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RESUMO

BRUSAMARELLO, Antonio Pedro. Heranca Genética e Marcadores Moleculares
Associados a Resisténcia de Euphorbia heterophylla L. aos Herbicidas Inibidores da
ALS e PROTOX. 125 f. Dissertacao (Mestrado em Agronomia) — Programa de Pés-
Graduacdo em Agronomia (Area de Concentracdo: Producdo Vegetal), Universidade
Tecnoldgica Federal do Parand. Pato Branco, 2016.

O presente trabalho teve por objetivo estudar a heranca genética, determinar o
melhor protocolo de extracdo de DNA para esta espécie, e identificar marcadores
moleculares associados a resisténcia de leiteiro (Euphorbia heterophylla L.) aos
herbicidas inibidores da ALS e da PROTOX. A heranca genética da resisténcia foi
determinada a partir de cruzamentos entre os bidtipos de E. heterophylla suscetivel
(S) e resistente (R), retrocruzamentos e avanco de geracdo para F,. A dominancia
completa da resisténcia foi comprovada com curvas de dose resposta. Foram
testados dez protocolos de extracbes de DNA adaptados de métodos descritos na
literatura. Os iniciadores especificos para os genes ALS e PROTOX foram
desenhados a partir da sequéncia de DNA consenso destes genes, obtida pelo
alinhamento das espécies Manihot esculenta e Ricinus communis. Adicionalmente,
foi testada a transferibilidade de vinte marcadores SSRs (sequéncias simples
repetidas) desenhados para o genoma de Manihot esculenta, pois dentre espécies
de Euphorbiaceae com maior niumero de marcadores SSRs desenvolvidos, € a
espécie filogeneticamente mais proxima de E. heterophylla. Em relacdo a heranca
genética, as frequéncias observadas nas geracoes Fi, F,, RCs e RC; ndo diferiram
estatisticamente das frequéncias esperadas para caracteristica controlada por dois
genes dominantes para resisténcia multipla e um gene dominante para resisténcia
simples aos inibidores da ALS e PROTOX. Os niveis similares de resisténcia
observados para o heterozigoto F; e o biétipo homozigoto R, para doses de até 2000
g i.a. ha' de fomesafen e doses de até 800 g i.a. ha™ de imazethapyr, confirmam a
dominancia completa da resisténcia aos inibidores da PROTOX e ALS,
respectivamente. O protocolo 0,2%BME possibilitou a extracédo de 7,083 ng pL™ de
DNA, sendo estatisticamente (P=0,05) superior aos demais protocolos. Os
compostos fendlicos contaminaram o DNA extraido pelos protocolos FENOL e
3%BME+TB, mas a adicdo de polivinilpirrolidona (PVP40) no tampao de extracdo do
protocolo 3%BME+TA solucionou este problema. Os iniciadores desenhados para os
genes ALS e PROTOX nédo amplificaram ou ndo apresentaram polimorfismo visivel
em gel de agarose entre os bibtipos S e R de E. heterophylla. Dez marcadores SSR
foram transferidos para E. heterophylla e destes, seis iniciadores apresentaram
polimorfismo entre os biétipos S e R.

Palavras-chave: Planta daninha. Inibidores de enzimas. Iniciadores. Protocolos de
extracao.



ABSTRACT

BRUSAMARELLO, Antonio Pedro. Genetic Inheritance and Molecular Markers
Associated with Euphorbia heterophylla L. Resistance to ALS- and PROTOX-
Inhibiting Herbicides. 125 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) - Programa de
P6s-Graduacdo em Agronomia (Area de Concentracdo: Producio Vegetal), Federal
University of Technology - Parana. Pato Branco, 2016.

This study aimed to assess the genetic inheritance, determine the better DNA
isolation protocol for this species and to identify molecular markers associated with
the Wild Poinsettia (Euphorbia heterophylla L.) resistance ALS- and PROTOX-
inhibiting herbicides and. The genetic inheritance of resistance was determined from
crosses between E. heterophylla biotypes susceptible (S) and resistant (R),
backcrosses and F, generation. The complete dominance of resistance was
confirmed with dose response curves. Ten adjusted methods for DNA isolation
described in the literature were tested. The specific primers for ALS and PROTOX
genes were designed from the consensus DNA sequence of these genes, obtained
by aligning the gene sequences of the species Manihot esculenta and Ricinus
communis L. Additionally, it was assessed the transferability of twenty SSR (simple
sequence repeat) markers designed for Manihot esculenta, because among the
species of Euphorbiaceae with more developed SSRs markers, because it is the
closest relative phylogenetic species of E. heterophylla. Regarding genetic
inheritance, the frequencies observed in the F;, F,, RCs and RC, did not differ
significantly from the expected frequencies for a trait controlled by two dominant
genes for multiple resistance and a single dominant gene for simple resistance to
ALS- and PROTOX-inhibiting herbicides. The similar levels of resistance to dosage
up to 2000 g i.a. ha™ of fomesafen and dosage up to 800 g i.a. ha™ of imazethapyr
observed in F; (heterozygous) and homozygous R biotype confirm the complete
dominance of resistance to PROTOX- and ALS-inhibiting herbicides, respectively.
The 0.2%BME protocol allowed the isolation of 7,083 ng pL™ DNA, significantly
(P=0.05) higher than other methods. Co-isolation of phenolic compounds was
observed in FENOL and 3%BME+TB methods, but the addition of
polyvinylpyrrolidone (PVP40) in the protocol extraction buffer 3%BME+TA solved this
problem. The primers designed for ALS and PROTOX genes amplified but not
showed no visible polymorphism in agarose gel between the S and R biotypes of E.
heterophylla. Regarding the SSR transferability, ten markers were transferred to E.
heterophylla, however, these six primers showed polymorphism among S and R
biotypes..

Keywords: Weed. Inhibitors of enzymes. Primers. DNA isolation methods.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 CARACTERISTICAS BOTANICAS, MORFOLOGICAS E DISTRIBUICAO DA
ESPECIE Euphorbia heterophylla L.

O leiteiro (Euphorbia heterophylla L.) € uma espécie daninha anual
pertencente a familia Euphorbiaceae. As plantas sédo lactescentes, eretas, com 30-
80 cm de altura (LORENZI et al., 2006), podendo chegar até 2 m quando se
desenvolvem sob boas condicdes de ambiente (KISSMANN; GROTH, 1999).
Apresentam rapido desenvolvimento inicial, emergéncia em fluxos, ampla
variabilidade genética (TREZZI; MACHADO; XAVIER, 2014), elevada capacidade
competitiva com as espécies cultivadas (KISSMANN; GROTH, 1999; MACHADO et
al., 2015) e ciclo relativamente curto, possibilitando até trés geracdes por ano.

O leiteiro € uma espécie nativa em regides tropicais e subtropicais das
Américas (KISSMANN; GROTH, 1999) e muito frequente em lavouras cultivadas no
Sul, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil (VARGAS; BOREM; SILVA, 1999).

Nessa espécie, a parte superior dos ramos e caules se divide formando
bifurcacbes, em cujo &pice se desenvolve a inflorescéncia, também presente em
alguns casos junto as axilas das folhas. As flores, também chamadas de ciatios, sédo
invélucros obovoides formados por bracteas fusionadas, abertos na parte superior.
Um ciatio apresenta apenas uma flor feminina, apoiada sobre um grosso pedicelo,
que apoés a fecundacgdo se alonga posicionando o fruto de forma pendente ao lado
do involucro e pode apresentar de 30 a 40 flores masculinas articuladas no pedicelo
no interior do ciatio circundando a flor feminina (KISSMANN; GROTH, 1999).

Na maioria das Euphorbiaceae, a polinizagdo ocorre por insetos
(moscas, abelhas, vespas e borboletas) que estdo & procura de néctar, no entanto,
para os géneros: Acalypha, Ricinus, Alchornea e alguns outros, a polinizacédo ocorre
pelo vento. A polinizagdo cruzada na familia Euphorbiaceae € promovida pela
maturacdo das flores carpeladas antes das estaminadas (JUDD et al., 2009).

A reproducdo de E. heterophylla pode ocorrer tanto através de
autofecundacédo quanto de fecundacdo cruzada (BARROSO, 2002), ndo havendo
relatos na literatura de estudos envolvendo as taxas de fecundacao cruzada e de

autofecundacdo para essa espécie. Quando o fruto atinge a maturacdo completa,
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dispersa as sementes para longe da planta mée, através do mecanismo tipo

bolocoria (deiscéncia explosiva) (BARROSO, 2002). Geralmente apresentam pouca
dorméncia e sua causa ainda ndo é esclarecida. A germinacdo é favorecida na
presenca de luz e temperaturas entre 25 a 35 °C (KISSMANN; GROTH, 1999).

1.2 RESISTENCIA DE PLANTAS DANINHAS AOS HERBICIDAS

A evolugdo da resisténcia aos herbicidas em plantas daninhas é um
exemplo classico da rapida adaptacédo das plantas em resposta a selecdo imposta
pelo homem (NEVE et al., 2014). A utilizacao intensa e indiscriminada de herbicidas
com mesmo mecanismo de acdo na mesma area de cultivo ao longo dos anos tem
proporcionado a selecdo de diversas espécies daninhas resistentes (INOUE;
OLIVEIRA Jr, 2011). Nesse contexto, é de fundamental importancia a definicdo dos
principais termos que abrangem a resisténcia das plantas daninhas.

A resisténcia é definida como a capacidade inerente e herdavel de
alguns bidtipos de plantas daninhas dentro de uma populacdo sobreviverem e se
reproduzirem apOs a exposicdo a uma dose de herbicida, que em condi¢bes
normais, controla com eficacia esta populacdo de plantas da mesma espécie
(CHRISTOFFOLETI; OVEJERO, 2008; INOUE; OLIVEIRA Jr, 2011). O bidtipo é
definido como um grupo de individuos com carga genética similar, que pouco se
diferencia da maioria dos individuos da populacdo (INOUE; OLIVEIRA Jr, 2011).

A resisténcia cruzada ocorre quando um bi6tipo de planta daninha
apresenta resisténcia a dois ou mais herbicidas de um mesmo mecanismo de acao,
geralmente com resisténcia a todos os herbicidas pertencentes ao mecanismo de
acdo. A resisténcia multipla ocorre quando um bidtipo de planta daninha apresenta
resisténcia a um ou mais mecanismos de resisténcia diferentes que conferem a
resisténcia aos herbicidas de diferentes mecanismos de acdo (CHRISTOFFOLETI,
OVEJERO, 2008; KISSMANN, 2014). Dessa forma, a dificuldade de controle
obedece a seguinte ordem: resisténcia simples < cruzada < mudltipla
(CHRISTOFFOLETI; OVEJERO, 2008).

No mundo, os casos de resisténcia tém aumentado de forma muito

expressiva ao longo dos anos, sendo identificados 460 casos unicos de resisténcia,
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em que 237 casos ocorrem em dicotiledbneas (143 espécies) e 223 em

monocotiledéneas (103 espécies), conferindo resisténcia para 22 dos 25
mecanismos de ac¢ao herbicida conhecidos (HEAP, 2016).

Segundo Ohmes e Kendig (1999), a resisténcia em uma populacéo
pode surgir devido a mutacdo através da intensidade de selecédo recorrente, que
altera uma populacdo suscetivel para uma resistente de geracdo em geragcao e
devido a preexisténcia de genes de resisténcia na populacdo. As mutacdes podem
ocorrer antes ou apos a aplicacdo do herbicida, ndo havendo evidéncias de que
pode ser induzida pelos herbicidas (INOUE; OLIVEIRA Jr, 2011; RIZZARD et al.,
2002). Hipotese nao testada sugere que herbicidas inibidores da ALS podem ser
indutores de mutagdo, contribuindo para o surgimento de plantas daninhas
resistentes aos herbicidas (VIDAL; WINKLER, 2002; OLDACH et al., 2008).

Dessa forma, os herbicidas aplicados sobre uma populacédo de plantas
exercem o papel de agente selecionador das plantas resistentes que se encontram
em baixa frequéncia na area (INOUE; OLIVEIRA Jr, 2011; RIZZARDI et al., 2002).

Dentre os mecanismos que conferem a resisténcia das plantas
daninhas aos herbicidas pode-se citar alteracdo no local de acdo, metabolizacao,
compartimentalizacdo, absorcao, translocacao (INOUE; OLIVEIRA Jr, 2011; SILVA;
FERREIRA; FERREIRA, 2002), superexpressado da enzima (GAINES et al., 2010) e
exsudacéao radicular (FERREIRA, 2008).

A alteracdo no local de acédo ocorre devido a modificacdes génicas
(mutacdes) no DNA (INOUE; OLIVEIRA Jr, 2011), que podem envolver a adicao,
delecdo, ou a substituicdo de um ou mais nucleotideos (MALACINSKI, 2011), sendo
mais comum a substituicdo de um nucleotideo por outro, gerando modificacdo no
cédon (sequéncia de trés bases nitrogenadas) que passa a codificar outro
aminoacido. Essa alteracdo genética pode dar origem a uma enzima com
caracteristica funcional diferente da original, em que a molécula do herbicida se
torna incapaz de exercer a sua agdo fitotoxica no local de acdo na planta
(CHRISTOFFOLETI; OVEJERO, 2008).

Segundo Ossowski et al. (2010) a taxa de mutagdo espontanea é de 7
x 10 substituicdes de base por sitio por geracédo, sendo na maioria as transicdes

G:C e A:T. Além disso, as mutacdes geralmente sdo deletérias e para a ocorréncia



22
de uma planta mutante resistente, a mutacdo tem que ocorrer no local de acédo do

herbicida, reduzindo ainda mais as chances de ocorréncia.

O aumento da capacidade de metabolizacdo do herbicida ocorre
quando um bidtipo tem a capacidade de metabolizar a molécula do herbicida de
forma mais rapida do que um bidtipo suscetivel e/ou conjugar o herbicida para
componentes menos fitotéxicos, dessa forma, tornando a molécula inativa antes que
cause danos irreversiveis na planta (CHRISTOFFOLETI; FILHO; SILVA, 1994;
SILVA; FERREIRA; FERREIRA, 2002). Nesse processo atuam as enzimas
monooxigenases do citocromo P450 e a glutationa-s-transferase (GST),
proporcionando reacfes de oxirreducdo e conjugacdo, respectivamente
(CHRISTOFFOLETI; OVEJERO, 2008).

A compartimentalizagdo ocorre pela remocéao dos herbicidas dos locais
metabolicamente ativos e seu armazenamento nos vacuolos das células ou tecidos
distantes do sitio de ac&o do herbicida (CHRISTOFFOLETI; FILHO; SILVA, 1994).

A alteracdo da absorcéo e da translocacgéo dos herbicidas pode ocorrer
de forma isolada ou associada, proporcionando reducdo na quantidade de herbicida
gue chega até o local de acéo, ndo sendo suficiente para proporcionar o controle da
planta (SILVA; FERREIRA; FERREIRA, 2002).

Considerando-se uma populacdo de plantas, inicialmente a resisténcia
€ imperceptivel e confundida com falhas de aplicacdo, pois o nimero de plantas
resistentes € muito pequeno. De uma forma geral, torna-se perceptivel apés alguns
anos de uso continuo do mesmo mecanismo de acédo (KISSMANN, 2014), quando
um numero ja expressivo de plantas da espécie daninha estdo resistentes
(GRESSEL; SEGEL, 1978).

Muitos fatores influenciam a probabilidade de evolucdo de resisténcia
aos herbicidas em plantas daninhas e alguns herbicidas sdo mais propensos a
evolucdo da resisténcia do que outros (PATZOLDT et al., 2006). A dinamica da
resisténcia e seu impacto sdo dependentes de caracteristicas genéticas, da biologia
da planta daninha, de caracteristicas dos herbicidas e de caracteristicas
operacionais (CHRISTOFFOLETI et al., 2008; POWLES; YU, 2010).

A menor ou maior probabilidade do surgimento de resisténcia €

determinada principalmente pela frequéncia inicial do gene de resisténcia (VIDAL,
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FLECK, 1997), que é influenciada pela taxa de mutacdo. Assim, uma maior

frequéncia inicial do bidtipo resistente eleva a probabilidade de sobrevivéncia e
capacidade de aumentar sua propor¢cdo na area apos sucessivas aplicacbes do
agente selecionador.

Caracteristicas operacionais sdo as mais facilmente manipuladas pelo
homem, através das quais é possivel reduzir a pressédo de selecdo sobre as plantas
daninhas, retardando ou evitando o surgimento de individuos resistentes. Envolvem
praticas, tais como: a utilizagdo da dose recomendada do herbicida, habilidade do
operador, adequada manutencdo e conservacdo de maquinas de tratamento,
utilizacdo de calendario de aplicacdo, cuidados com as condi¢cdes do ambiente no
momento da aplicacdo (umidade do ar, temperatura do ar, velocidade do vento),
rotacdo de culturas, alternancia de mecanismos de acdo e a adocdo de praticas de
manejo sem o uso de herbicidas (POWLES; YU, 2010).

A importancia da rotacdo de culturas como forma de alternancia no uso
dos diferentes mecanismos de acdo € destacada por Nunes, Schaedler e Lamego
(2014), j& que, nem sempre o herbicida que é seletivo para uma cultura sera seletivo
para a cultura seguinte em rotacdo. Assim, reduz-se a pressdo de selecao,
diminuindo a probabilidade de selecao de bibtipos resistentes aos herbicidas.

O tipo de heranca dos alelos da resisténcia traz implicacGes préticas
importantes, visto que, na heranca nuclear, os genes de resisténcia presentes em
um individuo R podem ser transferidos via fluxo de pdlen para individuos S,
enguanto que na heranca materna ou citoplasmatica, a transmissao ocorre apenas
através da planta mée, independentemente do tipo de fecundacdo da espécie
(MATIELLO; RONZELLI Jr; PURISSIMO, 1999; SILVA; FERREIRA; FERREIRA,
2002). Isso sugere que a disseminacdo da resisténcia em uma area ocorre mais
rapidamente quando o modo de heranca for do tipo nuclear (EMBRAPA, 2006;
SILVA; FERREIRA; FERREIRA, 2002).

Aléem disso, quando a caracteristica de resisténcia € conferida por
varios genes (poligénica), menor é a probabilidade de ocorrer e mais lenta sera a
sua evolugdo, e quando é conferida pela agdo de um anico gene (monogénica),
maior serd a probabilidade de ocorrer e mais rapida sera a evolugdo (SILVA,
FERREIRA; FERREIRA, 2002).
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Os casos de resisténcia em E. heterophylla foram identificados no

Equador com inibidores do fotossistema Il em 1990, no Paraguai, com inibidores da
ALS em 1995 e no Brasil, com inibidores da ALS em 1993 e resisténcia multipla aos
inibidores da ALS e PROTOX em 2004 (HEAP, 2016). Os casos registrados no
Brasil trouxeram grande preocupac&o no meio agricola até o surgimento e liberacéo
do evento transgénico RR em soja.

O advento da soja transgénica resistente ao herbicida glifosato (inibidor
da enzima EPSPs - 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase) impactou positivamente
sobre o controle de leiteiro resistente aos inibidores da ALS (VARGAS et al., 2013) e
com resisténcia multipla ao ALS e PROTOX (TREZZI et al., 2009), minimizando o0s
problemas proporcionados por essas resisténcias. No entanto, mesmo apos longo
tempo de uso do glifosato existem bi6tipos de leiteiro resistente a ALS (VARGAS et
al., 2013; XAVIER, 2014), que estado presentes em areas onde houve escapes e/ou
onde as sementes permanecem viaveis no banco (XAVIER, 2014).

Em lavouras de soja no Brasil, até hoje foi identificado resisténcia ao
glifosato nas espécies daninhas: Chloris elata, Conyza bonariensis, Conyza
canadensis, Conyza sumatrensis, Digitaria insularis, Lolium perenne ssp. multiflorum
(HEAP, 2016), representando graves problemas para a agricultura brasileira,
requerendo o emprego de outros mecanismos de acdo para efetuar o controle
dessas espécies, entre eles 0 uso dos inibidores da ALS (VARGAS et al., 2013) e da
PROTOX.

Portanto, a simples mudanca no manejo das plantas daninhas na
cultura da soja, com retorno do uso de herbicidas inibidores da ALS e PROTOX em
areas onde havia presenca de E. heterophylla e de outras espécies resistentes a
esses mecanismos de acgdo, pode provocar, em pouco tempo, aumento da
frequéncia das plantas resistentes a esses mecanismos, se tornando novamente um

problema agricola.

1.2.1 Resisténcia aos Herbicidas Inibidores da ALS

A enzima ALS (acetolactato sintase) € essencial para a sintese dos

aminoacidos de cadeia ramificada: valina, isoleucina e leucina (KISSMANN, 2014;
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POWLES; YU, 2010; TREZZI; VIDAL, 2001). Os herbicidas pertencentes a esse

mecanismo de acdo atuam inibindo a atividade da enzima ALS, interrompendo a
sintese de aminoacidos e, consequentemente, a sintese de proteinas, interferindo
no crescimento celular ocasionando a morte da planta (SILVA; FERREIRA;
FERREIRA, 2002; KISSMANN, 2014). A inibicdo da atividade da enzima ALS ocorre
por uma inibicdo ndo competitiva pelo herbicida com o substrato (NICOLAI,
CHRISTOFFOLETI; VARGAS, 2008).

Esses herbicidas podem ser empregados em pré e pos-emergéncia,
pois sdo geralmente moveis tanto no xilema como no floema, podendo ser
absorvidos e translocados a partir das folhas e das raizes, acumulando-se nos
meristemas de crescimento (OLIVEIRA Jr, 2011; KISSMANN, 2014; NICOLAI,
CHRISTOFFOLETI; VARGAS, 2008). A maioria dos herbicidas inibidores da ALS
controlam plantas daninha dicotiledéneas, mas alguns herbicidas também exercem
controle sobre espécies gramineas e ciperaceas (TREZZI; VIDAL, 2001).

Os inibidores da ALS surgiram na década de 80 e se tornaram
rapidamente populares no meio agricola, utilizados de forma intensiva em funcdo da
elevada eficacia no controle de varias espécies daninhas em baixas doses, baixa
toxicidade aos mamiferos e seletividade a varias culturas de grande importancia
(MONQUEIRO; CHRISTOFFOLETI; DIAS, 2000; OLIVEIRA Jr, 2011). Contudo, o
seu uso indiscriminado e continuo proporcionou, ainda nesta mesma década, o
surgimento dos primeiros casos de plantas daninhas resistentes (VIDAL; MEROTTO,
2001). Atualmente, sdo 156 espécies que possuem bidtipos resistentes, dentre as
quais a E. heterophylla. E 0 mecanismo de agdo que apresenta o maior nimero de
espécies resistentes no mundo, seguido dos inibidores do fotossistema Il e da
ACCase (HEAP, 2016).

Os paises com maior numero de espécies resistentes a esse
mecanismo de acdo sdo: Estados Unidos, Canada, Australia, Japdo e Brasil, com
48, 25, 25, 21 e 16, respectivamente (HEAP, 2016).

No Brasil, os inibidores da ALS compreendem ao mecanismo de acéo
com o maior numero de espécies resistentes. Biotipos de Bidens pilosa e Euphorbia
heterophylla foram as primeiras espécies identificadas com resisténcia, em 1993

(HEAP, 2016). Ao longo dos anos foi detectada resisténcia em biotipos de: Bidens
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subalternans, Sagittaria montevidensis, Cyperus difformis, Fimbristylis miliacea,

Raphanus sativus, Parthenium hysterophorus, Oryza sativa var. sylvatica,
Echinochloa crus-galli var. crus-galli, Lolium perenne ssp. multiflorum, Conyza
sumatrensis, Amaranthus retroflexus, Amaranthus viridis e, recentemente, bibtipos
resistentes de Raphanus raphanistrum e Ageratum conyzoides em 2013 (HEAP,
2016).

O controle do leiteiro em lavouras de soja desde 1986 era realizado
principalmente com o emprego de herbicidas inibidores da enzima ALS (VIDAL et
al., 2004). A utilizacdo continua de herbicidas pertencentes a esse mecanismo de
acao associada a pratica da monocultura da soja no Brasil favoreceu a selecao de
um bidtipo de E. heterophylla com resisténcia cruzada aos herbicidas inibidores da
ALS no Rio Grande do Sul (VARGAS; BOREM; SILVA, 2001) em 1993 (HEAP,
2016).

Levantamentos realizados no Norte do Rio Grande do Sul, Oeste de
Santa Catarina, Oeste e Sudoeste do Parand, evidenciaram ampla disseminacéo de
biétipos de E. heterophylla resistentes aos herbicidas inibidores da ALS (FELIPPI et
al., 2004; TREZZI et al., 2005; VIDAL et al., 2004; WINKLER; VIDAL, 2004).

1.2.1.1 Mecanismo de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS

A principal causa da resisténcia aos inibidores da enzima ALS é a
insensibilidade da enzima a acdo dos herbicidas (VIDAL, 1997) devido a alteracao
no gene responsavel pela codificacdo da ALS (DEVINE; SHUKLA, 2000; TRANEL,;
WRIGHT, 2002). Dessa forma, os herbicidas ndo conseguem mais provocar a
inibicdo ndo competitiva, devido a perda da afinidade do herbicida pelo local de acéo
da enzima, permitindo que a planta resistente produza os aminoacidos mesmo com
a presenca do herbicida no local de acdo (NICOLAI; CHRISTOFFOLETI; VARGAS,
2008). A metabolizagdo do herbicida € relatada como outro mecanismo de
resisténcia possivel (POWLES; YU, 2010),

O tipo de mutacao responsavel por conferir a resisténcia aos inibidores
da ALS foi identificado em: Sisymbrium orientale e Brassica toirnefortii (BOUTSALIS;
KAROTAM; POWLES, 1999), Lolium rigidum (YU; HAN; POWLES, 2008),
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Monochoria vaginalis (WANG et al., 2004), Alopecurus myosuroides (DELYE;

BOUCANSAUD, 2008), Amaranthus hybridus (WHALEY; WILSON; WESTWOOQOD,
2007), entre outras plantas daninhas que totalizam 54 espécies no mundo (TRANEL;
WRIGHT; HEAP, 2016).

Estudos avaliando a atividade da enzima ALS verificaram
insensibilidade da enzima ao herbicida em Cyperus difformis (DAL MAGRO, et al.,
2010), E. heterophylla com resisténcia apenas a inibidores da ALS (VARGAS, 2000)
e E. heterophylla com resisténcia multipla a inibidores da ALS/PROTOX (XAVIER et
al., 2013), indicando que o mecanismo de resisténcia é a modificacdo no local de
acao da enzima ALS.

Os casos de resisténcia a inibidores da ALS geralmente s&o conferidos
pela acdo de um gene dominante, que esta presente no nucleo e pode ser
transferido via semente ou pélen (TRANEL; WRIGHT, 2002). A resisténcia de
Sisymbrium orientale a esse mecanismo de acdo € conferida por um Unico gene
nuclear com dominancia incompleta (BOUTSALIS; KAROTAM; POWLES, 1999). A
resisténcia de Lolium multiflorum aos inibidores da ALS é condicionada por um unico
gene nuclear com dominancia completa (MARIANI et al., 2015), também observado
para biotipo de E. heterophylla com resisténcia apenas a inibidores da ALS
(VARGAS; BOREM; SILVA, 2001).

1.2.2 Resisténcia aos Herbicidas Inibidores da PROTOX

A enzima protoporfirinogénio oxidase (PROTOX ou PPO) esta presente
na rota de sintese da clorofila e citocromos, também conhecida como rota de sintese
de porfirinas ou tetrapirroles (MEROTTO Jr; VIDAL, 2001), atuando na oxidacdo do
protoporfirinogénio a protoporfirina IX (KISSMANN, 2014; OLIVEIRA Jr, 2011;
RIGGINS; TRANEL, 2012). Nas plantas, dois genes nucleares PPX1 e PPX2
codificam as isoformas da enzima PROTOX plastidica e mitocondrial,
respectivamente (RIGGINS; TRANEL, 2012).

Estes dois genes séo sintetizados no nucleo da célula, no entanto, o
gene PPX1 é direcionado para os cloroplastos (plastidios) e o gene PPX2 é possui

direcionamento para as mitocondrias.
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A acao herbicida ocorre pela competicdo com a enzima PROTOX pelo

substrato protoporfirinogénio IX impedindo a sintese de protoporfirina IX, resultando
no acumulo de protoporfirinogénio IX no cloroplasto, que se difunde para o
citoplasma onde é transformado em protoporfirina IX, que interage com o oxigénio e
a luz formando o oxigénio singleto (O2), que desencadeia o processo de peroxidacao
dos lipidios das membranas celulares, levando a célula a morte (MEROTTO Jr;
VIDAL, 2001; SILVA; FERREIRA; FERREIRA, 2002; OLIVEIRA Jr, 2011).

Os herbicidas inibidores da PROTOX podem ser absorvidos pelas
raizes, caule e folhas, geralmente apresentando pouca ou nenhuma translocacao
nas plantas e necessitam de luz para serem ativados (MEROTTO Jr; VIDAL, 2001;
OLIVEIRA Jr, 2011). A baixa translocacao do herbicida na planta se deve aos
expressivos danos causados nas ceélulas em curto periodo de tempo (CARVALHO;
OVEJERO, 2008).

Quando aplicados em poés-emergéncia, a acdo desses herbicidas é
rapidamente visualizada na forma de necrose foliar apés 4 a 6 horas de exposi¢cédo a
luz solar e quando aplicados em pré-emergéncia, a morte da plantula ocorre quando
os tecidos entram em contato com o herbicida presente no solo (OLIVEIRA Jr, 2011;
SILVA; FERREIRA; FERREIRA, 2002). A alta eficacia desses herbicidas em pos-
emergéncia é alcancada quando aplicados juntamente com adjuvantes, com boa
cobertura foliar (CARVALHO; OVEJERO, 2008) e em estagios inicias de
desenvolvimento da planta (MEROTTO Jr; VIDAL, 2001).

Esses herbicidas sdo amplamente utilizados no controle de plantas
daninhas anuais de folhas largas e algumas gramineas, em que a acdo graminicida
€ apenas exercida quando em aplicacdes de pré-emergéncia (MEROTTO Jr; VIDAL,
2001). Sdo muito importantes no manejo das culturas: da soja, feijdo, cana-de-
acucar, algodao, citrus, café e arroz (CARVALHO; OVEJERO, 2008), sendo também
indicados para auxiliar na prevencao da resisténcia a outros mecanismos de acgao
(VIDAL; MEROTTO; FLECK, 1999).

A resisténcia aos herbicidas inibidores da PROTOX tem evoluido de
forma lenta (RIGGINS; TRANEL, 2012). Atualmente existem sete espécies daninhas
com resisténcia a esse mecanismo de acdo no mundo (HEAP, 2016). O primeiro

caso foi um bidétipo de caruru (Amaranthus tuberculatus (=A. rudis)) identificado no
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estado do Kansas (EUA), em 2001 (HEAP, 2016). Em 2004, foi registrado biotipo de

leiteiro (Euphorbia heterophylla) com resisténcia multipla aos herbicidas inibidores
da PROTOX e da ALS, no estado do Parand, Brasil (TREZZI et al., 2005). Em 2005,
foi identificada resisténcia envolvendo biotipo de Ambrosia artemisifolia no Estado de
Delaware (EUA) e de Amaranthus hybridus (syn: quitensis), na Bolivia. Em 2011, foi
identificada resisténcia a esse mecanismo de a¢édo nas espécies Descurainia sophia
e Acalypha australis na China, e resisténcia em um biotipo de Senecio vernalis foi
detectada em Israel, em 2014 (HEAP, 2016).

A resisténcia mdultipla de E. heterophylla aos inibidores da ALS e
PROTOX constitui o primeiro caso brasileiro de resisténcia aos herbicidas inibidores
da PROTOX (HEAP, 2016).

1.2.2.1 Mecanismo de resisténcia aos herbicidas inibidores da PROTOX

Os mecanismos de resisténcia sdo complexos e nao séo
completamente esclarecidos (LERMONTOVA; GRIMM, 2000). Sete diferentes
mecanismos de resisténcia podem estar associados aos inibidores da PROTOX em
plantas (DAYAN; DUKE, 1997 apud PATZOLDT et al., 2006), em que a maior
degradacdo metabdlica e a alteracdo do local alvo do herbicida, constituem a
maioria dos casos de resisténcia a esses herbicidas nas espécies daninhas
(PATZOLDT et al., 2006).

A superexpressao da enzima PROTOX mitocondrial é responsavel por
conferir o mecanismo de resisténcia em Nicotiana tabacum (WATANABE et al.,
1998) e ao oxyflourfen em Glycine max (WARABI et al., 2001), e a superexpressao
da PROTOX plastidica em Nicotiana tabacum transgénica resistente ao aciflourfen,
neutraliza a acdo herbicida, evitando a acumulacédo do protoporfirinogénio IX, e por
consequéncia suprime a fitotoxicidade (LERMONTOVA; GRIMM, 2000). O sequestro
do herbicida oxyflourfen é o possivel mecanismo de tolerancia de Stellaria media
(MATSUMOTO; KASHIMOTO; WARABI, 1999). A tolerancia de Glycine max ao
herbicida aciflourfen ocorre devido a absor¢éo e translocacdo menos rapidas e pelo
metabolismo mais acentuado da espécie (RITTER; COBLE, 1981). Em mostarda

(Sinapsis alba) e rabanete (Raphanus sativus), a tolerdncia aos inibidores da
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PROTOX é conferida pela degradacdo (metabolizacdo) do protoporfirinogénio

(JACOBS; JACOBS; DUKE, 1996).

A resisténcia conferida pela metabolizagdo ou detoxificagdo do
herbicida na planta, ocorre devido as enzimas monooxigenases (P-450) e glutationa-
a-transferases, que efetuam reacfes de oxidacdo e conjugacdo do herbicida,
respectivamente (VIDAL, 2002).

Em biotipos de Amaranthus tuberculatus foi, pela primeira vez,
elucidado o mecanismo de resisténcia aos inibidores da PROTOX no local de acao,
em que uma mutacdo no gene (PPX2L) que condiciona a enzima PROTOX
determina a resisténcia, governada por um Unico gene nuclear com dominancia
incompleta (PATZOLDT et al.,, 2006). A espécie A. tuberculatus apresenta
reproducéo por fecundagéo cruzada e o fluxo de pdlen constitui um sofisticado meio
pelo qual essa espécie pode adaptar-se e evoluir em resposta as tentativas de
controle (PATZOLDT et al., 2006).

O segundo caso elucidado de mecanismo de resisténcia no local de
acdo da PROTOX foi identificado em Ambrosia artemisiifolia. Nesse caso, uma
mutacdo no gene da enzima PROTOX é responsavel por conferir a resisténcia,
governada por um unico gene com dominancia incompleta e nuclear
(ROUSONELOS et al., 2012).

Em bidtipos de E. heterophylla com resisténcia multipla aos inibidores
da ALS e PROTOX, varios estudos foram realizados investigando o mecanismo de
resisténcia, tais como: metabolizacdo, acdo de enzimas detoxificadoras, local de
absorcdo e local de acdo (TREZZI et al., 2009; TREZZI et al., 2011b; TREZZI,
NUNES; PORTES, 2009; XAVIER et al., 2013). No entanto, ainda nao foi elucidado
0 mecanismo que condiciona a resisténcia aos inibidores da PROTOX, havendo

necessidade do desenvolvimento de novos estudos com esses bibtipos.

1.2.3 Resisténcia Multipla aos Herbicidas

A resisténcia de plantas daninhas a um mecanismo de acdo é um
evento raro e a resisténcia a dois ou mais mecanismos de acdo de maneira

simultanea € mais raro ainda, ja que, a probabilidade desse evento simultdneo
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ocorrer € equivalente a multiplicacdo das probabilidades de ocorréncia de cada

evento de forma isolada (VIDAL, 1997 apud TREZZI; VIDAL; KRUSE, 2009).

Os casos de resisténcia mdultipla correspondem a mais complexa
situacdo para o manejo de resisténcia, jA que, em algumas culturas, com excecao
dos mecanismos de acdo que ja existe resisténcia, ndo ha outras alternativas
guimicas que possam ser utilizadas no controle de determinadas espécies daninhas
(OVEJERO; CHRISTOFFOLETI; VARGAS, 2004).

A ocorréncia de plantas daninhas resistentes a dois ou mais
mecanismos de acdo tem aumentado de forma expressiva nos ultimos anos, com
destaque para Lolium rigidum que apresenta resisténcia mdltipla a sete mecanismos
de acao (HEAP, 2016). No entanto, existe maior numero de casos de resisténcia
multipla a dois mecanismos de acdo (HEAP, 2016), evidentemente em funcdo da
maior probabilidade de sua ocorréncia.

No Brasil, os casos de resisténcia multipla envolvem apenas
resisténcia a dois mecanismos de acdo, detectados em: Euphorbia heterophylla
(ALS e PROTOX), Bidens subalternans, Sagittaria montevidensis, Amaranthus
retroflexus e Amaranthus viridis (ALS e PSII), Echinochloa crus-galli var. crus-galli
(ALS e Auxinas sintéticas), Lolium perenne ssp. multifforum (ACCase e EPSPs) e
Conyza sumatrensis (ALS e EPSPs) (HEAP, 2016).

No mundo, a resisténcia multipla envolvendo herbicidas inibidores da
PROTOX foi detectada em bidtipos de Amaranthus tuberculatus (=A. rudis) no
Kansas (EUA) em 2001, juntamente com inibidores da ALS, em lllinois (EUA)
juntamente com inibidores do fotossistema Il e ALS, em 2002, e em 2009 juntamente
com inibidores de EPSPs, ALS e fotossistema Il, e no estado de Missouri (EUA) com
inibidor de EPSPs e ALS em 2005. Em 2004, foi identificado biétipo de Euphorbia
heterophylla com resisténcia multipla aos herbicidas inibidores da ALS e PROTOX,
no estado do Parana (Brasil) (TREZZI et al.,, 2005). Em 2005, foi identificada
resisténcia multipla aos inibidores da ALS e PROTOX em Ambrosia artemisiifolia no
estado de Delaware (EUA) e Ohio em 2006 (EUA), e em 2014 em bidtipos de
Senecio vernalis em Israel, juntamente com mais trés mecanismos de acédo (HEAP,
2016).
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Provavelmente, esses casos de resisténcia multipla, sdo consequéncia

da adocdo de herbicidas inibidores da PROTOX como mecanismo de acao
alternativo aos inibidores da ALS, e vice-versa, contribuindo para a selecdo de
resisténcia a ambos os mecanismos (CARVALHO; OVEJERO, 2008; TREZZI et al.,
2005).

A resisténcia multipla em E. heterophylla constitui o primeiro caso
mundial de resisténcia multipla nessa espécie (TREZZI et al., 2005) e o primeiro
caso brasileiro de resisténcia a mais de um mecanismo de acao (HEAP, 2016). Essa
descoberta gerou bastante apreensdo no meio agricola, jA& que o0s principais
herbicidas seletivos utilizados para o controle de plantas daninhas resistentes aos
inibidores da ALS em pdés-emergéncia da soja sdo os inibidores da PROTOX
(MEROTTO JR; VIDAL, 2001).

1.3 FERRAMENTAS MOLECULARES PARA A IDENTIFICACAO DE
POLIMORFISMO EM PLANTAS DANINHAS

No processo evolutivo, a mutacdo génica é o Unico meio capaz de criar
variabilidade genética, tendo como resultado a formagdo de novos alelos na
populacdo, enquanto que a recombinacdo genética, hibridacdo, alteracbes na
estrutura e no ndamero de cromossomos e a migracdo, apenas ampliam a
variabilidade genética ja existente (RAMALHO; SANTOS; PINTO, 2008).

A integridade da informacédo genética contida no DNA é mantida devido
a varios mecanismos de reparo do DNA: reparo por excisdo do nucleotideo, excisao
de bases, reparo de mal pareamento e reparo de quebra de dupla fita, que iniciam
durante o processo de replicacdo e continuam durante o periodo de pdés-replicacao.
No entanto, um erro que passa despercebido pelos sistemas de reparo resulta em
dano permanente no DNA, o que constitui uma mutacdo (ALBERTS et al., 2010;
KARP, 2005; MALACINSKI, 2011).

A mutacéo é referida como qualquer mudanca herdavel na sequéncia
do DNA, sendo chamada de mutacdo espontédnea quando ocorre na natureza sem a
interferéncia de um agente mutagénico e, quando, devido a agdo de um mutagénico

é chamada de mutagénese induzida (MALACISNSKI, 2011). As mutagbes Uteis
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geralmente sdo aquelas que promovem pequenas alteracfes, ndo sendo grande o

suficiente para serem prejudiciais ao organismo (RAMALHO; SANTOS; PINTO,
2008).

Um mutante diz respeito a um organismo ou gene que difere do tipo
normal (MALACINSKI, 2011). No caso de plantas daninhas resistentes aos
herbicidas, os bidtipos suscetivel e resistente diferem apenas pela presenca da
mutacao que confere a caracteristica da resisténcia.

Segundo Malacinski (2011), as mutagcbes s&o classificadas como:
mutacOes por substituicdo de bases, podendo resultar em mutacdo neutra, de
sentido trocado ou sem sentido; mutacdes por adicdo ou delecdo de um ou mais
pares de bases modificando a matriz de leitura.

Os diferentes tipos de marcadores moleculares existentes diferenciam-
se pela tecnologia utilizada para revelar o polimorfismo em nivel de DNA, e dessa
forma, variam quanto a habilidade de detectar diferencas entre individuos, custo,
facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade (MILACH, 2003).

Os marcadores moleculares sdo amplamente utilizados em analises
genéticas com as mais diversas finalidades, tais como identificacdo de clones,
linhagens, hibridos, cultivares, paternidade, estimativas de diversidade, fluxo génico,
taxa de cruzamento, parentesco, construcdo de mapas genéticos (BUSO et al.,
2003) e identificagcado de mutagdes (VIEIRA, 2007).

Dentre as varias técnicas de andlise de polimorfismos no DNA, estao:
Single Nucleotide Polymorphism (SNP), Single Strand Conformation Polymorphism
(SSCP), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD), Sequence-Characterized Amplified Regions (SCAR),
Restriction Fragment Length Polymorphism DNA (RFLP), DNA Satélite,
Minissatélites ou Variable Number of Tandem Repeats (VNTR), Microssatélites ou
short tandem repeats (STRs), combinacdo entre SNPs e STRs/minissatélites
(SNPSTR), Short Insterspersed Elements (SINEs) e Haploides nos Microssatélites
(HAPSR) (SEIXAS, 2011).

O uso da biotecnologia vem se tornando uma técnica cada vez mais
utilizada dentro da ciéncia das plantas daninhas, visando elucidar os mecanismos de

resisténcia (ROSO; VIDAL, 2010). Atraves dela € possivel estimar a variabilidade
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genética dentro e entre espécies, servir como ponto de partida para estudos

relacionados ao manejo das plantas infestantes e quando aliada ao sequenciamento
genético é possivel localizar genes de resisténcia e possiveis mutacdes
relacionadas ao surgimento de individuos resistentes (VIEIRA, 2007).

Além disso, as ferramentas biotecnologicas tém contribuido para o
controle das plantas daninhas através do desenvolvimento e comercializacdo de
plantas cultivadas munidas de resisténcia a determinados herbicidas (TRANEL;
HORVATH, 2009).

1.3.1 Bases Moleculares da Resisténcia aos Inibidores da ALS

O sitio catalitico da enzima ALS é profundo no interior de um canal,
impossibilitando a ligacdo dos herbicidas. Dessa forma, as moléculas de herbicida
ligam-se através de um dominio de ligagdo que atravessa a entrada do canal,
bloqueando o acesso do substrato ao sitio catalitico enzimético (POWLES; YU,
2010). Através deste dominio, 18 aminoacidos diferentes encontram-se envolvidos
na ligacdo do herbicida (McCOURT et al., 2006), sendo que os herbicidas
apresentam estruturas diferentes e por esse motivo, uma substituicdo de um
aminoacido especifico no dominio de ligacdo pode conferir resisténcia para alguns
herbicidas, mas para outros ndo (POWLES; YU, 2010).

As mutacdes evitam a ligacdo dos herbicidas a enzima ALS que
mantém sua atividade funcional devido ao sitio de ligacdo dos herbicidas ser
separado do sitio catalitico enzimatico, ou seja, pelos herbicidas se ligarem longe do
sitio catalitico (PANG; GUDDAT; DUGGLEBY, 2003; POWLES; YU, 2010).

A enzima ALS apresenta elevada conservacdo entre as espécies
(CHIPMAN; BARAK; SCHLOSS, 1998; GUTTIERI et al., 1996), no entanto diferem
no seu comprimento em pares de bases, pelo fato de ndo conservarem as adicoes e
delecdes de nucleotideos, que por esse motivo as posicoes das regides de
consenso (sequéncia de nucleotideos idéntica) na enzima ALS, muitas vezes variam
entre as espécies (TRANEL; WRIGHT, 2002). Na maioria das espécies nao tem sido
encontrado introns (regides ndo codificantes de RNAmM) nos genes da enzima ALS
sequenciados (SCARABEL et al., 2004; TRANEL; WRIGHT, 2002).
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Na maioria dos casos, as plantas daninhas desenvolveram resisténcia

a esse mecanismo de acao devido a uma mutacdo no gene que codifica a enzima
ALS (TRANEL; WRIGHT, 2002), caracterizando a resisténcia no sitio alvo, que
ocorre em funcdo da substituicdo de um aminoéacido por outro (SHANER, 1999) em
varios locais ao longo do gene ALS (WHALEY; WILSON; WESTWOOD, 2007). As
diferentes mutacdes relatadas na literatura conferindo a resisténcia aos inibidores da
ALS foram identificadas dentro de cinco regides altamente conservadas (dominios)
do gene ALS (BOUTSALIS; KAROTAM; POWLES, 1999; TRANEL; WRIGHT, 2002)
denominadas de A, B, C, D e E que variam no tamanho, 12 a 57 pares de bases
(RIZZARDI et al., 2002).

As descobertas realizadas até o momento evidenciam a existéncia de
oito mutacBes na enzima ALS, com substituicdo dos aminoacidos: Proig7, Trpsza,
Alaizy, ASpsze, Seress, Alages, Glysss € Argszz, por outros aminoacidos, em: 34, 32, 8,
7,7, 6, 2 el espécies daninhas, respectivamente, com destaque para Proig; que é
substituida por 10 aminoéacidos diferentes e a substituicdo de Trpsz4Leu constatada
em 31 espécies diferentes (HEAP, 2016). Isso sugere que Projge7 € Trps74 s&o locais
na enzima ALS mais propensos a ocorréncia de mutagoes.

A substituicao de Projg7Thr em Kochia scopatia, desvendada em 1990,
constitui 0 primeiro caso elucidado de mutagéo conferindo resisténcia aos inibidores
da ALS (HEAP, 2016), sendo posteriormente elucidadas muitas outras mutagdes
conferindo resisténcia a esse mecanismo de acao.

Em E. heterophylla resistente apenas a inibidores da ALS a
caracteristica de resisténcia é conferida por uma modificacdo na enzima ALS
(VARGAS et al., 1999), porém, a mutagéo ainda néo foi desvendada.

Até o momento, os estudos com E. heterophylla permanecem
superficiais, havendo necessidade de estudos mais aprofundados em nivel
molecular, para desvendar a mutacdo que confere resisténcia cruzada aos inibidores
da ALS e se a resisténcia multipla aos inibidores da ALS e PROTOX sao devidas a

mutacdes nas enzimas ou a outros mecanismos.

1.3.2 Bases Moleculares da Resisténcia aos Inibidores da PROTOX
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A enzima PROTOX esta presente nos cloroplastos e nas mitocéndrias

(WATANABE et al., 2001 apud TREZZI; NUNES; PORTES, 2009). Dois diferentes
genes nucleares, PPX1 e PPX2 codificam a enzima PROTOX no plastidio e na
mitocondria, respectivamente (LEE; HAGER; TRANEL, 2008; POWLES; YU, 2010).

Em A. tuberculatus resistente a inibidores da PROTOX, foi constatada
a delecdo do aminoéacido Gly,1p no gene PPX2L como sendo responsavel por
conferir a resisténcia (PATZOLDT et al., 2006), constituindo o primeiro caso de
mutacdo na enzima PROTOX elucidada em plantas daninhas. Esta delecdo de
Glyo10 em A. tuberculatus € o Unico relato de delecdo de um codon conferindo
resisténcia aos herbicidas em plantas daninhas (LEE; HAGER; TRANEL, 2008;
POWLES; YU, 2010) e equivale a delecdo do aminoacido Gly;;s em N. tabacum
(PATZOLDT et al., 2006). Esta delegé@o de Glyz1o também foi encontrada conferindo
a resisténcia ao PROTOX em A. tuberculatus com resisténcia mdltipla a quatro
mecanismos de acéo (BELL; HAGER; TRANEL, 2013).

A eliminacdo do codon em A. tuberculatus, ocorreu em uma regido de
sequéncias simples repetidas (SSRs) (DAYAN et al., 2014) que séo locos altamente
mutaveis (KASHI; KING, 2006; OLIVEIRA, 2006) em que um codon pode ser
eliminado através do deslizamento (slippage) da DNA polimerase (DAYAN et al.,
2014) durante o processo de replicacdo ou reparo do DNA (STRAND et al., 1993).
Estudo envolvendo a estrutura do gene PPX2 de N. tabacum revelou que a delecao
de Gly,1o proporcionou aumento do volume do sitio ativo da enzima PROTOX,
causando um rearranjo estrutural do dominio de ligacdo ao substrato
protoporfirinogénio (POWLES; YU, 2010).

Em geral, a dele¢do de um aminoécido é considerada um evento muito
mais raro evolutivamente de ocorrer (~10™®) do que um evento de substituicio (~10
%) (GRESSEL; LEVY, 2006). Esse mecanismo de resisténcia (delecéo) demostra que
a elevada pressdao de selecdo imposta pelo herbicida pode revelar genes de
resisténcia muito raros e inesperados (POWLES; YU, 2010), assim como, a
capacidade das plantas daninhas evoluirem em resposta a tais pressdes de selecéo
(TRANEL; HORVATH, 2009).

Em A. artemisiifolia resistente a inibidores da PROTOX, uma mutacéo

também encontrada no gene PPX2 com substituicio do aminoacido ArggsLeu é
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responsavel por conferir a resisténcia a esse mecanismo de acdo (ROUSONELOS

et al., 2012), constituindo o segundo caso de mutacdo elucidado envolvendo essa
enzima. Na comparacdo de sequéncias de A. artemisiifolia e A. tuberculatus foi
constatado que A. artemisiifolia ndo apresenta uma regido repetida de
microssatelites homologa a delegéo da Gly.i, Nndo havendo predisposicéo para tal
mutacao, enquanto que A. tuberculatus apresenta um cddon de arginina diferente na
posicdo 98, de modo que a ocorréncia de uma mutagcdo no aminoacido Arggs
necessitaria a substituicdo de dois nucleotideos (ROUSONELOS et al., 2012).

Os herbicidas inibidores da enzima PROTOX possuem dois locais de
destino nas plantas, nos plastidios e nas mitocondrias (JACOBS; JACOBS, 1984
apud PATZOLDT et al.,, 2006). Dessa forma, para que a resisténcia no local alvo
ocorra, dois genes precisariam ser selecionados pelos herbicidas (PATZOLDT et al.,
2006). No entanto, foi comprovado que a alteragdo em um Unico gene PPX2 para A.
tuberculatus e A. artemisiifolia é suficiente para conferir a caracteristica de
resisténcia aos inibidores da PROTOX (PATZOLDT et al., 2006; ROUSONELOS et
al., 2012). Isso é possivel, pois as proteinas codificadas nuclearmente podem
apresentar duplo direcionamento (MACKENZIE, 2005). Neste caso o gene PPX2 é
direcionado para o cloroplasto e para a mitocondria. Assim a enzima PROTOX
resistente (gene PPX2) funciona tanto no cloroplasto quanto na mitocondria (LEE;
HAGER; TRANEL, 2008).

Segundo Powles e Yu (2010), a necessidade da delecdo de um codon
no gene e que o produto deste gene tenha um duplo direcionamento para 0s
cloroplastos e mitocéndrias deve limitar a evolucao desta delecdo como mecanismo
de resisténcia.

Na comparacdo de sequéncias do gene PPX2 de varias espécies de
Amaranthus foi constatado que A. tuberculatus pode ter sido predisposto a evolugéo
deste mecanismo de resisténcia devido a presenca de uma sequéncia simples
repetida no local da mutacdo e que a sua auséncia em outras espeécies de
Amaranthus justifica o fato da resisténcia aos inibidores da PROTOX néo ter se
tornado mais comum, mesmo com a elevada pressdo de selecdo imposta pelo
herbicida (RIGGINS; TRANEL, 2012). No entanto, A. palmeri S. Watson apresenta

predisposicao para desenvolver resisténcia aos inibidores da PROTOX através da
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delecdo do aminoacido Gly,io, pois apresenta uma sequéncia simples repetida no

local da mutacdo observada em A. tuberculatus (RIGGINS; TRANEL, 2012).

Até o presente momento, das sete espécies daninhas com resisténcia
aos inibidores da PROTOX o mecanismo de resisténcia apenas foi elucidado em A.
tuberculatus e A. artemisiifolia como sendo uma mutacdo na enzima com delecéo e
substituicdo de aminoéacido, respectivamente. No entanto, nas demais espécies,

incluindo E. heterophylla, os estudos permanecem superficiais.

1.3.3 Transferibilidade de Iniciadores SSR

O genoma dos eucariotos € rico em sequéncias simples repetidas de
um a seis nucleotideos repetidos (motivo) em tandem (sequéncia) ao longo do
genoma, denominados de microssatélites ou sequéncias simples repetidas (SSR)
(BOREM; CAIXETA, 2006; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; LITT; LUTY, 1989;
OLIVEIRA, 2006).

Os microssatélites podem ser classificados em perfeitos quando ndo ha
presenca de outras bases nas repeticdbes (TATATATATATA), imperfeitos quando
outras bases ndo pertencentes as do motivo estdo presentes dentro das repeticoes
(TATATAGTATATA) e compostos, quando a sequéncia apresenta dois motivos
diferentes repetidos (TATATACGCGCG) (OLIVEIRA et al., 2006).

Os SSR estéo presentes no genoma em regides codificadoras (exons)
e regides ndo codificadoras (introns) (OLIVEIRA, 2006), caracterizados pelo alto
polimorfismo decorrente das elevadas taxas de mutacdo presentes nesses locos
(JARNE; LAGODA, 1996; OLIVEIRA, 2006). Essas taxas de mutacéo variam de 10
a 10°® nucleotideos por loco por regido (SCHLOTTERER, 2000) e esto relacionadas
aos erros que ocorrem durante 0s processos de recombinacdo, crossing-over
desigual e deslizamento (slippage) da polimerase durante o processo de replicacéo
ou reparo do DNA (STRAND et al., 1993).

Os marcadores SSR (sequéncias simples repetidas) sao largamente
empregados devido a: alta disponibilidade, repetibilidade, polimorfismo (RITSCHEL
et al.,, 2004; VARSHNEY; GRANER; SORRELLS, 2005), necessidade de pequenas
guantidades de DNA para anélise de PCR (RITSCHEL et al., 2004) e por apresentar
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caracter codominante (VARSHNEY; GRANER; SORRELLS, 2005), que possibilita a

identificacdo de plantas heterozigotas em analises de populacdes segregantes, pois
geram banda para o alelo dominante a para o alelo recessivo.

A confecgédo de marcadores demanda grande quantidade de trabalho,
tempo e aporte financeiro (JONES et al., 2009). Uma alternativa em relacéo a isso é
a transferabilidade de marcadores moleculares desenhados em determinada
espécie para estudos em espécies filogeneticamente relacionadas (BARBARA et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2006; SANTANA, 2014).

Isso é possivel, pois as sequéncias de DNA que flanqueiam as
sequéncias simples repetidas geralmente sdo conservadas dentro da mesma
espécie (OLIVEIRA, 2006), entre espécies diferentes ou até mesmo entre diferentes
géneros (PINTO, 2007) possibilitando a selecédo e utilizacdo de iniciadores para
amplificacéo de regides gendmicas de espécies pertencentes a mesma familia.

Dessa forma, a transferibilidade de marcadores Vviabiliza o
desenvolvimento de estudos em plantas daninhas, em que, para muitas das
espécies estudadas ndo ha informacdes genéticas e moleculares (GOULART et al.,
2011), como € o caso de Euphorbia heterophylla.

Em espécies pertencentes ao mesmo género, 0 percentual de
transferibilidade em dicotiledéneas é de 60% (SANTANA, 2014) e entre espécies de
géneros diferentes, mas pertencentes a mesma familia é cerca de 10% (BARBARA
et al., 2007).

O potencial de transferibilidade esta relacionado com o grupo
taxondmico e varios outros fatores (SANTANA, 2014), mas quanto maior o grau de
parentesco entre as espécies, maior serd o percentual de marcadores transferidos
(BARBARA et al., 2007; PINTO, 2007; PRIMMER; MERILA, 2002). O tamanho, a
complexidade do genoma e a localizacdo do microssatélite (quando em regido
codificante aumenta a transferibilidade e diminui em ndo codificante) também
influenciam a transferabilidade (OLIVEIRA et al., 2006).

1.3.4 Protocolos de Extracdo de DNA
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O processo de extracdo de DNA constitui o primeiro passo para o

desenvolvimento da maioria das metodologias de biologia molecular (GOUVEIA;
REGINATO, 2007). A extracdo e a purificacdo de acidos nucléicos € uma etapa
fundamental para a obtenc&o de alta eficiéncia de amplificacdo nos protocolos que
envolvem a utilizacdo de PCR (OLIVEIRA et al., 2007). Segundo Chen et al. (2010),
o protocolo ideal é aquele que otimiza o rendimento de DNA extraido, minimiza a
degradacéao e apresenta eficiéncia em termos de trabalho, custo e tempo.

Dois processos estdo envolvidos na extracdo de DNA, a extracao
propriamente dita através do rompimento das membranas celulares com exposi¢ao
do material genético e a purificacdo do DNA em solugcdo com remocédo dos outros
componentes celulares da solucdo, como restos de membrana, proteinas e RNA
(ROMANO, 1999).

Muitos problemas verificados no isolamento e purificagdo de DNA
vegetal sdo decorrentes, principalmente do co-isolamento de proteinas,
polissacarideos, compostos secundarios e substancias fendlicas (MAZZA;
BITTENCOURT, 2000). Muitas espécies contém compostos fendlicos envolvidos na
defesa contra herbivoria (MAZZA; BITTENCOURT, 2000), como € o caso do leiteiro
(E. heterophylla), em que a producédo de latex esbranquicado é abundante, podendo
ser observado nas partes florais e vegetativas (CRONQUIST, 1981). O latex é
responsavel por ocasionar problemas na extracdo de DNA de boa qualidade, devido
a contaminacdo por compostos fenélicos (ROSO; VIDAL, 2010) que sédo liberados
durante a lise celular aderindo ao DNA de forma irreversivel, inibindo a amplificacéo
via PCR (COUCH; FRITZ, 1990).

A utilizacao de fenol, aumento da concentragcado de B-Mercaptoetanol e
uso de Polivinilpirrolidona (PVP) junto ao tampao de extragédo, tém sido empregado
nos protocolos de extracdo como alternativas para evitar o efeito oxidativo dos
polifenéis (ROMANO; BRASILEIRO, 1999; ROSO; VIDAL, 2010).

Na literatura sdo encontrados poucos estudos em nivel molecular
envolvendo a espécie E. heterophylla, os quais empregaram métodos de extracao
baseados em Brometo de Cetiltrimetilamdnio (CTAB) com presenca ou auséncia de
fenol e B-Mercaptoetanol (AMARAL, 2006; WINKLER; VIDAL, 2004; WINKLER,;
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VIDAL; NETO, 2003), no entanto, ndo houve relato das quantidades e da qualidade

do DNA obtidos nestes estudos.

Apenas um unico protocolo de extracdo foi adaptado para essa espécie
(ROSO; VIDAL, 2010), em que os autores observaram que apenas um dos trés
protocolos de extracdo testados resultou em quantidade e qualidade adequada do
DNA extraido.

Os kits comerciais de extracdo de DNA sdo rapidos, mas de custo
elevado, além de gerar grandes quantidades de residuos contaminantes, enquanto
gue protocolos de extracdo caseiros sdo baratos e muito eficientes, mas geralmente,
0 processo de preparacdo é lento (MEGA; REVERS, 2011). Determinados
protocolos utilizam produtos altamente toxicos, volateis, cancerigenos e
mutagénicos, como é o caso de métodos baseados em fenol (MEGA; REVERS,
2011), que podem ser substituidos por métodos baseados em detergente catibnico
Brometo de Cetiltrimetilaménio (CTAB) que sdo capazes de fornecer amostras de
DNA de boa qualidade utilizando produtos menos perigosos (MOELLER et al.,
1992), reduzindo assim 0s riscos a saude do pesquisador e ao meio ambiente.

Dessa forma, € de grande importancia o desenvolvimento de estudos
visando a otimizacdo da extracdo de DNA de E. heterophylla, que proporcionam
grande quantidade de DNA extraido e com alta qualidade, que ndo ocasione

problemas na reacéo de PCR.
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2 HERANCA GENETICA DA RESISTENCIA AOS HERBICIDAS INIBIDORES DA

ALS E DA PROTOX EM Euphorbia heterophylla L.
2.1 RESUMO

O surgimento de E. heterophylla com resisténcia a mais de um mecanismo de acao
representa um caso complexo e de dificil solucdo que gera preocupacdo na
agricultura. O conhecimento da heranca genética € de grande importancia para a
compreensao do surgimento e da evolugcdo da resisténcia, permitindo definir
estratégias de manejo adequadas para o controle de populagbes resistentes,
evitando ou retardando o seu surgimento. O presente trabalho objetivou estudar a
heranca genética da resisténcia de E. heterophylla aos herbicidas inibidores da ALS
e da PROTOX. Foram realizados cruzamentos entre bidtipo suscetivel (genitor
feminino) e com resisténcia multipla aos inibidores da ALS e PROTOX (genitor
masculino). Em seguida, foram realizados retrocruzamentos (RCs e RC,) e a geracao
F, foi avancada para F,. Plantas das geracdes Fi, F2, RCs, RC; e 0s genitores foram
submetidos a aplicacéo do herbicida fomesafen (250 g i.a. ha™) e imazethapyr (100
g i.a. ha™). A dominancia completa da resisténcia foi avaliada através de curvas de
resposta a doses, em que plantas heterozigotas F; e dos genitores homozigoto
resistente e suscetivel, foram submetidas as doses de: 0, 62,5, 125, 250, 500, 1000
e 2000 g i.a. ha' de fomesafen e 0, 25, 50, 100, 200, 400 e 800 g i.a. ha* de
imazethapyr. As frequéncias observadas na geracao F, para resisténcia multipla ndo
diferiram de 9:3:3:1 e de 3:1 para a resisténcia simples ao PROTOX e ALS. Todos
os individuos do RC; foram resistentes enquanto a populacdo do RCg apresentou
segregacao que nao diferiu da frequéncia 1:1:1:1 para resisténcia multipla e 1:1 para
resisténcia simples. Niveis similares de resisténcia entre o heterozigoto F; e o biétipo
homozigoto resistente para doses de até 800 g i.a. ha™ de imazethapyr e 2000 g i.a.
ha’ de fomesafen, confirmam a dominancia completa da resisténcia aos inibidores
da ALS e PROTOX, respectivamente. Com isso, conclui-se que a resisténcia
multipla de E. heterophylla é condicionada por dois genes nucleares, com
dominancia completa e que a resisténcia simples tanto aos inibidores da ALS quanto
da PROTOX é determinada por um U(nico gene nuclear e dominante, com

dominancia completa.
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2.2 ABSTRACT

The emergence of E. heterophylla resistant to more than one mechanism of action is
a complex case and difficult solution that generates a lot of concern in agriculture.
Knowledge of the genetic inheritance is of great importance for understanding the
starting and evolution of resistance in order to define suitable management strategies
for the control of resistant populations, preventing or delaying the new cases of
resistance. This study aimed to assess the genetic inheritance of E. heterophylla
ALS- and PROTOX-inhibiting herbicides. Crosses were carried out between
susceptible (female parent) and multiple resistance to ALS inhibitors and PROTOX
(male parent). Then, backcrossing were conducted (RCs and RC,) and the F;
generation advanced to F,. F1, F2, RCs, RC, generation plants and their parents were
submitted to the fomesafen (250 g i.a. ha™) and imazethapyr (100 g i.a. ha™). The
complete dominance resistance was evaluated by dose response curves, what plants
heterozygous F; and resistant homozygous parents and susceptible were subjected
to doses of: 0, 62,5, 125, 250, 500, 1000 and 2000 g i.a. ha™ of fomesafen and 0, 25,
50, 100, 200, 400 and 800 g i.a. ha™ of imazethapyr. The frequencies observed in the
F., generation for multiple resistance did not differ 9:3:3:1 and 3:1 for simple
resistance PROTOX and ALS. All RC, individuals were resistant while RCs population
showed segregation whose frequency was not different from 1:1:1:1 for multiple
resistance and 1:1 for simple resistance. Similar levels of resistance between
heterozygous F; and homozygous resistant biotype at doses up to 800 g i.a. ha™
imazethapyr and 2000 g i.a. ha™ fomesafen, confirm the complete dominance of
resistance to ALS- and PROTOX-inhibiting herbicides, respectively. We concluded
that the multiple resistance of E. heterophylla is due to two nuclear genes with
complete dominance and the simple resistance to ALS- and PROTOX-inhibiting
herbicides is determined by a single dominant nuclear gene with complete

dominance.

2.3 INTRODUCAO
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Em varios paises do mundo, a resisténcia aos herbicidas em plantas

daninhas € um problema crescente e de dificil solugcdo. No ano de 2004, na regido
Sudoeste do Parand, Brasil, foi constatado o primeiro caso de resisténcia a mais de
um mecanismo de ac¢do no Brasil, de um bidtipo de Euphorbia heterophylla com
resisténcia multipla aos inibidores da ALS e PROTOX (TREZZI et al., 2005).

Plantas de E. heterophylla com resisténcia a mais de um mecanismo
de acado significam um grave problema para a agricultura, pois o numero de
alternativas quimicas que podem ser usadas para o controle sdo reduzidas,
aumentando a complexidade do manejo, as perdas de rendimento, os riscos de
impacto ambiental e dificultando a obtencéo de solucdes. A capacidade competitiva
do leiteiro € muito elevada, podendo ocasionar perdas no rendimento de graos que
chegam até 60% na cultura do feijdo (MACHADO et al., 2015) e 38,4% na cultura da
soja (MESCHEDE et al., 2004).

A heranca genética da resisténcia aos inibidores da enzima ALS foi
estudada em varias espécies daninhas, entre elas a E. heterophylla (VARGAS;
BOREM; SILVA, 2001). Geralmente, a heranca genética da resisténcia a esse
mecanismo de acdo é determinada por um U(nico gene presente no nudcleo
(TRANEL; WRIGHT, 2002), com dominancia completa (MARIANI et al.,, 2015;
VARGAS; BOREM,; SILVA, 2001) ou incompleta (BOUTSALIS; POWLES, 1995).

Estudos da heranca genética da resisténcia aos inibidores da PROTOX
foram apenas desenvolvidos em A. tuberculatus e A. artemisiifolia, e tém revelado
gue a resisténcia a esse mecanismo de acdo € condicionado por um Unico gene
nuclear com dominancia incompleta (PATZOLDT et al., 2006; ROUSONELOS et al.,
2012).

O conhecimento da heranca genética permite compreender o
surgimento e a evolucdo da resisténcia, e a partir disso, adotar técnicas de manejo
adequadas para o controle de populacdes resistentes e evitar ou retardar o
surgimento de novas populacdes resistentes (CHRISTOFFOLETI; FILHO; SILVA,
1994).

O presente trabalho objetivou estudar a heranca genética da

resisténcia multipla aos inibidores da ALS e PROTOX em E. heterophylla, visando
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elucidar o numero de genes, o0 modo de heranca e os efeitos génicos envolvidos nas

resisténcias.

2.4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido em casa de vegetacdo equipada
com sistema de refrigeracdo do tipo cortina de pedra e aquecedor automéatico
mantendo temperatura entre 23 °C e 28 °C e, em estufa pertencente ao Curso de

Agronomia da Universidade Tecnologica Federal do Parana — Campus Pato Branco.

2.4.1 Obtencéo dos Biotipos

As sementes dos biotipos utilizados na determinacdo da heranca
genética sdo oriundas de lavouras do Sudoeste do Parana, sendo o biotipo
suscetivel (S) oriundo do municipio de Renascenca e o biétipo resistente (R) oriundo
do municipio de Vitorino. O bidtipo S apresenta suscetibilidade aos herbicidas
inibidores da ALS e PROTOX, e o bidtipo R apresenta resisténcia multipla aos
inibidores da ALS e PROTOX.

Os bidtipos foram obtidos a partir de uma coleta em bulk de sementes
de 20 plantas de E. heterophylla dispostas aleatoriamente em lavouras de soja
(TREZZI et al., 2005). Ap6s a semeadura as plantas originadas foram submetidas a
sucessivas autofecundacdes com selecdo do biétipo S e R a cada geracdo de
autofecundacéo, por meio da aplicacdo dos herbicidas inibidores da ALS e da
PROTOX.

2.4.2 Teste Preliminar Frente aos Herbicidas Inibidores da ALS e PROTOX

Na comprovacdo da resisténcia e suscetibilidade dos biotipos foi
realizado um teste preliminar através da aplicacdo do inibidor da PROTOX e sete
dias apos, aplicacdo do inibidor da ALS no biétipo R, assim como para o biétipo S.
Utilizou-se como inibidor da PROTOX o herbicida fomesafen (250 g i.a. ha™) sempre

associado ao espalhante adesivo ndo idnico/anidnico, com produto comercial
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denominado ENERGIC, na concentracdo de 0,2% v/v (200 mL para cada 100 Litros

de calda) e como inibidor da ALS o imazethapyr (100 g i.a. ha™). A asperséo foi
realizada utilizando-se pulverizador costal pressurizado a CO,, empregando-se uma
barra de trés pontas tipo leque 110.02, espacadas de 0,5 m e com volume de calda
de 200 L ha™.

2.4.3 Realizacao dos Cruzamentos e Retrocruzamentos Entre os Bidtipos

Os bidtipos foram semeados em seis vasos com capacidade para 5
litros, contendo substrato para plantas (Himus Fértil®). Apds a emergéncia das
plantas, efetuou-se o desbaste deixando apenas duas plantas por vaso, visando um
maior desenvolvimento das mesmas com formacédo de maior numero de ramos e
maior numero de flores, dessa forma permitindo maximizar os cruzamentos. Durante
todo o periodo de realizagcdo dos cruzamentos e retrocruzamentos as plantas
permaneceram em casa de vegetacdo com temperatura entre 23 °C e 28 °C.

Os cruzamentos e retrocruzamentos foram realizados entre os estadios
2 a 4 de desenvolvimento da flor (ANEXO A), pois, nesse momento se obtém a
melhor taxa de fecundacédo, além de elevar a probabilidade de formacdo de 3
sementes por ciatio (VARGAS; BOREM; SILVA, 1999).

A partir do momento em que as plantas emitiram conjuntos de
inflorescéncias, os mesmos foram isolados com tecido visando evitar polinizacbes
indesejadas por insetos. O tecido também teve utilidade para a coleta de sementes,
ja que, o leiteiro apresenta deiscéncia explosiva, ou seja, quando as sementes estao
maduras, as capsulas que as contém se abrem lancando-as para longe da planta
mae.

As flores foram emasculadas e em seguida polinizadas ainda no
mesmo dia e preferencialmente depois do meio dia, horario em que a liberacédo de
polen é mais pronunciada. O processo de polinizacdo foi realizado até o momento
gue se comprovou a fecundacéo, observada em funcéo da curvatura do pedicelo. Os
cruzamentos foram realizados entre o bi6tipo S (genitor feminino) e o bidtipo R

(genitor masculino) sem o reciproco, de forma a obter a geracao F;.



47
Apés a obtencdo da geracdo F; realizou-se o retrocruzamento

suscetivel (RCs) entre plantas F; e o bidtipo S, e retrocruzamento R (RC,) entre
plantas F; e o biotipo resistente. Além disso, conduziu-se a geracdo F; para a

obtencao da geracéo segregante F».

2.4.4 Etapa de Fenotipagem

As geracgoes Fi, F,, RCs, RC; e 0s genitores S e R foram semeados em
30 bandejas de 128 células, contendo substrato de plantas (Himus Feértil®) para a
avaliacdo da reacdo aos herbicidas. Para garantir adequada nutricdo das plantas
foram realizadas adubacdes no substrato com fertilizante comercial VitaPlan® com
formulacéo 4-14-08, respectivamente, para teores de N, P,Os5 e K;0.

A aplicacdo normal dos herbicidas foi realizada de forma sequencial,
em que o inibidor da PROTOX foi aplicado inicialmente e apos 7 dias foi aplicado o
inibidor da ALS. A aplicacdo do herbicida inibidor da PROTOX foi realizada quando
as plantas encontravam-se no estadio de duas folhas cotiledonares mais duas
verdadeiras, e até quatro folhas verdadeiras para o inibidor da ALS. Para o inibidor
da PROTOX utilizou-se o herbicida fomesafen (250 g i.a. ha™) e para o inibidor da
ALS o herbicida imazethapyr (100 g i.a. ha™). Utilizou-se um volume de calda de 200
L.ha® com aspersdo realizada por um pulverizador costal pressurizado a CO,
empregando-se uma barra de pontas de pulverizagdo espacadas de 0,5 m com
bicos do tipo leque 110.02.

Uma populacdo segregante de F, e RCs foi submetida a aplicacdo dos
herbicidas em ordem inversa a aplicacao descrita anteriormente, em que o herbicida
imazethapyr foi aplicado em primeiro lugar, quando as plantas apresentavam duas
folhas cotiledonares mais duas verdadeiras e, em sequéncia, 0 herbicida fomesafen
aos 21 dias apés aplicacdo (DAA) do inibidor da ALS, momento em que as plantas
apresentavam duas folhas cotiledonares e quatro folhas verdadeiras. Essa aplicacéo
permitiu a identificacdo do numero de plantas resistentes ao ALS, ja que na
aplicacdo na ordem normal (antes fomesafen e depois imazethapyr) essas plantas

morreram juntamente com as plantas suscetiveis aos inibidores da PROTOX. Além
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disso, permitiu verificar se as propor¢cdes fenotipicas obtidas através das duas

formas de aplicacdo dos herbicidas atenderam a propor¢cao esperada.

A fenotipagem foi realizada individualmente, para cada planta,
avaliando-se o nivel de controle proporcionado pelo herbicida, através da escala de
avaliacdo de controle e injaria proposta por Frans et al. (1986), em que o nivel de
controle varia de 0-100%. Os individuos foram considerados resistentes quando o
nivel de controle situou-se entre 0-40% e suscetiveis entre 60-100%.

As avaliagfes do nivel de controle pelo fomesafen foram realizadas aos
7 DAA devido ao rapido desenvolvimento dos sintomas na planta, e pelo
imazethapyr aos 21 DAA, pois a manifestacdo dos sintomas ocorre mais lentamente.

As populacgbes de plantas R, S, Fi, F2, RCs e RC, avaliadas no primeiro
cruzamento foram de 53, 22, 25, 198, 30 e 35, no segundo foram de 42, 48, 27, 184,
20 e 30 e no terceiro de 53, 40, 23, 82, 15 e 29, respectivamente. As populacdes de
plantas F, e RCs submetidas a aplicacdo dos herbicidas em ordem inversa no
primeiro cruzamento foram de 180 e 25, no segundo de 71 e 14 e no terceiro de 210
e 16, respectivamente.

2.4.4.1 Obtencéo das proporc¢des fenotipicas nas geracdes segregantes F, e RCq

A proporcéo de plantas segregantes para o gene PROTOX foi obtida a
partir da aplicacdo do herbicida fomesafen no modo de aplicacdo normal e, a
propor¢cdo de plantas com resisténcia simples ao PROTOX e com resisténcia
multipla aos ALS/PROTOX, foi obtida através da aplicacdo sequencial do herbicida
imazethapyr.

A proporcao de plantas segregantes para o gene ALS foi obtida através
da aplicacédo do herbicida imazethapyr no modo de aplicacdo inversa e, a proporcéo
de plantas com resisténcia simples ao ALS e com resisténcia mdultipla ao
ALS/PROTOX, foi obtida a partir da aplicacdo sequencial do herbicida fomesafen.

O namero de plantas R e S ao inibidor da ALS obtidas através do modo
de aplicagdo normal e, o numero de plantas R e S ao inibidor da PROTOX obtidas a
partir do modo de aplicacao inversa foram estimados de acordo com a hipotese de

segregacao levantada para o numero de genes envolvidos na resisténcia.
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2.4.5 Curva de Resposta a Dose

Dois experimentos de curva de resposta a dose foram conduzidos em
estufa plastica pertencente a Universidade Tecnologica Federal do Parana —
Campus Pato Branco, para avaliar a dominéncia da resisténcia de E. heterophylla
aos inibidores da PROTOX e da ALS. O delineamento experimental foi bifatorial 3x7
inteiramente casualizado do tipo qualitativo x quantitativo com 5 repeticées com uma
planta por repeticdo, sendo 3 bibtipos (suscetivel, resistente e heterozigoto F;) e 7
doses para o inibidor da PROTOX 0x, 0,25x, 0,50x, 1x, 2x, 4x e 8x em relacédo a
dose comercial, equivalentes & 0, 62,5, 125, 250, 500, 1000 e 2000 g i.a. ha™ de
fomesafen. As 7 doses para o inibidor da ALS foram constituidas de 0x, 0,25,
0,50x, 1x, 2x, 4x e 8x em relacdo a dose comercial, equivalentes a 0, 25, 50, 100,
200, 400 e 800 gi.a. ha™* de imazethapyr.

Para ambos os experimentos, as sementes do bibtipo homozigoto
resistente e suscetivel e a geracdo heterozigota F;, inicialmente foram desinfestadas
com hipoclorito de sddio a 2%, por 5 minutos, e em seguida pré-emergidas em
placas do tipo gerbox contendo papel germitest umedecido com agua, mantidas em
estufa incubadora BOD a 29 °C, com fotoperiodo durante dia e noite por 5 dias. As
plantulas uniformes, entre 3 e 5 cm foram transplantadas para vasos com
capacidade de 5 litros. No momento em que as plantas apresentaram duas folhas
verdadeiras e duas cotiledonares, procedeu-se a aplicacdo dos herbicidas.

A aplicacdo dos herbicidas e a fenotipagem foram realizadas da
mesma forma descrita no item 2.2.4. A avaliacdo do nivel de controle para o
herbicida fomesafen foi realizada aos 7, 14 e 21 dias ap0s aplicacdo (DAA) e, aos 21
DAA as plantas foram cortadas rente ao solo e submetidas a pesagem para a
determinacao da matéria verde e matéria seca. Para o herbicida imazethapyr, o nivel
de controle foi avaliado aos 7, 14, 21 e 28 DAA e, aos 28 DAA, as plantas foram

cortadas rente ao solo e pesadas para a determinacéo das matérias verde e seca.

2.4.6 Anélises Estatisticas



2.4.6.1 Estimativa do numero de genes >

O numero de genes envolvidos nas resisténcias e a independéncia dos
genes foram determinados a partir da analise das distribuicbes de frequéncia
fenotipica. Os modelos de distribuicdo de frequéncia 9:3:3:1, 1:1:1:1, 3:1 e 1:1 foram
testados pelo teste de qui-quadrado (%), utilizando o programa computacional
Genes (CRUZ, 2013), para confirmar a hipotese de que dois genes estariam
envolvidos na resisténcia multipla e um gene na resisténcia simples aos inibidores
da ALS e PROTOX.

2.4.6.2 Componentes das variancias

A variancia fornece a média aproximada das diferencas ao quadrado
entre cada uma das observacbes e a média aritmética, ou seja, o desvio do
quadrado médio da média. Assim, a variancia indica a variabilidade de um grupo de
meédias ou o quanto a distribuicdo € espalhada em torno da média.

Os efeitos genéticos foram obtidos através dos componentes da
variancia, calculados a partir das variancias (¢%) das geracdes S, R, F1, F2, RCs e
RC,, pelas férmulas propostas por Ramalho, Santos e Pinto (2008), com o auxilio do
software Libre Office Calc (LIBRE OFFICE, 2013):
0f1 + 0p, + 04

3
05 = (2.0%;) — (ORes + ORer)

2 _ 2 2 2
Op = Opy — 0y — Og

0% =

0% = 0} + 03

0% = 02 + o?
Onde:

o’e = Variancia ambiental;

o°p1 = Variancia da geracéo suscetivel (S);

o°p = Variancia da geracao resistente (R);

o°r1 = Variancia da geracéo Fi;

o°a = Variancia de aditividade;

o’ = Variancia fenotipica da geracéo F;



6°res = Variancia do RCq;
o’rer = Variancia do RCy;
o°b = Variancia de dominancia;
o°c = Variancia genética;

o°r = Variancia fenotipica;

2.4.6.3 Herdabilidade
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A estimativa das herdabilidades no sentido amplo (h?%) e no sentido

restrito (h%) foi baseada nos componentes da variancia, conforme proposto por

Ramalho, Santos e Pinto (2008), utilizando o programa computacional Libre Office

Calc (LIBRE OFFICE, 2013):

2
0,
h2 = — x 100
OF2
2
o
h? = =5 x 100
OF2

Em que:
0% = Variancia genética;
o°a = Variancia de aditividade;

o’ = Variancia fenotipica da geragéo F;

2.4.6.4 Modelos de regressao

Os dados de controle [100 — controle (%)], matéria verde e matéria

seca foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (P<0,05) utilizando o

programa computacional Genes (CRUZ, 2013). As relacbes entre as variaveis

dependentes e as doses de herbicida foram ajustadas através do modelo de

regressao nao linear, empregando-se o modelo logistico de trés (Equacédo 1) e

quatro (Equacéo 2) parametros com o auxilio do programa computacional SigmaPlot

12.0 (SIGMAPLOT, 2014).
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Equacao 1. Modelo logistico de trés parametros.
a

Y 1 abs(xio)b

Onde: y= variavel dependente; a= assintota superior da equacéao; b=
declividade da curva; x= dose do herbicida; xo= dose do herbicida que proporciona
50% de controle (Cso) ou a dose de herbicida que proporciona 50% de reducéo da

matéria verde ou matéria seca (GRso).

Equacédo 2. Modelo logistico de quatro paréme}lros.
y=rr abs(xio)b

Onde: y= variavel dependente; yo= assintota inferior da equacéo; a=
assintota superior da equacao; b= declividade da curva; x= dose do herbicida; xo=
dose do herbicida que proporciona 50% de controle (Csp) ou a dose de herbicida que
proporciona 50% de reducédo da matéria verde ou matéria seca (GRsp).

Os fatores de resisténcia (FR’s) foram calculados pelo quociente entre

0s Cso ou GRsp do resistente ou heterozigoto F; e o0 suscetivel.

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.5.1 Determinacdo do Numero de Genes

O comportamento similar da populacdo F; e RC,, indica que nao existe
gene segregando nos genitores S e R, para o carater em estudo. Os valores para a
variancia e desvio padrdo das populacbes da geracdo F, e RCs nos trés
cruzamentos foram elevados, tanto para aplicacdo normal quanto para aplicacdo no
sentido inverso, pois se tratam de populaces segregantes, constituidas por plantas
suscetiveis e resistentes (Tabela 1).
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Tabela 1 — Nivel de controle em porcentagem (*), nimero de plantas (n), média (X), variancia (c%) e desvio padrdo (c) de cada populacdo (P) de E.
heterophylla para os trés cruzamentos (C). UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

Aplicacdo Normal

PROTOX ALS
cP 10* 20 30 40 50 60 70 80 90 100 n X o c CP 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 n X G’ c
R 5 21 26 1 53 2434 48,11 6,93 R 39 13 1 53 12,83 2452 495
S 5 15 2 22 78,64 31,38 5,60 S 5 15 2 22 78,64 31,38 5,60
1 Fi 6 10 9 25 21,20 61,00 781 1 F, 17 8 25 13,20 22,67 4,76
F, 19 54 62 12 39 12 198 39,44 696,64 26,39 F, 39 57 12 3 4 55 28 198 46,81 1079,77 32,85
RCs 4 13 13 30 50,33 706,78 26,58 RCs 3 6 21 30 61 878,27 29,63
RCr 4 10 19 2 35 2542 6084 7,80 RCr 22 13 35 13,71 24,03 4,90
R 6 10 26 42 24,76 54,81 7,40 R 32 10 42 12,38 1858 431
S 2 45 1 48 79,79 6,33 2,17 S 46 1 1 48 80,62 10,23 3,19
5 Fi 12 8 7 27 18,14 6951 8,32 5 F, 21 6 27 12,22 1794 4,23
F, 23 68 45 1 1 2 28 16 184 37,28 754,32 27,46 F, 26 59 14 1 3 49 29 3 184 48,69 1089,00 33,00
RCs 9 1 1 5 3 1 20 5750 777,63 27,88 RCs 6 1 2 7 3 1 20 61 93578 30,59
RCr 5 11 14 30 23 56,20 7,49 RCr 25 5 30 1166 1436 3,79
R 5 21 26 1 53 2434 48,11 6,93 R 39 13 1 53 12,83 2452 495
S 1 37 2 40 80,25 7,62 2,76 S 1 37 2 40 80,25 7,62 2,76
3 Fi 1 12 10 23 2391 3399 5,83 3 F, 17 6 23 12,60 20,25 4,48
F, 17 35 10 1 3 16 82 32,92 672,80 25,93 F, 17 31 3 2 5 22 2 82 40,12 907,39 30,12
RCs 2 3 1 9 15 59,33 706,67 26,58 RCs 1 2 9 2 1 15 70 800,00 28,28
RCr 10 16 3 29 1758 40,39 6,35 RCr 23 6 29 1206 16,99 4,12
Aplicacéo Inversa
PROTOX ALS
CP 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 n X G c CP 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 n X G c
1 F, 6 60 32 2 10 61 9 180 48,27 834,44 28,88 1 F, 44 70 21 3 8 28 6 180 32,94 713,62 26,71
RCs 4 4 6 8 3 25 54,40 467,33 21,61 RCs 1 10 3 1 7 3 25 38,80 444,33 21,07
5 F, 10 20 12 1 5 4 18 1 71 42,39 781,32 27,95 5 F, 20 24 12 1 8 4 2 71 28,16 412,31 20,30
RCs 4 2 1 6 1 14 57,14 1021,97 31,96 RCs 3 4 1 2 1 3 14 40,71 837,91 28,94
3 F, 39 58 15 4 47 47 210 44,23 837,93 28,94 3 F, 74 69 12 7 39 9 210 30,23 610,94 24,71
RCs 1 2 1 8 2 2 16 70,62 806,25 28,39 RCs 3 5 1 3 4 16 49,37 123291 35,11
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Apobs a exposicao das plantas aos herbicidas fomesafen e imazethapyr,

houve pequena diferenca de controle entre as plantas do bidtipo S, assim como
entre as plantas do bi6tipo R e da geracao F;, resultando em pequena diferenca de
controle de cada uma das observacbes e a média geral de controle de cada
populacdo menos um (n-1), proporcionando variancia de ambiente relativamente
baixa para a resisténcia a inibidores da PROTOX, cerca de 46,8, 43,6 e 29,9, assim
como, para a resisténcia a inibidores da ALS, cerca de 26,2, 15,6 e 17,4, para 0s
cruzamentos 1, 2 e 3 respectivamente (Tabela 2).

Constatou-se variancia de dominancia baixa para inibidores da
PROTOX e negativa para inibidores da ALS, variancia de aditividade elevada e alta
herdabilidade no sentido restrito para ambas as resisténcias (Tabela 2). Isso
evidencia a expressiva contribuicdo da aditividade na manifestacéo da resisténcia de
E. heterophylla aos inibidores da ALS e PROTOX.

A variancia de dominancia negativa, observada para inibidores da ALS
ocorreu em decorréncia da distribuicdo dos dados, onde na populagédo do RCs houve
um maior nivel de controle das plantas S em comparacdo com a populagdo F, no
cruzamento 3, resultando em uma alta variancia. Além disso, nos cruzamentos 1 e 2
a variancia da populacdo do RCs se manteve muito proxima a da F,. Deste modo, a
variancia de dominancia foi subestimada e a herdabilidade restrita superestimada.

A elevada herdabilidade no sentido amplo para a resisténcia a
inibidores da PROTOX nos cruzamentos 1 (93,3%), 2 (94,2%), 3 (95,6%) e aos
inibidores da ALS nos cruzamentos 1 (97,6%), 2 (98,6%) e 3 (98,1%), demonstra
gue 0 gendtipo contribui expressivamente para a manifestacdo do fenétipo (Tabela
2). Portanto, a resisténcia de E. heterophylla aos inibidores da ALS e PROTOX é
determinada por um fator genético, muito pouco influenciado pelos -efeitos

ambientais.
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Tabela 2 — Parametros genéticos para a resisténcia de E. heterophylla aos inibidores da PROTOX e
ALS. UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

Mgga;(;;gwo Cruzamento o o°s % 0% o h’a h?
1 46,8 625,7 24,1 649,8 696,6 93,3 89,8

PROTOX 2 43,6 674,8 36,0 710,8 754,3 94,2 89,5
3 29,9 598,6 443 6429 6728 95,6 89,0
1 26,2 1257,0 -203,6 1053,5 1079,7 97,6 116,4
ALS 2 15,6 1227,8 -154,4 1073,4 1089,0 98,6 112,7

3 17,4 997,8 -107,8 890,0 907,4 98,1 124,7

o= variancia de ambiente; o,= variancia de aditividade; op= variancia de dominancia; og= variancia
genética; or= variancia fenotipica; h?,= herdabilidade no sentido amplo; h?= herdabilidade no sentido
restrito.

A exposicdo das populacbes F, e RCs ao herbicida inibidor da
PROTOX resultou na morte das plantas S e R ao inibidor da ALS na mesma
aplicacdo. Na sequéncia, a exposicdo das mesmas plantas ao inibidor da ALS
resultou na morte das plantas R ao inibidor da PROTOX, permitindo a identificacao
das plantas R ao inibidor da PROTOX e com resisténcia multipla aos inibidores da
ALS/PROTOX. Dessa forma, néo foi possivel identificar o nUmero de plantas S e R
ao inibidor da ALS. Contudo, considerando-se a hipétese de que dois genes
estariam condicionando a resisténcia mdultipla ao ALS/PROTOX a segregacao
esperada na populacéo F; seria 9:3:3:1 e na populacdo RCs seria 1:1:1:1. Assim, a
proporcao dos individuos S e R ao inibidor da ALS foi estimada, considerando uma
proporcao de 3:1 na populacdo F,, (3 plantas R ao inibidor da ALS em relacdo a
cada planta S) e proporcdo 1:1 na populacdo RCs. Este método de estimacao
também foi utilizado na aplicacéo inversa, ja que a exposicado das populacdes F, e
RCs ao herbicida inibidor da ALS proporcionou o controle das plantas S e R aos
inibidores da PROTOX na mesma aplicagao.

Os genitores S e R apdés a aplicacdo do herbicida fomesafen e
sequencial com imazethapyr (Aplicacdo normal), comportaram-se de forma
suscetivel e resistente conforme o esperado. Da mesma forma que para o genitor
homozigoto R, todas as plantas heterozigotas da geracdo F; mostraram-se
resistentes frente a aplicacdo de ambos os herbicidas (Tabela 3).
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Tabela 3 — Resposta das populagdes S, R, Fi, F,, RCs e RC, nas diferentes classes, submetidas a aplicagdo do herbicida fomesafen e sequencial com

imazethapyr. UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

Proporcéo

Cruzamento  Populagdo N° Plantas ALS/PROTOX ALS PROTOX Suscetivel y*>Cal  P-valor
Esperada Observada
Resistente 53 53 - - 0 - - - -
Suscetivel 22 0 - - 22 - - - -
1 Fy 25 25 - - 0 1.0 1:.0 0,000 1,00
F, 198 108 38 39 13 9:3:3:1 8,73:3,07:3,15:1,05 0,249 0,97
RCs 30 9 7 8 6 1:1:1:1 1,20:0,93:1,07:0,80 0,667 0,88
RCr 35 35 - - 1.0 1:.0 0,000 1,00
Resistente 42 42 - - - - - -
Suscetivel 48 0 - - 48 - - - -
) Fi 27 27 - - 0 1.0 1:0 0,000 1,00
F, 184 99 35 38 12 9:3:3:1 8,61:3,04:3,30:1,04 0,580 0,90
RCs 20 7 5 3 5 1:1:1:1 1,40:1,00:0,60:1,00 1,600 0,66
RCr 30 30 - - 0 1.0 1:.0 0,000 1,00
Resistente 53 53 - - 0 - - - -
Suscetivel 40 0 - - 40 - - - -
3 F, 23 23 - - 0 1.0 1:.0 0,000 1,00
F, 82 51 14 12 5 9:3:3:1 9,95:2,73:2,34:0,98 1,382 0,71
RCs 15 3 5 3 4 1:1:1:1 0,80:1,33:0,8:1,07 0,733 0,87
RCr 29 29 - - 0 1.0 1:.0 0,000 1,00

P-valor = Probabilidade valor. xz tabelado para quatro classes fenotipicas (9:3:3:1)= 7,82 e para duas classes (1:0) = 3,84.
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Isso evidencia que a resisténcia presente no genitor masculino foi

transmitida para os descendentes através do cruzamento, confirmando o tipo de
heranca nuclear, e pelo fato da geracdo F; manifestar apenas o fendtipo resistente,
confirma que o alelo dominante domina sobre o alelo recessivo, portanto, o genétipo
do genitor homozigoto suscetivel € “ap” e do genitor homozigoto resistente & “AP”
(ALS e PROTOX). Dessa forma, 0s genes que estdo envolvidos na manifestacédo da
resisténcia aos inibidores da ALS e PROTOX em E. heterophylla apresentam
heranga nuclear e sdo dominantes.

Na geracdo F,, a segregacdo observada para o numero de genes
envolvidos na resisténcia mdltipla aos inibidores da ALS/PROTOX para o0s
cruzamentos 1 (8,73:3,07:3,15:1,05), 2 (8,61:3,04:3,30:1,04) e 3
(9,95:2,73:2,34:0,98) com y’ca < 7,82 x*tap, Nd0 diferiu da proporcdo de 9:3:3:1,
esperada para heranca envolvendo dois genes nucleares e com dominancia
completa (Tabela 3).

Assim, pode-se inferir que na reproducdo das plantas heterozigéticas
da geracdo F; sdo produzidos quatro gametas distintos na mesma proporcao (1/4),
em que os cromossomos homodlogos de cada um dos dois genes segregam
(separam) de forma independente durante a meiose na formacdo das células
sexuais, de modo que metade dos gametas carrega um dos alelos de cada gene e a
outra metade carrega o outro alelo (RAMALHO; SANTOS; PINTO, 2008). Por esse
motivo os dois genes que conferem a resisténcia multipla aos inibidores da ALS e
PROTOX em E. heterophylla estdo situados em diferentes cromossomos.

O baixo valor de y? calculado para os cruzamentos 1, 2 e 3 forneceu
uma alta probabilidade de ajuste da propor¢cdo observada em relacdo a proporcdo
esperada, sendo 0,97, 0,90 e 0,71, respectivamente.

A segregacdo observada no retrocruzamento suscetivel (RCs) para os
cruzamentos 1 (9:7:8:6), 2 (7:5:3:5) e 3 (3:5:3:4) proporcionou y2ca < 7,82 y*ran,
portanto, pode-se inferir que o y’ca N0 é significativo e que a proporcéo observada
se ajusta a proporcdo 1:1:1:1, esperada para caracteristicas governadas por dois
genes. As probabilidades para os cruzamentos 1, 2 e 3 foram de 0,88, 0,66 e 0,87,
respectivamente (Tabela 3).
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Todas as plantas oriundas dos trés retrocruzamento resistente (RC)),

apresentaram resisténcia aos inibidores da ALS/PROTOX, indicando que ha dois
genes controlando a caracteristica de resisténcia (Tabela 3).

Esses resultados observados nos dois retrocruzamentos confirmam a
hipétese genética da existéncia de dois genes nucleares e dominantes conferindo a
resisténcia multipla em E. heterophylla.

Na geracdo F,, submetida a aplicacdo do herbicida imazethapyr com
sequencial de fomesafen (aplicacdo inversa), a propor¢cdo observada para 0s
cruzamentos 1 (8,89:3,38:2,84:0,89), 2 (9,70:3,15:2,25:0,90) e 3
(8,53:3,28:3,12:1,07) proporcionou x’car < 7,82 %’tap, Ndo diferindo da proporcédo
9:3:3:1, esperada quando dois genes nucleares e dominantes estdo envolvidos na
determinacao da caracteristica (Tabela 4). As probabilidades para os cruzamentos 1,
2 e 3 foram 0,85, 0,77 e 0,86, respectivamente.

N&o houve diferenca entre a proporcdo observada no RCs para os
cruzamentos 1 (1,28:1,12:0,80:0,80), 2 (1,14:1,14:0,86:0,86) e 3 (0,75:1,25:1:1) da
proporcao esperada 1:1:1:1, pelo teste de qui-quadrado, com probabilidade de 0,78,
0,96 e 0,92, respectivamente, para os cruzamentos 1, 2 e 3 (Tabela 4).

Esses resultados observados na aplicacdo inversa dos herbicidas
corroboram com os resultados obtidos na aplicacdo normal, indicando que
independentemente da ordem de aplicacdo dos herbicidas, a conclusdo obtida
através do teste de qui-quadrado ndo € alterada. Portanto, esses resultados
permitem inferir que o método utilizado para estimar o nimero de plantas R aos
inibidores da ALS e S na aplicacdo normal e o numero de plantas R aos inibidores

da PROTOX e S na aplicacdo inversa € adequado.
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Tabela 4 — Resposta das populages F, e RC, nas diferentes classes, submetidas a aplicagdo do
herbicida imazethapyr e sequencial com fomesafen. UTFPR, Campus Pato Branco — PR,

2016.
Proporgao
Cruzamento Populagdo N° Plantas ALS/PROTOX ALS PROTOX Suscetivel ¥ Cal P-valor
Esperada Observada
F; 180 100 38 32 10 9:3:3:1 8,89:3,38:2,84:0,89 0,780 0,85
' RCs 25 8 7 5 5 1:1:1:1 1,28:1,12:0,80:0,80 1,080 0,78
F; 71 43 14 10 4 9:3:3:1 9,70:3,15:2,25:0,90 1,138 0,77
2 RCs 14 4 4 3 3 1:1:1:1 1,14:1,14:0,86:0,86 0,286 0,96
F; 210 112 43 41 14 9:3:3:1 8,53:3,28:3,12:1,07 0,777 0,86
: RCs 16 3 5 4 4 1:1:1:1 0,75:1,25:1,00:1,00 0,500 0,92

P-valor= Probabilidade valor. xz tabelado para quatro classes fenotipicas (9:3:3:1) = 7,82.

Além do estudo realizado para a resisténcia multipla aos inibidores da
ALS/PROTOX foi investigada a heranca genética, os efeitos génicos e o numero de
genes envolvidos na resisténcia simples de E. heterophylla aos inibidores da enzima
PROTOX e da enzima ALS.

Para a resisténcia simples aos inibidores da PROTOX, a proporcéo
observada de plantas R ao inibidor da PROTOX e S na geracdo F, submetida a
aplicacao do herbicida fomesafen para os cruzamentos 1 (2,97:1,03), 2 (2,98:1,02) e
3 (3,07:0,93) nao diferiu pelo teste de qui-quadrado da proporgcédo 3:1, esperada
quando um Unico gene nuclear e dominante determina a caracteristica (Tabela 5).

O baixo valor de qui-quadrado calculado forneceu uma alta
probabilidade de ajuste da proporcdo observada em relacdo a propor¢cao esperada,
sendo 0,81, 0,86 e 0,70 para os cruzamentos 1, 2 e 3, respectivamente.

Esses resultados confirmam que a resisténcia de E. heterophylla aos
herbicidas inibidores da enzima PROTOX € condicionada pela acdo de um unico
gene de heranca nuclear e com dominancia completa.

Resultados similares aos obtidos com E. heterophylla foram
observados para as espécies de Amaranthus tuberculatus (PATZOLDT et al., 2006)
e Ambrosia artemisiifolia (ROUSONELOS et al.,, 2012) resistentes aos herbicidas
inibidores da PROTOX, em que a resisténcia é condicionada por um Unico gene

dominante e nuclear, no entanto, com dominancia incompleta.
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Tabela 5 — Resposta da populacéo segregante F, nas diferentes classes, submetida a aplicagcao do
herbicida fomesafen. UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

o Resistent . Proporcao
Cruzamento N° Plantas PESOSTEO; Suscetivel Esperada Obsorvada Yca P-valor
1 198 147 51 31 2,97:1,03 0,061 0,81
2 184 137 47 31 2,98:1,02 0,029 0,86
3 82 63 19 31 3,07:0,93 0,146 0,70

P-valor= Probabilidade valor. xz tabelado para duas classes fenotipicas (3:1) = 3,84.

Os resultados observados no RCs para os cruzamentos 1 (1,13:0,87), 2
(1:1) e 3 (0,8:1,2) submetidos a aplicacdo do herbicida fomesafen nao diferiram pelo
teste de qui-quadrado da proporcdo esperada 1:1, com probabilidade de 0,47, 1 e
0,44, respectivamente (Tabela 6).

Todas as plantas da geracdo do RC; submetidas a aplicacdo do
herbicida fomesafen foram resistentes (Tabela 3). Dessa forma, esses resultados
confirmam a hipétese genética de segregacao de 3:1 na geracao F,, evidenciando

que um Unico gene determina a manifestacdo da resisténcia.

Tabela 6 — Resposta da populagédo segregante do retrocruzamento suscetivel (RCs) nas diferentes
classes, submetida & aplicacdo do herbicida fomesafen inibidor da enzima PROTOX.
UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

Resistente Proporgdo

Cruzamento N° Plantas PROTOX Suscetivel Esperada Observada v’ca  P-valor
1 30 17 13 1:1 1,13:0,87 0,533 0,47
2 20 10 10 1:1 1:1 0,000 1,00
3 15 6 9 11 0,8:1,2 0,600 0,44

P-valor= Probabilidade valor. XZ tabelado para duas classes fenotipicas (1:1) = 3,84.

Para a resisténcia simples aos herbicidas inibidores da ALS, na
geracao F, submetida a aplicacdo do herbicida imazethapyr, a proporgéo observada
de plantas R ao inibidor da ALS e S para os cruzamentos 1 (3,07:0,93), 2 (3,21:0,79)
e 3 (2,95:1,05) resultou em y2ca < 3,84 y?ran, portanto, o y’ca ndo é significativo e a
propor¢cdo observada se ajusta a proporcdo 3:1, esperada para caracteristica
controlada por um anico gene nuclear e dominante (Tabela 7).

Os valores de qui-quadrado calculado forneceram uma probabilidade
de ajuste da proporcéo observada em relacdo a esperada, de 0,61, 0,30 e 0,69, para

0s cruzamentos 1, 2 e 3, respectivamente (Tabela 7).
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Mais uma vez, a acdo de um unico gene de heranca nuclear e com

dominancia completa conferindo a resisténcia de E. heterophylla aos herbicidas

inibidores da enzima ALS é confirmada.

Tabela 7 — Resposta da populacéo segregante F, nas diferentes classes, submetida a aplicacdo do
herbicida imazethapyr. UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

Cruzamento N° Plantas Reislfgnte Suscetivel Proporgac Y’ca  P-valor
Esperada Observada
1 180 138 42 31 3,07:0,93 0,267 0,61
2 71 57 14 3:1 3,21:0,79 1,056 0,30
3 210 155 55 31 2,95:1,05 0,159 0,69

P-valor= Probabilidade valor. xz tabelado para duas classes fenotipicas (3:1) = 3,84.

A aplicacdo do herbicida imazethapyr sobre as plantas do RCs resultou
na proporcao de plantas R ao inibidor da ALS e S para os cruzamentos 1 (1,2:0,8), 2
(1,14:0,86) e 3 (1:1), que nao diferiu pelo teste de qui-quadrado da proporcéo 1:1,
esperada quando apenas um gene condiciona a caracteristica, com probabilidade de
0,32, 0,59 e 1 para os cruzamentos 1, 2 e 3, respectivamente (Tabela 8).

Todas as plantas da geracdo do RC, submetidas a aplicacdo do
herbicida imazethapyr foram resistentes (Tabela 3). Esses resultados confirmam a
hipétese genética de segregacéo 3:1 observada na geracao F», evidenciando a acao
de um Unico gene na manifestacdo da resisténcia.

Resultados similares foram observados em bi6tipo de E. heterophylla
com resisténcia apenas a inibidores da ALS (VARGAS; BOREM; SILVA, 2001), em
gue essa caracteristica de resisténcia € conferida pela acdo de um anico gene
dominante e nuclear, com dominancia completa. Segundo Tranel, Wright (2002) a
maioria dos casos de resisténcia aos inibidores da enzima ALS s&o conferidos pela

acao de um gene dominante e nuclear.
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Tabela 8 — Resposta da populagdo segregante do retrocruzamento suscetivel (RC;) nas diferentes
classes, submetida a aplicacdo do herbicida imazethapyr. UTFPR, Campus Pato Branco —

PR, 2016.
Cruzamento  N° Plantas Relsbiitgnte Suscetivel Proporgac Y’ca  P-valor
Esperada Observada
1 25 15 10 1:1 1,2:0,8 1,000 0,32
2 14 8 6 1:1 1,14:0,86 0,286 0,59
3 16 8 8 1:1 11 0,000 1,00

P-valor= Probabilidade valor. xz tabelado para duas classes fenotipicas (1:1) = 3,84.

2.5.2 Curvas de Resposta a Dose

Na curva de resposta a dose ao inibidor da PROTOX, a aplicacdo de
62,5 g i.a. ha™ de fomesafen resultou em niveis de controle para o biétipo S de 70%,
74% e 76%, respectivamente, aos 7, 14 e 21 DAA, enquanto que, o nivel maximo de
controle nessa dose para o heterozigoto F; e o bidtipo R foi de 18% aos 21 DAA
(Figura 1).

A maior dose do herbicida fomesafen, de 2000 g i.a. ha™, proporcionou
elevados niveis de controle para o biotipo S de 84%, 86% e 90%, aos 7, 14 e 21
DAA, respectivamente. Para o heterozigoto F; e o biétipo R o nivel maximo de
controle na maior dose foi de 30% aos 14 DAA, ndo havendo aumento no nivel de

controle para a avaliagdo aos 21 DAA (Figura 1).
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Figura 1 — Controle [100 - Controle (%)] dos bi6tipos de E. heterophylla homozigoto suscetivel,
heterozigoto F; e homozigoto resistente, em fungcédo das doses de fomesafen aos 7, 14 e
21 dias apo6s aplicacdo. UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

A aplicacdo de 62,5 g i.a. ha™ do herbicida fomesafen reduziu 65%,
3,82% e 3% a MV e 77,76%, 19% e 21,20% a MS do bidtipo S, do heterozigoto F; e
do bibtipo R, respectivamente, em relagdo a testemunha (Figura 2).

A elevacao das doses do herbicida resultou na redugdo na MV e MS
para os biétipos S, R e o heterozigoto Fi. A dose de 2000 g i.a. ha™ do herbicida
fomesafen reduziu 78,37%, 9,16% e 9,25% a MV e 83,44%, 29,95% e 36,25% a MS
do biotipo S, do heterozigoto F;, e do bidtipo R, respectivamente, em relacdo a
testemunha (Figura 2).

As determinacdes de controle [100 — Controle (%)], MV e MS revelam
qgue, tanto as plantas homozigotas para a resisténcia, com os dois alelos
dominantes, quanto as plantas heterozigotas com apenas um alelo dominante,

manifestaram niveis similares de resisténcia para doses até 2000 g i.a. ha’ de
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fomesafen, enquanto que as plantas do bidtipo suscetivel foram controladas com

dose de 62,5 g i.a. ha™, confrmando a dominancia completa da resisténcia de E.
heterophylla aos inibidores da PROTOX.
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Figura 2 — Matéria verde e matéria seca (% em relagédo a testemunha) dos biétipos de E. heterophylla
homozigoto suscetivel, heterozigoto (F;) e homozigoto resistente, em funcao das doses de
fomesafen aos 21 dias apds aplicagdo. UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

Os valores de Csp do biétipo suscetivel diminuiram com o decorrer dos
periodos de avaliagcdo devido ao aumento nos niveis de controle proporcionados
pelo herbicida. Os Cso do heterozigoto F; e do bibtipo resistente aos 14 e 21 DAA
permaneceram iguais por nao haver elevacdo do nivel de controle de uma avaliacdo
para a outra (Tabela 9).

Houve similaridade dos fatores de resisténcia (FR’s) para os niveis de
controle [100 — Controle (%)] do heterozigoto F; e do bidtipo resistente que foram,
respectivamente, de 40,78 e 43,85 aos 7 DAA, 47,80 e 41,68 aos 14 DAA e 52,63 e
45,90 aos 21 DAA (Tabela 9).
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Tabela 9 — Pardmetros da equagéo Iogl’stical, coeficiente de determinacéo (RZ), quadrado médio do

erro (QME), fator de resisténcia (FR) e probabilidade (P) para o nivel de controle das

populagGes suscetivel, heterozigoto F; e resistente aos 7, 14 e 21 DAA do herbicida
fomesafen. UTFPR Campus Pato Branco — PR, 2016.

Parametros?

" 2
DAA  Gendtipo 3 b e o R QME FR P

Suscetivel -98,154 -0,240 1,429 100,000 0,99 1,1051 - <0,0001

7 Heterozigoto F; 32,007 0,557 58,272 67,998 0,99 0,3620 40,78 0,0001

Resistente 29,803 0,739 62,660 70,199 0,99 0,7028 43,85 0,0004

Suscetivel 97,857 0,273 1,079 2,142 0,99 1,0965 - <0,0001

14 Heterozigoto F; 34,621 0,543 51,575 65,379 0,99 0,8929 47,80 0,0005

Resistente -33,896 -0,518 44,979 100,007 0,99 0,2779 41,68 <0,0001

Suscetivel 102,856 0,249 0,980 -2,855 0,99 1,7705 - <0,0001

21 Heterozigoto F; 34,621 0,543 51,575 65,379 0,99 0,8929 52,63  0,0005

Resistente -33,896 -0,518 44,979 100,007 0,99 0,2779 45,90 <0,0001

" Equagdo logistica de quatro parametros. “a= assintota superior da equacéo; b= declividade da
curva; Cgo= dose de herbicida que produz 50% de controle; yo,= assintota inferior da equacédo. FR=
Cso resistente ou heterozigoto F,/Csg suscetivel.

Na determinacdo de MV e MS para o0 heterozigoto F; e bidtipo
resistente, os FR’s foram, respectivamente, de 43,88 e 43,49 para MV e 41,34 e
44,60 para MS (Tabela 10). Da mesma forma que observado para 0s niveis de
controle [100 — controle (%)], houve similaridade para os FR’s na determinacdo de
MV e MS, e esta similaridade confirma o carater dominante da resisténcia.

O elevado nivel de resisténcia e também a existéncia de resisténcia
cruzada, constatados em outros trabalhos (TREZZI et al., 2005; TREZZI et al.,
2011a) indicam a ineficiéncia agronémica da adocdo de doses mais elevadas e da
rotacdo com herbicidas do mesmo mecanismo de acdo. Além de n&o proporcionar
elevacdo do nivel de controle, a elevacdo das doses desses herbicidas também

pode acarretar impacto ambiental elevado.

Tabela 10 — Parametros da equagcao logistica’, coeficiente de determinacéo (Rz), quadrado médio do
erro (QME), fator de resisténcia (FR) e probabilidade (P) para matéria verde (MV) e
matéria seca (MS) das populagBes suscetivel, heterozigoto F; e resistente aos 21 DAA do
herbicida fomesafen. UTFPR Campus Pato Branco — PR, 2016.

Parametros?

. N - 2

Avaliacdo  Gendtipo a b GRu Vo R QME FR P

Matéria Suscetl’v_el 105,411 0,178 4,619 -5411 0,99 1,4686 - <0,0001

Verde Hett_ar02|goto Fy 11,366 0,607 202,588 88,634 0,99 0,0673 43,88  0,0004
Resistente 10,774 0,797 200,879 89,228 0,99 0,0114 43,49 <0,0001

Matéria Suscetl’v_el 85,558 0,543 1,041 14,441 0,99 1,7337 - <0,0001

Seca Heterozigoto F; 30,291 1,331 43,036 69,702 0,99 0,3902 41,34  0,0001
Resistente 37,339 0,882 46,438 62,659 0,99 0,2292 44,60 <0,0001

* Equacdo logistica de quatro parametros. “a= assintota superior da equacdo; b= declividade da
curva; GRso= dose de herbicida que proporciona 50% de reducédo da MV ou MS; y,= assintota inferior
da equacdo. FR= GRg, resistente ou heterozigoto F1/GRs, suscetivel.
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Na curva de resposta a dose ao ALS, a elevacdo das doses do

herbicida imazethapyr proporcionou aumento no nivel de controle dos biétipos S, R e
do heterozigoto F;. A dose comercial 100 g i.a. ha' de imazethapyr foi suficiente
para proporcionar 68% de controle do bi6tipo S aos 28 DAA, enquanto que o nivel
maximo de controle observado para o heterozigoto F; e o biétipo R foi de apenas
16% e 26% aos 28 DAA (Figura 3).

A maior dose de imazethapyr 800 g i.a. ha™ proporcionou niveis
elevados de controle para o biétipo S de 78%, 90%, 94% e 100%, respectivamente
aos 7, 14, 21 e 28 DAA. No entanto, para o heterozigoto Fi, a maior dose
proporcionou niveis maximos de controle de 28%, 32%, 36% e 36%, e para o biétipo
R de 30%, 34%, 34% e 36%, respectivamente aos 7, 14, 21 e 28 DAA (Figura 3).
Niveis elevados de resisténcia para o biotipo resistente de E. heterophylla aos
inibidores da ALS/PROTOX também foram constatados por Xavier (2014).
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Figura 3 — Controle [100 - Controle (%)] dos bi6tipos de E. heterophylla homozigoto suscetivel,
heterozigoto F; e homozigoto resistente, em funcdo das doses de imazethapyr aos 7, 14,
21 e 28 dias ap0s aplicagdo. UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

Houve diminuicdo dos valores de Csy do biétipo S com o decorrer do
periodo de avaliacdo, em funcdo dos niveis de controle crescentes proporcionados
pelo herbicida. Os valores de Cso observados para o heterozigoto F; e o biétipo R
foram elevados, acima da dose maxima testada de 800 g i.a. ha™, resultando
respectivamente nos FR’s de 4,35 e 4,78, aos 7 DAA, 10,85 e 14,42, aos 14 DAA,
13,86 e 26,69 aos 21 DAA, e 28,86 e 36,65, aos 28 DAA (Tabela 11).

Os FR’s aumentaram com o decorrer das avaliacbes por que 0s
valores de Csp do biotipo S diminuiram com o decorrer do periodo de avaliagdo e os
valores de Cso do heterozigoto F; e do bidtipo R permaneceram elevados (Tabela
11).
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Tabela 11 — Pardmetros da equacédo Iogistical, coeficiente de determinacgéo (Rz), guadrado médio do

erro (QME), fator de resisténcia (FR) e probabilidade (P) para o nivel de controle das

populag6es suscetivel, heterozigoto F; e resistente aos 7, 14, 21 e 28 DAA do herbicida
imazethapyr. UTFPR Campus Pato Branco — PR, 2016.

Parametros’

DAA  Gendtipo R? QME FR P
a b Cxp
Suscetivel 98,718 1,373 387,829 0,98 17,8081 - 0,0002
7 Heterozigoto F, 100,898 1,213 1687,518 0,98 2,4288 435 0,0002
Resistente 99,934 1,061 1855,055 0,97 3,1325 478 0,0003
Suscetivel 101,208 1,048 184,738 0,93 72,7118 - 0,0021
14  Heterozigoto F; 100,878 0,678 2004,184 0,95 7,3119 10,85  0,0010
Resistente 99,613 0,596 2663,079 0,98 2,0213 1442  0,0001
Suscetivel 102,685 1,037 119,536 0,91 100,7118 - 0,0031
21  Heterozigoto F; 100,978 0,650 1657,358 0,97 50149 1386  0,0003
Resistente 100,606 0,428 3189,887 0,91 12,6525 26,69  0,0032
Suscetivel 103,245 1,308 69,615 0,94 84,6209 - 0,0015
28 Heterozigoto F; 101,161 0,517 2009,293 0,95 8,7340 28,86  0,0011
Resistente 100,598 0,367 2551,627 0,94 10,9122 36,65  0,0017

' Equacéo logistica de trés parametros. “a= assintota superior da equacéo; b= declividade da curva;
Cso= dose de herbicida que produz 50% de controle. FR= Csq resistente ou heterozigoto F;/Csgg
suscetivel.

Houve reducdo das matérias verde e seca em relacdo a testemunha
para os biétipos homozigotos e o heterozigoto F;. A dose de 800 g i.a. ha™ do
herbicida imazethapyr reduziu 86%, 36,66% e 34,13% a MV e 73%, 38,67% e
39,69% a MS do biotipo S, do heterozigoto F;1 e do bibtipo R, respectivamente, em
relacdo a testemunha (Figura 4).

Os niveis de controle observados durante os periodos de avaliagcéo e
as reducdes nas matérias verde e seca mostram que o heterozigoto F; apresentou
comportamento similar ao biétipo homozigoto R para doses de até 800 g i.a. ha™ de
imazethapyr, enquanto o biétipo S foi controlado com a dose de 100 g i.a. ha™,
confirmando a dominancia completa da resisténcia de E. heterophylla aos inibidores
da ALS.

Acdo génica com dominancia completa também foi constatada para E.
heterophylla resistente apenas a inibidores da ALS, em que plantas heterozigotas F;
e resistentes apresentaram o mesmo grau de resisténcia para doses de até 1600 g
i.a. ha™ de imazethapyr (VARGAS; BOREM; SILVA, 2001).
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Figura 4 — Matéria verde e matéria seca (% em relacéo a testemunha) dos bi6tipos de E. heterophylla
homozigoto suscetivel, heterozigoto F; e homozigoto resistente, em funcéo das doses de
imazethapyr aos 28 dias apds aplicagdo. UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

Os valores de GRso do heterozigoto F; e do bidtipo R para MV foram de
2450,038 e 3249209 g ia. ha' e para MS de 1601,505 e 1782,302,
respectivamente. Os valores de GRsy observados para o heterozigoto F; e bi6tipo R
foram muito acima da dose comercial e da dose maxima testada no experimento,
resultando em elevado FR para MV de 70,36 e 66,27 e para MS de 14,69 e 16,34,
respectivamente (Tabela 12).

Houve similaridade entre os FR’s do heterozigoto F; e do biotipo R para
MV e MS, também observada para os periodos de avaliacdo, e essa similaridade
confirma a dominancia completa da resisténcia.

O elevado nivel de resisténcia e a existéncia de resisténcia cruzada
aos inibidores da ALS em E. heterophylla constatados em outros trabalhos (TREZZI
et al., 2005; XAVIER, 2014) indicam que o aumento da dose do herbicida e a
rotacdo de herbicidas pertencentes ao mesmo mecanismo de a¢do ndo proporciona

elevacdo dos niveis de controle, ndo sendo agronomicamente justificavel.
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Tabela 12 — Parametros da equagéo logistica’, coeficiente de determinagéo (R%), quadrado médio do
erro (QME), fator de resisténcia (FR) e probabilidade (P) para matéria verde (MV) e
matéria seca (MS) das populacdes suscetivel, heterozigoto F; e resistente aos 28 DAA
do herbicida imazethapyr. UTFPR Campus Pato Branco — PR, 2016.

. . Parametros? )

Avaliagdo  Gendtipo 3 b GRey R QME FR P
Matéria Suscetl'v_el 104,204 1,540 49,031 0,86 184,9776 - 0,0082
Verde Heterozigoto Fy 100,217 0,315 3450,083 0,97 5,2928 70,36 0,0005

Resistente 100,161 0,417 3249,209 0,97 4,0688 66,27 0,0004

Matéria Suscetl'v_el 102,742 0,771 109,044 0,90 89,4827 - 0,0047
Seca Het§r02|g0to Fi 100,815 0,466 1601,505 0,96 8,0986 14,69 0,0007
Resistente 100,531 0,380 1782,302 0,94 11,3741 16,34 0,0014

" Equacéo logistica de trés parametros. “a= assintota superior da equacéo; b= declividade da curva;
GRso= dose de herbicida que proporciona 50% de reducdo da MV ou MS. FR= GRs, resistente ou
heterozigoto F1/GRs, suscetivel.

A partir das informacgdes obtidas neste trabalho, pode-se inferir que os
efeitos génicos sdo de carater aditivo, em que um gene é responsavel por conferir a
resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima ALS e outro gene € responsavel por
conferir a resisténcia aos herbicidas inibidores da enzima PROTOX e quando ambos
0S genes estdo presentes no mesmo individuo condicionam a resisténcia multipla ao
ALS e PROTOX.

O fato da heranca da resisténcia de E. heterophylla a ambos os
mecanismos de acdo ALS e PROTOX ser do tipo nuclear € de fundamental
importancia, pois caracteristicas genéticas com esse tipo de heranca, em espécies
que possuem fecundacgao cruzada, sao rapidamente disseminadas na populagao
através do fluxo de pélen (MARIANI et al., 2015; POWLES; YU, 2010; VARGAS;
BOREM; SILVA, 2001). A migracdo de alelos via pélen, que é caracteristica da
resisténcia nuclear, determina evolucdo da resisténcia mais rapida,
comparativamente a heranca materna (EMBRAPA, 2006). A dispersdo da
resisténcia via polen é influenciada pela eficiéncia de dispersao e a longevidade do
pélen (MULUGETA, 1994).

N&o existem estudos comprovando as taxas de autofecundacédo e
fecundacdo cruzada de E. heterophylla, mas especula-se que pode ocorrer de
ambas as formas (BARROSO, 2002). A reprodugdo por alogamia potencializa a
disseminagdo da resisténcia multipla aos inibidores das enzimas ALS e PROTOX,
uma vez que os descendentes de plantas suscetiveis polinizadas por plantas
homozigotas resistentes sempre irdo herdar essa caracteristica e manifestar a

resisténcia. Além disso, o0 mecanismo de dispersao das sementes do tipo bolocoria
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(deiscéncia explosiva) caracteristico de E. heterophylla, favorece o fluxo génico via

sementes.

Outra implicagdo da fecundag&o cruzada refere-se ao surgimento de
novas combinacdes genéticas e o acumulo de genes de resisténcia (POWLES; YU,
2010). Assim, em lavouras com presenca de plantas de E. heterophylla suscetiveis e
com resisténcia multipla, evidencia-se que essa populacao esta segregando para os
genes de resisténcia apés haver fecundagéo cruzada seguido de autofecundacéo na
geracao seguinte.

Assim, estando a resisténcia de E. heterophylla aos inibidores da ALS
e da PROTOX em plantas diferentes devido a fecundacéo cruzada, elevam-se as
probabilidades desses individuos resistentes evoluirem e manifestarem resisténcia a
outros mecanismos de acdo que venham a ser utilizados de forma inadequada
nessa area, resultando em novos casos de resisténcia multipla.

A existéncia de um unico gene controlando a resisténcia simples aos
inibidores da ALS em E. heterophylla (VARGAS; BOREM: SILVA, 2001) e a
constatacdo da existéncia também de um Unico gene que confere a resisténcia aos
inibidores da ALS no bidtipo com resisténcia multipla ALS/PROTOX, sugere que 0
surgimento da resisténcia aos inibidores da PROTOX ocorreu apoés, de forma
independente da resisténcia ao ALS.

Essa afirmacdo também ganha apoio no fato do primeiro caso de
resisténcia multipla a inibidores da PROTOX e ALS ter surgido 11 anos ap0s o
surgimento da resisténcia simples a inibidores da ALS (HEAP, 2016) e devido ao
Sudoeste do Parand, local de identificacdo do bidtipo resistente aos inibidores da
PROTOX, fazer parte de uma das regides de distribuicdo geogréfica da resisténcia
aos inibidores da ALS (FELIPPI et al., 2004; TREZZI et al., 2005; VIDAL et al., 2004;
WINKLER; VIDAL, 2004). Isso constitui um forte indicativo de que o bi6tipo de E.
heterophylla com resisténcia mdultipla ALS/PROTOX tenha sido selecionado e
evoluido em resposta a tentativas de controle com diferentes mecanismos de acao
herbicida. Ou seja, a resisténcia ao PROTOX surgiu provavelmente no modo
cascata, como sugeriram Trezzi et al. (2005), em que os inibidores da ALS foram
frequentemente utilizados para efetuar o controle de E. heterophylla até o

surgimento da resisténcia, quando, visando solucionar esse problema, os inibidores
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da PROTOX passaram a ser utilizados frequentemente, proporcionando a alta

pressdo de selecdo das plantas, favorecendo o surgimento ou selecdo do bidtipo
resistente a inibidores da PROTOX, determinando o caso de resisténcia multipla.

Estudos envolvendo o uso de marcadores moleculares na identificacéo
de marcas genéticas associadas aos genes de resisténcia aos inibidores das
enzimas ALS e PROTOX em E. heterophylla, sdo de fundamental importancia para
desvendar o tipo de mutagao e a localizacado aproximada dos genes de resisténcia.
Também, possibilitariam a rapida identificacdo de bidtipos resistentes, de modo a
evitar ou reduzir os impactos negativos proporcionados pela resisténcia.

Além disso, estudos moleculares sdo importantes para desvendar se
houve evolucdo de um bidtipo, do qual a resisténcia foi disseminada para demais
regides onde casos de R foram identificados, ou se varios bibtipos evoluiram ao
mesmo tempo em diferentes locais, e também, se as alteracbes genéticas que

conferem a resisténcia sdo iguais ou diferentes.

2.6 CONCLUSOES

I. A resisténcia multipla aos inibidores da ALS/PROTOX em E. heterophylla é
conferida pela acao de dois genes com dois alelos cada.
Il.  Um uUnico gene condiciona a resisténcia simples aos inibidores da enzima
ALS e da enzima PROTOX.
lll. A resisténcia de Euphorbia heterophylla aos inibidores da PROTOX ocorre de
forma independente da resisténcia aos inibidores da ALS.
IV. A acdo génica envolvida nas resisténcias é de dominancia completa.

V. Os efeitos génicos sao de carater aditivo.
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3 IDEN:I'IFICAC}AO DE MARCADORES MOLECULARES ASSOCIADOS A
RESISTENCIA AOS INIBIDORES DA ALS E DA PROTOX EM Euphorbia
heterophylla E DETERMINACAO DE PROTOCOLOS DE EXTRACAO DE DNA

3.1 RESUMO

A existéncia de poucos estudos moleculares para a maioria das espécies daninhas
leva a escassez de informacgéo genética. A obtencdo de protocolos de extracdo de
DNA especificos é conhecimento béasico de fundamental importancia para utilizar e
desenvolver marcadores moleculares em E. heterophylla e contribuir para o
progresso cientifico. O presente trabalho teve por objetivo desenvolver marcadores
moleculares associados a resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS e da
PROTOX em E. heterophylla, verificar a possibilidade de utilizar marcadores SSR
(Sequéncias Simples Repetidas) desenvolvidos para Manhiot esculenta e determinar
protocolos de extracdo de DNA especificos para a espécie. Iniciadores foram
desenhados a partir da sequéncia consenso, resultante do alinhamento de
sequéncias de DNA dos genes ALS e PROTOX de Ricinus communis e Manhiot
esculenta. Iniciadores SSRs desenvolvidos para M. esculenta foram transferidos
para E. heterophylla. Além disso, foram testados 10 protocolos de extracdo de DNA
baseados em dois protocolos descritos na literatura. Constatou-se que apenas 0S
iniciadores nao degenerados >003211m e >PPX1, desenhados para os genes ALS e
PROTOX, respectivamente, amplificaram, mas nao apresentaram polimorfismo que
pudesse ser detectado em gel de agarose entre os bibtipos suscetivel e resistente
de E. heterophylla. Dos dez marcadores SSR de M. esculenta transferidos para E.
heterophylla, seis apresentaram polimorfismo entre os bidtipos S e R. O protocolo
0,2%BME extraiu 7083 ng uL™ de DNA, sendo superior e estatisticamente diferente
dos demais protocolos. Problemas por contaminacdo do DNA extraido foram
observados apenas nos protocolos FENOL e 3%BME+TB. A adicdo de
polivinilpirrolidona (PVP40) no tampao de extracao foi suficiente para solucionar o
problema de contaminacdo do DNA por compostos fendlicos. O protocolo de
extracdo 0,2%BME € o0 mais indicado para extracdo de DNA da espécie E.
heterophylla, pois n&o ocasiona contaminacdo por polifendis, garante alta

quantidade e qualidade do DNA extraido e demanda pouco tempo para extragao.
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3.2 ABSTRACT

The availability of few molecular works for the majority of weeds leads to lack of
genetic information. Obtaining specific DNA isolation methods are a basic knowledge
of fundamental importance to molecular markers studies in E. heterophylla and
contribute to scientific progress. This study aimed to identify polymorphisms in
resistance to ALS- and PROTOX-inhibiting herbicides in E. heterophylla, verify the
possibility of using SSR (Simple Sequence Repeats) developed for Manhiot
esculenta and determine specific DNA isolation methods for the species. Primers
were designed from consensus sequence resulting from the alignment of Ricinus
communis and Manhiot esculenta ALS and PROTOX genes. SSR primers designed
for M. esculenta were transferred to E. heterophylla. In addition, we tested 10 DNA
extraction protocols based on two protocols described in the literature. It was found
that only the non-degenerate primers >003211m and >PPX1, designed to ALS and
PROTOX genes, respectively, amplified, but did not show polymorphism between
resistant and susceptible biotypes of E. heterophylla. From the ten M. esculenta SSR
markers transferred to E. heterophylla, six showed polymorphism among the biotypes
S and R. The 0.2%BME protocol extracts 7,083 ng uL™ of DNA, being higher and
statistically different from other protocols. Problems contamination of the extracted
DNA were observed only in FENOL protocols and 3%BME+TB. The addition of
polyvinylpyrrolidone (PVP40) in extraction buffer was enough solve the problem of
contamination by phenolic compounds. The method 0.2%BME is the most suitable
for DNA isolation from E. heterophylla as it does not cause contamination
polyphenols, ensures high quantity and quality of DNA and demands less time for

extraction.

3.3 INTRODUCAO

A biotecnologia vem sendo cada vez mais empregada no estudo das
plantas daninhas, contribuindo para a elucidagdo de mutacBes responséveis por
conferir resisténcia a herbicidas (ROSO; VIDAL, 2010), o conhecimento da

variabilidade genética dentro e entre espécies, permitindo melhor compreensao do
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comportamento e da evolucéo dessas plantas, além de servir como ponto de partida

para estudos relacionados ao manejo de plantas infestantes (VIEIRA, 2007).

O desenvolvimento de marcadores moleculares é necessario para o
estudo de sequéncias genéticas que permitem identificar regides genbmicas de
interesse. Muitas vezes, o desenvolvimento de iniciadores apresenta custo elevado
e assim, a transferibilidade de marcadores moleculares de uma espécie para outra é
capaz de reduzir custos e permite viabilizar estudos principalmente em espécies que
possuem pouca informacdo genética a disposicdo dos pesquisadores, como é o
caso de muitas plantas daninhas (GOULART et al., 2011).

Além da inexisténcia de informacdo genética e de marcadores
moleculares para 0 genoma ou especificos para os genes que codificam as enzimas
ALS e PROTOX de E. heterophylla, a falta de protocolos de extracdo de DNA
especificos para esta espécie sao fatores que dificultam estudos em nivel molecular.
A E. heterophylla apresenta caracteristica de produzir latex em grande quantidade
(CRONQUIST, 1981), o qual é constituido por compostos fendlicos que dificultam a
obtencdo de DNA em quantidade e qualidade desejaveis (ROSO; VIDAL, 2010),
justificando a necessidade de otimizar protocolos de extracdo especificos para esta
espécie.

O bidtipo de E. heterophylla identificado por Trezzi et al. (2005)
apresenta resisténcia mdultipla aos herbicidas inibidores das enzimas ALS e
PROTOX, que sédo importantes mecanismos de acdo utilizados no controle de
plantas daninhas de folhas largas nas culturas da soja e feijao.

Os estudos em nivel molecular buscando investigar o0 mecanismo de
resisténcia nesse bidtipo até o0 momento permanecem superficiais. HA necessidade
de desvendar a mutacdo que confere resisténcia simples aos inibidores da ALS e
PROTOX e verificar se a resisténcia multipla a esses mecanismos de a¢ao é devida
a mutagdo nas enzimas.

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver marcadores
moleculares associados a resisténcia de Euphorbia heterophylla aos inibidores da
ALS e PROTOX, verificar a possibilidade de utilizar marcadores SSR desenvolvidos
para M. esculenta e determinar protocolos de extracdo de DNA especificos para a

espécie.
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3.4 MATERIAL E METODOS

As etapas de extracdo de DNA foram realizadas no laboratorio de
Bioquimica e Fisiologia Vegetal pertencente a Universidade Tecnoldgica Federal do
Paranad — Campus Pato Branco. Para o desenvolvimento das atividades moleculares
utilizou-se o Laboratério de Bioquimica e Fisiologia Vegetal e o Laboratério de
Biotecnologia do Centro de Biotecnologia Agroindustrial do Parand (CENBAPAR).

3.4.1 Protocolos de Extracdo de DNA Especificos para E. heterophylla

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
repeticbes, em que os tratamentos foram constituidos por 10 protocolos de extracao
de DNA baseados nos protocolos de Doyle e Doyle (1987), com modificacdes de
Lefort e Douglas (1999) e Murray e Thompson (1980) com modificacdes de Roso e
Vidal (2010) (Tabela 13).

Foram coletadas folhas jovens do biotipo suscetivel de E. heterophylla
em tubos Falcon e imediatamente acondicionadas em nitrogénio liquido para que
houvesse a paralizacdo das reacdes quimicas, evitando a degradacdo do DNA e
contaminacdao por polifendis. O tecido vegetal foi macerado em almofariz e pistilo na
presenca de nitrogénio liquido. Cada amostra (tubo de 2 mL) foi composta por cerca
de 0,2 gramas de material vegetal macerado, aproximadamente o volume

equivalente a marca de 500 pL.
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Tabela 13 — Resumo dos protocolos de extracdo de DNA. UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

N° protocolo Nome protocolo Principais Diferencas Referéncia
1 0,2%BME 0,2% B-Mercaptoetanol
2 1%BME 1% B-Mercaptoetanol
3 29%BME 29% B-Mercaptoetanol D%’gf Doyle
4 3%BME 3% B-Mercaptoetanol rgodifiza(;%r:s
5 4%BME 4% B-Mercaptoetanol de Lefort e
6 5%BME 5% B-Mercaptoetanol Douglas (1999)
7 FENOL Fenol
Re-precipitacdo DNA
8 3%BME+TA 3% B-Mercaptoetanol
Tampéo extracio A Murray e
Re-precipitacio DNA (Igggngﬁ]
9 3%BME+TB 3% B-Mercaptoetanol modific,agées
Tampéo extragdo B de RoOso e
Re-precipitacdo DNA Vidal (2010)
10 3%BME+(TB+PVP40) 3% B-Mercaptoetanol

Tampdo Original + PVP40
Re-precipitacdo DNA

Descricao detalhada dos protocolos de extracao:
Protocolo 1 - (0,2% BME):

Rompimento _das paredes celulares: procedeu-se a maceracdo das

amostras em almofariz e pistilo e com nitrogénio liquido, sempre tomando o cuidado
para que nao houvesse descongelamento do material vegetal.

Remocédo dos lipideos da membrana celular e exposicdo do conteldo

celular: Em cada tubo de 2 mL foram adicionados 0,2 g (~ 500 pL) de tecido foliar
macerado e adicionado 600 puL de tampao de extracdo A (misturar com auxilio de
vortex) (Tabela 14). O tampao de extracédo foi pré-aquecido em banho maria a 60 °C
por 15 minutos e logo antes do uso foi adicionado B-Mercaptoetanol (BME) 0,2%.
Em seguida foi adicionado em cada tubo uma pequena quantidade de PVPP
(Polivinilpolipirrolidona) utilizando uma ponteira de 1 mL com a ponta cortada em
bisel e misturar com o auxilio de vortex. Incubou-se as amostras a 60 °C por 25

minutos.
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Tabela 14 — Preparo do Tampé&o de Extracdo A. UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

Produtos [] Final em 100 mL VVolume para 100 mL
CTAB (9) 1% 1,0
PVP40 (9) 2% 2,0
Tween 20(g) 0,5% 0,5
[1M] Tris-HCI, pH 8,0 (mL) 50 mM 50
[0,5M] EDTA (mL) 20 mM 4,0
[5M] NaCl (mL) 1,1 M 22,0
[LOM]LIiCI (mL) 0,4 M 4,0
Agua ultra pura g.s.p para - 100 mL

fechar volume

[]= Concentracéo

Remocédo de proteinas da membrana: Apds remover as amostras do

banho maria resfriou-se a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida foi
adicionado 600 pL de CIA (cloroférmio:alcool isoamilico 24:1) e misturando
gentilmente por inversdo de tubo por 4 minutos para formar uma emulsdo. As
amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente
para a separacao das fases.

Precipitacdo do DNA: A fase aquosa superior (500 uL) foi transferida
para um novo tubo de 1,5 mL e adicionado 250 pL de NaCl 5M (Vortex), 750 uL de

isopropanol gelado (-20 °C) (Vortex) e manteve-se sob refrigeracdo (4 a 6 °C) por
15-20 minutos até comecar a aparecer o DNA. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente, contribuindo
para que o DNA migrasse para o fundo do tubo.

Lavagem do DNA: O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado

com 1000uL de etanol 75% gelado. As amostras foram submetidas rapidamente a
centrifugagdo (Spin) que contribui para que o etanol presente na parede do tubo
migrasse para o fundo, facilitando a sua remoc¢édo com o auxilio de uma micropipeta.
O pellet de DNA foi secado a 25 °C por 30 minutos.

Degradacdo de RNA: O pellet foi ressuspenso em 50 uyL de TE +

RNAse (20ug mL™), incubado em banho maria & 37 °C por 15 minutos. Apés, as

amostras de DNA foram armazenadas a - 20 °C.

Protocolo 2 — (1%BME):

Idem protocolo 1, com modificagdo de B-Mercaptoetanol para 1%.
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Protocolo 3 - (2%BME):

Idem protocolo 1, com modificacdo de B-Mercaptoetanol para 2%.

Protocolo 4 - (3%BME):

Idem protocolo 1, com modificacdo de B-Mercaptoetanol para 3%.

Protocolo 5 - (4%BME):

Idem protocolo 1, com modificagéo de (-Mercaptoetanol para 4%.

Protocolo 6 - (5%BME):

Idem protocolo 1, com modificacdo de B-Mercaptoetanol para 5%.

Protocolo 7 - (FENOL):

Rompimento _das paredes celulares: Material vegetal macerado em

almofariz e pistilo em nitrogénio liquido, sempre com cuidando para ndo descongelar
0 macerado.

Remocao dos lipideos da membrana celular e exposicdo do conteldo

celular: Em um tubo de 2 mL foi adicionado 0,2 g de tecido foliar macerado (~ 500
uL), 620 uL de tampéao de extracao B (Tabela 15) pré-aquecido em banho maria a 65
°C por 15 minutos + 6 pL mL™ de proteinase k (20mg mL™) + 69 pL de SDS 20% no
macerado (Vortex). Incubado a 65 °C por 1 hora mexendo de 20 em 20 minutos.

Tabela 15 — Preparo do Tampéo de Extracdo B. UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

Produtos [] Final em 100 mL Volume para 100 mL
[1M] Tris-HCI, pH 8,0 (mL) 50 mM 50
[0,5M] EDTA (mL) 20 mM 4,0
[5M] NaCl (mL) 1,1 M 22,0
CTAB (9) 2% 2,0

Agua ultra pura q.s.p para
g puraqg.s.pp ] 100 mL
fechar volume

[]= Concentracéo

Remocéo de proteinas da membrana: Apés retirou-se do banho maria,

permanecendo durante 5 minutos sobre a bancada para esfriar. Adicionou-se 315 pL
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de fenol e imediatamente 315 pL de CIA (cloroférmio:alcool isoamilico 24:1) e

misturou-se gentilmente por inversdo de tubo por 4 minutos para formar uma
emulsdo. Centrifugou-se a 10000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente (25
°C) para separacao das fases solida e aquosa.

Precipitacdo do DNA: Transferiu-se a fase aquosa superior (500 pL)

para um novo tubo de 1,5 mL. Adicionou-se 333 pL de isopropanol gelado e agitado
vagarosamente. Nessa etapa foi possivel visualizar uma nuvem de DNA.
Centrifugaou-se a 10000 rpm por 6 minutos para peletizar o DNA.

Lavagem do DNA: O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado 2

vezes com 500 pL de etanol 75% gelado, em seguida centrifugou-se por 3 minutos e
descartou-se o sobrenadante. O pellet de DNA foi secado a 25 °C por 2 horas.
Degradacdo de RNA: O pellet foi ressuspenso em 50 yL de TE +

RNAse (20 ug mL™) e incubado em banho maria & 37 °C por 30 minutos.

Reprecipitacdo do DNA: O DNA foi reprecipitado com 5 ul de acetato

de sodio (3M) e 100 pl de etanol 96%, ambos gelados (misturar rapidamente com
auxilio de vértex). Manteve-se a - 20 °C por 10 minutos. Centrifugou-se a 10000 rpm
por 5 minutos para peletizar o DNA. Descartou-se 0 sobrenadante cuidadosamente
para nao perder o pellet. Novamente o pellet de DNA foi lavado com 300 ul de etanol
75% gelado e secado a 25 °C por 30 minutos. O DNA foi ressuspenso com 50 ul de
TE + RNAse (20 ug mL™), incubado em banho maria & 37°C por 10 minutos, e apds,
armazenado a - 20 °C.

Protocolo 8 — (3%BME+TA):
Idem protocolo 7, diferindo pela utilizagdo de B-Mercaptoetanol a 3%
(30 uL mL™) no lugar do fenol, adicionado diretamente no tamp&o de extracdo logo

antes de sua utilizacéo, sendo utilizado o tampao de extracao A (Tabela 14).

Protocolo 9 — (3%BME+TB)
Idem protocolo 7, diferindo apenas pela utilizagado de 3-Mercaptoetanol
a 3% (30 pL mL™) no lugar do fenol, adicionado no tamp&o de extracdo logo antes

de sua utilizagao.
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Protocolo 10 — (3%BME+(TB+PVP40)):

Idem protocolo 7, diferindo apenas pela utilizacdo de 3-Mercaptoetanol
a 3% (30 pL mL™) no lugar do fenol, adicionado no tampé&o de extracdo logo antes
de sua utilizacao, e o tampéao de extragéo B (Tabela 15) acrescido de PVP40 3%.

A quantificacio do DNA das amostras foi realizada em
espectrofotometro, medindo-se a densidade 6ptica (OD) ou absorbancia da solucdo
no comprimento de onda de 260 nm em contraste com uma amostra de tampé&o TE
livre de DNA, sendo calculada a concentracdo do DNA na amostra através da
seguinte férmula:

Equacao 3. Célculo da concentracdo de DNA.
[] DNA(ng pL™1) = OD,40 x 50 pg mL™* x FD

Em que: ODyg € a leitura obtida no comprimento de onda de 260 nm, em que uma
OD.go equivale a 50 pg mL™ de DNA dupla hélice e FD é o fator de diluicdo utilizado
para realizar a leitura no espectrofotometro. O fator de diluicdo utilizado foi de 250 (2
uL DNA: 498 agua ultrapura) e a concentracdo do DNA é dada em ng pL™ que
equivale a ug mL™.

Os acidos nucléicos absorvem luz no comprimento de onda de 260 nm
e as proteinas absorvem luz no comprimento de onda de 280 nm. Assim, através da
razdo entre DNA (ODy) e proteina (OD,g) medida em espectrofotbmetro foi
verificada a qualidade do DNA extraido.

A qualidade do DNA também foi verificada através de corrida do DNA
em gel de agorose 1% (1 yL de Safe DNA dye Avante® + 4 yL de DNA e 1 pL de
Safe DNA dye Avante® + 3 pL marcador de peso molecular 1 Kpb), permanecendo
no gel de corrida durante 1 hora a 85 V. Em seguida, o gel foi visualizado com luz
ultravioleta em um transiluminador e a imagem gravada com o auxilio do
fotodocumentador. Além disso, também foi verificada a interferéncia do DNA na
reacao da PCR, que foi executada como descrito no item 3.4.2 (PCR 1), utilizando o
iniciador EME19514.

Os dados de razdo OD,g,/OD,gp € concentracado de DNA extraido foram
submetidos a analise da variancia e quando significativo, procedeu-se o teste de
agrupamento de médias pelo método de Scott Knott em nivel de 5% de
probabilidade de erro, com o auxilio do programa computacional Genes (CRUZ,
2013).
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3.4.2 Iniciadores

3.4.2.1 Desenho de iniciadores

Pela auséncia de marcadores moleculares especificos para E.
heterophylla, foram confeccionados iniciadores degenerados para 0s genes ALS e
PROTOX a partir de sequéncias das espécies Ricinus communis e Manhiot
esculenta, que também pertencem a familia Euphorbiaceae, utilizando o software
online GeneFisher2 (GIEGERICH; MEYER; SCHLEIERMACHER, 1996).

Para a confeccdo de iniciadores especificos para o gene da PROTOX,
a sequéncia de aminoacidos do gene PPX1 (acesso DQ386115.1) de A.
tuberculatus resistente aos herbicidas inibidores da PROTOX identificado por
Patzoldt et al. (2006), obtida no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI, 2014), foi submetido a um alinhamento local
(tBLASTnN) no banco de dados Phytozome contra o banco de dados de DNA das
espécies R. communis e M. esculenta, sendo encontrada similaridade com as
sequéncias 30076.m004545 e cassava4.1_004987m, respectivamente (Tabela 16).
De posse destas sequéncias, foi desenhado o iniciador >PPX1 (Tabela 17).

Com a sequéncia de aminoacidos do gene PPX2L (acesso
DQ386116.1) de A. tuberculatus resistente ao PROTOX (PATZOLDT et al., 2006),
obtida no banco de dados (NCBI, 2014) foi realizado um alinhamento local
(tBLASTnN) contra o banco de dados das espécies R. communis e M. esculenta,
sendo encontrada similaridade com as sequéncias 30190.m010962 e
cassava4.l_005844m, respectivamente (Tabela 16). A partir do alinhamento dessas
sequéncias foram desenhados os iniciadores degenerados (possuem uma ou mais

bases diferentes na mesma posi¢cao) >PPX2 e >PPX2745 (Tabela 17).

Tabela 16 — Resultado do alinhamento local (tBLASTn) a partir de sequéncias de aminoacidos do
gene PROTOX (PPX1 e PPX2L) de A. tuberculatus com M. esculenta e R. communis.
UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

Artigo Acesso Origem Espécie ID (%) Score  E-value Acesso

Patzoldt et al. (2006) DQ386115.1 A.tuberculatus M. esculenta 78,0 151,0 3,4E-34  cassava4.1 _004987m
R. communis 82,3 187,0 2,8E-45 30076.m004545

Patzoldt et al. (2006) DQ386116.1 A.tuberculatus M. esculenta 76,6 105,9 1,2E-20  cassava4.1l 005844m
R. communis 78,3 114,9 1,4E-23  30190.m010962

ID= Identidade.
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Tabela 17 - Iniciadores degenerados desenhados a partir de sequéncias de aminoacidos do gene
PROTOX de M. esculenta e R. communis. UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

Alinhamento Acesso No_me Sequéncia 5'-3' IN°D TI Posicéo Amplicon Tm
Iniciador (pb)

M. esculenta S%ng?ﬁ— SPPX1_F CTATGCTAACCATGGTGGTGGA 0 22 394 55
395

R. communis gggmmom SPPXI R TGTTTTGAAAGTGCCGCCAA 0 20 769 50

M. esculenta 8%?;:1’231'1— SPPX2_F GTYAGTGGGCTTGCTGCA 2 18 69 51,5
348

R. communis gg;go.mom SPPX2 R CTTCCACAAAAATGGCTCCAGA 0 22 395 53

>PPX2745 F  GTGGAATGCAGACKCTAACTGA 2 22 727 54
745

>PPX2745 R AGATCAGCTGCTYTGCATCCA 2 21 1451 53,5

N° D= Numero de degeneragdes, em que Y= C ou T; K= G ou T. TI = Tamanho do iniciador em pares
de base (pb). T, = Temperatura de anelamento em °C. Forward (F) e Reverse (R).

Para a confeccédo dos iniciadores para o gene ALS foi realizado um

alinhamento local (tBLASTn) no banco de dados Phytozome para R. Communis e M.

esculenta a partir dos acessos do gene ALS de 10 diferentes espécies (Tabela 18),

obtidos no banco de dados NCBI (2014). Para todos os alinhamentos realizados foi

encontrada similaridade para o acesso cassava4.l 003211m de M. esculenta e

30147.m014497 de R. Communis (Tabela 18). A partir do alinhamento entre essas

duas sequéncias foi desenhado o iniciador >003211m e o iniciador degenerado
>003211m812 (Tabela 19).
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Tabela 18 — Resultado do alinhamento local (tBLASTn) a partir de sequéncias de aminoacidos do
gene ALS de diferentes espécies com M. esculenta e R. communis. UTFPR, Campus

Pato Branco — PR, 2016.

Artigo Acesso Origem Espécie ID (%) Score E-value  Acesso
Sibony e Rubin (2002) AY124584.1  Amaranthus blitoides M. esculenta 73,8 208,7 2,9E-52 cassavad4.l_003211m
R. communis 74,6 223,1 8,1E-57 30147.m014497
Mcnaughton et al. (2005)  AF363370.1  Amaranthus powellii M. esculenta 75,3 1166,3 0,0 cassavad.l_003211m
R. communis 76,4 1279,9 0,0 30147.m014497
Lamego et al. (2009) EU622537.1  Bidens subalternans M. esculenta 77,8 408,8 2,4E-112 cassava4.1_003211m
R. communis 78,6 403,4 6,1E-111 30147.m014497
Hanson et al. (2004) AY428880.1 Camelina microcarpa M. esculenta 75,4 1184,3 0,0 cassavad4.l_003211m
R. communis 77,6 1364,6 0,0 30147.m014497
Warwick, Sauder e Beckie ©U271180.1 Salsola tragus M. esculenta 74,4 1148,2 0,0 cassavad4.l_003211m
(2010) R. communis 75,5 1216,8 0,0 30147.m014497
Cui et al. (2011) FJ715633.1  Descurainia sophia M. esculenta 75,2 1187,9 0,0 cassava4.l_003211m
R. communis 78,1 1407,9 0,0 30147.m014497
Sathasivan, Haughn e X51514.1 Arabidopsis thaliana M. esculenta 75,5 12132 0,0 cassavad4.l_003211m
Murai (1990) R.communis 78,1  1409,7 00 30147.m014497
Kolkman et al. (2004) AY541451.1  Helianthus annuus M. esculenta 76,5 1276,6 0,0 cassavad4.l_003211m
R. communis 77,8 1398,9 0,0 30147.m014497
Scarabel et al. (2003) AJ577316.1  Papaver rhoeas M. esculenta 76,5 1200,5 0,0 cassavad4.l_003211m
R. communis 77,2 1330,4 0,0 30147.m014497
lwakami et al. (2014) AB301496.1 Sagittaria trifolia M. esculenta 70,1 769,5 0,0 cassavad4.l_003211m
R. communis 70,1 753,3 0,0 30147.m014497
ID= Identidade.

Tabela 19 - Iniciadores degenerados desenhados a partir do alinhamento de sequéncias de
aminoacidos do gene ALS das espécies M. esculenta e R. communis. UTFPR, Campus
Pato Branco — PR, 2016.

Amplicon

Alinhamento Acesso Nome Iniciador Sequéncia 5'-3' N°D TI Posigio (pb) Tm
M. esculenta cassava4.1_003211m >003211m_F CATCAGATGTGGGCTGCTCA 0 20 1437 54
R. communis 30147.m014497 >003211m_R CGAGCAGCAGGTATTCCACA 0 20 1797 380 54
>003211m812_F TGATTCYGCTGAGATTGGGAA 2 21 1163 51,5
>003211m812_R TYCCATCACCCTCAGTTATCACA 2 23 1952 812 54,5

N° D= Ndmero de degeneracbes, em que Y= C ou T. TI = Tamanho do iniciador em pares de base
(pb). T, = Temperatura de anelamento em °C. Forward (F) e Reverse (R).

3.4.2.2 Transferibilidade de iniciadores SSRs

Foi realizada uma busca por marcadores moleculares baseados em
PCR do tipo microssatélites (SSRs) no banco de dados do Plant Genome DataBase
Japan (PGDB, 2014) para a familia Euphorbiaceae. Nessa pesquisa foram
encontrados 9025 marcadores SSRs gendmicos descritos em trabalhos com as

espécies: Jatropha curcas, M. esculenta e R. communis. Foram selecionados
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iniciadores apenas da espécie M. esculenta por esta ser a espécie mais proxima

filogeneticamente do género Euphorbia dentro da familia Euphorbiaceae segundo
LEE et al. (2011), sendo ainda mais proxima do que R. communis (ANEXO B).

Os iniciadores descritos por Sraphet et al. (2011) (Tabela 20) estavam
agrupados em 23 grupos e os descritos por Kunkeaw et al. (2011) agrupados em 20
grupos (Tabela 20). Como parametro para a escolha dos 20 iniciadores considerou-
se 0 grupo, a sua localizacdo dentro de cada grupo e a temperatura de anelamento
dos iniciadores, verificada com o auxilio do software online Oligo calc
(Oligonucleotide Properties Calculator) (KIBBE, 2007).
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Tabela 20 - Lista de iniciadores SSR transferidos de M. esculenta. UTFPR, Campus Pato Branco —

PR, 2016.

Nome Iniciador 5-3' Sequéncia Tm Nome Artigo

CA050501 Forward CTGTGTGAGGACTGGGATTG 60.5 CAO0505 Sraphet et al. (2011)
Reverse GCTCTTGCAACCTTGAGACC 60.5

CA050402 Forward GGGTCTGGCATAAAGTGGAA 58.4 CA0504 Sraphet et al. (2011)
Reverse CAGAAGCTGTTCGTGGCATA 58.4

CA019303 Forward ACTTTCACGTGGGTACAGGC 60.5 CA0193 Sraphet et al. (2011)
Reverse TTCTCATCTCCACCTCCACC 60.5

EME33204 Forward CGTGGCTACACTCTTCTCCAC 63.2 EME332  Kunkeaw et al. (2011)
Reverse GAGACGGCTAGGGTTGGATAC 63.2

EME51705 Forward GTGAACGAGAATGAGGACACAA 60.1 EME517  Kunkeaw etal. (2011)
Reverse GAGCCGCAGAAGAGTTATCAAT 60.1

MeES113106  Forward GATCGGGACTATGACAGGGA 60.5 MeES1131 Sraphet et al. (2011)
Reverse CTCCTTGAATGACTCCTCCG 60.5

MeES065507 Forward GGGATTAGATTACAATTCCAACCA 60.3 MeES0655 Sraphetetal. (2011)
Reverse TGGAGTTGTACTGGGCCTTC 60.5

CA065908 Forward ACTACCTCGACAGAGCGCAT 60.5 CA0659 Sraphet et al. (2011)
Reverse ACCTGTGGGTCCTCTGCTTA 60.5

MeES069909 Forward TTCCTGGGTTCCTTGAAGTG 58.4 MeES0699 Sraphet et al. (2011)
Reverse GCAGGCACAATCTTCAGTCA 58.4

CA005410 Forward CTGTGTGAGGACTGGGATTG 60.5 CA0054 Sraphet et al. (2011)
Reverse TGCCTTATCACTGATGCTCTCT 60.1

EME42511 Forward AAATTGGACAGGAGAGGTTGG 59.5 EME425 Kunkeaw et al. (2011)
Reverse ACGGAGGAGAGTTGGATTTACA 60.1

EME17112 Forward CCAAGGAAGATGTGAAGGTG 58.4 EME171  Kunkeaw etal. (2011)
Reverse GGCAACGCAATTCTACTGCT 58.4

CA002713 Forward CTTACCAGCCTGCATTGTCA 58.4 CA0027 Sraphet et al. (2011)
Reverse ATTCCTCTGGAGAGATGGCA 58.4

EME19514 Forward GAAACTCCAGCACCAACAGA 58.4 EME195 Kunkeaw etal. (2011)
Reverse ACACGGCCTCTTCTTCTATC 58.4

CA036215 Forward AAGTATCGCCTGCCTCTGAA 58.4 CA0362 Sraphet et al. (2011)
Reverse GTGCACTTTTATGTGCGAGC 58.4

MeES083116  Forward GCTTCAGACAATGCAACAGG 58.4 MeES0831 Sraphet et al. (2011)
Reverse GTTCCTACAATGCACTGCCA 58.4

CA054517 Forward ATGTCAAGAAACCCCACAGC 58.4 CAO0545 Sraphet et al. (2011)
Reverse AGCCTGTTTCGGTACAATGG 58.4

CA056518 Forward TTCCTCCCTCTTTCTGCTTG 58.4 CA0565 Sraphet et al. (2011)
Reverse GGGAGGTGGTTTGTGAAACT 58.4

CA030019 Forward GTGTGATCCATCAGTGGCAG 60.5 CAO0300 Sraphet et al. (2011)
Reverse TCCATCCTGACCTCTGAACC 60.5

EME33120 Forward GAAGAGCATCAGGGCAAATC 58.4 EME331  Kunkeaw et al. (2011)
Reverse GATTGTAGGGATTGACGGCT 58.4




3.4.2.3 Extragcdo de DNA gendmico, amplificagdo de DNA (PCR-SSR) e eletroforesse7

O DNA dos bidtipos suscetivel e resistente de E. heterophylla foi
extraido empregando-se o protocolo de extracdo de DNA segundo Doyle e Doyle
(1987), com modificacbes de Lefort e Douglas (1999), que se encontra descrito no
protocolo 1 (0,2% BME) no item 3.4.1.

PCR 1 (Normal): Para cada amostra de reacédo da PCR utilizou-se 7,5
Ml de agua ultrapura, 5 pl de tampao 10X (100 mM Tris; 500 mM KCI, pH 8,3), 3 ul
de MgCl, (50 mM), 2 ul de dNTPs (10 mM de cada nucleotideo), 2 yl de cada
iniciador “Foward” e “Reverse” (10 pmoles pL™), 5 ul de DNA (100 ng uL™) e 0,5 pL
de Tag DNA polimerase (5 U pL™), resultando em um volume final de 25 pL. Os
microtubos de PCR foram colocados no aparelho termociclador e submetidos as
seguintes etapas: Etapa 1: 95 °C por 5 minutos (uma vez); Etapa 2 (passo 1): 95 °C
por 1 minuto; (passo 2): 53 °C por 1 minuto; (passo 3): 72 °C por 1 minuto; seguido
de 35 ciclos os passos da etapa 2; Etapa 3: 72 °C durante 10 minutos. As amostras
amplificadas foram mantidas a temperatura de 10 °C até serem submetidas a
eletroforese.

PCR 2 (Método touchdown): Visando maximizar o rendimento dos
iniciadores desenhados especificos para os genes ALS e PROTOX que sao
degenerados, foi realizada uma PCR pelo método touchdown intercalando ciclos de
temperatura de anelamento que partem de 60 °C e vao até 53 °C. Para cada
amostra de reacao da PCR utilizou-se 7,5 pl de agua ultrapura, 5 yl de tampao 10X
(100 mM Tris; 500 mM KCI, pH 8,3), 3 pl de MgCl, (50 mM), 2 pl de dNTPs (10 mM
de cada nucleotideo), 2 ul de cada iniciador “Foward” e “Reverse” (10 pmoles pL™),
5 ul de DNA (100 ng plI™) e 0,5 ul de Taq DNA polimerase (5 U pl™), resultando em
um volume final de 25 ul. Os microtubos de PCR foram colocados no aparelho
termociclador e submetidos as seguintes etapas: Etapa 1: 95 °C por 5 minutos (uma
vez); Etapa 2 (passo 1): 95 °C por 1 minuto; (passo 2): 60 °C por 1 minuto; (passo
3): 72 °C por 1 minutos; Etapa 2: 15 ciclos; Etapa 3 (passo 1): 95 °C por 1 minuto;
(passo 2): 56 °C por 1 minuto; (passo 3): 72 °C por 1 minutos; Etapa 3: 10 ciclos;
Etapa 4 (passo 1): 95 °C por 1 minuto; (passo 2): 53 °C por 1 minuto; (passo 3): 72

°C por 1 minuto; Etapa 4: 10 ciclos; Etapa 5: 72 °C durante 10 minutos. As amostras
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amplificadas foram mantidas a temperatura de 10 °C até serem submetidas a

eletroforese.

Em um pedaco de parafiim® foi misturado 2 pyL de corante Safe DNA
dye Avante® com 10 pL do DNA amplificado de cada amostra, sendo entéo
colocados os 12 uL de cada amostra nos pocos do gel de agarose 2% contendo
tampdo TBE 1X (Tris 28 mM, acido boérico 88 mM, EDTA 7 mM, pH 8,3) e
submetidas a eletroforese horizontal, com uma tenséo de 85V por aproximadamente
2 horas. Como padrao de peso molecular foi utilizado o 100 pb DNA Ladder (50 pb —
1000 pb). Apos a eletroforese, as bandas foram visualizadas em luz ultravioleta em

um transluminador e a imagem gravada com o auxilio do fotodocumentador.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Marcadores Moleculares

Os iniciadores desenhados para o gene ALS assim como para o gene
PROTOX néo amplificaram fragmentos de DNA (Figura 5). A auséncia de bandas
nas amostras sem DNA (negativas) indicam que os iniciadores ndo anelam neles
mesmos, caracteristica que € desejavel (Figura 5).

A auséncia de bandas nas amostras com DNA provavelmente decorre
do fato de que os iniciadores ndo anelaram porque as regides consenso existentes
entre as sequéncias de R. communis e M. esculenta que serviram de base para a

confeccdo dos iniciadores ndo sdo consenso para E. heterophylla.
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>003211m >003211m812 >PPX1 >PPX2 >PPX2745
M - + - + - + - - - +

1000 pb —

100 pb —

Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose (2%) de produtos de amplificagcdo de DNA gendmico de
plantas F; de E. heterophylla resistente aos inibidores da ALS/PROTOX, com o uso de
iniciadores desenhados para o gene ALS (>003211m e >003211m812) e PROTOX
(>PPX1, >PPX2 e >PPX2745). Marcador de peso molecular de 100 pb (M), amostra
negativa sem DNA (-) e amostra positiva com DNA (+). UTFPR, Campus Pato Branco —
PR, 2016.

A fim de verificar se a temperatura era o fator determinante para a
auséncia de bandas foi empregada a técnica de PCR touchdown, com temperaturas
de anelamento decrescentes de 60 °C, 56 °C e 53 °C.

ApoGs a utilizagdo da técnica PCR touchdown, apenas os iniciadores
nao degenerados >003211m e >PPX1 desenhados para o gene ALS e PROTOX,
respectivamente, amplificaram e apresentaram repetibilidade dos resultados, no
entanto, ndo revelaram bandas diferenciadoras (polimorfismo) entre o biotipo
suscetivel e resistente (Figura 6) que fosse possivel verificar em gel de agarose. No
caso dos iniciadores >003211m e >PPX1, uma possibilidade seria sequenciar as
bandas amplificadas no bidtipo resistente e no suscetivel para verificar se ha
variacdo de um unico nucleotideo (SNP), variacdo esta que nao pode ser detectada
pelo tamanho das bandas.

Os iniciadores degenerados >003211m812, >PPX2 e >PPX2745 néo
amplificaram fragmentos de DNA de ambos os bibtipos, mesmo alternando as
temperaturas de anelamento (Figura 6). Geralmente iniciadores degenerados

aumentam as probabilidades de obtencéo de fragmentos, pois tem a possibilidade



90
de anelar em diversas regides (ROCHA, 2005), no entanto, isso ndo foi constatado

no presente trabalho.

Isso indica que as sequéncias desses iniciadores degenerados né&o
estdo presentes em E. heterophylla, possivelmente por que E. heterophylla pertence
a género diferente de R. communis e M. esculenta, embora todas essas espécies
pertencam a familia Euphorbiaceae. Ou seja, apesar de mamona e mandioca serem
filogeneticamente proximas de E. heterophylla e possuirem informacdo molecular

disponivel, a distancia entre géneros ¢ considerada grande (BARBARA et al., 2007).

>003211m >003211m812 >PPX1 >PPX2 >PPX2745
S1. 82. R1. R2. = $S1. 52, R1l. R2, = - - S1 S2 Rl R2

1000 pb —

100 pb —

Figura 6 — Eletroforese em gel de agarose (2%) de produtos de amplificacdo de DNA gendmico de E.
heterophylla suscetivel (S) e resistente (R) aos inibidores da ALS/PROTOX, com o uso de
iniciadores desenhados para o gene ALS (>003211m e >003211m812) e PROTOX
(>PPX1, >PPX2 e >PPX2745), através da técnica de PCR touchdown com temperaturas
de anelamento de 60 °C, 56 °C e 53 °C. Marcador de peso molecular de 100 pb (M),
amostra negativa sem DNA (-) e repeticdes (1 e 2). UTFPR, Campus Pato Branco — PR,
2016.

As mutacdes identificadas no gene ALS conferindo resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas sdo devidas substituicdo de um aminoéacido por outro,
em que a troca de um unico nucleotideo codifica um aminoacido diferente (HEAP,
2016). Da mesma forma, para resisténcia a inibidores da PROTOX, A. artemisiifolia
apresenta uma mutacado com substituicdo do aminoacido ArggsLeu (ROUSONELOS
et al.,, 2012) e A. tuberculatus a delecdo de um codon de Gly,;p (LEE; HAGER,;
TRANEL, 2008; POWLES; YU, 2010)

Desta forma, se uma mutacdo envolvendo a substituicdo de um
nucleotideo ou a delecdo de um cédon na sequéncia codificadora de ALS e
PROTOX for responsavel por conferir resisténcia aos herbicidas inibidores dessas
enzimas, essa substituicdo ndo altera o tamanho do fragmento amplificado
(amplicon) e a delecdo altera o tamanho do fragmento apenas em 3 nucleotideos.
Por esse motivo, as bandas para o bibtipo suscetivel e resistente permanecem

localizadas na mesma posi¢cdo no gel de agarose, ndo sendo possivel detectar a
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mutacdo, pois apenas variacdes em torno de 10 pares de base no fragmento sao

possiveis de serem detectadas por meio de gel de agarose (MENKSEN; KAHL,
2005).

Entretanto, se os iniciadores desenhados para o gene ALS ou
PROTOX tivessem o ponto de anelamento sobre a mutacdo (bi6tipo resistente) ou
sobre a sequéncia normal (biotipo suscetivel) haveria a amplificacdo de um
fragmento em apenas um dos biotipos, que seria a banda diferenciadora.

No entanto, considerando a baixa probabilidade de flanqueamento dos
iniciadores sobre o ponto de mutacéo e a necessidade de variagcdes maiores que 10
pares de bases para deteccdo em gel de agarose, é evidente a necessidade do
emprego do sequenciamento genético dos fragmentos amplificados nos bibtipos
suscetivel e resistente para detectar uma substituicdo ou delecdo de aminoacidos, ja
gue a analise de fragmentos de DNA em sequenciador € muito mais precisa que

géis de agarose ou poliacrilamida (GUPTA et al., 2010).

3.5.2 Transferibilidade de Marcadores SSR

Dos 20 iniciadores transferidos de M. esculenta para E. heterophylla
apenas 10 amplificaram e nenhum apresentou o inconveniente de amplificar ele
mesmo na amostra sem DNA (Dados ndo mostrados). Dessa forma, houve
transferibilidade de 10 iniciadores de M. esculenta para E. heterophylla, que
representa cerca de 50%, valor este considerado alto, j& que segundo Barbara et al.
(2007) a transferibilidade entre espécies de géneros diferentes, mas pertencentes a
mesma familia é cerca de 10%.

Resultados similares foram observados para diferentes géneros da
familia Lamiaceae, em que a transferibilidade foi de 69,9% (KARACA et al., 2013),
para diferentes géneros da familia Moraceae, a média de transferibilidade foi de
54,2% (MATHITHUMILAN et al., 2013) e entre géneros da familia Rosaceae, a
média foi de 61,2% (FAN et al., 2013). Varios outros trabalhos evidenciam valores
similares de transferibilidade de marcadores moleculares entre géneros diferentes

gue pertencem a mesma familia, mostrando sucesso obtido com a transferibilidade.
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Sabe-se que para a obtencdo de sucesso na transferibilidade de

marcadores SSRs, as sequéncias das regides de anelamento dos iniciadores devem
ser conservadas, ou seja, homodlogas entre os taxons (SANTANA, 2014) e quanto
maior a homologia maior é a probabilidade de transferibilidade dos iniciadores
(VARSHNEY et al., 2005). Assim, pode-se afirmar que existem regides genbmicas
conservadas entre M. esculenta e E. heterophylla em que os iniciadores transferidos
anelaram, além de regifes ndo conservadas.

Destes 10 iniciadores, apenas EME33204, EMES51705, MeES065507,
C065908, CA005410 e EME19514 apresentaram polimorfismo entre os biotipos
suscetivel e resistente (Figura 7). O iniciador MeES065507 foi o Unico marcador
dominante, pois amplificou apenas fragmentos de DNA de um dos biétipos, neste
caso do bidtipo suscetivel.

Os iniciadores EME42511, CA036215, MeES083116 e EME33120
geraram bandas tanto para o biotipo suscetivel quanto para o resistente, mas o
mesmo padrdo de bandas foi observado para ambos os bibtipos, portanto esses
iniciadores néo foram polimérficos (Figura 7).

A diferenca na intensidade das bandas entre os bi6tipos é atribuida ao
namero de cépias do fragmento de DNA, observado quando o iniciador ndo é

especifico.
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EME33204 EME51705 MeES065507 CA065908
M S R S R S R S R

1000 pb

500 pb

100 pb

CA005410 EME42511 EME19514 CA036215

M S R S R S: R S R

1000 pb

500 pb

100 pb

MeES083116 EME33120
M S R S R

1000 pb

500 pb

100 pb

C

Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose (2,5%) de produtos de amplificagdo de DNA genémico de
E. heterophylla suscetivel (S) e resistente (R) aos inibidores da ALS/PROTOX, com
iniciadores do tipo SSR transferidos de M. esculenta. Marcador de peso molecular de 100
pb (M). Utilizou-se temperatura de anelamento de 53 °C e 35 ciclos na PCR. UTFPR,
Céampus Pato Branco — PR, 2016.

Ao testarem-se duas amostras de DNA de cada um dos biétipos, dos 6
iniciadores que revelaram polimorfismo, n&o foi constatada repetibilidade no padrao
de bandas (Figura 8). Assim, é possivel inferir que os iniciadores EME33204,
EME51705, MeMS065507, C065908, CA005410 e EME19514 néo sdo especificos,
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ou seja, nem sempre anelam no mesmo local no genoma. Assim, em cada PCR um

padrdo de bandas diferente € observado, com variacdo na intensidade das bandas
em funcdo do numero de vezes que o iniciador anela em determinado local e

amplifica.
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EME33204 EMES51705
Suscetivel Resistente Suscetivel Resistente
M5S0pb M100pb 1 2 1 2 1 2 1 2

1000pb
750pb

500pb

MeES065507 CA065908
Suscetivel Resistente Suscetivel Resistente
M50pb M100pb 1 2 1 2 1 2 d 2.

1000pb

500pb

100pb

50pb

CA005410 EME19514

Suscetivel Resistente Suscetivel Resistente
M50pb M100pb 3% 2 1 2 1 2 1 2

1000pb

500pb

100pb

50pb

C

Figura 8 — Eletroforese em gel de agarose (3%) de produtos de amplificacdo de DNA gendmico de E.
heterophylla suscetivel (S) e resistente (R) aos inibidores da ALS/PROTOX, com
iniciadores do tipo SSR transferidos de M. esculenta. Marcador de peso molecular de 50
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pb (M50pb) e 100 pb (M100pb). Utilizou-se temperatura de anelamento de 58 °C e 40
ciclos na PCR, com duas repeticées para cada um dos biétipos. UTFPR, Campus Pato
Branco — PR, 2016.

Observou-se que o padrao de bandas gerado pelo iniciador EME19514
se manteve para os bidtipos suscetivel e resistente de E. heterophylla, com maior ou
menor intensidade das mesmas (Figura 9). Porém, esse iniciador testado
anteriormente nas mesmas condi¢cbes da PCR apresentou diferentes padrbes de
bandas amplificadas (Figura 7), também observado com o aumento da temperatura

de anelamento de 53 °C para 58 °C (Figura 8).

Suscetivel Resistente
M 1 2 3 4 1 2 3 4

1000 pb __

100 pb —

Figura 9 — Eletroforese em gel de agarose (2%) de produtos de amplificagdo de DNA gendmico de E.
heterophylla suscetivel (S) e resistente (R) aos inibidores da ALS/PROTOX, com o uso do
iniciador SSR EME19514 transferidos de M. esculenta. Marcador de peso molecular de
100 pb (M). Utilizou-se temperatura de anelamento de 53 °C e 35 ciclos na PCR, com
guatro repeticdes para cada um dos biétipos. UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

Os resultados obtidos na transferibilidade dos marcadores SSRs
evidenciam que a utilizacdo desses iniciadores é limitada, pois alguns apresentaram
polimorfismo, mas ndo sdo especificos e por este motivo ndo apresentam

repetibilidade do padrdo de bandas amplificadas, fato que limita estudos posteriores.

3.5.3 Protocolos de Extracdo de DNA

O protocolo de extracdo 0,2%BME apresentou concentracdo de DNA
de 7083 ng pL*, estatisticamente superior aos demais protocolos pelo teste de Scott
Knott em nivel de 5% de probabilidade de erro (Tabela 21).

Dessa forma, a concentracdo de 0,2% de B-Mercaptoetanol foi

suficiente para evitar o efeito oxidativo dos polifendis, resultado também constatado
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por Arriel et al. (2002) na extracdo de DNA de gergelim (Sesamum indicum L.).

Portanto, a elevagdo da concentragcao de B-Mercaptoetanol acima de 0,2% para a
extracdo de DNA de E. heterophylla é desnecessaria, acarretando apenas em
aumento dos custos de extragao.

Concentracédo de DNA de 3.695, 3.245 e 2.828 ng pL™ foram obtidas,
respectivamente pelos protocolos 1%BME, 3%BME+(TB+PVP40), e 2%BME que
nao diferiram estatisticamente entre si, sendo inferiores ao protocolo 0,2%BME e
superiores aos demais protocolos (Tabela 21).

As menores concentracfes de DNA extraidos foram obtidas através
dos protocolos 3%BME+TA, 3%BME+TB, 4%BME, 5%BME, FENOL e 3%BME que
nao diferiram estatisticamente entre si em nivel de 5% de probabilidade (Tabela 21).
Esses protocolos além de proporcionarem baixa quantidade de DNA extraido,
utilizam uma maior quantidade de produtos ou em maior concentracdo, fato que
encarece o custo de extracao.

Verificou-se também que o aumento da concentragdo de (-
Mercaptoetanol, nos protocolos adaptados de Doyle e Doyle (1987), com
modificacdes de Lefort e Douglas (1999) manteve a qualidade do DNA aferida pela
razdo OD,e0/OD2gp, mas proporcionou decréscimo na quantidade de DNA extraido
(Tabela 21). Segundo (BORGES et al., 2009) o aumento da concentracdo de B-

Mercaptoetanol aumenta a pureza do DNA extraido mas reduz a quantidade.
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Tabela 21 - Médias estimadas dos protocolos de extragdo para concentragdo DNA e razao
ODogo/OD2g9, cOm agrupamento de médias pelo teste de Scott Knott a 5%. UTFPR,

Campus Pato Branco — PR, 2016.

Protocolo [ DNA (ng pL™) Raz&0 OD2go/OD2so
0,2%BME 7083 a 2,14 c
1%BME 3695 b 2,14 c
3%BME+(TB+PVP40) 3245 b 2,23b
2%BME 2828 b 2,13 c
3%BME+TA 2602 c 2,19b
3%BME+TB 2367 C 2,05d
4%BME 2096 c 2,10 c
5%BME 2047 c 2,12 c
FENOL 1859 c 2,30 a
3%BME 1634 c 2,12 c
CV (%) 1,87 15,89
Tratamentos com médias ndo seguidas pela mesma letra na coluna, diferem estatisticamente pelo
teste de Scott Knott, em nivel de 5 % de probabilidade de erro. [] = Concentragéo.

A menor razdo OD,g/OD2g para o DNA extraido foi obtida com o
protocolo 3%BME+TB e a maior razdo obtida pelo protocolo FENOL, enquanto que
os demais protocolos apresentaram valores intermediarios (Tabela 21).

Os valores de razdo ODy60/OD>gp, €m todos o0s protocolos ficou acima
de 2, situando-se fora da faixa de pureza considerada Otima para DNA que é entre
1,8 a 2,0 (CORREA et al., 2013). Segundo Nelson e Cox (2004), valores superiores
a faixa 6tima de pureza indicam contaminacao do DNA por fenol e polifenéis que sédo
fortemente absorvidos em comprimento de onda de 280 nm.

A constatacdo de valores superiores a faixa 6tima de pureza se deve
ao fato dos produtos utilizados nos protocolos ndo serem capazes de remover
totalmente os compostos fendlicos durante a extracao, que se justifica pela elevada
qguantidade de compostos fendlicos produzidos por E. heterophylla (CRONQUIST,
1981).

Problemas com araste vertical no gel e retencdo no poco do gel néo
foram observados para os protocolos testados (Figura 10), indicando que o DNA
extraido ndo foi degradado por DNAses, ndo houve gquebra mecanica durante a
extracdo com cloroférmio e a remocao de polissacarideos foi eficiente, que segundo
Romano e Brasileiro (1999) e Roso e Vidal (2010) sé&o fatores responsaveis por

ocasionar tais problemas.
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A pequena migracdo do DNA no gel evidenciada para todos os

protocolos (Figura 10) é atribuida a grande quantidade de DNA utilizada (4 pL) para
cada amostra, a alta concentracdo do gel de agarose (1%), ao baixo tempo de
corrida no gel (45 min) e a intensidade da voltagem aplicada (85 V), que séo fatores
capazes de reduzir a velocidade de corrida do DNA no gel de agarose (OLIVEIRA et
al., 2007; ROMANO; BRASILEIRO, 1999).

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5
0,2% BME 1% BME 2% BME 3% BME 4% BME
M 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 i 2 3 4 1 2 3 4

10kpb

Protocolo 6 Protocolo 7 Protocolo 8 Protocolo 9 Protocolo 10
5% BME FENOL 3% BME+TA 3% BME +TB 3% BME + (TB+PVP40)
M 2 & 2 3 4 1 2 3 4 ; & 2 3 4 1 2 3 4 ; ¥ 2 3 4

10kpb

Figura 10 — Eletroforese em gel de agarose (1%) de DNA genémico de E. heterophylla suscetivel aos
inibidores da ALS/PROTOX, obtido a partir dos 10 protocolos de extragdo, com quatro
repeticbes por protocolo. Utilizou-se 4 pL de DNA para cada amostra, que
permaneceram migrando no gel por 45 minutos a 85 Volts. Marcador de peso molecular
de 10 kpb (M). UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

Os DNAs extraidos a partir dos protocolos 0,2%BME, 1%BME,
2%BME, 3%BME, 4%BME e 5%BME adaptados de Doyle e Doyle (1987), com
modificacdes de Lefort e Douglas (1999) ndo apresentaram interferéncia na PCR,
evidenciando assim a capacidade de extrairem DNA com qualidade (Figura 11). A
auséncia ou baixa intensidade de bandas é atribuida a baixa especificidade do
iniciador utilizado na PCR.

Considerando-se o0s protocolos adaptados de Murray e Thompson
(1980), com modificacdes de Roso e Vidal (2010) néo foi observada interferéncia na
PCR para o DNA extraido pelos protocolos 3%BME+TA e 3%BME+(TB+PVP40)
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(Figura 11). No entanto, este ultimo proporcionou maior quantidade de DNA extraido

(Tabela 21). Vale ressaltar que em ambos os protocolos havia presenca de PVP40 a
2%. Ja, o DNA extraido pelos protocolos FENOL e 3%BME+TB ocasionaram
problemas na PCR, constada pela auséncia de bandas amplificadas (Figura 11).

A extracdo de DNA com o protocolo FENOL resultou em contaminacgao
do DNA por residuo de fenol ou compostos fendélicos que néo foram eficientemente
removidos pelo fenol, j& que ndo havia presenca de PVP40 no tampdo de extragéo,
resultando na auséncia de bandas no perfil de eletroforese e na alta razéao
OD60/OD2go de 2,30. Vale ressaltar que o pellet de DNA com aspecto marrom
caracteristico de contaminacdo por polifendis ndo foi observado neste protocolo,
indicando maior probabilidade de que a contaminacdo tenha sido causada apenas
pelo fenol.

Mesmo apresentando razdo OD,5/OD2go de 2,05, o0 DNA extraido a
partir do protocolo 3%BME+TB apresentou contaminac¢do por compostos fendlicos,
ocasionando a inibicdo da PCR, possivelmente por que ndo havia adicao de PVP40
no tampéao de extracdo. Segundo Romano e Brasileiro (1999), a contaminacao por
compostos fenodlicos impossibilita amplificacdes através de técnicas de PCR,
comprometendo a reprodutibilidade das andlises. Esses compostos oxidam o DNA
de forma irreversivel e a contaminacdo pode ser evidenciada pela presenca de
coloragdo marrom no DNA (ROMANO; BRASILEIRO, 1999), aspecto do DNA
observado apenas neste protocolo.

Constatou-se através do protocolo de extracdo 3%BME+(TB+PVP40)
que a adicdo PVP40 a 2% no tampado de extracdo é suficiente para proporcionar
extracdo de DNA com qualidade para PCR, solucionando o problema de
contaminag¢d@o por compostos fendlicos observado no protocolo 3%BME+TB. Isto é
possivel, pois a adicdo de antioxidantes como PVP40 evitam o efeito oxidativo dos
polifenéis (ROMANO; BRASILEIRO, 1999).

E importante destacar que em todos os protocolos adaptados de Doyle
e Doyle (1987), com modificacdes de Lefort e Douglas (1999) havia presenca de
PVP40 a 2% no tampao de extracéo, fato que possivelmente contribuiu para néo

haver contaminacéo por compostos fendlicos.
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Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5
0,2% BME 1% BME 2% BME 3% BME 4% BME
M 1 2 3 4 ! 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

1000pb

Protocolo 6 Protocolo 7 Protocolo 8 Protocolo 9 Protocolo 10
5% BME FENOL 3% BME + TA 3% BME + TB 3% BME + (TB+PVP40)
M 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 ik 2 3 4

1000pb

100pb—

Figura 11 — Perfil eletroforético em gel de agarose (2%) de produtos de amplificacdo de DNA
gendmico de E. heterophylla suscetivel aos inibidores da ALS/PROTOX, com o uso do
iniciador SSR EME19514 transferidos de M. esculenta, para os diferentes protocolos de
extracdo com quatro repeticées por protocolo. Marcador de peso molecular de 100 pb
(M). Utilizou-se temperatura de anelamento de 53 °C e 35 ciclos na reagédo de PCR.
UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2016.

Entre os protocolos de extracdo adaptados de Murray e Thompson
(1980), com modificacbes de Roso e Vidal (2010), o protocolo 3%BME+(TB+PVP40)
nao apresentou problemas de contaminacdo por compostos fendlicos, extraindo
DNA de boa qualidade, no entanto, em quantidade foi 54,18% menor do que a
obtido pelo protocolo 0,2%BME, além de necessitar muito tempo para a execucao
das etapas que leva de aproximadamente 7-8 horas, praticamente o dobro do tempo
demandado para a extracdo através do protocolo 0,2%BME que € de
aproximadamente 4 horas.

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho € possivel inferir
que o protocolo de extracdo 0,2%BME adaptado de Doyle e Doyle (1987), com
modificacdes de Lefort e Douglas (1999) € o mais indicado para extracao de DNA da
espécie E. heterophylla, pois ndo foram observados problemas de contaminacao por
polifendis, proporcionando garantia de alta quantidade e qualidade do DNA extraido,
além de necessitar pouco tempo para a execucao das etapas de extracao.
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3.6 CONCLUSOES

Os iniciadores nao degenerados >003211m e >PPX1 desenhados para
0s genes ALS e PROTOX amplificaram com sucesso, no entanto, o polimorfismo
nao foi detectado em gel de agarose, sendo necessario 0 sequenciamento para
detectar as modificagGes na sequéncia de DNA.

A transferibilidade de iniciadores microssatélites de M. esculenta para
E. heterophylla foi de 50%, no entanto, apenas 30% iniciadores foram polimorficos
além de serem pouco especificos, ndo havendo repetibilidade do padrdo de bandas
amplificado.

O protocolo de extragéo 0,2%BME adaptado de Doyle e Doyle (1987),
com modificacdes de Lefort e Douglas (1999) é o mais indicado para extracdo de
DNA da espécie E. heterophylla.

A adicdo de polivinilpirrolidona (PVP40) no tampao de extracao

soluciona problemas de contaminacao do DNA por compostos fendlicos.



CONSIDERAGOES FINAIS o

A resisténcia mdltipla de Euphorbia heterophylla aos herbicidas
inibidores da ALS e da PROTOX €& um problema para as lavouras agricolas. No
Brasil foram confirmados registros dessa espécie com resisténcia multipla na regido
Sudoeste do Parana, que possivelmente esteja se disseminando para novas areas.
Visando o controle efetivo dessas populacdes com resisténcia e a evolucdo dessa
resisténcia € necessario elucidar os efeitos genéticos que estéo envolvidos e o nivel
de resisténcia. Esse conhecimento permite a adocdo de técnicas de manejo
adequadas para controlar populagfes ja resistentes e evitar ou retardar o surgimento
de novas populacdes resistentes. Diante disso, a presente dissertacdo trata de um
conjunto de estudos envolvendo a resisténcia multipla de E. heterophylla aos
herbicidas inibidores da ALS e da PROTOX, sobre o qual faz-se algumas
consideracoes.

No primeiro capitulo da dissertacdo confirmou-se que a resisténcia
multipla de E. heterophylla aos inibidores da ALS e PROTOX é conferida por dois
genes nucleares e dominantes que apresentam dominancia completa, e a
resisténcia simples aos inibidores da ALS e PROTOX é condicionada por um unico
gene nuclear e dominante com dominancia completa. Isso gera implicacfes praticas
importantes, pois 0s genes de resisténcia podem ser transferidos aos descendentes
via semente ou mais rapidamente através do fluxo de pélen pela fecundacéo
cruzada. Além disso, confirmou-se que a elevacdo da dose desses herbicidas nao
proporciona aumento nos niveis de controle, sendo esta pratica agronomicamente
injustificavel.

Com o segundo capitulo constatou-se que os marcadores moleculares
desenhados para os genes ALS e PROTOX ndo amplificaram ou ndo foram
polimorficos para os bibtipos suscetivel e resistente. A transferibilidade de
marcadores SSR de M. esculenta foi de 50%, considerada alta, indicando que o
genoma dessa espécie € proximo ao do E. heterophylla e que pode servir de base
para novos estudos. Também, constatou-se que a adicdo de polivinilpirrolidona
(PVP40) no tampdo de extracdo €& suficiente para solucionar o problema de
contaminacdo do DNA por compostos fendlicos e que o protocolo de extracdo

0,2%BME adaptado de Doyle e Doyle (1987), com modificacdes de Lefort e Douglas
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(1999) é o mais indicado para extracao de DNA da espécie E. heterophylla, pois ndo

ocasiona contaminacéo por polifendis, garante alta quantidade e qualidade do DNA
extraido e demanda pouco tempo para extracao.

Vale ressaltar que novos estudos em nivel molecular devem ser
conduzidos para elucidar se uma mutacdo nas enzimas ALS e PROTOX é
responsavel por conferir a resisténcia simples e multipla a esses mecanismos de
acado em E. heterophylla. Assim, o proximo passo a ser dado em novos trabalhos é
0 sequenciamento dos fragmentos amplificados nos biétipos suscetivel e resistente
gue se encontram localizados na mesma posicéo no gel, a fim de detectar pequenas
variacBes como a substituicdo ou delecéo de nucleotideos.

Outra possibilidade é sequenciar os fragmentos amplificados nos
bi6tipos suscetivel e resistente, principalmente os maiores, com tamanho em torno
de 1000 pares de bases, pois quanto maior o tamanho do fragmento de DNA
sequenciado maior a probabilidade de desenvolvimento de um marcador capaz de
detectar uma mutacao. Apds o sequenciamento, marcadores moleculares podem ser
desenhados a partir do alinhamento das sequéncias de DNA de Euphorbia
heterophylla sequenciadas e serem testados nos bidtipos S e R. Em seguida,
sequenciar as bandas geradas para os dois bi6tipos, alinha-las com o auxilio de um
programa computacional para entéo verificar a existéncia de substituicdo ou delecao
de nucleotideos, identificando a mutagdo que confere a resisténcia e a posicdo em

que se localiza na enzima.
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ANEXO A - Estadios de desenvolvimento floral de Euphorbia heterophylla L.

Estames

Ovario

Nectario
Estigma
Bracteas

fusionadas

1 2 3 4

5

Fonte: (VARGAS; BOREM,; SILVA, 1999).
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ANEXO B - Filograma de agrupamento entre espécies de diferentes géneros,
familia, ordem e clado.
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APENDICES

Apéndice A - Resumo da analise de variancia da resposta a dose do herbicida
fomesafen aos 7, 14 e 21 dias ap6és aplicacdo. UTFPR, Campus Pato Branco — PR,
2015.

7 14 21
FV GL OME
Doses 6 3824,1269** 4067,6190** 4223,175**
Biotipo 2 22297,1428*  24689,5238**  26882,860**
Doses x Bio6tipo 12 632,6984** 702,8571** 771,746**
Residuo 84 50,4761 43,8095 45,714
CV (%) - 19,89 18,00 18,06
Média - 35,71 36,76 37,42

** significativo em 1% de probabilidade, pelo teste F; FV= Fator de variagdo; GL= Graus de liberdade;
QME= Quadrado médio do erro; CV = Coeficiente de variacao.

Apéndice B - Resumo da andlise de variancia da resposta a dose do herbicida
fomesafen para a varidvel matéria verde (MV) e matéria seca (MS) aos 21 dias apos
aplicacdo. UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2015.

MV MS
FV GL ONIE

Doses 6 0,02536** 0,00169**
Bi6tipo 2 0,61961* 0,00859**
Doses X Biotipo 12 0,01448* 0,00033**
Residuo 84 0,00025 0,00004
CV (%) - 5,31 17,03
Média - 0,296 0,037

** significativo em 1% de probabilidade, pelo teste F; FV= Fator de variacdo; GL= Graus de liberdade;
QME= Quadrado médio do erro; CV = Coeficiente de variacao.

Apéndice C — Resumo da andlise de variancia da resposta a dose do herbicida
imazethapyr aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6és aplicacdo. UTFPR, Campus Pato Branco —
PR, 2015.

7 14 21 28

FV GL OVE

Doses 6 4057,7778*  5168,2539**  5930,4762**  6916,5079**
Bi6tipo 2 3805,7143**  6572,3809%*  8640,9524**  13220,0000**
Doses x Bi6tipo 12  526,8254*  753,4921*  857,6190**  1082,2222**
Residuo 84 12,3809 19,0476 18,0952 18,57143
CV (%) - 25,13 19,67 16,24 13,71
Média - 14,00 22,19 26,19 31,42

** significativo em 1% de probabilidade, pelo teste F; FV= Fator de variacdo; GL= Graus de liberdade;
QME= Quadrado médio do erro; CV = Coeficiente de variacao.
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Apéndice D — Resumo da andlise de variancia da resposta a dose do herbicida
imazethapyr para a variavel matéria verde (MV) e matéria seca (MS) aos 28 dias
apos aplicacdo. UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2015.

MV MS

FV GL OME

Doses 6 0,6745** 0,0389**
Biotipo 2 2,1576** 0,0038**
Doses x Bi6tipo 12 0,1156** 0,0051**
Residuo 84 0,0068 0,0006
CV (%) - 11,35 13,88
Média - 0,727 0,175

** gignificativo em 1% de probabilidade, pelo teste F; FV= Fator de variacdo; GL= Graus de liberdade;
QME= Quadrado médio do erro; CV = Coeficiente de variacao.

Apéndice E — Resumo da andlise de variancia dos protocolos de extracdo de DNA.
UTFPR, Campus Pato Branco — PR, 2015.

FV GL [] DNA (ng uLl) Razao OD250/0OD2go
Protocolos 9 10074744** 0,0203**
Residuo 30 219258 0,0016

CV (%) - 15,89 1,87

Média - 2946 2,15

** gignificativo em 1% de probabilidade, pelo teste F; FV= Fator de variacéo; GL= Graus de liberdade;
QME= Quadrado médio do erro; CV = Coeficiente de variacao; [] = Concentracao.



