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RESUMO

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é um problema que tem se agravado
nos ultimos anos, principalmente devido a selecdo de bidtipos resistentes de buva
(Conyza spp.) a importantes herbicidas no manejo destas plantas daninhas, como é
o caso do paraquat. Este herbicida atua no aparato fotossintético das plantas,
desviando elétrons no fotossistema I, 0 que leva a formacéo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), causando reacdes oxidativas e morte das plantas. Neste contexto,
0 objetivo deste trabalho foi caracterizar o comportamento das plantas de Conyza
sumatrensis resistentes frente a biotipos suscetiveis ao paraquat, com relacdo a
adaptabilidade ecoldgica e respostas a acdo do herbicida. Ensaios para a
caracterizacao da resisténcia dos biotipos foram conduzidos através de curvas dose-
resposta, a fim de identificar o fator de resisténcia destas plantas ao paraquat,
selecionando-se o biotipo mais resistente para estudos posteriores (FR: 184,71).
Foram conduzidos experimentos de adaptabilidade ecoldgica da espécie, sem a
aplicacdo do herbicida, avaliando-se variaveis morfologicas das plantas como
acumulo de biomassa seca, area foliar, altura das plantas, densidade e tamanho de
estbmatos além de parametros relacionados a fluorescéncia das plantas (ETR,
Fv/IFm). Um terceiro experimento foi conduzido com o0s mesmos bibtipos,
trabalhando-se com duas doses de paraquat (0 e 800 g i.a ha?), a fim de avaliar
variaveis fisiolégicas no periodo de 2, 4 e 24 horas ap6és a aplicacdo (HAA). Algumas
plantas foram coletadas 4 HAA para a realizacdo de analises bioquimicas de
enzimas antioxidantes da planta como SOD, CAT, APX, POX e MDA. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F (p<0,05) e as médias
comparadas pelo teste de tukey (p<0,05) calculando-se o intervalo de confianca. Os
bi6tipos resistentes ao paraquat quando na auséncia do herbicida, naturalmente
apresentaram maior acumulo de biomassa seca e area foliar, além de maior taxa de
assimilacdo liquida de CO:2 (A), eficiéncia de carboxilacdo (EC), condutancia
estomatica (gs) e eficiéncia no uso da agua (EUA). Estes bibtipos apresentaram
maior densidade estomatica tanto na face adaxial quanto na face abaxial das folhas,
no entanto apresentam estdbmatos menores com relacdo ao biotipo suscetivel. A
taxa de transporte de elétrons (ETR) e o rendimento quantico maximo do
fotossistema Il (Fv/Fm) foram similares entre os biotipos resistentes e suscetivel,

porém quando houve a aplicacdo de 800 g i.a ha' de paraquat, apenas os bi6tipos



resistentes apresentaram recuperacao 16 HAA. As plantas resistentes apresentaram
maior atividade natural das enzimas CAT, SOD, APX, e menor acumulo de MDA
apos a aplicagdo. Os bidtipos de C. sumatrensis além de apresentarem elevado fator
de resisténcia, demonstram diferencas morfologicas, fisiolégicas e bioquimicas com
relacdo as plantas suscetiveis, além de demonstrarem rapida recuperacdo dos

efeitos deletérios causados pela aplicacdo de paraquat.

Palavras-chave: Buva. Estresse oxidativo. Inibidores do fotossistema |.

Adaptabilidade ecolégica.



ABSTRACT

The weeds resistance to herbicides is a problem that has worsened in recent years,
mainly due to the selection of resistant fleabane biotypes (Conyza spp.) to important
herbicides in the management of these weeds, as is the case of paraquat. This
herbicide acts on the photosynthetic apparatus of plants, diverting electrons from
photosystem |, which leads to the formation of reactive oxygen species (ROS),
causing oxidative reactions and plant death. In this context, the objective of this study
was to characterize the behavior of resistant Conyza sumatrensis plants in relation to
the paraquat susceptible biotypes, in terms of ecological adaptability and responses
to herbicide effect. Resistance characterization tests were carried out through dose-
response curves (assay 1) to identify the resistance factor of these plants to
paraquat, selecting the most resistant biotype for later studies (FR: 184,71).
Ecological adaptability experiments were carried out without herbicide application
(assay 2), evaluating plant morphological variables such as accumulation of dry
biomass, leaf area, plant height, stomata density and size, as well as parameters
related to plant fluorescence (ETR, Fv/Fm). A third experiment was carried out with
the same biotypes, two doses of paraquat (0 and 800 g ha') were applied, in order to
evaluate physiological variables at 2, 4 and 24 hours after application (HAA). Some
plants were collected 4 HAA to perform biochemical analyzes of plant antioxidant
enzymes such as SOD, CAT, APX, POX and MDA. The data were submitted to
analysis of variance by the F test (p<0.05) and the means were compared by the
tukey test (p<0.05), and the confidence interval was calculated. The biotypes
resistant to paraquat when in the absence of the herbicide, naturally presented
greater accumulation of dry biomass and leaf area, besides higher CO2 assimilation
rate (A), carboxylation efficiency (EC), stomatal conductance (gs) and water use
efficiency (WUE). These biotypes presented higher stomatal density on both the
adaxial and abaxial sides of the leaves, but generally present smaller stomata in
relation to the sensitive biotype. The electron transfer rate (ETR) and the quantum
efficiency of photosystem Il (Fv/Fm) were similar between resistant and susceptible
biotypes, but when 800 g i.a ha' of paraquat were applied, only the resistant
biotypes recovered 16 HAA. Resistant plants showed higher natural activity of CAT,
SOD, APX, and lower accumulation of MDA after application. C. sumatrensis

biotypes, besides showing a high resistance factor, also demonstrated



morphological, physiological and biochemical differences in relation to susceptible
plants, as well as showing a rapid recovery of deleterious effects induced by

paraquat application.

Keywords: Sumatran Fleabane. Oxidative stress. Photosystem | inhibitors.
Ecological adaptability.
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1 INTRODUCAO

O herbicida paraquat é ndo seletivo de amplo espectro, utilizado em pds-
emergéncia para o controle de plantas daninhas monocotiledoneas e dicotileddneas.
Sao caracterizados por serem cations fortes, logo sdo rapidamente sorvidos aos
coloides do solo, resultando em sua rapida inativacdo. Apresenta rapida absorcao
foliar, e os sintomas de fitointoxicagcdo aparecem tao rapidamente quanto maior for a
intensidade luminosa em que as plantas estdo expostas apés a aplicacéo.

Paraquat e diquat sdo herbicidas pertencentes ao grupo quimico dos bipiridilios,
classificados segundo seu mecanismo de acdo como inibidores do fotossistema |I.
Estas moléculas herbicidas s&do capazes de desviarem elétrons da cadeia
transportadora de elétrons do fotossistema |, devido ao potencial redutor que
apresentam. Durante este processo, h4 a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) como peroxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxila (OH"), os quais
promovem a oxidacao de proteinas, lipideos, moléculas de DNA e RNA, levando ao
extravasamento do conteudo celular e morte da planta.

Estes herbicidas sdo uma importante ferramenta ao produtor rural, seja na
dessecacao pré-colheita de culturas como a soja ou na dessecacdo de plantas
daninhas no pré-plantio da cultura de verdo. Devido a eficiéncia de controle de
plantas daninhas, o volume de aplicacdo de paraquat, bem como a frequéncia de
uso deste herbicida é elevada, resultando em um aumento na pressdo de selecéo
exercida pelo herbicida sobre populacdes de plantas daninhas e consequentemente
0 aumento na selecédo de biotipos resistentes.

O primeiro caso de resisténcia de plantas daninhas ao paraquat foi registrado na
década de 80 para Erigeron philadelphicus no Japdo. Atualmente tém-se o relato de
70 casos em todo o mundo, seja através da resisténcia isolada a este herbicida ou
multipla com outros mecanismos de acdo. No Brasil j& foram relatados 3 casos
envolvendo o paraquat, todos estes referentes a resisténcia de Conyza sumatrensis,
sendo um caso de resisténcia simples ao paraquat, resisténcia multipla a paraquat,
chlorimuron-ethyl e glyphosate e o caso mais recente de resisténcia multipla ao
paraquat, glyphosate, saflufenacil, diuron e 2,4-D. (HEAP, 2019).

A buva (C. sumatrensis) € uma planta daninha da familia Asteraceae,
caracterizada por sua elevada producéo de sementes leves e de facil disperséo pelo

vento, fator que facilita sua disseminacdo. Plantas de buva apresentam alta
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diversidade genética, favorecendo a selecéo de bidtipos resistentes a herbicidas em
uma determinada populacdo. Caracteristicas como a autopolinizacdo aliada a
elevada producdo de sementes contribuem para que bidtipos de C. sumatrensis
apresentem alta adaptabilidade ecoldgica, favorecendo a expanséo e o impacto da
matointerferéncia desta espécie em areas agricolas.

O maior fluxo de emergéncia de buva nas areas agricolas do Brasil esta situado
nos periodos de outono/inverno, coincidindo com épocas em que, em alguns casos,
as areas permanecem sem a devida cobertura vegetal, favorecendo a germinacgéo
das sementes que necessitam de luz para que o processo ocorra. O maior fluxo de
emergéncia de buva também coincide com o periodo em que o herbicida paraquat é
mais utilizado, durante a dessecacao para o plantio da soja no verdao. Assim, a
pressdo de selecédo exercida pelo herbicida sobre populacdes de buva, resulta na
selecéo de bidtipos resistentes.

Um do mecanismo que pode conferir resisténcia de plantas daninhas ao
paraquat é a maior atividade de enzimas antioxidantes na planta, como ascorbato
peroxidase (APX), catalase (CAT), superédxido dismutase (SOD) e peroxidases totais
(POXs). A maior atividade enzimatica € capaz de eliminar espécies reativas de
oxigénio, impedindo efeitos deletérios a planta, podendo ser relacionado como um
mecanismo de resisténcia da espécie. Em alguns casos, 0 mecanismo que promove
a resisténcia pode apresentar algum custo para a planta como, por exemplo,
algumas espécies resistentes as triazinas apresentam uma atividade fotossintética
menos eficiente com relacdo a biotipos suscetiveis, devido a alteracdo do sitio de
acao do herbicida, o que confere a resisténcia.

A identificacdo de C. sumatrensis resistente ao paraquat no Brasil € algo recente
(ZOBIOLE et al., 2019), pouco se sabe sobre o comportamento destes bidtipos
resistentes frente a individuos suscetiveis da mesma espécie. Diante do exposto, 0
objetivo deste trabalho foi caracterizar o comportamento da resisténcia de C.
sumatrensis ao paraquat com relacdo a aspectos morfolégicos, fisioldgicos e
bioquimicos, partindo-se da hipotese de que as plantas resistentes apresentam
maior atividade do sistema antioxidante, no entanto apresentam um custo de

resisténcia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Impacto da matointerferéncia na agricultura

A producéo brasileira de grdos ocupa um papel importante no cenério mundial.
A estimativa de producéo total no Brasil para a safra 2018/19 é de 236,7 milhfes de
toneladas, 4% acima da producéao total da safra anterior, ocorrendo também um leve
aumento na area plantada, com previsao de 62,8 milhdes de hectares, 1,8% acima
da area plantada na safra 2017/18, sendo que as areas para o cultivo de soja, milho
segunda safra e algodao sao as que representam maior expansdo (CONAB, 2019).

Com relacdo a producdo de soja, uma das principais commodities do mundo, a
projecdo de producdo brasileira para a safra 2019/20 é de 123 milhfes de toneladas,
5,13% superior a producdo de 2018/19, enquanto que os Estados Unidos devera
apresentar um queda de aproximadamente 8,67% na producdo, reduzindo de
123,66 para 112,95 milhdes de toneladas, projetando-se assim o Brasil como o
maior produtor de soja do mundo para a safra 2019/20 (USDA, 2019)

O produtor brasileiro de soja tem cada vez mais investido em tecnologias para a
producado de graos, seja através da adocao de cultivares geneticamente modificadas
ou através da implementacdo de técnicas de manejo da cultura e o aprimoramento
no posicionamento de produtos fitossanitarios. Fato este € comprovado com o salto
em produtividade das Ultimas safras, saindo de uma média de 2823 kg ha! na safra
2006/07 para 3193 kg ha? durante a safra 2018/19, um incremento de 13,1%
(CONAB, 2019). Porém, entre varios gargalos que levam a perdas em produtividade
encontram-se as perdas por matointerferéncia de plantas daninhas.

As plantas daninhas desenvolveram ao longo do tempo diversas caracteristicas
gue possibilitaram a sobrevivéncia das espécies nos mais variados ambientes que
poderiam ser limitantes. Desta maneira, estas plantas apresentam caracteristicas em
comum como a agressividade e rusticidade, aliadas principalmente a habilidade
competitiva, a capacidade de producao de propagulos, desuniformidade do processo
germinativo, viabilidade dos propagulos, facilidade de disseminagdo e em alguns
casos mecanismos alternativos de reproducdo (OLIVEIRA JR; CONSTANTIN;
INOUE, 2011).

Entende-se por matointerferéncia as perdas na producdo provenientes de

efeitos diretos ou indiretos relacionados as plantas daninhas. Os efeitos diretos
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estao relacionados a competicdo entre a planta daninha e a cultura econémica por
recursos vitais as plantas, como agua, luz, nutrientes e espaco e a alelopatia, a qual
relaciona-se a liberacdo de composto quimicos que sao prejudiciais ao
desenvolvimento de outra espécie. Os efeitos indiretos de interferéncia estdo
relacionados ao fato de plantas daninhas servirem como hospedeiros de pragas e
doencas (PITELLI, 1985; OLIVEIRA JR; CONSTANTIN; INOUE, 2011).

Entre as principais plantas daninhas que interferem na agricultura brasileira,
destaca-se as espécies do género Conyza, conhecidas popularmente por buva.
Estas plantas destacam-se devido a sua elevada capacidade competitiva e
adaptabilidade ecoldgica, o que possibilita a ocorréncia da espécie em diferentes
regioes, destacando-se as regides sul, sudeste e centro-oeste do Brasil com maior
ocorréncia (OLIVEIRA JR; CONSTANTIN; INOUE, 2011).

Além da capacidade competitiva que espécies do género Conyza apresentam,
0S crescentes casos de resisténcia destas plantas a diferentes herbicidas,
aumentam a dificuldade no manejo, principalmente devido ao fato de bi6tipos de
buva apresentaram resisténcia a importantes herbicidas no manejo de plantas
daninhas, como o glyphosate, 2,4-D, saflufenacil, diuron, chlorimuron-ethyl e o
paraquat (HEAP, 2019).

Estudos conduzidos por Gazziero et al. (2010), demonstram os niveis de perdas
de produtividade da soja por infestacdo de plantas de buva, reduzindo 1174 e 1469
kg ha! para densidades de 16 e 18 plantas m~ respectivamente. O custo médio para
o controle de plantas daninhas em areas que ndo apresentam casos de resisténcia é
de aproximadamente R$ 120,00 hal, enquanto que em &areas com a presenca
isolada de buva resistente a herbicidas como o glyphosate, este custo € elevado
para R$ 170,50 hat, podendo chegar a um custo médio de R$ 386,65 ha'em areas
com infestacdo combinada de buva + capim amargoso (Digitaria insularis), logo em
condicdes extremas o custo pode chegar a um aumento de até 125% e 403% para
infestacbes de buva e buva + capim amargoso, respectivamente (ADEGAS et al.,
2017).
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2.2 Biologia do género Conyza spp.

O género Conyza spp., pertencente a familia Asteraceae, € popularmente
conhecido no Brasil como buva ou voadeira, a qual possui aproximadamente 50
espécies no mundo, destacando-se apenas trés no meio agricola devido aos danos
causados pela interferéncia as culturas econémicas, bem como a dificuldade no
controle, sdo elas Conyza bonariensis, Conyza canadensis e Conyza sumatrensis
(KISSMANN; GROTH, 1999).

Estas espécies sao caracterizadas por serem do tipo herbacea, ereta e
pubescente, variando entre 60 a 120 cm de altura com caule folioso e ramos
compridos. As raizes sao do tipo pivotante e as folhas classificadas como simples e
lanceoladas, podendo variar de 6 a 15 cm de comprimento com margens levemente
denteadas (LORENZI, 2006). Apresentam maior fluxo de germinacdo durante o
outono/inverno, finalizando seu ciclo no verdo, sendo espécies de ciclo anual com
reproducao exclusiva por sementes (VARGAS et al., 2007).

As plantas de buva apresentam elevado indice de prolificidade e sementes de
facil disperséo, o que explica a disseminagdo e expansdo destas espécies, uma vez
que uma unica planta é capaz de produzir de 110 a 200 mil sementes dependendo
da espécie em questao (WU; WALKER, 2004; BHOWMIK; BEKECH, 1993; DAUER,;
MORTENSEN; VANGESSEL, 2007). Outro fator importante relacionado a dispersao
das sementes de buva é uma caracteristica morfoldégica conhecida como “papus”,
uma estrutura na qual facilita a dispersdo pelo vento ou aderindo-se ao pelo de
animais (ANDERSEN, 1993).

Estas plantas daninhas sdo autopolinizaveis, aspecto este que atrelado a
elevada producdo de sementes, favorece a adaptabilidade ecologica destas
espécies e a sobrevivéncia de biotipos resistentes (MOREIRA et al., 2007). Outro
ponto que acentua a adaptabilidade destas plantas € a baixa diferenciacdo genética
entre as espécies. Mangolin, Oliveira Jr e Fatima (2012), verificaram uma elevada
diferenciacdo genética entre bidtipos de uma mesma populacdo de C. bonariensis,
porém uma baixa variabilidade genética quando feita a comparacdo entre C.
bonariensis e C. canadensis, sugerindo em seus estudos a ocorréncia de troca
alélica entre plantas.

Alguns fatores ambientais sdo decisivos para desencadear o processo de

germinacdo das sementes de buva, como luz, temperatura e agua. A incidéncia de
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luz sobre as sementes é fator determinante para que ocorra a germinagao, uma vez
gue 0 processo nao ocorre ou é drasticamente reduzido na sua auséncia. Tremmel e
Peterson (1983) verificaram que a germinacdo de C. canadensis reduziu 90%
guando as sementes foram dispostas a profundidades maiores que 1 cm da
superficie do solo, bem como Nandula et al. (2006), ndo constataram a germinacao
das sementes a partir de 0,5 cm de profundidade. Isso demonstra que a dinamica
populacional das espécies de buva é totalmente dependente do posicionamento das
sementes no solo, bem como se h4 ou ndo a presenca de biomassa nesta
superficie, fator que influenciara a incidéncia de luz sobre as sementes.

A temperatura é outro fator determinante para a germinacgéo. Rollin e Tan (2004)
verificaram a ocorréncia de germinacdo para C. bonariensis na faixa de 4,2°C e
35°C, sendo 20°C a temperatura 6tima para o processo. Ja para C. canadensis
apresentaram alta porcentagem de germinacdo em intervalos de 22:16°C (dia:
noite), porém o processo foi inibido para ciclos de 12:6°C (NANDULA et al., 2006),
estimando-se 13°C como temperatura minima para que ocorra germinacao
(STEINMAUS; PRATHER; HOLT, 2000). Zinzolker et al. (1985), verificaram
germinacao de C. sumatrensis nas faixas de 10°C a 25°C, enquanto Oliveira JR;
Constantin e Inoue, (2011), verificaram que quando ha auséncia de luz, as sementes
nao germinam independentemente da temperatura, sendo que para o fotoperiodo de
24h o maior indice de germinacdo ocorre em condi¢cdes de temperatura de 20°C e
25°C.

Com relacdo ao potencial hidrico para a germinacdo das sementes de buva,
Nandula et al. (2006), observaram maiores indices em potenciais entre 0 e -0,10
MPa. J& Yamashita e Guimardes (2010) verificaram que 50% da germinacédo €&
inibida em condicdes de potencial hidrico de -0,40 MPa e totalmente inibida a partir
de -0,60 MPa. Embora a disponibilidade de agua seja fator limitante no processo
germinativo, as plantas uma vez estabelecidas mostram-se mais tolerantes ao déficit
hidrico, sendo capazes de sobreviverem e produzirem sementes mesmo em
condi¢cOes de estresse que seriam limitantes a culturas econémicas (OLIVEIRA JR;
CONSTANTIN; INOUE, 2011).

A buva é considerada uma planta daninha de dificil controle. Dessa forma, o
manejo desta espécie deve considerar aspectos referentes a biologia das plantas,

ponderando fatores determinantes para a germinacdo das sementes. O
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entendimento do fluxo de emergéncia desta espécie, facilita a ado¢céo de estratégias
que visem desfavorecer a emergéncia das plantas.

Dessa maneira, 0 manejo integrado de plantas daninhas deve ser adotado,
através de técnicas que alterem a relacdo de competicdo entre a planta daninha e a
espécie econdmica, favorecendo a planta de interesse. Téchicas como 0 manejo de
biomassa sobre a superficie do solo, sdo estratégias que podem desfavorecer a
emergéncia das sementes de buva, logo a manutencdo desta palhada nas épocas
de ocorréncia de maior fluxo germinativo da espécie deve ser adotada, visando
reduzir o nimero de plantas emergidas (OLIVEIRA JR; CONSTANTIN; INOUE,
2011).

2.3 O herbicida paraquat

A molécula de paraquat (1,1’-dimethyl-4,4’-bipyridinium dichloride) (Figura 1) &
um herbicida com pressédo de vapor de 1,0 x 10* Pa, solubilidade em agua de
620.000 mg It (25°C), pertencente ao grupo quimico bipiridilios. Quando aplicados
sobre as plantas, sdo rapidamente absorvidos pelas folhas e sua eficacia nao é
afetada em casos de ocorréncia de chuvas 30 minutos apds a aplicacdo. No solo, o
paraquat é rapidamente inativado, uma vez que € prontamente adsorvido aos
coldéides devido a caracteristicas de ser um cétion forte. Logo, apesar de ser um
herbicida com alta persisténcia no solo com meia vida aproximada de 1000 dias,
seus efeitos sdo nulos devido a intensa adsorcdo (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

Figura 1 — Representacao da molécula de paraquat

Paraquat

WEEDSCIENCE COM

Fonte: HEAP (2019).

Paraquat é utilizado na aplicacdo em pds emergéncia de forma néao seletiva,
apresentando baixa translocacdo nas plantas, logo uma boa cobertura das folhas é
essencial para a eficiéncia do herbicida. E recomendado para o controle de

monocotiledéneas e dicotileddneas, caracterizando-se como um herbicida de amplo
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espectro, aplicado principalmente em operacfes de dessecacao pré-plantio, atraves
do manejo sequencial ou ainda como dessecante para uniformizar a colheita de
soja. De forma geral, sado herbicidas ndo seletivos, no entanto plantas de Agropyron
repens demonstram tolerancia a aplicacdo deste herbicida nos Estados Unidos.
Outra forma de aplicacdo de paraquat que possibilita a seletividade é através da
aplicacao dirigida na entre linhas de culturas perenes, como citros, evitando-se o
contato do herbicida com as plantas cultivadas (OLIVEIRA JR; CONSTANTIN;
INOUE, 2011).

A molécula de paraquat possui a habilidade de receber elétrons provenientes do
fotossistema | (PSI) das plantas durante o processo de fotossintese, tornando-se
uma molécula de radical livre, interrompendo o fluxo de elétrons e impedindo a
formacao de nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato (NADP). Porém os radicais
livres de paraquat ndo sdo os responsaveis pelos danos causados a planta, uma vez
gue estas moléculas sao altamente instaveis sofrendo rapidamente “auto oxidacéao”
e retornando a sua conformacao original, desviando mais elétrons do PSI. Durante o
processo de auto oxidacdo, ocorre a interacdo com moléculas de 4gua e oxigénio,
resultando na formacédo de peroxido de hidrogénio (H202), por intermédio da enzima
superéxido dismutase (SOD) e a formacdo de radicais hidroxila (OH) e anion
superéxido (O2) (LASCANO et al., 2003; NORMAN; FUERST, 1997). Estes radicais
sdo compostos altamente oxidantes e prontamente iniciam 0 processo de
peroxidacgéo lipidica, levando ao elevado estado de estresse oxidativo e morte da
planta (Figura 2) (MONACO; WELLER; ASHTON, 2002).

Em condicbes em que ndo ha a aplicacdo do herbicida, baixos niveis de
espécies reativas de oxigénio sdo formados, porém o mecanismo de defesa da
planta a partir de enzimas como SOD, APX e glutationa sdo capazes de degradar
estes agentes oxidantes, sem grandes danos a planta. No entanto, a quantidade de
espécies reativas formadas a partr da acdo do paraquat sdo elevadas,
sobrecarregando o mecanismo protetor das plantas, ndo sendo possivel impedir a
peroxidacdo de lipideos e rompimento da membrana (MONACO; WELLER;
ASHTON, 2002).
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Figura 2 - Representacdo do mecanismo de acdo do herbicida paraguat no

fotossistema | das plantas
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Fonte: MONACO; WELLER; ASHTON (2002).

Os sintomas nas plantas decorrentes da aplicacdo de paraquat sédo visiveis
algumas horas apés a aplicacdo, aparecendo tao rapidamente quanto maior for a
intensidade luminosa em que as plantas estdo expostas. Devido ao fato deste
herbicida possuir translocacdo limitada na planta, os sintomas manifestam-se
exatamente nas regides de contato entre a folha e o herbicida, através de
pontuacbes verde escuras seguidas de necrose do tecido foliar (MONACO;
WELLER; ASHTON; 2002).

2.4 Resisténcia de plantas daninhas ao paraquat

Atualmente, tem-se registros de 70 casos de resisténcia de plantas daninhas ao
paraquat em todo o mundo, distribuidos em 30 diferentes espécies (HEAP, 2019).
Varios paises relataram casos de resisténcia a este herbicida, iniciando em 1980 na
Hungria (POLOS et al., 1987), Taiwan, Japdo, Egito, Malasia, Canada, Estados
Unidos, Bélgica, Sri Lanka, Africa do Sul, Australia e o ultimo caso foi relatado em

2018 na Austrdlia. Os ultimos seis relatos de resisténcia foram feitos para espécies
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do género Conyza, sendo cinco deles para Conyza sumatrensis e trés destes casos
identificados no Brasil, especificamente na regido Oeste do Parana (HEAP, 2019).

O primeiro caso de resisténcia de buva ao paraquat no Brasil foi relatado por
Zobiole et al. (2019), para biétipos de Conyza sumatrensis coletados no Parana,
encontrando-se fatores de resisténcia que variaram entre 3,57 e 34,29, indicando
altos niveis de resisténcia, bem como a dose necessaria para reduzir em 50% a
biomassa seca das plantas resistentes (GRso) foi de 2007 g ha! paraquat.

Fuerst et al. (1985), a fim de elucidar o mecanismo de resisténcia de Conyza
bonariensis ao paraquat, verificou que o herbicida foi absorvido normalmente pela
planta, porém ndo atingiu seu ponto de acdo no fotossistema, sugerindo-se que o
possivel mecanismo desenvolvido pela planta para sobreviver a aplicacdo de
paraquat, seja pela compartimentalizagdo do herbicida em algum 6rgdo da planta,
possivelmente no vacuolo. JA Chase, Bewick e Shilling, (1998) estudou plantas de
Solanum americanum resistentes a este mesmo herbicida, e verificou que o
mecanismo de resisténcia desta espécie € o fluxo reduzido de elétrons no
fotossistema | da planta, fazendo com que as quantidades de espécies reativas de
oxigénio que sao produzidas na planta apos a aplicacdo do herbicida, ndo alcancem
concentracdes toxicas.

Um dos mecanismos ja identificados de desintoxicacdo de paraquat € através
da elevada atividade de enzimas antioxidantes em plantas de tomate (Lycopersicum
spp.) e ervilha (Pisum sativum L.) (TURCSANYI et al., 1994; VARTAK; BHARGAVA,
1999). Chiang et al. (2008), verificando o papel do sistema antioxidante em plantas
de Conyza sumatrensis resistentes ao paraguat constatou um rapido aumento da
enzima glutationa redutase logo ap6s a aplicacdo (1 HAA), além de uma maior
atividade de enzimas como a ascorbato peroxidase, superdxido dismutase e um
maior acumulo de malondialdeido (MDA) por parte das plantas sensiveis ao

herbicida, indicando uma maior peroxidagédo das membranas.

2.5 Resisténcia de plantas daninhas a herbicidas

A utilizacdo de herbicidas para o manejo de plantas daninhas € uma pratica que
tem se expandido em todas as condi¢cbes agricolas e ndo agricolas. E um dos
métodos mais eficientes e, em muitos casos, 0 mais econdmico. Desta maneira, 0

volume de aplicacdes de herbicidas em &reas agricolas leva ao desenvolvimento de
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um dos maiores problemas dos agricultores atualmente, a resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas.

O termo resisténcia de plantas daninhas a herbicidas € definido segundo
Christoffoleti e Nicolai (2016) como a capacidade inerente e herdavel de alguns
biétipos, dentro de uma determinada populacéo, de sobreviver e se reproduzir apos
a exposicao a dose de um herbicida que normalmente seria letal a uma populagéo
suscetivel da mesma espécie. Diferentemente de tolerancia, sendo este uma
caracteristica inata da espécie de sobreviver e se reproduzir apos a exposicdo ao
herbicida, logo uma planta daninha tolerante sempre possuiu a caracteristica de
tolerar determinado herbicida, antes mesmo da exposi¢cédo a este produto, como por
exemplo Richardia brasiliensis, Commelina benghalensis e Ipomoea spp. sé&o
espécies tolerantes ao herbicida glyphosate.

O primeiro relato de um caso de planta daninha resistente no mundo foi
realizado nos Estados Unidos para Convulvulus arvensis resistente ao 2,4-D no
estado do Kansas em 1964. No Brasil, o primeiro caso foi relatado em 1993 para
Bidens pilosa resistente aos inibidores da ALS e atualmente, tem-se 50 casos de
resisténcia no Brasil, sendo o caso mais recente referente a resisténcia multipla de
Conyza sumatrensis a cinco diferentes mecanismos de acédo (HEAP, 2019).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas existe basicamente devido a
diversidade genética natural existente em uma populacdo da espécie em questao.
Trata-se de uma frequéncia inicial, normalmente baixa, de individuos resistentes em
uma populacdo, sendo o herbicida um agente de selecdo da resisténcia e ndo o
causador propriamente dito. Uma vez que se tem a ocorréncia de biotipos
resistentes em baixa frequéncia inicial, apos a aplicacdo do herbicida apenas estes
individuos deverdo sobreviver e se reproduzir, aumentando a frequéncia de plantas
gue expressam a caracteristica da resisténcia (CHRISTOFFOLETI; NICOLAI, 2016).
Dessa maneira, 0 aumento no niamero de casos de resisténcia de um determinado
herbicida ira depender da frequéncia inicial destes individuos e da pressédo de
selecéo exercida pelo herbicida através do uso repetitivo de um mesmo mecanismo
de agéo.

A resisténcia de plantas daninhas pode ser simples, cruzada ou multipla. A
resisténcia simples refere-se a uma espécie que resiste a aplicacdo de unico
herbicida, como por exemplo Chloris elata resistente ao glyphosate (BRUNHARO et

al., 2016). A resisténcia cruzada trata-se de uma planta daninha que resiste a
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herbicidas de um mesmo mecanismo de acdo, porém pertencentes a grupos
guimicos distintos. Este fato ocorre devido a alteragcbes no sitio de ligacdo do
herbicida, tendo como exemplo a resisténcia de Amaranthus palmeri ao chlorimuron-
ethyl, imazethapyr e cloransulan-methyl classificados nos grupos quimicos das
sulfonilureias, imidazolinonas e triazolpirimidinas, respectivamente, todos inibidores
da ALS (GONCALVES NETTO et al., 2016). Ja os casos de resisténcia multipla séo
referentes a biotipos que resistem a herbicidas de mecanismos de acgao diferentes,
como por exemplo o caso de Conyza sumatrensis resistente aos inibidores da
EPSPs, ALS e PSI. Este tipo de resisténcia caracteriza-se como um dos mais
preocupantes no cendrio atual, uma vez que nestes casos as op¢des de produtos
disponiveis para a aplicagdo tornam-se escassos, limitando as alternativas de
controle (CHRISTOFFOLETTI; NICOLAI, 2016; HEAP, 2019).

Sabe-se que a resisténcia se desenvolve devido a aplicacdo repetida de um
mesmo mecanismo de acado de herbicida, uma vez que as popula¢cdes de plantas
daninhas se adaptam a esta selecdo, alterando sua composi¢cao genética de tal
modo que a frequéncia alélica aumenta, consequentemente conferindo aumento no
namero de individuos resistentes (JASIENIUK; BRULE-BABEL; MORRISON, 1996).

A evolucdo dos casos de resisténcia pode ser explicada por fatores agrupados
em genéticos, bioecolégicos e agronémicos. Os fatores inerentes a populacédo de
planta daninha sao classificados em genéticos, a interacdo entre a planta e o
ecossistema em que ela se encontra € responsavel pelos fatores bioecologicos, ja
fatores decorrentes das praticas agricolas utilizadas no campo séo atribuidos aos
fatores agronémicos (CHRISTOFFOLETTI e NICOLAI, 2016).

Entre os fatores genéticos que mais impactam a evolucao da resisténcia, tem-se
a frequéncia inicial do genoma resistente em uma populacdo de planta daninha.
Segundo Harms e Dimaio (1991) e Saari; Cotterman; Thill, (1994) estima-se que a
frequéncia inicial de individuos resistentes em populacfes de Arabidopsis thaliana e
Nicotiana tabacum é de 1 x 10° e 2,7 x 108, respectivamente. A dominancia do gene
de resisténcia € outro ponto importante sobre a evolucdo dos casos, pois alelos
dominantes podem ocorrer em maior frequéncia em uma populacdo, além de
ocorrerem em genaotipos heterozigotos (CHARLESWORTH, 1992; JAMES, 1965).

Caracteristicas das plantas daninhas como o ciclo de vida curto, producdo de
sementes elevada, varias geracdes reprodutivas em um mesmo ano e a diversidade

genética sado fatores bioecologicos importantes no aparecimento de resisténcia
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(CHRISTOFFOLETI; VICTORIA FILHO; SILVA, 1994; VIDAL; FLECK. 1997). O
banco de sementes de determinada espécie pode retardar o aparecimento da
resisténcia, pois o tempo para esgotar as sementes de biotipos suscetiveis pode ser
maior (CHRISTOFFOLETTI; NICOLAI, 2016).

Os fatores agrondémicos sao atribuidos as praticas agricolas que levam a
selecéo de biotipos resistentes, como 0 uso repetido de um mesmo herbicida ou de
herbicidas de um mesmo mecanismo de acdo durante varias safras seguidas,
exercendo uma elevada pressao de selecéo sobre uma populacdo especifica. Outro
ponto € o uso de herbicidas com residuais prolongados, como por exemplo os
pertencentes ao grupo quimico das triazinas, uma vez que as germinacdes
sucessivas de novas plantas sob efeito do herbicida levam a um aumento de
individuos resistentes na populacao (VIDAL; FLECK, 1997).

A suspeita de plantas daninhas resistentes inicia-se a partir de falhas de
controle em areas agricolas. Porém estas falhas podem ser atribuidas a outros
fatores, os quais devem ser investigados antes de assumir um possivel caso de
resisténcia. Estes fatores séo referentes as caracteristicas do herbicida utilizado,
biologia da planta daninha em questéo, fatores referentes a aplicacdo e condicdes
climaticas durante a aplicacdo e nas primeiras horas seguintes. Fatores historicos
também devem ser considerados, como o histérico de controle desta espécie e a
ocorréncia de falhas em areas vizinhas (CHRISTOFFOLETI et al., 2016).

O método mais comum de diagnosticar resisténcia é através da curva de dose
resposta, que consiste em coletar sementes das plantas com suspeita de resisténcia
e cultivar em vasos em casa de vegetacdo. Sao realizadas avaliacfes de controle e
guantificacdo da biomassa seca das plantas aos 28 DAA, obtendo-se assim o0 Cso €
GRso, 0ouU seja, a dose necessaria para controlar 50% do biétipo em questéo (Cso) ou
a dose necesséria para reduzir em 50% a biomassa seca deste bidtipo (GRso).
Através da razdo entre o GRso do bibtipo possivelmente resistente e o0 GRso do
bidtipo suscetivel, obtém-se o fator de resisténcia (FR = R/S) valor no qual expressa
0 numero de vezes em que a dose necessaria para reduzir 50% da massa seca do
biétipo resistente € superior a dose necessaria para reduzir 50% da massa do
biétipo suscetivel. A resisténcia € confirmada quando o valor de FR é superior a 1,0
(HEAP, 2005).
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2.6 Mecanismos de resisténcia

2.6.1 Alteracéo do sitio de acao

Cada herbicida possui um local especifico de atuacdo dentro da planta (sitio-
alvo de acdo), onde sua acao resulta na dificuldade de ocorréncia de um processo
ou funcéo particular dentro da mesma, ou seja, ocorre perda de afinidade do
herbicida pelo local de acdo. Se este local de ligacdo é alterado (alteragBes na
conformacado) a molécula herbicida é incapaz de se ligar ao local onde atua como
agente inibidor, ndo ocorrendo interrupcdo ou inibicdo dos processos metabdlicos
em que atua, deixando assim de exercer sua acdo herbicida (BORGATO;
GONCALVES NETTO, 2016).

Alteracdo do local de acdo significa que a molécula herbicida diminui sua
capacidade de inibir esse ponto, devido a uma ou mais alteracdes na estrutura deste
local. Porém, dentro de uma populacdo de bidtipos resistentes ocorrem diferentes
niveis de resisténcia ou de susceptibilidade, que podem estar relacionados com o
tipo de mutacdo ocorrida com as formas alélicas do gene, tipo de molécula ou, tipo
de mecanismo que esta proporcionando a resisténcia (SILVA; VARGAS; FERREIRA,
2007).

Resisténcia de plantas daninhas a herbicidas que apresentam este mecanismo
sédo encontrados para os inibidores da ALS e fotossistema Il. A alteracdo do sitio de
acao do herbicida é decorrente de trocas nas sequéncias de aminoacidos que o
constituem. Para os casos de resisténcia aos inibidores da ALS, segundo Heap
(2018) tem-se 36 espécies relatadas com resisténcia a herbicidas deste mecanismo
através da alteracdo do aminoacido triptofano por uma leucina na posicdo 574
(Trp574Leu), no entanto tem-se conhecimento de ao menos 15 alteracbes de
diferentes aminoacidos em diferentes posicdes.

Além dos inibidores da ALS, tem-se relatos de espécies como o capim pé-de-
galinha (Eleusine indica) resistente a herbicidas inibidores da ACCase, através da
alteracdo de Asp2078Gly. A mutacdo do gene psbA, que é codificador da proteina
D1 (sitio de ligacdo de herbicidas inibidores do fotossistema Il) € responsavel por
resisténcia de algumas plantas daninhas a herbicidas deste mecanismo de agéo,
como é o caso do Amaranthus powellii. A substituicio de uma valina por uma

isoleucina na posicdo 219, conferiu resisténcia desta espécie as triazinas.
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(DUMONT; LETARTE; TARDIF, 2016). No entanto, diferentes mutacfes conferem
resisténcia a diferentes herbicidas deste mecanismo de acdo, como a resisténcia de
Poa annua ao amicarbazone ou de Echinochloa colona ao metribuzim devido a
alteracdo de uma serina por uma glycina na posicdo 284 (CHRISTOFFOLETI,
NICOLAI 2016).

2.6.2 Amplificacdo génica

Este mecanismo é caracterizado pela presenca de diversas copias da sequéncia
de DNA que codifica a expressado génica de sintese da enzima relacionada a agao
do herbicida. As plantas que possuem esse mecanismo de resisténcia sintetizam
inmeras copias da enzima sobre a qual o herbicida atua. Deste modo, a dose do
herbicida utilizado se torna insuficiente para inibir todas as enzimas produzidas e o
herbicida ndo causa a morte da planta (BORGATO; GONCALVES NETTO, 2016).

Estudos realizados por Gaines et al. (2010), indicam uma amplificacdo do gene
EPSPS em bidtipos de Amaranthus palmeri resistente ao glyphosate, em niveis
elevados de expressao, e este mecanismo confere alta resisténcia ao glyphosate de
forma que a concentracdo do herbicida utilizada ndo é capaz de inibir todas as
enzimas presentes na planta, ndo apresentando eficacia de controle. Nestes
estudos, Gaines et al. (2010), verificaram aumento no ndmero de cépias do gene
que expressa a enzima EPSPs, levando a reducdo no acumulo de shikimato,
metabdlito no qual seu acumulo indica atuacdo do glyphosate na rota do &cido
shikimico. Ainda nestes estudos, os autores verificaram que o niumero de cépias do
gene EPSPs foram de 5 a 160 vezes maior em biétipos resistentes com relacdo aos
biétipos suscetiveis, comprovando-se assim a grande problemética da resisténcia
desta planta daninha ao herbicida glyphosate, apresentando elevados fatores de
resisténcia.

Chatam et al. (2015), estudando diferentes populacdes de Amaranthus
tuberculatus resistentes ao glyphosate em lllinois, Estados Unidos verificaram que
esta espécie apresenta varios casos de resisténcia em todo o estado devido a
amplificagéo génica, a qual variou de 1,4 a 8,6 vezes quando comparado a biotipos

sensiveis.
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2.6.3 Metabolizacdo ou desintoxicacdo do herbicida

Este mecanismo de resisténcia € caracterizado pela rapida decomposicdo do
herbicida pela planta a compostos nao toxicos, ou seja, o herbicida € transformado
dentro da planta antes que se ligue ao sitio de agcdo em concentracdes suficientes
para causar o efeito herbicida. Estudos conduzidos por Yu et al. (2009), verificaram
gue a resisténcia de Lolium rigidum ao herbicida chlorsulfuron, inibidor da ALS é
devido a rapida metabolizacdo do herbicida pela enzima P450, uma vez que a dose
letal para controlar 50% da populacdo resistente (LDso), foi de 200 g i.a ha?t e
guando as plantas resistentes foram submetidas a aplicacdo de um inseticida que
inibe a acdo da enzima P450 (malathion) a LDso foi 8 vezes inferior, chegando a 25 g
i.a ha?l, demonstrando assim a acdo da enzima na rapida metabolizacdo do

herbicida.

2.6.4 Absorcgéo e/ou translocacao diferencial

Nas plantas que possuem esse mecanismo de resisténcia, ocorre uma reducéo
no processo de translocacéo do herbicida nos tecidos vegetais, como também pode
ocorrer maior retencao foliar do herbicida, fazendo com que a quantidade do produto
gue atinge o alvo seja bastante reduzida, ndo sendo capaz de causar efeitos
fitotdxicos significativos a planta (BORGATO; GONCALVES NETTO, 2016).

Brunharo et al. (2016), estudando o mecanismo de resisténcia de Chloris elata
ao glyphosate, constataram que a absor¢cédo do herbicida por biétipos resistentes foi
inferior aos bibtipos suscetiveis, demonstrando assim reducdo na absorcdo do
herbicida. O mesmo estudo foi possivel constatar que a quantidade de glyphosate
encontrado nas folhas tratadas de C. elata foi maior em plantas resistentes, bem
como a quantidade encontrada em folhas néo tratadas foi inferior em bi6tipos
resistentes, demonstrando assim a reducéo da translocagéao do herbicida na planta,
levando o mesmo a localizar-se em maiores concentragcdes na folha tratada,

dificultando a distribuigdo do herbicida, bem como o controle satisfatorio.

2.6.5 Compartimentalizacao do herbicida

Neste caso a molécula do herbicida torna-se inativa, pois &€ conjugada com

metabdlitos da planta, ou também pode ser removida das partes metabolicamente
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ativas da célula e armazenada em locais inativos, como o vacuolo. Um exemplo
muito conhecido é o0 caso da resisténcia de buva (Conyza canadensis) ao
glyphosate. Ge et al. (2010), constatou acumulo de glyphosate nos vacuolos
celulares de C. canadensis. A quantidade de glyphosate armazenada no vacuolo,
neste caso foi de até 3 vezes mais com relacdo ao encontrado no citoplasma da
célula apos 24 horas da aplicacdo, demonstrando rapida compartimentalizacdo do
herbicida. Com isso, a quantidade da molécula que atinge o sitio de ligacdo torna-se
insuficiente para que ocorra o efeito deletério a planta, podendo ainda em alguns
casos a quantidade que atinge o sitio de acdo ser uma sub dose, possibilitando
efeitos secundarios como hormesis, podendo resultar em maior desenvolvimento da
planta daninha, além da antecipacao do florescimento (GOMES, 2014).

Outro fato interessante relatado por Ge et al. (2011), para este caso de
resisténcia, foi de que este mecanismo € dependente da temperatura ambiente em
gue a planta se encontra. Em seus estudos, verificou-se que quando as plantas
foram cultivadas em temperaturas de 12°C dia e 8°C noite, a propor¢éo do herbicida
encontrado no vacuolo e no citoplasma eram basicamente as mesmas. Porém,
guando a temperatura foi elevada até 20°C, a quantidade de glyphosate no vacuolo
era maior proporcionalmente a quantidade encontrada no citoplasma da célula. Este
comportamento refletiu-se no controle desta espécie de planta daninha resistente no
campo, onde ao serem aplicadas em temperaturas superiores o controle foi de 40%
em doses mais elevadas, porém ao serem tratadas em condi¢cdes de temperaturas

amenas, o controle chegou a 60%.
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3 MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos em casa de vegetacdo no Nucleo de Pesquisas
Avancadas em Matologia (Nupam), localizado na faculdade de ciéncias agrondmicas
- FCA da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (Unesp) campus
de Botucatu, SP. As condi¢bes proporcionadas pela casa de vegetacédo foram de
temperatura média de 25°C + 2 e umidade relativa do ar em 60% com incidéncia de
luz natural.

As sementes de buva utilizadas para o estudo (resistentes e suscetiveis) séo
provenientes de populagbes conhecidas e com resisténcia reportada, coletadas na
regido de Assis Chateaubriand, PR (ZOBIOLE et al., 2019). Os bibtipos resistentes
foram coletados nas coordenadas 24°16'53,8” S 53°30°47,5” O, ja o biotipo
suscetivel foi coletado nas coordenadas 24°16'07”S 53°39'42’0 (Figura 3). Os
bidtipos resistentes foram obtidos a partir da coleta de sementes no campo,
proveniente de plantas que sobreviveram ap6s a aplicacdo de 400 g i.a ha? de

paraquat e estas cultivadas em casa de vegetacdo para obtencdo da geracéo F1.

Figura 3 - Localizagdo dos pontos de coleta dos biotipos resistentes (R) e suscetivel
(S) naregido de Assis Chateaubriand, PR.
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A pesquisa foi dividida em trés experimentos. Para todos os estudos, sementes
de buva foram semeadas superficialmente em bandejas de isopor e apos a
emergéncia, foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade de 0,35 |
preenchidos com substrato Carolina® composto por turfa de esfagno, vermiculita e
casca de arroz carbonizada, com pH 5,7 (x0,5). Na conducao destes ensaios, 20
vasos com capacidade de 1,7 | foram reservados e as plantas conduzidas até o fim
do ciclo para producdo de sementes.

Para a aplicagdo dos tratamentos utilizou-se um simulador de aplicagao
pertencente ao Nupam, constituido por uma barra de pulverizacdo com 2 metros de
largura, tracionada por um conjunto de motor elétrico e modulador de frequéncia,
tornando possivel o controle da velocidade de trabalho. A barra € composta por
quatro pontas de pulverizacdo XR 110.02 VS, espacadas em 0,5 m e dispostas a 0,5
m de altura em relacdo as unidades experimentais. A pressao de trabalho utilizada

foi de 2,0 Kgf cm2, com velocidade de 3,6 Km ht e volume de calda de 200 | ha™*.

3.1 Experimento |: Caracterizag&do da Resisténcia

Sete bidtipos de C. sumatrensis resistentes ao paraquat e um suscetivel, foram
cultivados e submetidos a experimentos de curva dose-resposta, os quais foram
dispostos em delineamento inteiramente casualizados (DIC) com 7 tratamentos,
destacando-se a dose comercial recomendada em bula (Tabela 1) e quatro
repeticbes. Os tratamentos foram aplicados quando as plantas atingiram de 8 a 10
cm de altura com aproximadamente de 8 a 10 folhas. Para tanto, utilizou-se o
produto comercial Gramoxone® 200 (200 g I paraquat) associado ao adjuvante

Agral® a 0,1% v/v.

Tabela 1 - Doses de paraguat aplicadas no experimento de curva dose-resposta em
bi6tipos de Conyza sumatrensis

Tratamento Dose de paraquat Dose de paraquat % da dose
(Lha™) (gi.aha?) recomendada (I ha)
1 0,0 0 0
2 0,5 100 o5
3 1,0 200 50
4 2,0 400 100
> 4,0 800 200
6 8,0 1600 400
! 16,0 3200 800
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As plantas foram conduzidas até 28 dias ap0s a aplicacdo (DAA), onde foram
coletadas e acondicionadas em sacos de papel para secagem em estufa de
circulacdo de ar forcada a 60°C durante 5 dias até atingirem peso constante,
posteriormente pesou-se essas amostras em balanca de preciséo (0,001g) obtendo-
se a biomassa seca destas plantas.

A partir dos modelos estatisticos descritos no item 3.4, obteve-se a dose
necessaria para reduzir em 50% a biomassa seca (GRso) dos biotipos resistentes e
do bidtipo suscetivel. Através da razdo entre GRso do biotipo resistente e GRso do
bidtipo suscetivel, obteve-se o fator de resisténcia (FR=R/S), representando quantas
vezes a dose necessaria para reduzir 50% da biomassa seca do bibtipo resistente é
superior comparado a dose para controle de 50% das plantas suscetiveis. Dessa
maneira, selecionou-se o bibtipo que apresentou o maior fator de resisténcia para
estudos comparativos com um bidtipo suscetivel, sendo representados como

resistente (R), e suscetivel (S) no presente estudo.

3.2 Experimento II: Anélises Morfolégicas e Fluorescéncia da Clorofila

Foram conduzidos experimentos em duplicata entre os meses de outubro a
dezembro/2018 (estudo 1) e mar¢co a maio/2019 (estudo 2), nos quais foram
avaliados a altura de plantas, area foliar e acimulo de biomassa seca dos biotipos R
e S, provenientes da mesma geracdo F1 a qual a resisténcia foi caracterizada.
Ambos estudos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizados para
andlise de crescimento dos bidtipos selecionados. Para tanto, as plantas foram
cultivadas em vasos plasticos de 0,35 | e mantidas em bandejas de metal com
lamina de agua de aproximadamente 5 cm durante dez semanas, onde os biétipos
nao receberam aplicacdo do herbicida. Semanalmente, cinco plantas de cada biotipo
foram selecionadas ao acaso para avaliacdo de altura (cm), a partir da base até a
insercdo da ultima folha, area foliar (cm?) utilizando um medidor automaético de area
foliar modelo LI-3100C da LI-COR®, além da coleta das plantas para secagem e
obtencdo da biomassa seca (g) utilizando o mesmo método adotado no primeiro
experimento.

Avaliou-se a densidade estomaética (estdmatos/cm?) e o tamanho médio dos
estdmatos (um?) da parte adaxial e abaxial das folhas no estudo 2. Para isso,

selecionou-se cinco plantas de cada biotipo em estadio de aplicacdo
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(aproximadamente 8 cm) que nao receberam a aplicacdo de herbicida, destacando-
se 2 folhas por planta para o preparo de laminas em laboratorio.

As laminas foram preparadas com a aplicagdo de cola cianoacrilato (“Super
Bonder®”) sobre a superficie adaxial e abaxial das folhas selecionadas. Apés breve
secagem da folha sobre a lamina, retirou-se o material vegetal permanecendo
apenas as marcas da estrutura da epiderme sobre a lamina. Para a observacéo,
utilizou-se microscopio éptico equipado com uma camera fotogréafica (Moticam® Pro
282A) (Figura 4), onde com o auxilio do software Motic Images Plus 2.0® foi possivel
a visualizacdo e avaliacdo dos estdbmatos. A contagem foi realizada em cinco
diferentes regides de cada folha, bem como a medicdo do tamanho dos estématos,
sendo cada contagem realizada em uma area média de 8 mm?.

A avaliacao da taxa de transporte de elétrons (ETR) na auséncia do herbicida foi
realizada semanalmente, utilizando um fluorémetro portéatil (Multi-Mode Chlorophyll
Fluorometer OS 5p — Opti Sciences®), com cinco repeticdes de leituras por planta
tratada, adotando-se o protocolo Yield para as medi¢cdes. Um experimento paralelo
foi conduzido para o monitoramento de ETR das plantas quando tratadas com
paraquat. Para isso, os biotipos foram submetidos a aplicacdo de 800 g i.a ha de
paraquat com quatro repeticdes e monitorados a taxa de transporte de elétrons e o
rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm) as 0, 4, 8, 16, 32, 64 e 128

horas apds a aplicacao (HAA).
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Figura 4 — Microscépio Optico utilizado para as avaliacdes de densidade estomatica e
tamanho de estématos das plantas de Conyza sumatrensis resistentes e suscetiveis

ao paraquat

Foto: Vinicius Gabriel Caneppele Pereira #2019

3.3 Experimento lll: Analises Bioquimicas e Fisioldgicas

No experimento lll, as plantas foram submetidas a aplicacdo de duas doses de
paraquat (0 e 800 g i.a ha') com quatro repetices em delineamento inteiramente
casualizados (DIC). Apés a aplicacédo, as plantas foram mantidas em pleno sol para
a avaliacdo das trocas gasosas nos periodos de 2, 4 e 24 HAA com analisador de
gases a infravermelho (IRGA, modelo portétil LI-6400xt, LI-COR), utilizando radiacéo
fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1000umol fétons m-2s?t), concentracdo
atmosférica de COz2, temperatura e umidade ambiente.

As variaveis obtidas a partir da analise de trocas gasosas foram: taxa de
assimilacao liquida do CO:2 (A), condutancia estomatica (gs), taxa transpiratéria (E) e
concentragdo interna de carbono (Ci). A eficiéncia do uso da agua (EUA) foi
calculada a partir da razédo A/E e a eficiéncia de carboxilacdo (EC) através da razao
A/Ci.

Com relacdo as analises biogquimicas, avaliou-se a atividade das enzimas do
sistema antioxidativo: superéxido dismutase (SOD — EC 1.15.1.1), catalase (CAT —
E.C 1.11.1.6), peroxidases (POX — EC 1.11.1) e ascorbato peroxidase (APX —
1.11.1.11), visando avaliar o mecanismo antioxidante das plantas. A concentracao
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do complexo aldeido malénico — TBA (MDA-TBA) foi avaliada, a fim de verificar os
danos oxidativos causados a membrana celular. Para isso, as plantas foram
amostradas 4 HAA, coletando-se as folhas, armazenando-as em envelopes de papel
aluminio sendo instantaneamente alocadas em nitrogénio liquido, e posteriormente
armazenadas em ultra freezer a -80°C.

Para a quantificacdo das enzimas SOD, CAT, POX e APX, aliquotas de 300 mg
das folhas foram maceradas em nitrogénio liquido, posteriormente extraidas em
tampéo fosfato de potassio 0,1M, pH 6,8, acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
0,1mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1%
(p/v). As amostras foram homogeneizadas, centrifugadas a 12.000 g a 4°C por 15

minutos e o0s sobrenadantes coletados para as andalises enziméaticas.

3.3.1 Atividade da SOD

A atividade de SOD foi analisada adicionando-se 50 ul do sobrenadante a 2950
pl de um meio de reacdo composto por tampéao fosfato de sédio 50mM (pH 7,8)
contendo metionina 13mM, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75uM, EDTA 0,1mM e
riboflavina 2 uM. A reacdo foi conduzida em camara equipada com luz fluorescente
de 15W a 25°C por 10 minutos. A iluminacdo foi interrompida para a leitura da
absorbancia da formazana azul, obtida pela fotorredugcdo do NBT em
espectrofotometro (UV-2700, UV-VIS Spectrophotometer, Shimadzu) (Figura 5) em
comprimento de onda de 560nm. O branco foi constituido da amostra vegetal e o
meio de reacdo mantidos no escuro durante 0 mesmo tempo e temperatura. Definiu-
se como uma unidade de SOD a quantidade de enzima necessaria para inibir 50% a

fotorreducéo do NBT, sendo expresso em U min* mg? proteina.
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Figura 5 — Espectrofotdmetro UV-2700, UV-VIS, Shimadzu®, utilizado para as anéalises
bioquimicas

Foto: Vinicius Gabriel Caneppele Pereira - 2049

3.3.2 Atividade da CAT

A guantidade de 50ul do extrato vegetal foi adicionado a 950uL de meio de
reacdo contendo tampao fosfato de potassio 50mM (pH 7,0) e H202 12,5mM
(HAVIR; MCHALE, 1987). A absorbancia foi obtida em espectrofotémetro (Figura 5)
no comprimento de onda de 240nm apds 1 minuto, sendo o branco composto por
950uL do meio de reacdo e 50ul de agua destilada. Determinou-se a atividade
enzimatica pela absorbancia e do coeficiente de absortividade de 36 Mt cm™ e o

resultado expresso em pmol de H202 mint mg™ proteina.

3.3.3 Atividade da POX

Extrato bruto de 100ul foi adicionado a 4900uL do meio de reacgéo constituido
de tampao fosfato de potassio 25mM (pH 6,8), pirogalol 20mM e H202 20mM (KAR;
MISHRA, 1976). A producao de purpurogalina foi determinada pela medida da
absorbancia em espectrofotometro (Figura 5) no comprimento de onda de 420nm, a
25°C, sendo toda a reacéo e leituras conduzidas na auséncia de luz. A atividade
enzimética foi calculada utilizando-se a absorbancia e o coeficiente de extingao
molar de 2,47 mM?1 cm? (CHANCE; MAEHLEY, 1955) e expressa em pmol de

purpurogalina min-t mg* proteina.
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3.3.4 Atividade da APX

Para a analise de ascorbato peroxidase, 50ul do extrato vegetal foram
adicionados a 950ul do meio de reacédo contendo tampéao fosfato de potassio 0,05M
(pH 7,0), acido ascorbico 0,8Mm e H202 1,0Mm (NAKANO; ASADA, 1981). A
atividade enzimética foi determinada pela medida da absorbancia através de
espectrofotometria (Figura 5) no comprimento de onda de 290nm a 25° C
considerando o coeficiente de extincdo molar de 2,8Mm™* cm™. O resultado foi

expresso em pmol de acido ascérbico mint mg? proteina.

3.3.5 Concentracdo de Proteina

Realizou-se a diluicdo de 125ul da amostra vegetal extraida em 375ul de agua
em tubos de ensaio, adicionando-se posteriormente 50ul da diluicdo em 950ul de
reagente Bradford (BRADFORD,1976), aguardando-se 15 minutos para o inicio das
leituras em cubetas de plastico em espectrofotometro (Figura 5) no comprimento de
onda de 595nm. A curva padréo foi previamente preparada através de quantidades
conhecidas de albumina de soro bovina (BSA) entre 0 e 16ugl™.

3.3.6 Peroxidacao de Lipideos

Avaliou-se ainda a concentracdo do complexo aldeido malénico-TBA
(peroxidacdo de lipideos) nas plantas tratadas. Para isso, 250mg do material
coletado foi macerado em nitrogénio liquido, homogeneizado em &cido
tricloroacético (TCA) 1% e centrifugado a 12000g, a 4°C, por 15 minutos (GOMES-
JUNIOR et al., 2006). Aliquotas de 500ul dos sobrenadantes foram adicionadas a
1500ul de solucédo de TBA 0,5% em TCA 20% e incubadas em banho seco a 90°C.
Apds 20 minutos, a reacdo foi paralisada em banho de gelo durante 10 minutos,
posteriormente sendo centrifugadas a 4000g por 5 minutos a 4°C e as absorbancias
determinadas a 532 e 600nm em espectrofotdmetro (Figura 5). A concentracdo do
complexo malondialdeido (MDA) -TBA foi estimada utilizando-se a absorbancia e
coeficiente de absortividade de 155mM1 cm (HEATH; PACKER, 1968).
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3.4 Analises dos dados

Os dados de biomassa seca referentes ao experimento para a caracterizacdo da
resisténcia foram submetidos a analise de variancia e analise de regressao e
qguando significativos, foram ajustados ao modelo de regresséo logistica nao-linear
proposto por Streibig (1988) (1):

a
y= m 1)

Onde: y é a variavel resposta, a € a amplitude entre o ponto maximo e minimo
da variavel, x é a dose do herbicida (g ha?), b é a dose que promove 50% de
resposta da variavel e c € a declividade da curva ao redor de b.

Uma vez que o modelo logistico ndo linear propde valores estimados de GRso,
optou-se por usar o modelo matematico da equacado inversa de Streibig (1988),
conforme proposto por Souza et al. (2000), seguindo a metodologia utilizada nos
altimos relatos de resisténcia (ZOBIOLE et al., 2019; TAKANO et al., 2017).

)% @)

As demais variaveis foram submetidas a andlise de variancia pelo teste F

x=b(

Z-1
y

(p=<0,05) e as médias comparadas pelo teste de tukey a 5% de probabilidade
(p=<0,05). Para todas as variaveis calculou-se o intervalo de confianca pelo teste t,
através da equacéao 2:

IC =

t«DP
vn

®3)

Onde, t refere-se ao valor de t tabelado (p<0,05), DP o desvio padrdao dos dados

€ n 0 numero de amostragens.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento |: Caracterizacdo da Resisténcia

A caracterizagdo da resisténcia dos biotipos estudados foi confirmada, uma vez
gue os dados de biomassa seca apresentaram bom ajuste ao modelo proposto por
Streibig (1988), sendo os parametros da equacédo, bem como o fator de resisténcia

(FR) apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Par@metros estimados (a, b e ¢) do modelo logistico néo linear e o fator de
resisténcia de biétipos de Conyza sumatrensis para biomassa seca.

Biotipo a b (GRso) c r? FR
Bl 101,8256 7564,94 0,6619 0,9754 184,71
B2 101,6153 400,5742 0,6366 0,9455 9,78
B3 101,6466 3033,2786 0,6959 0,9754 74,06
B4 102,3506 837,1445 0,5908 0,9439 20,44
B5 100,1003 1497,5212 0,3679 0,9920 36,56
B6 101,5303 1521,2408 0,4780 0,9585 37,14
B7 101,3964 2700,063 0,4288 0,9402 65,93

S 100,0112 40,9553 1,227 0,9994 --

O bidtipo selecionado para as andlises de caracterizacdo morfofisiolégica e
bioquimica foi o biétipo 1 (B1), o qual apresentou o maior fator de resisténcia
(184,71), sendo a dose necessaria para reduzir em 50% a biomassa seca em
relacdo ao biotipo suscetivel (7564,94 g i.a ha?') 18,9 vezes maior do que dose
recomendada em bula (400 g i.a ha'). A curva de dose-resposta para a biomassa

seca (%) para o biotipo selecionado esta representada na Figura 6.



48

Figura 6 - Curva de dose-resposta para a biomassa seca (%) obtida aos 28 DAA de
paraquat para biotipos de Conyza sumatrensis
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- Barras correspondentes ao intervalo de confianca das médias (p<0,05)

O primeiro relato de resisténcia de buva ao paraquat no Brasil foi realizado por
Zobiole et al. (2019), identificando biotipos com fator de resisténcia variando entre
3,57 e 34,29 e GRso de até 2007 g i.a hal. Os elevados valores de FR para estes
estudos deve-se a extrema suscetibilidade do biotipo suscetivel, o que por sua vez
favorece a selecéo de individuos resistentes em uma populacédo. A suscetibilidade
do bidtipo “S” € comprovada através dos baixos valores encontrados de GRso (40,95
g i.a hal), possibilitando a distingdo entre os biotipos R e S, a fim de caracterizar
possiveis adaptacdes morfologicas, fisiologicas ou bioguimicas das plantas
resistentes.

Os valores de GRso encontrados podem variar de acordo com a época de
aplicacdo das curvas dose-reposta. Moretti et al. (2013), verificaram diferentes
valores de GRso durante as estacdes do ano para plantas de C. bonariensis
resistentes ao paraquat, variando de 940 g i.a ha! durante o verdo a 70 g i.a ha'
para o inverno. Ja Turcsanyi et al. (1998), verificaram valores distintos quando
aplicados em plantas de C. canadensis resistentes ao paraguat em diferentes
estadios de desenvolvimento, com FR de 450 e 1000 para plantas aplicadas durante

o estadio vegetativo e estadio de florescimento, respectivamente.



4.2 Experimento Il: Analises Morfoldgicas e Fluorescéncia da Clorofila

As figuras 7A, 7B, 7C e 7D demonstram o comportamento natural de
crescimento entre os biotipos R e S para as variaveis altura de plantas (cm) e area
foliar (cm?) dos estudos 1 e 2 e as figuras 8A e 8B para biomassa seca (g),

conduzidos entre os meses de outubro a dezembro/2018 (estudo 1) e margo a

maio/2019 (estudo 2).

Figura 7 - Comportamento da altura de plantas (cm) e area foliar (cm?) para o estudo 1

(A eB)eestudo 2 (C e D) de Conyza sumatrensis resistentes e suscetiveis ao
paraquat
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Figura 8 - Comportamento de acimulo de biomassa seca (%) de plantas de Conyza
sumatrensis resistentes e suscetiveis ao paraquat no estudo 1 (A) e estudo 2 (B)
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As plantas resistentes e suscetiveis pouco diferiram no crescimento natural em
altura durante dez semanas no estudo 1, porém as plantas resistentes apresentarem
crescimento levemente superior durante todo o periodo de avaliacdo. Apesar de
discreto, o estabelecimento superior inicial em estatura € um fator determinante para
a dominancia do espaco entre os bidtipos R e S, uma vez que as plantas mais altas
irdo sombrear outras plantas, reduzindo a incidéncia de luz e atuando de forma a
suprimir o crescimento das demais (GARRITY; MOVILLON; MOODY, 1992). Outros
autores identificaram diferenca no crescimento inicial de plantas do género Conyza
resistentes e suscetiveis a herbicidas como o glyphosate. Kaspary (2014) verificou
gue biotipos R de Conyza bonariensis apresentaram-se até 75% superiores em
altura com relacdo a biotipos suscetiveis, bem como Shrestha et al. (2010),
identificaram diferenca de 60 cm entre biotipos R e S para Conyza canadensis nos
Estados Unidos. No entanto, no estudo 2, verifica-se que o comportamento foi o
inverso, uma vez que as plantas suscetiveis demonstram maior desempenho em
altura. Porém, a maior estatura néo refletiu em maior acimulo de biomassa ou maior
area foliar. O menor crescimento das plantas no estudo 2 esta atrelado as quedas
de temperatura noturna durante os meses de margo a maio.

A competitividade das plantas de buva resistentes fica evidente para as
variaveis de area foliar e biomassa seca, onde percebe-se vantagem destes bibtipos
com relacdo a estas avaliacbes. As plantas resistentes demonstraram rapido
estabelecimento e desenvolvimento de area foliar, uma vez que na segunda semana

apos o transplante, apesar do tamanho das plantas, a proporcdo de area foliar dos
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biotipos resistentes foi 2,8 vezes superior as plantas suscetiveis. A partir da terceira
semana, a proporcdo foi menor, porém, de forma geral, R apresentou area foliar
64% superior a S durante o periodo de dez semanas apds o transplante no estudo 1,
e 20,2% para o estudo 2.

A superioridade em area foliar do biotipo R coloca estas plantas em condicdo de
vantagem frente ao biotipo S, possibilitando maior capacidade de interceptacdo de
luz e consequentemente maior acimulo de fotoassimilados e biomassa seca (SILVA
et al, 2009). Estudos conduzidos por Kaspary (2014) verificaram maior
desenvolvimento para biotipos de Conyza bonariensis resistentes ao glyphosate com
relacdo ao numero de folhas, altura, area foliar e acimulo de massa seca, revelando
que apesar do mecanismo de resisténcia, as plantas demonstram elevada
adaptabilidade ecoldgica.

Assim como a area foliar, o comportamento dos biotipos para o acumulo de
biomassa seca foi mantido. O bi6tipo R demonstrou maior incremento de massa
seca, acumulando em média durante todo o periodo 52,94% mais massa seca do
que as plantas suscetiveis no estudo 1 e 17,8% para o estudo 2. O maior incremento
esta diretamente relacionado a superioridade em area foliar das plantas resistentes,
aumentando a habilidade em aproveitar recursos essenciais para seu
desenvolvimento (SILVA et al., 2009)

Os primeiros estudos para caracterizacdo da adaptabilidade ecolégica de
biotipos resistentes e suscetiveis ao paraquat, sugerem um menor desenvolvimento
dos individuos resistentes, como por exemplo Hordeum glaucum na Austrélia
(PURBA; PRESTON; POWLES, 1993) e Conyza canadensis no Japao (ITOH;
MATSUNAKA 1990), nos quais as plantas suscetiveis demonstraram crescimento
mais vigoroso com relacdo as resistentes. No entanto, segundo Powles e Holtum
(1994) o comportamento de biotipos de buva resistentes ao paraguat ndo pode ser
generalizado, uma vez que Vaughn e Duke (1984) ja encontravam diferencas no
desempenho do aparato fotossintético de plantas de C. canadensis.

A repeticdo deste experimento (estudo 2) demonstrou menor desenvolvimento
de ambos os biotipos. Porém, o comportamento superior em desenvolvimento de
area foliar e acumulo de biomassa seca foi novamente observado para as plantas
resistentes. A diferenca no incremento de biomassa seca durante o periodo

avaliado, tendo em vista que ambos os biotipos receberam as mesmas condicoes
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para seu desenvolvimento, indicam superioridade no crescimento das plantas
resistentes.

Dessa maneira, mesmo que ndo ocorra a pressdo de selecdo exercida pelo
herbicida, os individuos resistentes tendem a apresentar condicbes que poderiam
Ihes conferir vantagem competitiva, resultando em um aumento na frequéncia destas
plantas em uma populacdo. Esta caracteristica deve reduzir o tempo necessario
para que ocorra a selecédo de biotipos resistentes, uma vez que quanto maior for a
frequéncia inicial destes individuos, menor ser4 o tempo necessario para que a
selecéo ocorra (VIDAL; FLECK, 1997; JASIENIUK; MAXWELL, 1994).

As avaliacoes referentes a densidade estomatica e tamanho de estbmatos das
superficies adaxial e abaxial das folhas das plantas resistentes e suscetiveis ao
paraquat, estéo representadas nas figuras 9A e 9B.

Figura 9 - Densidade estomética (A) e tamanho de estdmatos (B) dos biotipos de
Conyza sumatrensis resistente e suscetivel ao paraquat
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das médias (p<0,05).

Com relacdo as avalicdes de densidade estomatica Procopio et al. (2003),
confirmaram que espécies do género Conyza spp. sdo anfiestomaticas, ou seja,
possuem estbmatos tanto na face adaxial quanto na face abaxial das folhas,
justificando a necessidade de as avaliacbes serem realizadas em ambos os lados.
De maneira geral, a face adaxial das folhas apresentou menor quantidade de
estbmatos para ambos os bi6tipos, o que era esperado, uma vez que a presenca de
maior quantidade de estdmatos na face abaxial das folhas, permite a planta menor
perda de agua para o ambiente (GALVAN et al., 2012)
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O bidtipo R apresentou densidade estomatica superior em ambas as faces da
folhna com relacdo ao bibtipo S, diferindo estatisticamente das plantas sensiveis. A
distincdo entre os bittipos foi mais evidente na face abaxial das folhas (Figura 9A),
uma vez que plantas R apresentaram 53,4% mais estomatos nesta regido, enquanto
gue na face adaxial a diferenca foi menor, porém ainda assim expressiva, sendo
32,4% superior com relacdo a S. No entanto, a area destes estdbmatos na face
abaxial para plantas resistentes é cerca de 8,4% menor com relacdo ao bi6tipo S
(Figura 9B).

A reducdo na area dos estdmatos na superficie abaxial das folhas dos biotipos
resistentes, pode demonstrar uma adaptacédo por parte da planta, uma vez que por
apresentar maior densidade estomatica, a reducdo no tamanho destes estdmatos
seria uma alternativa a fim de controlar trocas gasosas e perdas de agua para o
ambiente, uma vez que estas duas variaveis estdo diretamente relacionadas com a
intensidade de transpiracdo das plantas e sdo altamente adaptaveis as condicdes
ambientais (PILLITTERI et al., 2007; IRVINE et al., 1998).

Os estdbmatos sdo basicamente responsaveis pelas trocas gasosas realizadas
entre a planta e o ambiente e séo altamente variaveis de acordo com 0 meio em que
as plantas se encontram (APEZZATO; GUERREIRO, 2003). Uma vez que ambos
biétipos foram conduzidos sob as mesmas condicdes em ambiente protegido, a
maior densidade estomatica expressa pelas plantas resistentes pode possibilitar o
aumento da condutancia de gases, reduzindo as chances de ocorrerem limitacdes
da fotossintese em fungéo de estresses do ambiente (LIMA JR et al., 2006).

A principal via de absorcdo dos herbicidas na superficie foliar é através da
cuticula, sendo menos comum a ocorréncia de absorcdo através dos estbmatos
(SCHONHERR; BUKOVAC, 1972). Porém, a penetracdo via estbmatos pode ocorrer
desde que a tensdo superficial da calda seja reduzida o suficiente para que isso
ocorra (MONACO; WELLER; ASHTON, 2002). De acordo com Ferreira et al. (2002),
o uso de alguns surfactantes siliconados poderia quebrar a tensédo superficial da
calda, melhorando o espalhamento do herbicida na superficie da folha e assim os
estbmatos desempenharem papel importante na absor¢cdo destes herbicidas. No
entanto, acredita-se que apesar das plantas resistentes apresentarem maior
densidade estomatica na face adaxial, o papel da absorcdo do herbicida via
estbmatos pouco influenciaria para a caracterizagdo da resisténcia ou

suscetibilidade dos biotipos.
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O comportamento diferencial da morfologia estomatica entre plantas resistentes
e suscetiveis a herbicidas ja foi relatado na literatura. Galvan et al. (2012), avaliando
a densidade estomatica das folhas de Lolium multiflorum resistentes e suscetiveis ao
glyphosate, verificaram que algumas populacdes resistentes apresentaram
densidade estomatica até 30% superior ao biotipo suscetivel na superficie foliar
abaxial. No entanto, Barroso et al. (2015), trabalhando com plantas de Digitaria
insularis resistentes e suscetiveis ao glyphosate, verificaram a maior presenca de
estbmatos na face abaxial das folhas em plantas suscetiveis em maior estadio de
desenvolvimento (V6).

Os detalhes da distribuicdo dos estdmatos na superficie adaxial e abaxial das
folhas das plantas suscetiveis e resistentes sdo demonstrados nas figuras 10A, 10B,

10C e 10D, respectivamente.

Figura 10 — Indicacao dos estébmatos presentes na superficie adaxial (A e B) e abaxial
(C e D) das folhas de Conyza sumatrensis suscetiveis e resistentes ao paraguat
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Foto: Vinicius Gabriel Caneppele Pereira - 2019
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As superficies analisadas da figura 10, referem-se a uma area de
aproximadamente 8 mm?, confirmando a constatacdo da maior quantidade de
estbmatos na face abaxial para ambos os bi6tipos (Figura 10C e 10D). Da mesma
maneira, fica evidente a diferenca da densidade estomética entre bidtipos R e S em
ambas as superficies.

Alguns dos mecanismos comumente relacionados a resisténcia de plantas
daninhas ao paraquat, referem-se a atividade de enzimas antioxidantes e ao
sequestro da molécula no vacuolo. Porém, hd um caso relatado por Chase, Bewick e
Shilling (1998), no qual foi verificada resisténcia de Solanum americanum ao
paraquat devido ao fluxo reduzido de elétrons no aparato fotossintético das plantas
resistentes, levando a reducdo na formacdo de espécies reativas de oxigénio,
consequentemente reduzindo a degradacéo das membranas.

Neste sentido, optou-se por avaliar o comportamento da taxa de transporte de
elétrons dos biotipos R e S na auséncia da aplicacdo de paraquat, a fim de verificar
possiveis diferencas no fluxo de elétrons que poderiam estar relacionadas a
resisténcia das plantas (Figura 11).

Figura 11 - Comportamento da taxa de transporte de elétrons (ETR) de plantas de
Conyza sumatrensis resistentes e suscetiveis ao paraquat
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Verificou-se que independentemente da época de avaliacdo ao longo do tempo,
o comportamento de ETR das plantas R e S foram semelhantes, variando de acordo
com a resposta ao ambiente, porém sem variagdes entre os biotipos que poderiam
ser atribuidas ao comportamento exclusivo de resisténcia ou suscetibilidade. No
entanto, conforme esperado, o comportamento dos biotipos apos a aplicacdo de 800

g i.a ha de paraquat foi diferente (Figura 12A).

Figura 12 — Comportamento de ETR (A) e Fv/Fm (B) das plantas de Conyza
sumatrensis resistentes e suscetiveis apés a aplicacdo de 800 g i.a ha! de paraquat
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- Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias (p<0,05).

A taxa de transporte de elétrons (ETR) e o rendimento quéantico do fotossistema
Il (Fv/Fm) de ambos os bidtipos decai poucas horas apos a aplicacdo do herbicida,
demonstrando a capacidade do paraquat em agir interrompendo o fluxo de elétrons
(TAIZ; ZEIGER, 2017). Com 4 HAA a porcentagem de ETR com relacdo as
respectivas testemunhas dos biotipos sem aplicacdo, cairam para 19,9% e 6,5%
para R e S, respectivamente, permanecendo em queda até 8 HAA. O bidtipo
suscetivel manteve-se com baixas porcentagens de ETR até a paralisacdo completa
do fluxo de elétrons a partir de 64 HAA. J4 em relacdo ao bibtipo resistente, as
plantas demonstraram recuperacdo da ETR a partir de 16 HAA, elevando-se de
14,7% as 8 HAA para 74,7% as 16 HAA, confirmando assim a total recuperacao do
fluxo de elétrons na avaliacdo realizada as 32 HAA. O mesmo comportamento foi
verificado para Fv/Fm, porém as redug¢des com 4HAA foram menores para ambos os

bidtipos (Figura 12B).
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Harris e Dodge (1972) observaram queda na absor¢cdo de CO2 em plantas de
Linium usitatissimum cinco horas apos a aplicacdo de paraquat, indicando interacéao
das moléculas de paraquat com os elétrons no fotossistema I, interrompendo o fluxo
normal e impedindo a produgcéo de NADPH. Estes dados, complementados com as
respostas encontradas no presente estudo, indicam a rapida acdo do herbicida
guando as plantas se encontram na presenca de luz, uma vez que nas plantas
suscetiveis, foi necessario apenas 4 HAA para que mais de 90% do fluxo de elétrons
fosse reduzido.

A interrupcdo do fluxo de elétrons € decorrente do mecanismo de acédo do
paraquat. Devido ao seu potencial redox (-446 Mv), a molécula herbicida € capaz de
desviar elétrons provenientes do fotossistema |, possivelmente préximo a
ferredoxina (-560 Mv), interrompendo o fluxo de toda cadeia transportadora, além da
producdo de espécies reativas de oxigénio que irdo resultar na peroxidacdo de
lipideos das membranas (AKHAVEIN; LINSCOTT, 1968; FUERST; NORMAN, 1991).

Este comportamento demonstra a rapida recuperacao do fluxo de elétrons das
plantas resistentes apds a imposi¢cdo de um estresse severo causado pela aplicacao
do dobro da dose de paraquat, permitindo que apOs a aplicacdo as plantas
restabelecessem seu aparato fotossintético e retomassem seu crescimento e
desenvolvimento. Chase, Bewick e Shilling, (1998) verificaram que biotipos de S.
americanum suscetiveis produziram naturalmente NADPH de forma mais rapida com
relacdo as plantas resistentes ao paraquat, bem como a producdo de superéxido,
uma espécie reativa de oxigénio, foi maior para as plantas sensiveis, decorrente de
um fluxo de elétrons reduzido por parte das plantas resistentes.

A reducédo inicial da taxa de transporte de elétrons em ambos os biotipos,
demonstra a acdo do herbicida no aparato fotossintético, indicando que o paraquat
aplicado chegou ao seu local de acdo na planta e em concentracdes letais,
descartando-se possiveis barreiras morfolégicas das plantas que poderiam reduzir a

absorcao do herbicida.

4.3 Experimento lll: Analises Bioquimicas e Fisioldgicas

Os dados referentes as trocas gasosas das plantas resistentes e suscetiveis
demonstram comportamento diferencial entre os biotipos mesmo na auséncia da

aplicacdo de paraquat e a recuperacdo das plantas resistentes apos a aplicacdo de
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800 g i.a hal, conforme representado pelos valores de assimilacédo liquida de CO:2
(A) (Figuras 13A e 13B).

Figura 13 - Assimilacédo liquida de CO- de plantas de Conyza sumatrensis resistentes
e suscetiveis ao paraquat. Auséncia da aplicacdo do herbicida (A) e aplicacédo de 800
g i.a ha'de paraquat (B)
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das médias (p<0,05).

As plantas de C. sumatrensis resistentes ao paraquat, demonstraram maior taxa
de assimilacdo liquida de CO:2 nos trés periodos de avaliagdo (2, 4 e 24 HAA)
mesmo sem os efeitos da aplicacdo do herbicida. Quando as plantas foram
avaliadas as 11h00 da manha (4 HAA), o bidtipo R apresentou aproximadamente
27% maior assimilagdo liquida de CO2 com relacdo ao bidtipo S. Quando a
amostragem foi realizada no inicio da manhd, préximo as 7h00 (24 HAA), a
assimilacdo das plantas resistentes foi 77% superior ao biotipo suscetivel, diferindo
estatisticamente. Este comportamento demonstra a adaptabilidade das plantas
resistentes, permitindo que estas disponham de vantagem no desenvolvimento em
relacdo as demais plantas em uma populacdo. A maior atividade fotossintética das
plantas resistentes confirma outros resultados encontrados neste estudo, como o
maior acumulo de biomassa seca, maior desenvolvimento de area foliar e maior
altura das plantas.

Quando os biotipos foram submetidos a aplicacéo de 800 g i.a ha* de paraquat,
percebe-se que rapidamente o herbicida & capaz de interferir na atividade
fotossintética das plantas. Assim como a taxa de transporte de elétrons é

rapidamente reduzida ap0s a aplicagdo, a assimilacdo liquida de CO:2 seguiu a
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mesma tendéncia para ambos 0s biotipos as 2 HAA. Para as avaliacdes realizadas
as 4 HAA, plantas R e S demonstraram leve recuperacdo da taxa fotossintética,
porém 24 HAA apenas as plantas resistentes demonstraram recuperacao parcial do
aparato fotossintético, voltando a uma taxa de assimilacdo de aproximadamente 6
umol CO2 m s, enquanto as plantas S apresentaram taxa de assimilagdo proxima
a 0. Szigeti; Racz; Lasztity, (2001) verificaram a recuperacdo total da taxa
fotossintética de plantas de C. bonariensis resistentes ao paraquat 72 HAA do
herbicida, porém a recuperacdo foi mais lenta quando aplicado diquat, também
inibidor do fotossistema I.

A maior parte dos estudos comparativos entre plantas resistentes e suscetiveis
a herbicidas, trata-se de resisténcia ao glyphosate. Assim, h& relatos de biotipos de
buva resistente com maior taxa natural de assimilagéo liquida de CO.. Silva et al.
(2017), estudando o comportamento de bidtipos de C. bonariensis resistentes ao
glyphosate sob diferentes densidades de fluxo de fotons fotossintéticos, verificaram
que as plantas resistentes apresentaram maiores valores de A com relacdo as
plantas sensiveis, chegando a apresentar 66,5% maior assimilacdo para as maiores
densidades de fluxo de fotons. Vargas et al. (2014), verificaram que plantas
resistentes de C. bonariensis demonstraram reducdo da taxa fotossintética até 10
dias ap6s aplicacdo de glyphosate (DAA), recuperando-se a partir de 14 DAA,
enquanto plantas suscetiveis reduziram sua atividade até 7 DAA, culminando em
sua total paralisacdo. Este comportamento diferencial entre os biotipos também é
verificado para outras espécies de plantas daninhas. Picoli Jr et al. (2017),
verificaram que populacdes resistentes de Lolium multiflorum sofrem reducdo na
taxa de assimilacdo de CO: até 3 DAA de glyphosate, recuperando-se a partir de 7
DAA.

De forma geral, os resultados encontrados neste estudo complementados com o
material disponivel na literatura, indicam uma diferenga entre plantas resistentes e
suscetiveis na capacidade do uso da luz absorvida. Neste caso, as plantas de buva
selecionadas como resistentes, apresentam um melhor aproveitamento da energia
luminosa, sendo potencialmente mais competitivas que as demais plantas da
espécie, principalmente quando o fator limitante para o desenvolvimento for
luminosidade (SILVA et al., 2017).

A condutancia estomatica para as plantas R e S sem a aplicacdo de paraquat

(Figura 14A) foi variavel entre os periodos de avaliacdo. Porém, para as avaliacdes
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as 4 e 24 HAA, o biotipo R apresentou superioridade significativa com relacdo as
plantas sensiveis, uma vez que para a avaliacdo de 24 HAA, as plantas R
apresentaram gs 95,6% superior as plantas S. A resposta observada para ambos 0s
biotipos apés a aplicacdo de paraquat foi a reducdo da condutancia estomatica, ou
seja, fechamento dos estdbmatos. As plantas resistentes no periodo de avaliacdo de
2 HAA, apresentaram reducdo de 94,5% da gs com a aplicacdo do herbicida,
enquanto a reducdo para as plantas suscetiveis foi de 318%. Com 24 HAA, percebe-
se que o bidtipo resistente aumentou sua condutancia estomatica apesar do
estresse causado pelo herbicida, bem como as plantas sensiveis, porém de forma
menos expressiva uma vez que o biotipo R apresentou condutancia estomatica
superior (58,9%) comparado ao bidtipo suscetivel.

Figura 14 - Condutancia estomatica de plantas de Conyza sumatrensis resistentes

e suscetiveis ao paraquat. Auséncia da aplicagcdo do herbicida (A) e aplicac&do de 800
g i.a ha'de paraquat (B)
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- Letras iguais entre os biétipos (R e S) dentro de um mesmo periodo de avaliacdo, ndo
diferem entre si pelo teste tukey (p<0,05). Barras correspondentes ao intervalo de confianga

das médias (p=<0,05).
Outra variavel que responde de acordo com os resultados de condutancia
estomatica encontrados neste estudo, sdo os dados de transpiracdo (E) e a

eficiéncia no uso da agua (EUA) (Figuras 15 e 16, respectivamente).



61

Figura 15 - Taxa transpiratédria de plantas de Conyza sumatrensis resistentes e
suscetiveis ao paraquat. Auséncia da aplicacao do herbicida (A) e aplicacdo de 800 g
i.a ha! de paraquat (B)
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- Letras iguais entre os bibtipos (R e S) dentro de um mesmo periodo de avaliacdo, n&do
diferem entre si pelo teste tukey (p<0,05). Barras correspondentes ao intervalo de confianga
das médias (p<0,05).

Naturalmente, devido a maior abertura estomatica, as plantas resistentes
tendem a perder mais agua para 0 meio, apresentando taxa transpiratéria superior
ao biotipo S, diferindo estatisticamente, sendo possivel observar este
comportamento para as avaliacdes de 4 e 24 HAA (Figura 15A). Apés a aplicacdo do
herbicida (Figura 15B), os biotipos reduziram a taxa de transpiragdo, uma vez que
em resposta ao estresse imposto, as plantas fecharam os estébmatos (Figura 14B),
reduzindo a perda de agua para o ambiente.

Para a eficiéncia no uso da agua (EUA), os bidtipos resistente e suscetivel
apresentaram comportamento semelhante sem a aplicacdo de paraquat (Figura
16A), com excecao do periodo de 4 HAA, onde as plantas suscetiveis demonstraram
maior EUA. O comportamento das plantas apos a aplicacdo do herbicida (Figura
16B), revela drastica reducdo desta variavel para ambos os biotipos com 2 HAA,
demonstrando recuperacdo de R e S com 4 HAA, porem com 24 HAA o bibtipo
suscetivel jA apresentava valores proximos a 0, enquanto as plantas resistentes

ainda demonstravam recuperagao desta variavel.
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Figura 16 - Eficiéncia do uso da 4gua de plantas de Conyza sumatrensis
resistentes e suscetiveis ao paraquat. Auséncia da aplicagdo do herbicida (A) e
aplicacdo de 800 g i.a ha! de paraquat (B)
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- Letras iguais entre os biétipos (R e S) dentro de um mesmo perigg:) de avaliacdo, néo
diferem entre si pelo teste tukey (p<0,05). Barras correspondentes ao intervalo de confianca
das médias (p=<0,05).

A concentracdo interna de carbono (Ci) de ambos bidtipos ndo diferiram
significativamente em condi¢des naturais, sem a aplicagdo de paraquat (Figura 17A).
No entanto, apés a aplicacdo (Figura 17B), ambos biotipos demonstraram aumento
nas concentracdes internas de carbono, devido ao fechamento estomatico. O biotipo
R elevou as concentracfes internas de carbono em 62%, enquanto o biotipo S
incrementou em 37,3%, quando comparados para o periodo de 2 HAA. ApGs 24h da
aplicacéo, as plantas sensiveis apresentavam 9,7% mais carbono interno, devido a

menor condutancia estomatica no periodo.
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Figura 17 - Concentracdo interna de CO; de plantas de Conyza sumatrensis
resistentes e suscetiveis ao paraquat. Auséncia da aplicacéo do herbicida (A) e
aplicacdo de 800 g i.a ha! de paraquat (B)
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- Letras iguais entre os biétipos (R e S) dentro de um mesmo periodo de avaliagdo, ndo
diferem entre si pelo teste tukey (p<0,05). Barras correspondentes ao intervalo de confianca
das médias (p<0,05).

A eficiéncia de carboxilagdo (EC) dos biotipos R e S diferiram sob condi¢oes
naturais das plantas daninhas (Figura 18A). As plantas resistentes demonstram
maior eficiéncia de carboxilacdo para os periodos avaliados, principalmente para 4 e
24 HAA, uma vez que nestes periodos apresentaram EC 24% e 78% superiores aos
valores encontrados nas plantas suscetiveis, respectivamente. Apds a aplicacdo de
800 g i.a ha' de paraquat (Figura 18B), ambos biotipos reduziram a eficiéncia de
carboxilacdo, apresentando leve recuperacdo com 4 HAA, porém com 24 HAA a EC
das plantas resistentes mostrou-se muito mais elevada, enquanto as plantas

suscetiveis apresentaram EC proxima a O.
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Figura 18 - Eficiéncia de carboxilacédo de plantas de Conyza sumatrensis
resistentes e suscetiveis ao paraquat. Auséncia da aplicagéo do herbicida (A) e
aplicacdo de 800 g i.a ha! de paraquat (B)
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- Letras iguais entre os biétipos (R e S) dentro de um mesmo periodo de avaliagdo, ndo
diferem entre si pelo teste tukey (p<0,05). Barras correspondentes ao intervalo de confianca
das médias (p<0,05).

A turgidez das células-guarda € o fator responsavel por controlar a abertura e
fechamento dos estomatos (RODRIGUES et al., 2011). A condicdo de fechamento
estomatico pelas plantas quando estdo sob condi¢cdes de estresse, esta relacionada
a um efeito protetor da planta, visando evitar perda de agua para a atmosfera e
aumentar a eficiéncia no uso da agua (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009). As
plantas resistentes apresentaram maior densidade estomatica, o que segundo Lima
Jr et al. (2006), pode possibilitar maior conduténcia estoméatica e evitar que a planta
sofra déficit na taxa fotossintética em periodos de estresse, fato estes observados
para as plantas de C. sumatrensis resistentes ao paraquat. A maior gs €
proporcional ao nimero e tamanho dos estdmatos, dependendo também de outros
fatores relacionados a planta e ao ambiente (BRODRIBB; HOLBROOK, 2003)

O fato de as plantas resistentes apresentarem maior condutancia estomatica e
maior transpiragao para as condi¢cdes de avaliagdo sem a aplicagcdo do herbicida,
leva a uma menor eficiéncia no uso da agua durante o periodo observado, podendo
ser uma desvantagem para a planta resistente em condi¢cbes de estresse hidrico,
por exemplo. No entanto, estas mesmas caracteristicas estomaticas, favorecem o
maior influxo de CO:2 pela planta, explicando as elevadas taxas de assimilacao
liquida de CO2 apresentadas pelo biotipo R, bem como a eficiéncia de carboxilacao
destas plantas (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2009; MANAVALAN et al., 2009).
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As maiores concentragdes internas de CO:2 (Ci) apés a aplicagdo de paraquat,
indicam danos ao aparato fotossintético. Estes danos podem ser provenientes de um
aumento nas concentracdes de espécies reativas de oxigénio (EROSs), resultantes
do potencial redox da molécula de paraquat no fotossistema I, ou ainda devido a
uma reducdo na regeneracao da rubisco (SILVA et al., 2012; ZHANG et al., 2016).

Outro ponto importante a ser destacado € que os biotipos R e S apresentaram
queda na taxa fotossintética as 2 HAA de paraquat, indicando que houve efeitos
deletérios no aparato fotossintético, conforme observado também em plantas de C.
bonariensis por Szigeti; Racz; Lasztity (2001). Este fato pode indicar que o possivel
mecanismo de resisténcia desta espécie ndo esta relacionado ao sequestro do
herbicida para 6rgdos como o vacuolo, pois os efeitos mostram que a molécula
atuou desviando elétrons do fotossistema da planta.

Galon et al. (2013), verificaram aumento na concentracdo interna de carbono
(Ci) em plantas de C. bonariensis resistentes ao glyphosate quando cultivadas em
altas densidades populacionais, o que segundo Concenco et al. (2008), pode
representar menor capacidade da espécie em competir por recursos como luz e
CO2. Porém, para este estudo, verificou-se que 0s niveis internos de carbono para
as condicbes sem o herbicida sdo pouco variaveis entre os biotipos, enquanto a
capacidade de assimilacdo de CO2chegou a alcancar uma superioridade em favor
da planta resistente de 77%. A reducdo da eficiéncia de carboxilacdo apls a
aplicacdo de paraquat, indica danos ao aparato fotossintético das plantas,
resultando em um aumento expressivo nos teores internos de carbono, devido a
reducdo na regeneracdo da rubisco, diminuindo o processo de carboxilacdo e
aumentando os niveis de carbono interno (MATHOBO; MARAIS; STEYN, 2017).

Ap6s 24h da aplicagdo do herbicida, as plantas R apresentaram boa
recuperacdo da EC com relacdo as plantas S, indicando que as plantas suscetiveis
ndo possuem um mecanismo eficiente para recuperacdo do aparato fotossintético.
Esta recuperagdo, bem como a superioridade inicial do biotipo R, ir4 favorecer o
crescimento e desenvolvimento das plantas, mantendo o maior acumulo de
biomassa devido a maior produgdo de fotoassimilados (CHAVES; FLEXAS;
PINHEIRO, 2009).

Grande parte dos estudos de comportamento de biotipos resistentes e
suscetiveis a herbicidas tem identificado prejuizos as plantas resistentes, sendo
estes prejuizos atribuidos a um custo de resisténcia (LEBARON; GRESSEL, 1982;
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FERREIRA et al., 2008; CONCENCO et al., 2009). Ha relatos de resisténcia de
Amaranthus retroflexus e Chenopodium album as triazinas, 0os quais apresentaram
menor desenvolvimento de &rea foliar, altura, producdo de sementes e capacidade
fotossintética (RADOSEVICH, 1977; PARKS et al., 1996; STOWE; HOLT, 1988).
Porém, estes fatos sdo altamente variaveis com relacdo ao mecanismo desenvolvido
pela planta que Ihe confere resisténcia, bem como a elevada adaptabilidade sofrida
pelas plantas em todo o processo evolutivo.

De maneira geral, as plantas resistentes de C. sumatrensis revelaram melhorias
fisioldgicas no processo evolutivo, principalmente com relacdo a taxa fotossintética e
a eficiéncia de carboxilacdo. Estas plantas estdo estruturadas de tal maneira que
possibilite ndo s sua resisténcia a aplicacdo do paraquat, mas também maior
eficiéncia fotossintética e consequentemente maior adaptabilidade. A recuperacéo
destes parametros fisioldgicos apds a aplicacdo do herbicida, estdo relacionados a
um mecanismo desenvolvido pela planta que confere a resisténcia ao paraquat,
possivelmente atrelados ao mecanismo antioxidante.

A peroxidacao lipidica, representada pelas concentracdes do complexo aldeido
malbnico-TBA (MDA-TBA), foram mensuradas 4 HAA (Figura 19). O comportamento
foi distinto entre os biotipos submetidos a aplicacdo de paraquat. As plantas néo
diferiram nas concentracfes de MDA-TBA sem o estresse do herbicida, porém apos
a aplicacdo de 800 g i.a ha' de paraquat, a peroxidacdo lipidica nas plantas
resistentes aumentou em aproximadamente 30%, enquanto esse aumento para as
plantas suscetiveis foi de 179%. Em condicdes estressantes apos 4h da aplicacéo
do inibidor do fotossistema |, as plantas S apresentaram 40,6% maior peroxidacéo

dos lipideos, comparado com o biotipo R.
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Figura 19 - Concentracdo do complexo aldeido malénico-TBA de plantas de
Conyza sumatrensis resistentes e suscetiveis ao paraquat
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- Letras iguais entre os bi6tipos (R e S) dentro de uma mesma dose, nao diferem entre si
pelo teste tukey (p<0,05). Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias

(p<0,05).
Para o bi6tipo R a atividade de todas as enzimas antioxidantes analisadas,
aumentou apés a aplicacao de paraquat. O biotipo S apresentou aumento apenas na
atividade de CAT ap0s a aplicacéo, enquanto para as demais enzimas a atividade foi
reduzida. A enzima SOD (Figura 20A) na auséncia da aplicacdo de paraquat,
apresentou atividade superior para as plantas resistentes. Estas plantas
apresentaram aproximadamente 63% maior atividade natural de SOD comparado as
plantas sensiveis. Apés a aplicacédo, o biotipo R foi mais responsivo as condicfes de
estresse, aumentando a atividade de SOD em 88,7%, enquanto o biotipo S
apresentou queda de 15% no comportamento da enzima. Na avaliagcéo realizada as
4 HAA, a atividade da enzima superoxido dismutase nas plantas resistentes era

260% superior a atividade nas plantas S.
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Figura 20 - Atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD) (A), catalase
(CAT) (B), peroxidases (POX) (C) e ascorbato peroxidase (APX) (D) de plantas de
Conyza sumatrensis resistentes e suscetiveis ao paraquat
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- Letras iguais entre os biétipos (R e S) dentro de uma mesma dose, nado diferem entre si
pelo teste tukey (p<0,05). Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias
(p<0,05).

A atividade da enzima catalase apresentou grande distincdo entre os biotipos
(Figura 20B). Naturalmente, esta enzima demonstra atividade 285% superior nas
plantas resistentes com relagdo a suscetivel. Apés a aplicacéo, a diferenca entre os
biotipos foi mantida, uma vez que a superioridade da atividade de CAT no biotipo R
ainda foi de 206%. Porém, percebe-se que ambos 0s biotipos responderam com
aumento expressivo da atividade da enzima. As plantas resistentes apresentaram
um aumento de 215%, ja as plantas sensiveis o0 aumento foi de 297%. O biotipo
suscetivel naturalmente demonstrou ter atividade de POX 59% superior as plantas R
(Figura 20C). Porém, quando aplicadas com 800 g i.a ha! de paraquat, as plantas

sensiveis reduziram 84,5% da atividade da enzima, enquanto as resistentes
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elevaram a atividade em 39,2%. Dessa maneira, apos a aplicacdo do herbicida, a
atividade de POX no biotipo R foi 267% superior ao biotipo S.

O comportamento da atividade de ascorbato peroxidase (Figura 20D) seguiu a
tendéncia de SOD e CAT, onde o biotipo resistente apresentou maior atividade da
enzima tanto em condi¢cdes naturais quanto em condicfes aplicadas. As plantas R
apresentaram 55% maior atividade de APX sem a aplicacdo de paraquat. Apos a
aplicacdo, estas mesmas plantas elevaram sua atividade em 30%, enquanto o
biotipo S reduziu a atividade de APX em 43%. Dessa maneira, 4h apds a aplicacao,
a atividade desta enzima foi 253% maior em plantas resistentes comparado a
plantas sensiveis.

O paraquat quando aplicado, ir4 atuar no aparato fotossintético das plantas,
especificamente no fotossistema |, proximo a ferredoxina. Este herbicida tem a
capacidade de desviar elétrons da cadeia transportadora, levando a oxidacdo da
molécula paraquat. Esta molécula ird reagir com H20 e O: presentes no meio,
formando a primeira espécie reativa do processo, 0 anion superéxido (O:z *). Esta
molécula, por intermédio da enzima SOD, ser& catalisada através da reacéo entre
2H* + O2 " para producdo de peréxido de hidrogénio (H202) (MONACO; WELLER,;
ASHTON, 2002; HALLIWELL, 2006). Durante todo o processo, sdo produzidas
diferentes formas de espécies reativas de oxigénio (EROs) como oxigénio singleto
(102), peréxido de hidrogénio (H202), radicais hidroxila (OH?) e anion superéxido
(O2) (MITTLER, 2002).

O MDA é um produto secundario da peroxidacao de lipideos, o qual é liberado
qgquando ocorre a peroxidacdo da membrana lipidica, logo € utilizado como um
indicador de injurias a membrana, provocados por estresse oxidativo
(ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991). Segundo Urso e Clarkson (2003), as
células vegetais continuamente produzem EROs em baixas concentragbes como
parte de seu processo metabdlico, explicando os valores de MDA encontrados neste
estudo para os dois biotipos sem a aplicacéo do herbicida.

Ambos os biotipos apresentaram aumentos nos teores de MDA-TBA apos a
aplicacdo de paraquat, indicando que todas as plantas tiveram danos & membrana,
oriundos de estresse oxidativos (GROTTO et al., 2009). Porém, os danos causados
ao bidtipo R foram ligeiramente menores, seja pela menor producdo de EROs na
célula ou possivelmente pela maior efetividade do mecanismo antioxidante das
plantas resistentes (SHARMA et al., 2012).
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Chiang et al. (2008), trabalhando com discos foliares de biotipos C. sumatrensis
R e S ao paraquat, verificaram que 4h ap0s a exposicédo dos discos ao herbicida, as
plantas resistentes mantiveram-se inalteradas com relacdo ao niveis de MDA,
enquanto que as plantas suscetiveis apresentaram aumento de 50% até 2 HAA,
mantendo altos teores de MDA até 4 HAA. Este mesmo comportamento entre
biotipos R e S ap06s a aplicacdo de paraquat foram observados para C. canadensis
(POLOS et al., 1988) e C. bonariensis (VAUGHN; FUERST, 1985).

Em condi¢bes em que as plantas sdo submetidas a um estresse oxidativo, como
a aplicacao de paraquat, ocorre a ativacdo do mecanismo antioxidante das plantas,
composto por enzimas como SOD, CAT, APX e POX que irdo atuar degradando as
EROs formadas nas células (TIAN et al, 2016). As plantas resistentes
demonstraram maiores valores de atividade das quatro enzimas citadas apos a
aplicacdo de paraquat. Este comportamento demonstra que o biotipo resistente
apresenta uma maquinaria mais eficiente no processo de eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio, possibilitando a manutencdo do estado redox das células
(MISHRA; BHOOMIKA; DUBEY, 2013).

A superoxido dismutase € a enzima que fornece a primeira linha de defesa do
mecanismo das plantas contra as espécies toxicas (GILL; TUTEJA, 2010). A rapida
resposta de SOD em condicbes de estresse é muito importante para evitar a
formacao de OH’, oriundos das reac6es de moléculas de anion superoxido, uma vez
que a SOD ir4 transformar Oz em H202 (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014).

Os niveis de SOD nas plantas resistentes jA& mostravam-se maiores mesmo
sem a aplicacdo do herbicida, logo, quando o paraquat foi aplicado, a resposta para
ativacdo de SOD nas plantas resistentes foi muito superior ao biotipo S. Uma vez
gue a atividade desta enzima foi maior sob aplicacdo do herbicida, subentende-se
gue a taxa de transformacédo de Oz~ em H202 também foi maior. No entanto, ha
casos em que a atividade de SOD antes da aplicagéo de paraquat, n&do diferiu entre
biotipos R e S de C. sumatrensis (CHIANG et al., 2008) e Hordeum glaucum
(POWLES; CORNIC, 1987).

A atividade de SOD para as plantas resistentes aumentou 88% ap0s a aplicacao
de paraquat, enquanto as plantas suscetiveis reduziram a atividade em 15%. Este
comportamento de incremento na atividade da enzima apés a aplicacédo, corrobora
com os dados encontrados para C. canadensis (POLOS et al., 1988) e C.

bonariensis (YE; GRESSEL, 2000) também resistentes ao paraquat. Porém Chiang
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et al. (2008), ndo identificaram a mesma tendéncia para biotipos resistentes de C.
sumatrensis, mas verificaram que as plantas sensiveis também reduziram a
atividade de SOD ap6s a aplicagdo. A reacdo catalisada pela SOD impede o
aumento das concentragbes de O2", consequentemente impede que rapidamente
outras espécies reativas se formem. Porém, o produto resultante deste processo € o
peroxido de hidrogénio. O H202 também & um problema nas plantas, uma vez que
altos teores desta EROs resultam no estresse oxidativo. Desta maneira, a enzima
catalase é diretamente responséavel pela dismutacdo da molécula de H20: para as
formas de H20 e Oz, reduzindo os niveis toxicos na planta (GILL; TUTEJA, 2010).

Ambos os biotipos apresentaram elevado estimulo da atividade enzimatica de
CAT apos a aplicagcdo do herbicida, uma vez que tanto as plantas R quanto S
demonstraram incremento de mais de 200% na atividade da enzima em condi¢cbes
de estresse. Este aumento indica que a enzima catalase esta diretamente ligada ao
processo de desintoxicacao da planta. Porém, os niveis de atividade enzimética das
plantas resistentes foram muito superiores as plantas sensiveis, revelando maior
eficiéncia do complexo antioxidante destas plantas e o incremento da atividade de
CAT em plantas suscetiveis ndo foi o suficiente para garantir a desintoxicacdo da
planta, bem como sua sobrevivéncia. A maior atividade de catalase ja foi observada
para biotipos resistentes ao paraquat para Lolium perene (HARPER; HARVEY,
1978) e também para C. canadensis (PYON et al.,, 2004). No entanto, Tsuiji et al.
(2012), ndo observaram o mesmo comportamento para plantas de Mazus pumilus,
assim como Turcsanyi et al. (1998), para C. canadensis, indicando que esta enzima
aparentemente possui um papel menos relevante para a resisténcia destas plantas,
especificamente.

A enzima peroxidase (POX) é responsavel pela oxirreducdo entre peroxido de
hidrogénio e outros redutores, sendo importante para o processo de desintoxicagdo
das plantas (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014). Apesar de as plantas suscetiveis
apresentarem maior atividade desta enzima antes da aplicacdo do herbicida,
percebe-se a ineficiéncia do biotipo S em manter ou aumentar a atividade enzimatica
apos a aplicagédo de paraquat. O bidtipo resistente, apesar da menor atividade inicial,
demonstrou superioridade de 267% quando as plantas apresentaram estresse
oxidativo.

O comportamento de ascorbato peroxidase (APX), revelou que essa enzima

pode desempenhar um importante papel no processo de desintoxicagdo de EROs.
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APX, juntamente com SOD e glutationa redutase (GR) sdo enzimas chaves para
regular os niveis de peroxido de hidrogénio e anions de oxigénio na planta, evitando
a formacao de mais espécies toxicas (HUNG; CHANG; KAO, 2002; POLLE, 2001). A
maior atividade natural desta enzima representa uma resposta imediata aos
primeiros indicios de formacdo de EROs, bem como seu desempenho apos a
aplicacao, chegando a uma atividade 253% superior em plantas resistentes.

Chiang et al. (2008), verificaram que em biotipos R e S de C. sumatrensis ao
paraquat, a atividade de APX aumentou nas primeiras horas ap6s a aplicacdo do
herbicida, permanecendo estavel nas horas seguintes. Ja as plantas suscetiveis,
assim como neste estudo, demonstraram reducdo da atividade da enzima com 1
HAA. A maior atividade de APX, assim como de SOD foram verificadas também em
biotipos de C. canadensis resistentes ao paraquat (POLOS et al., 1988) e para C.
bonariensis (YE; GRESSEL, 2000). Shaaltiel e Gressel (1986), afirmam que a
elevada atividade desta enzima esta relacionada com a resisténcia de plantas ao
paraquat. A atividade de APX é varidvel entre as espécies e possuem efeito de
protecdo contra os estresses ambientais (MURGIA et al., 2004). Tsuji et al. (2012),
nao verificaram diferencas entre as atividades desta enzima para plantas resistentes
e suscetiveis de M. pumilus ao paraquat, demonstrando a variabilidade do
comportamento entre as espécies.

De forma geral, o mecanismo antioxidante das plantas resistentes de C.
sumatrensis demonstrou ser muito mais eficiente no processo de desintoxicacéo de
espécies reativas de oxigénio comparado as plantas suscetiveis. Vale salientar que
0 mecanismo enzimatico antioxidante das plantas € composto por um conjunto de
enzimas além das avaliadas neste estudo, como glutationa redutase (GR) e
glutationa peroxidase (FOYER et al., 1997). Diferengas expressivas na atividade de
GR foram encontradas por Chiang et al. (2008), entre biotipos R e S de C.
sumatrensis. Esta enzima apresentou atividade até 4 vezes maior para as plantas
resistentes. Shaaltiel e Gressel (1986) verificaram para C. canadensis atividades
superiores de SOD, APX e GR na ordem de 60, 150 e 192% respectivamente. Para
0 presente estudo, as atividades de SOD e APX foram maiores que 200% para as
plantas resistentes. Logo, estes dados confirmam o papel fundamental que o

sistema antioxidante desempenha na resisténcia das plantas ao paraquat.
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5 CONCLUSOES

As plantas de C. sumatrensis resistentes ao paraquat apresentam maior
crescimento sobre biotipos suscetiveis, o0 que foi evidenciado pelo maior
desenvolvimento de area foliar e maior acumulo de biomassa seca, bem como o
desempenho fotossintético das mesmas.

A recuperacao do aparato fotossintético pelo biotipo resistente apds a aplicacao
de paraquat é rapida, uma vez que a taxa de transporte de elétrons esta totalmente
recuperada 32 HAA.

O sistema antioxidante das plantas resistentes desempenha importante papel no
mecanismo de resisténcia, tendo em vista a elevada atividade de importantes

enzimas, tanto antes quanto apos a aplicacdo de paraquat.
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