos existentes e a ndo regeneracéo dos
mesmos, bem como a sobrecarga de energia nos complexos de coleta de energia dos
fotossistemas, potencializa o estresse oxidativo. A degradacdo dos pigmentos
fotoprotetores promove o branqueamento caracteristico dos inibidores da HPPD (XU
et al., 2019).

Quando plantas suscetiveis sdo expostas a herbicidas inibidores da HPPD, a
inibicao da sintese de pigmentos fotoprotetores e plastoquinona acarretam na geracéao
EROs em quantidades acima do que os mecanismos de eliminagdo conseguem
suportar, especialmente sob condi¢des de elevada radiacao (GODAR et al., 2015; XU
et al.,, 2019). A acumulacdo de EROs gera danos aos componentes celulares,
incluindo a degradagdo oxidativa da clorofila e das membranas fotossintéticas,
interrompendo de forma irreversivel o metabolismo das plantas (JUNG et al., 2008;
WANG et al., 2020). Por outro lado, a prevencao do dano oxidativo as células durante
o estresse ocorre através dos mecanismos de tolerancia ao estresse, especialmente

pelo aumento da atividade do sistema antioxidante.
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A acumulacao de peréxido de hidrogénio (H202) e do radical malondialdeido
(MDA) sao bons indicadores de estresse oxidativo nas folhas (JUNG et al., 2008),
portanto, mudancgas na concentracao de H202 e MDA em um tecido estéo interligados
com a integridade estrutural das membranas de plantas suscetiveis aos herbicidas
inibidores da HPPD. O metabolismo das EROs é dependente da atividade
antioxidante enzimatica e nao-enzimética. Dentre as enzimas antioxidantes, a
superoxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) catalisa a dismutacdo do Oz~ em Hz202 e
O2, enquanto a catalase (CAT; EC 1.11.1.6) é a enzima diretamente responsavel pela
remocao de H202, sendo a agua o produto primario da reacao (CAVERZAN et al.,
2019). O ascorbato também pode remover diretamente H202 em uma reagao que
requer a enzima ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) (CAVERZAN et al.,2019).
As plantas também contém eliminadores de EROs ndo enzimaticos, como o
ascorbato, tocoferdis, glutationa, prolina, carotenoides, acidos fendlicos e flavonoides,
localizados em diferentes compartimentos celulares (CAVERZAN et al., 2019).

Os bidtipos de leiteira coletados no Rio Grande do Sul apresentaram diferentes
niveis de controle apos aplicacao de tembotrione e os ensaios de curva dose-resposta
sugeriram a existéncia de bio6tipos resistentes (SILVA et al., 2016). Porém, a alteracao
na fluorescéncia da clorofila, na fotossintese, na producao e eliminacao de EROS e o
dano celular causado pela aplicacdo do herbicida tembotrione entre bibtipos
resistentes e suscetiveis ndo foram elucidados. Desta forma, objetivou-se com este
trabalho verificar as alteracées na fluorescéncia da clorofila, na fotossintese, na
producéao e eliminagdo de EROs, e o dano celular causado pela aplicagao do herbicida
tembotrione em bi6tipos resistentes e suscetiveis aos inibidores da HPPD.

4.2 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao, pertencentes ao
Centro de Herbologia (CEHERB), na Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel/FAEM
UFPel. Para a realizagdo dos experimentos, plantas de leiteira foram semeadas em
bandejas e transferidas, na fase de plantula, para copos preenchidos com solo,
conforme descrito no capitulo I. Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial,
com quatro repeticoes. O fator A foi composto pelos bi6tipos de leiteira 10.1
(suscetivel), 32.1 e 32.2 (resistentes) ao herbicida tembotrione. Ja o fator B, consistiu

dos tempos apéds a aplicacao do herbicida (0, 24, 48, 96 e 192 horas).
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A aplicagédo de tembotrione (100,8 g ha' + éleo metilado de soja 0,5% v/v) foi
realizada quando as plantas atingiram o estadio de quatro folhas, com auxilio de
pulverizador pressurizado a COz, com pontas de ar induzido 0.15 e vazdo de 150 L
ha'. Nos tempos correspondentes, foram realizadas as avaliagdes de fotossintese e
fluorescéncia da clorofila, bem como, coletadas a 3° e 4° folha dos bio6tipos de leiteira.
A avaliacdo de extravasamento de eletrélitos foi realizada com o material fresco,
enquanto para realizagdo das demais analises, o material vegetal foi congelado em
ultra freezer a -80°C até a realizacao das analises no laboratério de metabolismo
vegetal do CEHERB.

4.2.1 Fluorescéncia da clorofila

Os dados de fluorescéncia da clorofila foram obtidos utilizando fluorémetro
portatil OS30p (Opti-Sciences). As variaveis analisadas foram a fluorescéncia inicial
(FO) e a fluorescéncia maxima (Fm). A partir dos dados obtidos foram calculadas a
fluorescéncia variavel (Fv) através da equacao Fv-FO, e o rendimento quantico
maximo do FSII, através da equacao Fv/Fm. As medicbes foram realizadas na 3° e 4°
folha dos bidtipos de leiteira, apds a incubagéo da folha no escuro por 30 minutos. Foi
realizada uma medicdo para cada repeticdo de cada bidtipo de leiteira, em cada

periodo de exposicao ao herbicida tembotrione.

4.2.2 Tocas gasosas

As variaveis fotossintéticas foram realizadas utilizando o aparelho Infra-Red
Gas Analyzer-IRGA (LI6400). Foram mensuradas a taxa de assimilacao liquida de
CO2 (A), concentracao subestomatica de CO2 (Ci), condutancia estomatica (Gs) e
transpiracdo (E). Foram calculadas a eficiéncia da carboxilacdo (CE) e eficiéncia
instantdnea do uso da agua (EUA), através das equagdes A/Ci e A/E,
respectivamente. A concentracdo de CO2 dentro da camara foliar foi fixada em 400
umol mol" e o fluxo de fétons foi de 1600 umol m2 s, pois neste valor, o incremento
da densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos ndo acarretava no aumento
da taxa fotossintética (dados nao apresentados). O déficit de pressao de vapor (DPV)
e temperatura foliar foram os mesmos medidos na atmosfera circundante da folha. As

medicoes foram realizadas na 3° e 4° folhas de cada repeticao.
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4.2.3 Clorofila, carotenoides, TBars, H202 e extravasamento de eletrolitos

Os teores de clorofilas e carotenoides foram determinados com amostras de
0,1 g de folhas de leiteira inseridas em tubos com 5 mL de DMSO (dimetilsulfoxido).
O material foi incubado em banho-maria a 70° C, por duas horas, para solubilizacdo
dos pigmentos. Posteriormente, os tubos foram homogenizados e quantificado os
teores de clorofila total a, b, total (a+b) e carotenoides, a partir da absorbancia da
solucao obtida por espectrofotometria nos comprimento de onda de 647, 663 e 470
nm. Os valores obtidos foram calculados pelo uso das férmulas de Lichtenthaler
(1987), sendo os resultados expressos em mg g' de massa fresca.

Os danos celulares nos tecidos foram determinados através do teor de peréxido
de hidrogénio (H202), das espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), via
acumulo de aldeido malénico (MDA) e extravassamento de eletrdlitos. Para proceder-
se as andlises de H202 e TBARS, 0,2 g de folhas foram maceradas com nitrogénio
liguido, homogeneizados em 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e
centrifugadas a 14000 rpm por 20 minutos. Para a quantificacdo de H20q,
adicionaram-se aliquotas de 0,2mL do sobrenadante em 0,8mL de tampao fosfato 10
mM (pH 7,0) e 1 mL de iodeto de potassio 1M. A solucao repousou por 10 minutos em
temperatura ambiente, e quantificou-se a absorbancia a 390 nm. A concentracao de
H20: foi determinada através de curva padrao e expressa em pM g''. Para determinar
TBARS, aliquotas de 0,5 mL do sobrenadante, foram adicionadas a 1,5 mL de acido
tiobarbitarico (TBA) 0,5% (m/v) e acido tricloroacético 10% (m/v) e incubadas a 90°C
por 20 minutos. A reacado foi paralisada em banho de gelo por 10 minutos e a
absorbancia foi quantificada a 532nm, descontando-se a absorbancia inespecifica a
600 nm. Calculou-se a concentragdo de MDA utilizando-se o coeficiente de
absortividade de 155 mM cm™', expressando-se resultados em nM MDA g

Para avaliagdo do extravasamento de eletrélitos, 0,2g de amostra de folhas
frescas foram seccionadas com tesoura em um Unico fragmento. Em seguida, foram
lavadas trés vezes com agua ultrapura para a retirada de residuos. Posteriormente,
as mesmas foram colocadas em 50 mL de agua ultrapura e incubadas por 4 horas em
banho-maria (25°C). Decorrido esse periodo, obteve-se a condutancia inicial (Ci)
utilizando-se condutivimetro (Lutron, CD-4301). Posteriormente a essa leitura, as
mesmas amostras foram colocadas em banho maria a 90°C por 2 horas e realizada a
segunda leitura (Cf). A permeabilidade relativa foi calculada pela relagéo Ci/(Ci+Cf) x

100 e o resultado expresso em percentagem.
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4.2.4 Atividade de enzimas antioxidantes

Para determinar a atividade das enzimas antioxidantes, superdoxido desmutase
(SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalases (CAT) foi realizada a extragdo, onde
0,29 de amostra foram maceradas em almofariz de porcelana, na presenca de
nitrogénio liquido e 0,02g de polivinilpirrolidona (PVPP). Em seguida foi adicionado
900 pL de tampéao fosfato 200 mM (pH 7,8), 18 uL de EDTA 10 mM, 180 uL de &cido
ascérbico 200 mM e 702 L de agua ultrapura e centrifugado a 14000 rpm, a 4°C por
20 minutos. A partir deste extrato quantificou-se a proteina das amostras pelo método
de Bradford (1976), adicionando-se 60 pL do extrato em 2 mL de solu¢ao de Bradford,
realizando-se a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 595 nm. Através
da elaboragcdo da curva padrao com globulina, os resultados foram expressos em
miligramas de proteina (mg proteina) por grama de matéria fresca (MF).

A atividade da SOD foi determinada segundo metodologia adaptada de Peixoto
et al. (1999), a partir Del Longo et al. (1993) e Giannopolitis e Ries (1977). Determinou-
se a inibicao da reducao do NBT (p-nitro blue tetrazolium) pelo extrato enzimético,
evitando-se assim, a formacao do cromoéforo. Neste ensaio, uma unidade de atividade
enzimatica (UA) de SOD foi considerada como a quantidade de enzima necessaria
para se obter 50% de inibicdo da reducdo do NBT pela SOD contida no extrato
enzimatico. Para a reacéo, foi adicionado no tubo de ensaio 1mL de tampéao fosfato
de potassio 100 mM (pH 7,8), 400 uL de metionina 70 mM, 20 uL de EDTA 10 uM,
390 pL de &gua ultrapura, 150 pL de NBT 1mM, 20 pL de riboflavina 0,2 mM e 20 pL
de extrato. Em seguida os tubos foram incubados em camara iluminada com lampada
fluorescente de 15 Watts, por periodo de 10 minutos, sendo entao realizada a leitura
da absorbancia a 560 nm. Para efeito de calculo, o branco da reacao consistiu de
tubos de ensaio que nao continham extratos, exposto e nao expostos a luz. A atividade
foi determinada pelo célculo da quantidade de extrato que inibiu 50 % da reacao de
NBT e expressa em UA mg™ proteina minuto™.

A atividade da CAT foi determinada pelo consumo de H202 (coeficiente de
extincdo 39,4 mM cm™). A mistura de reagcdo continha 1mL do tampao fosfato de
potassio 200 mM (pH 7,0), 850 uL de agua ultrapura, 100 pL de peréxido de hidrogénio
250 mM e 50 pL do extrato. A leitura da absorbéncia foi realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 240 nm, durante 90 segundos, com

leituras em intervalos de 7 segundos.
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A atividade da APX foi determinada pelo consumo de H20: (coeficiente de
extingdo 2,9mM cm'). A mistura de reagédo apresentou 1mL de tampao fosfato de
potassio 200 mM (pH 7,0), 750 pL de agua ultrapura, 100 uL de acido ascorbico 10
mM, 100 pL de perdéxido de hidrogénio 2 mM e 50 pyL do extrato. A leitura da
absorbancia no comprimento de onda de 290 nm foi realizada durante 90 segundos,
com leituras em intervalos de 7 segundos. Tanto a atividade da CAT quanto para da
APX, para efeito de célculos, considerou-se que o decréscimo de uma unidade de
absorbancia é equivalente a uma unidade ativa (UA). As atividades do extrato total
foram determinadas a partir da quantidade de extrato que reduziu a leitura de
absorbancia em uma UA, e expressos em UA mg™ proteina minuto™.

Os dados de fluorescéncia da clorofila, fotossintese, danos celulares e
atividade antioxidante foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk e a homocedasticidade pelo teste de Hartley e, posteriormente, submetidos a
analise de variancia (p<0,05). Em caso de significancia, comparou-se os fatores tempo
de coleta e os biétipos de leiteira através de regressoes.

4.3 Resultados e Discussao
Os resultados serdao apresentados segundo a ordem descrita no material e
métodos.

4.3.1 Fluorescéncia da clorofila

A analise de variancia evidenciou significancia estatistica para todas as
variaveis estudadas. Para fluorescéncia inicial (FO) os dados ajustaram-se ao modelo
exponencial quadratico, enquanto fluorescéncia maxima (Fm) e eficiéncia
fotossintética maxima (Fv/Fm) se ajustaram ao modelo exponencial decrescente de
dois parametros, onde os coeficientes de variacdo (R?) variaram entre 0,73 a 0,99.

A FO demonstrou alteragdes diferenciadas entre o bibtipo suscetivel e os
bidtipos resistentes (Figura 25). Para o suscetivel houve incremento significativo dos
valores de fluorescéncia entre 48 e 96 horas ap6s a aplicagao de tembotrione. Para
os bidtipos resistentes os valores permaneceram estaveis nas primeiras 96 horas,
com incremento proximo a 2 vezes 192 h apds a aplicagdo, em comparacao a
avaliacao realizada as 0 h.

A FO é a fluorescéncia quando QA (quinona receptora primaria de elétrons do
FSIl) esta totalmente oxidada e o centro de reacdo do FSII estd aberto, situacédo
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préxima a ativacao das reacgoes fotoquimicas (MOUGET; TREMBLIN, 2002). Dessa
forma, FO é independente dos eventos fotoquimicos e o incremento dos valores pode
ser consequéncia de danos no centro de reacao do FSIl ou da reducéo da capacidade
de transferéncia da energia de excitacao da antena para o centro de reacéo (BAKER,;
ROSENQVST, 2004). Assim, pode ser verificado que, no bibtipo suscetivel a
transferéncia de energia foi rapidamente comprometida (48 h apés a aplicacao de
tembotrione), enquanto para os bidtipos resistentes isso ocorreu mais tarde, somente
as 192 h. Rapido comprometimento na transferéncia de energia e de danos nos
fotossistemas também foi verificado apds aplicacdo de paraquat (inibidor do FSI),
onde os valores de FO aumentaram até 36 horas apds aplicacdo do herbicida e
posteriormente reduziram até chegar a zero, onde ocorreu morte da planta
(HASSANNEJAD et al., 2020).
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Figura 25- Fluorescéncia inicial (FO) de biotipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) resistentes (32.1
e 32.2) e suscetivel (10.1), em diferentes periodos ap6s a aplicagdo de tembotrione (100,8
g ha'). Capdo do Ledo, RS, 2021. As barras verticais representam o intervalo de
confianca ao nivel de 95% de significancia.

A reducéo da FO do bidtipo suscetivel, 192 h apds a aplicacao de tembotrione,
pode ser devido a degradacao dos pigmentos responsaveis pela captacao de energia
nas antenas dos fotossistemas, resultando em menor fluorescéncia pela menor

quantidade de pigmentos, ao invés de reparos dos danos no centro de reacao do FSl|
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ou reestabelecimento da capacidade de transferéncia da energia de excitacdo da
antena para o centro de reacao.

A Fm reduziu em todos os bidtipos com o decorrer do periodo de exposi¢cao ao
herbicida tembotrione (Figura 26). No entanto, a reducédo foi mais consistente no
bidtipo suscetivel, com decréscimo de 3,1 e 11,1 vezes, as 96 e 192 horas apés
aplicacao, respectivamente, quando comparado ao controle (0h apds a aplicagdo de
tembotrione). Para os bibtipos resistentes, a redugéo foi menos severa, pois os valores
de Fm reduziram préximo a 1,8 vezes, para ambos bidtipos (32.1 e 32.2), em
comparacao ao tempo 0 de exposi¢cao ao herbicida tembotrione.

A Fm indica a intensidade maxima de fluorescéncia que ocorre quando
praticamente toda QA esta reduzida e os centros de reacdo sao incapazes de
aumentar as reagdes fotoquimicas, atingindo sua capacidade maxima (BAKER,;
ROSENQVST, 2004). Durante o processo fotossintético, parte da energia luminosa
absorvida é utilizada na producao de energia e parte é liberada na forma de calor e
fluorescéncia. Nesse sentido, quando submetidas a condigdes de estresse, como € o
caso do uso de herbicidas, ha tendéncia de aumento nos niveis de fluorescéncia pela
reducao na eficiéncia no transporte de elétrons e menor aproveitamento da energia
luminosa (RASTOGI et al., 2019). Entretanto, quando ocorre a rapida paralizacéo no
fluxo de elétrons, ocasionados pela fotoinibicdo, € comum ocorrer a reducao nos
niveis desta variavel, como observado para bentazone (inibidor do FSIl) e paraquat
(inibidor do FSI) (HASSANNEJAD et al., 2020).

No presente trabalho, pode-se observar que com o decorrer da exposicao ao
herbicida tembotrione, especialmente para o bidtipo suscetivel, as intensidades
maximas de fluorescéncia foram reduzidas, indicando que a inibicado da HPPD e
consequentemente, o bloqueio da sintese de carotenoides desestruturou o complexo
antena do FSII, reduzindo a absorcdo de energia luminosa e, por consequéncia o
fluxo de elétrons e dissipacao de energia. Similarmente, a aplicacéo na presenca de
luz de sulcontrione (inibidor da HPPD) e norflurazon (inibidor da PDS), ambos
envolvidos na inibicdo da sintese de carotenoides, acarretou na redugdo de
aproximadamente 50% no transporte de elétrons para ambos herbicidas apds 6 horas
da aplicacao (DAYAN; ZACCARO, 2012).
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Figura 26- Fluorescéncia maxima (Fm) de biotipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) resistentes
(32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1), em diferentes periodos apds a aplicagdo de tembotrione
(100,8 g ha'). Capdo do Ledo, RS, 2021. As barras verticais representam o intervalo de
confianga ao nivel de 95% de significancia.

A razdo Fv/Fm fornece um indicador robusto do rendimento quantico maximo
do FSIlI (BAKER; ROSENQVST, 2004). Em plantas nao estressadas, a razao Fv/Fm
€ consistente, com valores proximos a 0,83, e se correlaciona com o rendimento
quantico maximo da fotossintese (BJORKMAN; DEMMIG, 1987). A existéncia de
qualquer tipo de estresse que resulte em dano de inativacdo do FSIl acarreta na
reducao da razao Fv/Fm (LONG et al., 2006). Isso faz da mensuracao da Fv/Fm uma
das técnicas mais comuns para medir o "estresse" nas folhas.

A Fv/Fm decresceu com o maior periodo de exposicao ao tembotrione (Figura
27). Porém, para o biétipo suscetivel o decréscimo nesta variavel foi mais pronunciado
do que para os biotipos resistentes. No bibtipo suscetivel, a eficiéncia quantica do FSlI
demostrou reducao de 65% as 48 horas apds a aplicacao de tembotrione, evoluindo
para 95% as 192 horas. Enquanto nos biétipos resistentes a reducéao foi mais gradual,
alcancando aproximadamente 50% de reducéao da eficiéncia quantica do FSIl as 192

horas apds a aplicacao de tembotrione.
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Figura 27- Rendimento quéantico maximo do FSIl (Fv/Fm) de biétipos de leiteira (Euphorbia
heterophylla) resistentes (32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1), em diferentes periodos apés a
aplicagdo de tembotrione (100,8 g ha''). Capéo do Ledo, RS, 2021. As barras verticais
representam o intervalo de confianga ao nivel de 95% de significancia.

4.3.2 Tocas gasosas

A andlise de variancia evidenciou significancia estatistica, para todas as
variaveis analisadas. Para fotossintese liquida (A), concentragdo de CO:2
subestomatica (Ci), eficiéncia da carboxilagcdo (CE), e eficiéncia do uso da agua
(EUA), os dados foram ajustados ao modelo exponencial quadratico, enquanto
condutancia estomatica (Gs) e taxa de transpiragdo (E) se ajustaram ao modelo de
distribuicdo de Gauss de trés parametros, onde os coeficientes de variacdo (R?)
variaram entre 0,72 a 0,97.

A analise dos parametros fotossintéticos demonstrou que os bi6tipos
resistentes a HPPD (32.1 e 32.2) apresentam redu¢cdo menos abrupta da A com o
decorrer do periodo apds a aplicacdo de tembotrione, em comparacdo ao bidtipo
suscetivel (10.1) (Figura 28). Apds 48 horas de exposicao ao herbicida, o bidtipo
suscetivel apresentou valores de A proximos a 0, nos quais evoluiram para negativos
com o decorrer das avaliacoes. Isso evidencia a paralisacao completa da fotossintese,
sendo o incremento do CO:2 decorrente do processo de respiracao celular. Por outro
lado, os bidtipos resistentes necessitaram préximo de 192 horas para que A se
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aproximasse de 0, indicando que os efeitos do estresse decorrentes da inibicdo da
HPPD s&o mais precoces e pronunciados no bi6tipo 10.1.
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Figura 28- Fotossintese liquida (A) de biétipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) resistentes (32.1
e 32.2) e suscetivel (10.1), em diferentes periodos apos a aplicacdo de tembotrione (100,8
g ha'). Capdo do Ledo, RS, 2021. As barras verticais representam o intervalo de
confianca ao nivel de 95% de significancia.

Em relacédo a Ci verificou-se maior incremento desta variavel para o bibtipo
suscetivel no periodo de avaliacdo, quando comparado aos bibtipos resistentes
(Figura 29). O bidtipo suscetivel demonstrou niveis de Ci acima de 400 pumol de COz2
mol-' a partir das 96 horas apds a aplicagao do herbicida, sendo os valores acima dos
400 ppm, supridos pelo aparelho. Isso indica, que o estresse causado pelo herbicida
levou a completa paralisagéo da atividade de carboxilagdo da ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase oxigenasse (Rubisco), e consequentemente a nulidade de consumo de
CO2. O saldo positivo entre a diferenca do Ci e CO2 suprido pelo IRGA, deriva da
liberacdo de CO:2 pela planta, através de processos metabdlicos que visam manter a
quantidade necessaria de poder redutor e ATP para o metabolismo vegetal, bem
como, atenuar os efeitos fitotdxicos do estresse causado pelo herbicida.

Os bidtipos resistentes também demonstraram incremento do Ci no decorrer
do periodo avaliado. No entanto os valores foram inferiores ao bibtipo suscetivel,
especialmente no periodo compreendido entre as 48 e 192 horas. Isso indica que os

bi6tipos resistentes sao afetados pela exposicdo do herbicida, reduzindo a
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fotossintese e consumo de CO:2 para niveis basais, mas nao ocorre a paralisacao

completa da fotossintese como ocorre no biétipo suscetivel.
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Figura 29- Concentracdo de CO2 subestomatica (Cl) de biétipos de leiteira (Euphorbia heterophylia)
resistentes (32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1), em diferentes periodos apds a aplicacao de

tembotrione (100,8 g ha''). Capao do Ledo, RS, 2021. As barras verticais representam o
intervalo de confianga ao nivel de 95% de significancia.

Para Gs, observou-se nas primeiras 48 horas tendéncia de aumento desta
variavel, com reducéo mais expressiva a partir das 96 horas (Figura 30). No entanto,
apos este aumento inicial, verificou-se reducao nos niveis de Gs, com decréscimos
maiores no bidtipo suscetivel, chegando a valores préoximos de 0 mol de H2O m? s™'.
A Gs esté relacionada com a abertura dos estdmatos, ou seja, a resisténcia associada
a difusdo de CO:2 pela abertura estomatica. As mudancas na resisténcia estomatica
sao importantes para a regulacao da perda de agua pela planta e para o controle da
taxa de absorcdo de CO2 necessario para fixagcao durante a fotossintese (TAIZ;
ZEIGER, 2015).

A aplicagdo de mesotrione ocasionou diminuigdo na A, aumento de Ci e
reducao da Gs em cultivares de mandioca mais suscetiveis ao herbicida (SILVEIRA
et al., 2013), similar ao observado neste estudo. Isso demonstra que os herbicidas
inibidores da HPPD alteram o metabolismo de assimilacdo de carbono conforme o
grau de tolerancia/resisténcia, reduzindo a taxa fotossintética, além de reduzir a

conduténcia estomatica, acarretando na diminuicao do grau de abertura estomatica.
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Figura 30- Condutancia estomatica (Gs) de bidtipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) resistentes
(32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1), em diferentes periodos apés a aplicagéo de tembotrione
(100,8 g ha'). Capéo do Leado, RS, 2021. As barras verticais representam o intervalo de
confianca ao nivel de 95% de significancia.

A taxa de transpiracao apresentou comportamento similar a Gs, uma vez que
as duas variaveis estao interligadas, pois a maior resisténcia a difusdo dos gases
acarreta em uma menor taxa de transpiracdo provocada pela reducdo da abertura
estomatica (Figura 30 e 31). Os processos de transpiracao, condutancia estoméatica e
captura de CO2 s6 ocorrem quando os estdmatos estao abertos. Assim, a transpiracao
€ determinada principalmente pela Gs e duas variaveis fisicas: a radiagdo solar e o
déficit de saturagéo atmosférica (TAIZ; ZEIGER, 2015).

Os valores observados da E do biétipo 10.1 foram préximos da nulidade apds
as 48 horas de exposicao ao herbicida tembotrione, enquanto os bibtipos 32.1 e 32.2
apresentaram valores similares no tempo 0 e as 48 h (5 mmol de H20 m=2 s7),
reduzindo para 1,6 e 2,8 mmol de H2O m? s, para os bibtipos 32.1 e 32.2
respectivamente, na avaliacdo 192 h apds aplicacao (Figura 31). O declinio da
transpiracao esta associado ao fechamento dos estbmatos, e as variagdes na abertura
estomatica causam alteracbes no potencial hidrico, por atuarem sobre a taxa
transpiratoria (GALON et al., 2010). A planta tende a fechar os estdmatos quando a

quantidade de fétons que atinge a superficie foliar esta abaixo da radiacao
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fotossinteticamente ativa, ou como estratégia de sobrevivéncia a condi¢cdes de
estresse, seja hidrico, por metais pesados ou xenobidticos (SOUSA et al., 2012;
GIANNAKOULA et al., 2021; SILVEIRA et al., 2013).
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Figura 31- Taxa de transpiracéo (E) de bidtipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) resistentes (32.1
e 32.2) e suscetivel (10.1), em diferentes periodos ap6s a aplica¢do de tembotrione (100,8
g ha'). Capdo do Ledo, RS, 2021. As barras verticais representam o intervalo de
confianga ao nivel de 95% de significancia.

Sob condicdes de elevada radiacao, os herbicidas inibidores da HPPD afetam
drasticamente a atividade do FSIl e os processos de dissipacdo de energia nao
fotoquimica (XU et al., 2019). Em plantas suscetiveis, esses herbicidas impedem a
recuperacdo completa dos danos ao FSIl em resposta ao excesso de energia
luminosa (XU et al., 2019). A incapacidade do sistema antioxidante em dissipar o
excesso de EROs, formados nos fotossistemas, interrompe a fase fotoquimica e
consequentemente a fase bioquimica da fotossintese (XU et al., 2019;
KHOROBRYKH et al., 2020). A auséncia de poder redutor e ATP em funcédo da
paralisacao do transporte de elétrons nos fotossistemas, acarreta na paralisacdo do
consumo de COg2, que acarreta no fechamento estomatico e bloqueio das trocas
gasosas.

Em relacdo aos bidtipos de leiteira, pode-se inferir que o bidtipo suscetivel aos

inibidores da HPPD apresenta uma precoce e elevada paralisagdo do consumo de



102

CO: e das trocas gasosas. Por outro lado, os bibtipos resistentes demonstraram maior
resiliéncia a essas alteracdes, com efeitos menos pronunciados e ocorrendo mais
tardiamente do que no bidtipo suscetivel.

A eficiéncia de carboxilacdo (CE) representa, indiretamente, a atividade da
rubisco. O aumento da concentracao de CO2 dentro do mesdfilo foliar induz aumentos
na eficiéncia fotossintética, principalmente por inibir a atividade oxigenase da Rubisco,
em condigbes que energia e poder redutor ndo limitam a atividade das enzimas
envolvidas no ciclo de Calvin (LONG et al., 2006). Ambos os biétipos apresentaram
reducao da CE, no decorrer do periodo avaliado (Figura 32), no entanto, a reducao da

CE foi significativamente menor no bi6tipo suscetivel em comparagéo aos resistentes.
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Figura 32- Eficiéncia da carboxilagao (CE) de biétipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) resistentes
(32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1), em diferentes periodos apés a aplicagéo de tembotrione
(100,8 g ha'). Capéo do Leado, RS, 2021. As barras verticais representam o intervalo de
confianca ao nivel de 95% de significancia.

A reducédo da CE nos biétipos estudados se deve principalmente aos efeitos
causados pela interrupcao do transporte de elétrons nos fotossistemas, em fungéo da
paralisacao da sintese de plastoquinona e carotenoides, através da inibicao da HPPD
pelo herbicida tembotrione. Uma vez que, a quantidade CO:2 subestomatica, nao
limitou a atividade de carboxilagdo da Rubisco, e o aumento no Ci esta atrelada a

reducéao diferencial entre os bidtipos na quantidade de energia (ATP) e poder redutor
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(NADPH) produzida na fase fotoquimica para manter o ciclo de Calvin e
consequentemente o consumo de COs:.

A EUA apresentou comportamento similar a CE, onde o biétipo suscetivel
apresentou reducdo mais precoce e consistente, quando comparado aos bibtipos
resistentes (Figura 33). A eficiéncia do uso da agua mostra a relacdo entre a
quantidade de agua evapotranspirada de determinada planta para a producao de certa
quantidade de matéria seca (CONCENCO et al., 2009). Assim, plantas mais eficientes
no uso da agua produzem mais matéria seca por grama de agua transpirada (GALON
et al., 2010).
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Figura 33- Eficiéncia do uso da agua (EUA) de bibtipos de leiteira (Euphorbia heterophylla)
resistentes (32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1), em diferentes periodos apés a aplicacao de
tembotrione (100,8 g ha''). Capao do Ledo, RS, 2021. As barras verticais representam o
intervalo de confianga ao nivel de 95% de significancia.

O uso mais eficiente da agua esta diretamente correlacionado ao tempo de
abertura estomatica, pois enquanto a planta absorve COz2 para a fotossintese, a agua
€ perdida por transpiracdo, com intensidade variavel, dependendo do gradiente de
potencial entre a superficie foliar e a atmosfera, seguindo uma corrente de potenciais
hidricos (CONCENCO et al., 2009). Como os biétipos resistentes apresentaram maior
A, E, Gs e menor Ci a EUA foi maior nestes bi6tipos em comparacédo ao biétipo

suscetivel.
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4.3.3 Clorofila, carotenoides, TBars, H202 e extravasamento de eletrolitos

A analise de variancia demonstrou efeito simples para horas apés a

aplicagdo de tembotrione, para as variaveis clorofila a e clorofila b (dados néo

apresentados). Para as demais varidaveis analisadas, ocorreu interacdo entre os

fatores bi6tipos de leiteira e horas ap6és a aplicacao de tembotrione, onde os dados se
ajustaram ao modelo exponencial quadratico.

A composicao de pigmentos de E. heterophylla exposta ao inibidor da HPPD
foi alterada com o decorrer do periodo de exposi¢do ao herbicida (Figura 34 e 35). O
conteudo de clorofila total diminuiu na presenca de tembotrione em 26,3%, 14,4%,
18,7% respectivamente, para os bidtipos 10.1, 32.1 e 32.2 quando comparado o
tempo 0 h com ultimo periodo de avaliagdo realizado,192 h apds aplicacao (Figura
34). Nos periodos intermediarios de avaliacao (24, 48 e 96 h) o conteudo de clorofila
foi pouco afetado pela exposicéo ao herbicida.

A reducao mais expressiva no contetdo de clorofila 192h apés a aplicacao do
herbicida, especialmente para o bibtipo suscetivel se deve ao mecanismo de acao do
tembotrione. Como tembotrione ndo afeta a diretamente na sintese de clorofila (XU et
al., 2019) e as folhas utilizadas na coleta apresentavam o aparato fotossintético
estabelecido, a redugao no conteudo de clorofila, se deve a degradacao decorrente
da inibicdo da HPPD. A reducgédo do pool de plastoquinona causada pelo herbicida,
bem como a reducgéo na sintese de pigmentos fotoprotetores acarreta no acimulo de
energia no FSII, comprometendo a dissipacdo de energia e EROs, levando a
fotodegradacao das clorofilas (NORRIS et al., 1995; LOHR et al., 2005; KSAS et al.,
2018).

A clorofila e os carotenoides desempenham papéis importantes na funcao do
aparato fotossintético, incluindo o controle sobre a energia de excitacao, controle da
funcdo fotossintética e biogénese de membranas fotossintéticas, bem como, na
regulacao de processos celulares (ANDERSON; ROBERTSON, 1960). As moléculas
de clorofila e carotenoides se ligam a proteinas integrantes da maquinaria
fotossintética, onde absorvem energia da luz para gerar energia de ligacdo quimica
(na forma de acucares) e também atuam no gerenciamento da utilizacao da energia
de excitacao (LOHR et al., 2005).
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Figura 34- Clorofila total de biotipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) resistentes (32.1 e 32.2) e
suscetivel (10.1) aos inibidores da HPPD, em diferentes periodos ap6s a aplicagéo de
tembotrione (100,8 g ha''). Capdo do Ledo, RS, 2021. As barras verticais representam o
intervalo de confianga ao nivel de 95% de significancia.

O conteudo total de carotenoides diminuiu significativamente com o decorrer
dos periodos de avaliacao, com forte decréscimo para o bi6tipo suscetivel (Figura 35).
Os carotenoides reduziram em 42,6%, 12,7% e 16,5%, respectivamente para os
biétipos 10.1, 31.1 e 32.2 do tempo 0 h até as 192 h apds a aplicacao de tembotrione.
A maior reducado de carotenoides no bidtipo suscetivel pode ter comprometido as
reacdes redox (FRANK; BRUDVIG, 2004), e protecao contra a fotodegradacao pela
eliminagcdo de oxigénio singleto e espécies reativas de clorofila no estado tripleto
(BAROLI et al., 2003; FRANK; BRUDVIG, 2004). Além de comprometer a dissipacao
do excesso de energia da luz absorvida por meio de interacobes com moléculas de
clorofila excitadas no estado singleto (POGSON; RISSLER, 2000; MA et al., 2003).

A reducédo no conteudo de clorofila e carotenoides, especialmente no biétipo
10.1 foi concomitante com o incremento de espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARSs) e peroxido de hidrogénio (H202) (Figuras 34, 35 e 36). TBARs apresentou
incremento de 284,9% no bibtipo suscetivel, enquanto para os bidtipos resistentes
31.1 e 32.2 o incremento foi de 35,1% e 42,42%, respectivamente, quando comparado
os valores observados no tempo 0 h contra as 192 h apds a aplicacao de tembotrione
(Figura 36).
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Figura 35- Carotenoides de biétipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) resistentes (32.1 e 32.2) e
suscetivel (10.1) aos inibidores da HPPD, em diferentes periodos ap6s a aplicagéo de
tembotrione (100,8 g ha''). Capdo do Ledo, RS, 2021. As barras verticais representam o
intervalo de confianga ao nivel de 95% de significancia.

A peroxidagéo lipidica pode ser avaliada monitorando a formacdo de TBARS,
que € um produto da decomposicdo de acidos graxos poli-insaturados, que sao os
principais componentes dos lipideos da membrana (LEE et al.,, 2007). O
malondialdeido (MDA) e outros produtos formados pela decomposicao dos produtos
da peroxidacao lipidica reagem com o acido tiobarbitarico (TBA). Assim, TBARs é um
indicador confiavel da geracao de radicais livres celulares e do estresse oxidativo, por
mensurar o dano oxidativo causado em lipideos de membrana (SUNOHARA;
MATSUMOTO, 2004).

Com o decorrer do periodo apés a aplicacao de tembotrione foi possivel
observar que o dano oxidativo no biétipo suscetivel foi superior em cerca de 2,4 vezes
em comparagao aos bidtipos resistentes no ultimo periodo de avaliagdo (Figura 36).
Diversos trabalhos demonstram que o incremento de TBARS esta correlacionada com
a geracdo de EROs, como consequéncia de uma série de estresses abibticos,
incluindo a aplicacao de herbicidas (BALALESTRASSE et al., 2006; LEE et al., 2007;
SONG et al., 2007; ALl et al., 2021).
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Figura 36- Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) de bi6tipos de leiteira (Euphorbia
heterophylla) resistentes (32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1) aos inibidores da HPPD, em
diferentes periodos ap6s a aplicacdo de tembotrione (100,8 g ha'). Capao do Ledo, RS,
2021. As barras verticais representam o intervalo de confianga ao nivel de 95% de
significancia.

Os niveis de H202 permaneceram estaveis nos biodtipos resistentes durante
todo o periodo de exposigao ao herbicida tembotrione, variando entre 160-280 uM
(Figura 37). Por outro lado, o bi6tipo suscetivel demonstrou consideravel incremento
nos niveis de H202 a partir das 96 horas de exposicao ao herbicida, sendo que as 192
h o conteddo de H202 aumentou cerca de 4 vezes em comparacao aos biodtipos
resistentes. O H202 serve como indicador de estresse oxidativo, uma vez que niveis
muito elevados, indicam a sobrecarga do sistema antioxidante da planta. Por outro
lado, o H202 é um importante sinalizador celular, mediando informagdes com o nucleo
para expressdo de genes em resposta a diversos tipos estresses (CERNY et al.,
2018).

O H202 pode ser produzido de diversas formas no metabolismo vegetal
(BARBOSA et al., 2014). A fotorrespiracéo € a principal fonte de H202 em células
fotossintéticas, correspondendo a cerca de 60-70% do H20:2 produzido, seguido pela
cadeia de transporte de elétrons fotossintética em plantas (PAN et al., 2017; FOYER,;
SHIGEOKA, 2011). Nas mitocondrias, cloroplastos e citosol, o H202 é gerado a partir
da dismutagéo do Oz pela SOD (FOYER; SHIGEOKA, 2011). A B-oxidagao de acidos
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graxos nos glioxissomos também gera H202. Na membrana plasmatica, o H202 é
formado pela acdo da NADPH oxidase (Rboh) e, na matriz extracelular, varias
enzimas também sao fonte de H202 (MYLONA; POLIDOROS, 2010).
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Figura 37- Peroxido de hidrogénio (H202) de bidtipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) resistentes
(32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1) aos inibidores da HPPD, em diferentes periodos apos a
aplicacdo de tembotrione (100,8 g ha''). Capdo do Ledo, RS, 2021. As barras verticais
representam o intervalo de confianga ao nivel de 95% de significancia.

Devido os diversos locais em que o H202 pode ser gerado € dificil prever com
precisdao em quais compartimentos celulares é produzido (FOYER; SHIGEOKA,
2011). Como os inibidores da HPPD afetam a captacao de energia nas antenas dos
FSIl e FSI e no transporte de elétrons, via disrupcdao da sintese de pigmentos
fotoprotetores e plastoquinona, respectivamente, € provavel que grande parte do H202
no biétipo suscetivel seja proveniente da interrupcdo da cadeia de transporte de
elétrons. Além disso, o H202 € um potente inibidor da fotossintese, pois tem a
capacidade de oxidacado de enzimas com grupamentos tiol que modulam o ciclo de
Calvin (BARBOSA et al.,, 2014). Esse fato explica a paralisacdo completa da
fotossintese no biétipo suscetivel, que coincidiu com o incremento de H202 a partir
das 96 horas apos a aplicagéo de tembotrione.

O incremento de TBARs e H20:2 especialmente no bidtipo suscetivel, a partir de
96 horas apdés a aplicacdo de tembotrione, também coincidiu com o maior

extravasamento celular (Figuras 36,37 e 38). Os valores de extravasamento celular
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no biétipo suscetivel foram 45,8% e 36,0% superiores, em comparacao aos bidtipos
32.1 e 32.2, respectivamente, para a avaliagao realizada as 192 h apds exposicao ao
tembotrione (Figura 38).
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Figura 38- Extravasamento celular de biétipos de leiteira (Euphorbia heterophylla) resistentes (32.1
e 32.2) e suscetivel (10.1) aos inibidores da HPPD, em diferentes periodos apés a
aplicagdo de tembotrione (100,8 g ha'). Capao do Ledo, RS, 2021. As barras verticais
representam o intervalo de confianga ao nivel de 95% de significancia.

O extravasamento celular € um indicador da integridade estrutural de
membranas, pois a solucao que recebe este extravasamento tera sua condutividade
eletrolitica aumentada, pela presenca dos ions e compostos polares presentes no
citosol. Isso indica que as membranas foram danificadas pela peroxidacéao lipidica
causando o extravasamento do conteudo celular para o meio (KRUSE et al., 2006).
Danos mais leves podem comprometer a funcionalidade de parte de um tecido
vegetal, enquanto danos mais severos podem comprometer diversos processos

fisiolégicos e metabdlicos das plantas, levando a planta a morte (KRUSE et al., 2006).

4.3.4 Atividade de enzimas antioxidantes
A andlise de variancia demonstrou interacao entre os fatores biétipos e tempo
apos a aplicacao de tembotrione, para a atividade das enzimas SOD, CAT e APX. Os

dados obtidos da atividade das enzimas CAT e APX se ajustaram ao modelo de
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distribuicao de Gauss de trés parametros, exceto para o biétipo 10.1 na atividade da
APX e 0 32.2 na atividade da CAT. A atividade da SOD, de maneira geral, demonstrou
incremento nas primeiras 48 horas ap6s a aplicacdo, com posterior decréscimo as 96
h, e novamente acréscimo 192h (Figura 39). Porém, nao foram observadas diferencas
expressivas na atividade da SOD entre os bibtipos resistentes e suscetivel, que
justificassem o menor nivel de H202 e danos celulares observados nos biétipos

resistentes.
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Figura 39- Atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) de biétipos de leiteira (Euphorbia
heterophylla) resistentes (32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1) aos inibidores da HPPD, em
diferentes periodos apos a aplicagédo de tembotrione (100,8 g ha''). Capéo do Leéo, RS,
2021. UA= unidade ativa.

As SODs sao metalo-enzimas consideradas a primeira linha de defesa contra
as EROs e que catalisam a dismutagdo de dois radicais O2", gerando H202 e Oa.
Essas enzimas participam da modulacdao do nivel de H202 em cloroplastos,
mitocbndrias, citosol e peroxissomos (MITTLER, 2002). O balancgo entre a atividades
da SOD, peroxidases e CAT é crucial para alcancar niveis basais de radicais O2" e
H202. Este balanco, juntamente com o sequestro de ions metélicos, previne a
formacao de OH* nas reacbes de Haber-Weiss e Fenton (VAN BREUSEGEM et al.,
2001; MITTLER, 2002).
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Para a enzima APX, verificou-se que a atividade basal do biétipo suscetivel foi
superior aos biétipos resistentes (Figura 40). No entanto, as 48 horas ap6s a aplicacao
de tembotrione, quando a inibicdo da HPPD comecou a demonstrar seus efeitos
fitotdxicos todos os bibtipos apresentaram atividade similar. A partir das 48 h os
biétipos resistentes apresentaram incremento da atividade da APX em
aproximadamente 2 vezes em comparacao ao bidtipo suscetivel. Ja as 192 h apés a
exposi¢ao, o bidtipo 32.2 permaneceu com a atividade mais elevada que o suscetivel
(10.1), no entanto o bidtipo 32.1 demonstrou atividade da APX, similar ao biétipo

suscetivel.
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Figura 40- Atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) de biétipos de leiteira (Euphorbia
heterophylla) resistentes (32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1) aos inibidores da HPPD, em
diferentes periodos ap6s a aplicacdo de tembotrione (100,8 g ha'). Capéo do Ledo, RS,
2021. As barras verticais representam o intervalo de confiangca ao nivel de 95% de
significancia. UA= unidade ativa.

A APX pertence a familia das peroxidases contendo heme, que catalisam a
oxidagdo dependente de H202. APX difere de outras peroxidases devido a
dependéncia de ascorbato como fonte de poder redutor (PANDEY et al., 2017). As
plantas apresentam diferentes formas e compartimentos em que a APX é localizada,
no caso do arroz sado 8 isoenzimas (OsAPX1-OsAPX8), sendo duas APX para cada
compartimento celular (citosol, peroxissomo, cloroplasto e mitocéndria) (JARDIM-
MESSEDER et al., 2018). No caso de herbicidas que afetam a fotossintese, a
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atividade da isoforma presente nos tilacéides é de fundamental importancia para
minimizar a producdo de EROS e os danos celulares, incluindo aqueles relacionados
ao aparato fotossintético (JARDIM-MESSEDER et al., 2018).

A maior atividade da APX nos bibtipos resistentes a partir das 48 h apds a
aplicacao de tembotrione pode ter contribuido para manter o H202 abaixo dos niveis
em que a planta perde a homeostase celular, limitando o estresse oxidativo, danos
irreversiveis a membranas e morte celular. Uma série de trabalhos relatam a
importancia do incremento da atividade da APX como forma de aliviar o dano
oxidativo, em funcao de estresses bibticos e abioticos, incluindo aqueles causados
por herbicidas (JUNG et al., 2008; PANDEY et al., 2017; JARDIM-MESSEDER et al.,
2018).

A atividade da CAT também foi alterada em funcao da exposicao ao herbicida
tembotrione nos bidtipos de leiteira (Figura 41). O bibtipo suscetivel reduziu a
atividade da CAT no decorrer dos periodos de avaliagao, enquanto o bidtipo resistente
32.1 aumentou a atividade nas primeiras 96 horas com posterior reducao da atividade
as 192 horas. Por outro lado, o biétipo 32.2 manteve a atividade da CAT entre 0,03 e
0,06 UA durante todo o periodo de avaliacao. De maneira geral, a atividade da CAT,
demonstrou reducao da atividade ou até mesmo, variacdo dentro da normalidade,
apesar do elevado nivel de H202, especialmente no bibtipo suscetivel. A CAT, € uma
enzima envolvida no metabolismo de acidos graxos de cadeia longa em
peroxissomos, que transforma H202 em agua e oxigénio (PEIXOTO et al., 2008). A
localizagdo em um compartimento celular, o qual nao esta envolvido diretamente com
a cadeia de transporte de elétrons no cloroplasto, pode explicar a reposta diferencial
da CAT em comparacao a APX, na eliminagédo de H202, nos bibtipos resistentes (32.1
e 32.2).

Os resultados aqui apresentados mostram que o estresse resultante da
aplicagdo do herbicida leva a maiores niveis de EROs no bibtipo suscetivel e a
resposta do sistema antioxidante, especialmente da enzima catalase, contribui para o
menor dano celular nos bi6tipos resistentes. Assim, a atividade antioxidante pode
contribuir para o menor controle de bibtipos resistentes a HPPD de Euphorbia
heterophylla.
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Figura 41- Atividade da enzima catalase (CAT) de biétipos de leiteira (Euphorbia heterophylia)
resistentes (32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1) aos inibidores da HPPD, em diferentes
periodos apos a aplicagdo de tembotrione (100,8 g ha'). Capao do Leéo, RS, 2021. As
barras verticais representam o intervalo de confianca ao nivel de 95% de significancia.
UA= unidade ativa.

4.4 Conclusoes

O incremento do periodo de exposi¢cao ao tembotrione do bibtipo suscetivel aos
inibidores da HPPD resulta em rapido aumento da FO e reducao acentuada de Fm e
Fv/Fm, em comparacao aos biétipos resistentes.

Os bidtipos resistentes aos inibidores da HPPD demonstram menor declinio
das variaveis fotossintéticas (A, Gs, E, CE e EUA), além de, menor incremento da Ci,
em relacao ao bidtipo suscetivel, no decorrer do periodo de exposicao ao herbicida
tembotrione.

O incremento do periodo de exposicao ao herbicida tembotrione acarretou no
aumento significativo de estresse oxidativo no bibtipo suscetivel em comparacao aos
resistentes, evidenciado pelo aumento de TBARs, H202, extravasamento celular e
menor conteudo de carotenoides.

A maior atividade da APX 96 horas apds a aplicagcdo de tembotrione, nos
bidtipos resistentes acarretou em menores niveis de H202 e menores danos aos

componentes celulares.



114

5. Capitulo IV — Heranca da resisténcia de Euphorbia heterophylla aos inibidores
da HPPD.

5.1 Introducao

A resisténcia aos herbicidas inibidores da HPPD em biétipos de E. heterophylla
€ de grande preocupacao, visto que esta classe de herbicidas, representa uma das
mais recentes e importantes introdu¢des de um novo mecanismo de acao no mercado
mundial. A partir do primeiro herbicida langcado comercialmente no final dos anos 80
nos Estados Unidos (OLIVEIRA et al., 2018), uma série de novas moléculas herbicidas
gue apresentam como alvo a inibicdo da HPPD, vem sendo descobertas nos ultimos
anos (FU et al.,, 2019; FU et al.,, 2021; WANG et al., 2020). Além disso, esses
herbicidas apresentam uso potencial para eventos de transgenia em diversas culturas,
através de mutagdes induzidas no gene HPPD. Portanto, praticas sdo necessarias
para retardar e minimizar a evolucao da resisténcia a este grupo de herbicidas, para
manutencao da eficiéncia agronémica, frente aos crescentes casos de resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas.

Estudos que visam entender a dindmica eco-evolutiva que causa a evolugao
das plantas daninhas a resisténcia a herbicidas, sdo importantes para direcionar
estratégias de manejo para minimizar o potencial impacto da resisténcia (NEVE et al.,
2014). Por exemplo, estudos de heranga podem melhorar o entendimento da estrutura
genética de populagdes de plantas daninhas sob selecao de herbicida e ajudar a criar
modelos de simulacdo da dispersdo da resisténcia (NEVE et al., 2014; RENTON et
al., 2014; MENALLED et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018).

Varios fatores, como a frequéncia inicial de alelos que conferem resisténcia,
custo adaptativo, fluxo génico, pressao de selecao e o padrao de heranca influenciam
a disseminacgao e a dindmica de individuos resistentes a herbicidas na populacao de
plantas daninhas (GHANIZADEH et al., 2019). Desses fatores, o padrao de heranca
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desempenha um papel particularmente importante no sucesso das caracteristicas de
resisténcia a herbicidas a serem transmitidas as geracoes sucessivas (NEVE et al.,
2014).

Em plantas daninhas, os genes de resisténcia a herbicidas podem ser
transmitidos para a proxima geracao via polen e 6vulo (JASIENIUK et al., 1996). A
heranca de genes nucleares pode ocorrer via polen e 6vulo, enquanto no caso de
heranca citoplasmatica (ou plastidica), o(s) alelo(s) de resisténcia somente podem ser
transmitidos através do évulo para a préxima geracao (JASIENIUK et al., 1996). Por
outro lado, dependendo do mecanismo de resisténcia (relacionado ao local de acéo e
nao relacionado ao local de acao), diferentes padrbes de heranca tém sido
documentados em espécies de plantas daninhas resistentes a herbicidas estudadas
até o momento.

Para resisténcia a HPPD em A. tuberculatus, que possui como mecanismo de
resisténcia o metabolismo acelerado do herbicida, foi observado que este tipo de
resisténcia é coordenado por varios genes com diferentes graus de dominéncia
(HUFFMAN et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2018; KOHLHASE et al., 2018). Na
populacdo de A. tuberculatus em lllinois foi considerada incompletamente recessiva
(HUFFMAN et al., 2015), enquanto a populagdo de Nebraska mostrou padrbes
variados de heranca da resisténcia, desde incompletamente recessivo a
semidominante (OLIVEIRA et al., 2018). Por outro lado, a populagdo de lowa
demonstrou que pelo menos um alelo de resisténcia dominante nos loci participantes
€ necessario para promover a resisténcia a mesotrione (KOHLHASE et al., 2018).

A heranca de alelos que contribuem para a resisténcia a herbicidas pode variar
a partir de diferentes origens genéticas, bem como com a interferéncia do ambiente e
da dose do herbicida empregada para o manejo das populacdes de plantas daninhas
(NEVE et al., 2014). Assim, o objetivo deste estudo foi determinar o modo de heranca,
o tipo de dominancia e o grau de resisténcia da geracdo F1 em plantas de leiteira que
apresentam como mecanismo de resisténcia o rapido metabolismo do herbicida

tembotrione.
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5.2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, pertencente ao
CEHERB/UFPEL. Inicialmente, foi realizada a autopolinizacdo de 5 plantas de
Euphorbia heterophylla para cada bi6tipo resistente (32.1 e 32.2) aos inibidores da
HPPD e de 5 plantas do biétipo suscetivel (10.1) para obter os genitores homozigotos
resistentes e homozigotos suscetiveis. Para realizar a autopolinizacdo e evitar a
contaminacao com pdlen externo, cada planta foi disposta em uma Unica cadmara de
crescimento.

As sementes provenientes de cada autopolinizacdo foram coletadas
separadamente e armazenadas na temperatura de 5°C para conservar a qualidade
fisiolégica. Posteriormente foram semeadas 30 sementes em uma Unica bandeja de
cada planta suscetivel e resistente autopolinizada. Quando as plantas atingiram o
estadio de 3-4 folhas, foi pulverizado o herbicida tembotrione na dose de 100,8 g ha™
e 6leo metilado de soja na concentracdo de 0,5% v/v, com equipamento costal
pressurizado com CO2. Todos os genitores nos quais ocorreu a morte de todas as
plantas foram considerados homozigotos suscetiveis. Do mesmo modo, foram
considerados homozigotos resistentes aqueles em que todas as plantas sobreviveram
a aplicacao do herbicida.

Para a realizacdo dos cruzamentos, foi escolhido um genitor homozigoto
resistente para cada bi6tipo (32.1 e 32.2) e um homozigoto suscetivel (10.1). As
sementes de cada genitor foram semeadas em bandejas de isopor contendo
substrato, sendo transferidas na fase de plantula para vasos plasticos com 4 kg de
solo preenchidos com Argissolo Vermelho-Amarelo de textura franco-arenosa,
pertencente a unidade de mapeamento de Pelotas-RS (EMBRAPA, 2013). Ap6s a
emergéncia das plantas, foi realizado o procedimento de desbaste, mantendo apenas
uma planta por vaso. Durante o ano agricola 2019/20 foram realizados os
cruzamentos entre 0s genitores suscetiveis e resistentes para obtencao de sementes
F1. Na safra 2020/21 foram realizados os retrocruzamentos entre plantas F1 e seus
respectivos genitores masculinos e femininos resistentes (RCr) e suscetiveis (RCs),
bem como, a obtengao da linhagem F2, através da autofecundacgao de plantas F1.
Para realizacdo dos cruzamentos e retrocruzamentos foram retirados diariamente os
androceus da planta fémea, para evitar a autofecundacgéo e polinizadas com o pélen
do genitor desejado (resistente ou suscetivel). As sementes provenientes destes

cruzamentos foram coletadas e armazenadas.
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Na safra 2021/2022 as sementes F1, F2, RCr e RCs e dos genitores resistentes
e suscetiveis foram semeadas em bandejas de isopor e transferidas na fase de
plantula para bandejas de plastico com solo, sendo aplicado o herbicida tembotrione
(100,8 g ha'" + 6leo metilado de soja 0,5% v/v) quando as plantas atingiram o estagio
de 3-4 folhas. Apds a aplicagcdo do herbicida foi avaliado o niumero de plantas
sobreviventes das geracoes F1 e F2, dos retrocruzamentos (RCr e RCs), bem como
dos genitores resistentes e suscetivel. A partir dos dados obtidos foram analisadas as
frequéncias de suscetibilidade ou resisténcia, comparando as frequéncias observadas
com a esperada (segregacdao mendeliana em que o gene responsavel pela
caracteristica é nuclear de dominancia completa), através do teste de hipéteses de
qui-quadrado (x2) (p < 0,05).

Além disso, foram semeadas em bandejas de isopor e transplantadas para
vasos de 700 cm?, plantulas dos genitores resistentes (32.1 e 32.2) e suscetivel (10.1)
e das geracoes F1. Quando as plantas de leiteira atingiram o estagio de 4 folhas foram
tratadas com doses crescentes de tembotrione (0; 50,4; 100,8 e 201,6 g ha''), sendo
a dose de 100,8 g ha' registrada para o controle de leiteira. As variaveis avaliadas
foram eficiéncia de controle e reducdo da MSPA aos 30 dias apés a aplicacao do
herbicida, seguindo a mesma metodologia de avaliacdo descrita no capitulo 1. Os
dados obtidos foram analisados quanto a homocedasticidade e, posteriormente,
submetidos a andlise de variancia (p < 0,05). Quando significativas, as doses e os
genotipos foram comparados pelo teste de Duncan (p < 0,05).

5.3 Resultados e Discussao

Os genitores resistentes 32.1 e 32.2 (R) e suscetivel 10.1 (S) confirmaram sua
resisténcia e sensibilidade ao herbicida tembotrione, onde todas as plantas testadas
sobreviveram ou morreram, respectivamente, apos a exposicao ao herbicida (Tabela
10 e 11). Para as F2 e os RCs dos cruzamentos RJ x S envolvendo os dois biétipos
resistentes (32.1 e 32.2) foram aceitas as hip6teses de igualdade entre os numeros
observados e esperados, ou seja, 0s desvios obtidos ndo foram significativos (Tabela
10 e 11). Por outro lado, nao foram aceitas as hipéteses de igualdade para as F2 e os
RCs dos cruzamentos S& x RS para os dois biétipos resistentes (32.1 e 32.2) (Tabela
10e 11).
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Tabela 10- Avaliacdo da segregacao de cruzamentos simples, retrocruzamentos e cruzamentos
reciprocos entre plantas de leiteira suscetiveis (10.1) e resistentes (32.1) ao herbicida
tembotrione. Capéo do Ledo, RS, 2022.

Cruzamento pll\lan(tjaGS R S Espergzjeaqu?)nbcsl,zrva da ¥ Probabilidade?
S (10.1) 19 - 19 - - - -
R (32.1) 30 30 - - - - -
RJ x 89
F1 16 7 9 1:0 0,5:0,64 - -
F2 89 65 24 3:1 2,70:1 0,18 66,8
RCr 85 57 28 1:0 1,12:0,55 - -
RCs 115 63 52 1:1 1,21:1 1,05 30,5
Sd xRQ
F1 62 56 6 1.0 0,8:0,09 - -
F2 119 117 2 3:1 58,5:1 33,65 0,0
RCr 114 108 6 1:0 0,9:0,05 - -
RCs 118 109 9 1:1 12,1:1 84,7 0,0

* Qui-quadrado calculado — fornece a probabilidade de as diferengas entre a frequéncia esperada e
a observada serem devidas ao acaso (p < 0,05). Graus de liberdade = 1. # Obtida através do software
Genes quando x2 possuem distribuigdo normal (p < 0,05).

No primeiro cruzamento simples (RS x SQ), para ambos bibtipos resistentes
(32.1 e 32.2) (Tabela 10 e 11) a F1 apresentou-se parcialmente resistente,
evidenciando que o genitor masculino transmitiu a caracteristica de resisténcia para a
prole, porém os valores de segregacao esperados de 1:0 (resistente: suscetivel),
foram muito aguém dos observados, de 0,5:0,64 e 0,50:0,56, nos cruzamentos
envolvendo os genitores resistentes 32.1 e 32.2, respectivamente. Esses resultados
indicam que a resisténcia é controlada por genes de heranca nuclear, € 0 movimento
de polen pode ser responsavel pela transferéncia de alelos de resisténcia ao herbicida
(BUSI et al., 2011).

A geracado F2 apresentou segregacao resistente/suscetivel de 2,7:1 e 4,7:1,
com teste x2 fornecendo probabilidade de 66,8% e 19,3% de ser de 3:1,
respectivamente, para os cruzamentos com os genitores resistentes 32.1 e 32.2. Os
RCr demonstraram segregacao 1,12:0,55 e 1,02:0,83, respectivamente, nos
cruzamentos dos genitores 32.1 e 32.2, quando o esperado era ser 1:1. Ja os RCs
envolvendo os genitores 32.1 e 32.2, apresentaram respectivamente, segregacao
resistente/suscetivel de 1,21:1 e 1,30:1, quando o esperado era 1:1, com
probabilidade de 30,5% e 20,5% de ser de 1:1.

No segundo cruzamento simples (S& x R®), a geragdo F1, assim como no
primeiro cruzamento, mostrou-se parcialmente resistente, com segregagao para os

cruzamentos envolvendo os biétipos 32.1 e 322 de 0,8:0,09 e 0,71:0,30,
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respectivamente, indicando que a resisténcia também é transmitida hereditariamente
pelo genitor feminino e, novamente, apresentando como caracteristica a dominancia
incompleta. A F2 apresentou segregacao resistente/suscetivel de 58,5:1 e 21,6:1,
para os bi6tipos 32.1 e 32.2, respectivamente, com probabilidade nula de ser 3:1.

Na segregacao dos RCr foram testadas 114 e 98 plantas, das quais 108 e 88
se mostraram resistentes para o herbicida tembotrione, respectivamente, para os
genitores 32.1 e 32.2, enquanto a segregacao esperada era que 100% da prole
apresentasse como resistente ao herbicida. No RCs a segregacao observada para os
cruzamentos envolvendo os genitores 32.1 e 32.2 foi de 12,1:1 e 7,2:1,
respectivamente, enquanto a esperada era de 1:1, com probabilidade de 0% de ser

igual a esperada.

Tabela 11- Avaliacdo da segregagdo de cruzamentos simples, retrocruzamentos e cruzamentos
reciprocos entre plantas de leiteira suscetiveis (10.1) e resistentes (32.2) ao herbicida
tembotrione. Capéo do Ledo, RS, 2022.

N° de Frequéncia o " "
Cruzamento olantas Esperada Observada X Probabilidade
S (10.1) 19 - 19 - - - -
R (32.2) 32 32 - - - - -
RJ x 89
F1 38 18 20 1:0 0,50:0,56 - -
F2 57 47 10 3:1 4,7:1 1,69 19,3
RCr 85 47 38 1:0 1,02:0,83 - -
RCs 90 51 39 1:1 1,30:1 1,6 20,5
Sd xRQ
F1 37 26 11 1:0 0,71:0,30 - -
F2 113 108 5 3:1 21,6:1 25,5 0,0
RCr 98 88 10 1:0 0,79:0,09 - -
RCs 90 79 11 1:1 7,2:1 51,3 0,0

* Qui-quadrado calculado — fornece a probabilidade de as diferengas entre a frequéncia esperada e
a observada serem devidas ao acaso (p < 0,05). Graus de liberdade = 1. # Obtida através do software
Genes quando x2 possuem distribuigdo normal (p < 0,05).

As frequéncias observadas ndao demonstraram igualdade para a maioria dos
cruzamentos, contra as frequéncias esperadas, usando como base o modelo de
segregacao quando a heranca € nuclear de dominancia completa, isso indica que a
resisténcia de tembotrione em plantas de leiteira € complexa, provavelmente
envolvendo multiplos genes que apresentam diferentes niveis de dominancia.
Resultados similares foram observados para a herancga da resisténcia de Amaranthus
tuberculatus para o herbicida mesotrione, em que a transferéncia dos genes que

conferem a resisténcia para a geracao F1 foi parcial, sendo observada segregacao
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resistente/suscetivel de 1:3,84; quando o herbicida foi pulverizado na dose de 105 g
ha' (KOHLHASE et al., 2018).

Em A. tuberculatus, assim como em leiteira, a resisténcia envolve o rapido
metabolismo dos herbicidas inibidores da HPPD, sendo essa caracteristica poligénica,
com graus variados de dominancia com base nos estudos realizados para elucidar a
heranca da resisténcia a essa classe de herbicidas (HUFFMAN et al., 2015; OLIVEIRA
et al., 2018; KOHLHASE et al., 2018). Bibtipos de A. tuberculatus de lllinois foram
considerados incompletamente recessivos (HUFFMAN et al., 2015), enquanto
biétipos de Nebraska mostraram padroes variando de incompletamente recessivos a
semi-dominante (OLIVEIRA et al., 2018). Além disso, foi verificado que pelo menos
um alelo dominante nos loci participantes é necessario para conferi a resisténcia ao
herbicida mesotrione (KOHLHASE et al., 2018).

Para testar a dominancia, plantas heterozigotas F1 e os genitores resistentes e
suscetivel foram tratadas com doses crescentes de tembotrione (Tabela 12). Houve
efeito significativo da interacao entre doses do herbicida tembotrione e os genitores
biétipo suscetivel (10.1), os dois resistentes (32.1 e 32.2) e as geracdes F1, para as
variaveis controle e reducéo da MSPA (p<0,05) (Tabela 12). Os resultados evidenciam
gue as plantas heterozigotas R3 x S@ apresentam grau de resisténcia inferior as SJ&
x RQ, pois em doses intermediarias (50,4 e 100,8 g ha') o controle e redugéo da
MSPA das plantas heterozigotas R3' x SQ é superior independentemente do genitor
resistente (32.1 e 32.2) utilizado. Por outro lado, o heterozigoto R4 x S@ demostrou
ser mais tolerante que o bibtipo suscetivel, enquanto o heterozigoto S& x RQ
apresentou menor nivel de resisténcia que os progenitores resistentes (32.1 e 32.2).

Esses resultados indicam que a transferéncia dos genes que conferem o rapido
metabolismo de tembotrione do bibtipo resistente para o suscetivel via pdlen, origina
um heterozigoto com nivel de resisténcia bem inferior as observadas no genitor
masculino. Por outro lado, a transferéncia de pdlen do biétipo suscetivel para o
resistente, acarreta em um heterozigoto com nivel de resisténcia inferior ao genitor

resistente, mas superior a prole R4 x S9.
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Tabela 12- Controle aos 30 dias apés a aplicacao dos tratamentos (DAT) e massa seca da parte
aérea (MSPA) em fungao da aplicacdo de doses crescentes de tembotrione em bidtipos
de leiteira suscetivel (S), Heterozigoto F1 (Het) e resistentes (R). Capado do Leédo, RS,

2022.
Tembotrione g ha 10.1 (S) Het R4 x SQ Het S& x RQ 32.1 (R)
Controle 30 DAT (%)

0 0,0msC 0,0 C 0,0 C 0,0 C

50,4 88,5 aB 43,3 bB 23,2 bB 6,3 bC

100,8 100,0 aA 92,6 aA 32,7 bB 27,5 bB

201,6 100,0 aA 96,6 aA 90,0 aA 38,0 bA
CV(%) 27,0

Tembotrione g ha 10.1 (S) Het R4 x SQ Het S& x R 32.2 (R)

Controle 30 DAT (%)

0 0,0mC 0,0 C 00 C 0,0 D

50,4 88,5 aB 22,3bC 15,0 bcC 5,0cC

100,8 100,0 aA 70,0 bB 44,2 bcB 21,0cB

201,6 100,0 aA 100,0 aA 84,5 abA 61,0 bA
CV(%) 29,2

Tembotrione g ha' 10.1 (S) Het R4 xS2 HetSJ4 x R? 32.1 (R)

Reducao da MSPA 30 DAT (%)

0 0,0"C 00 C 0,0 D 0,0 B

50,4 95,8 aB 54,8 bB 23,1 ¢cC 9,5dB

100,8 99,2 aA 86,4 DbA 67,6 cB 59,3 cA

201,6 98,6 aA 92,0 abA 85,9 bA 65,7 cA
CV(%) 11,62

Tembotrione g ha' 10.1 (S) Het R4 xS2 HetSJ4 x R? 32.2 (R)

Reducao da MSPA 30 DAT (%)

0 0,0sC 0,0 D 0,0 D 0,0 C

50,4 95,8 aB 43,6 bC 26,9 cC 7,7dC

100,8 99,2 aA 80,5 bB 64,2 cB 27,3 dB

201,6 98,5 aA 95,6 aA 85,3 bA 72,6 CA
CV(%) 11,95

Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na linha e mailuscula na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05). ns n&o significativo (p < 0,05). CV: coeficiente de variagao.

A variabilidade observada nos cruzamentos controlados de leiteira demonstra
que a resisténcia parece nao ser controlada por um unico gene principal, em virtude
do padrdo de segregacdo na geracdo F2 e dos retrocruzamentos. Além disso, a
analise de controle e reducado da MSPA das geracdes F1 mostraram comportamento
intermediarios aos genitores, demonstrando redugao do nivel de resisténcia com o
aumento de doses do herbicida, sendo esse tipo de resposta caracteristico de
respostas quantitativas (poligénicas) (HUFFMAN et al., 2015). O controle de plantas
F1 foi maior que o genitor suscetivel em doses mais baixas e menor que o resistente
em doses mais altas (Tabela 12), sugerindo que a heranca de alelos de resisténcia a
tembotrione é aditiva (TABASHNIK, 1991).
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A sensibilidade intermediaria dos genétipos heterozigotos tem implicacdes
praticas importantes, ja que, em lavouras infestadas com essas plantas, 0 aumento
da dose de tembotrione acarreta no aumento do controle. No entanto, somente os
bi6tipos heterozigotos e suscetiveis serdo controlados, resultando em maior espaco
para crescimento e multiplicacao dos bi6tipos resistentes, que poderdo ocupar o

banco de sementes e garantir a infestacao dos cultivos em sucesséo.

5.4 Conclusoes

A heranga da resisténcia de leiteira ao herbicida tembotrione € complexa, sendo
codificada por genes nucleares de dominancia incompleta.

Os heterozigotos possuem sensibilidade intermediaria ao herbicida
tembotrione, onde a F1 RJ x S apresenta comportamento mais préximo ao genitor

suscetivel, e a F1 S& x RQ mais préxima ao genitor resistente.
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6. Consideracoes finais

Os bidtipos 32.1 e 32.2 oriundos de Panambi-RS sao resistentes aos inibidores
da HPPD tembotrione, mesotrione e isoxaflutole. O bibtipo 32.2 apresenta resisténcia
multipla aos inibidores da HPPD e Protox e o bi6tipo 32.1 apresenta resisténcia
multipla a HPPD, Protox e ALS.

Os herbicidas pré-emergentes atrazina, flumioxazina e sulfentrazone sao
eficientes para o controle dos bibtipos de leiteira, independente do tipo de resisténcia
acumulada. Os herbicidas pds-emergentes atrazina, paraquat, paraquat+diuron,
saflufenacil, glifosato, aménio glufosinato demonstraram controle satisfatério de todos
os bibtipos de leiteira.

Os biotipos de leiteira resistentes aos inibidores da HPPD apresentam como
mecanismo de resisténcia a rapida metabolizacao do herbicida tembotrione, para um
metabolito atoxico denominado de TCMBA.

O incremento do periodo de exposi¢cao ao tembotrione do bibtipo suscetivel aos
inibidores da HPPD resulta em rapido aumento da FO e reducao acentuada de Fm e
Fv/Fm, em comparacéao aos biétipos resistentes. Os bidtipos resistentes aos inibidores
da HPPD demonstram menor declinio das variaveis fotossintéticas (A, Gs, E, CE e
EUA), e menor incremento da Ci, em relacao ao bibtipo suscetivel.

O incremento do periodo de exposicao ao herbicida tembotrione acarretou no
aumento significativo de estresse oxidativo no biétipo suscetivel em comparacao aos
resistentes, evidenciado pelo aumento de TBARs, H202, extravasamento celular e
menor conteudo de carotenoides. A maior atividade da APX 96 horas apés a aplicacao
de tembotrione, nos bibtipos resistentes acarretou em menores niveis de H202 e
menores danos aos componentes celulares.

A heranga da resisténcia de leiteira ao herbicida tembotrione € complexa, sendo

codificada por genes nucleares de dominancia incompleta.
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