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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo investigar os mecanismos de resisténcia ao
glufosinate em bi6tipos de Eleusine indica, estudando o papel de enzimas
detoxificantes e antioxidantes na metabolizacdo do herbicida. Para isso, foram
avaliadas as atividades enzimaticas de glutamina sintetase (GS), catalase (CAT),
peroxidase (POD), glutationa redutase (GR) e glutationa S-transferase (GST) em
populacdes suscetivel (S) e potencialmente resistente (R). As anadlises foram
realizadas ap6s a aplicacdo de doses de 600 e 1200 g glufosinate ha™', com coleta
de amostras as 0, 12, 24, 48, 72 e 96 horas ap6s aplicacdo (HAA). Os resultados
demonstraram que o glufosinate inibe a GS, com o biétipo R apresentando uma
reducdo de mais de 99% da atividade entre 0 e 12 HAA. Mesmo com tal inibicédo, o
bi6tipo R sobrevive, evidenciando que sua adaptagdo nado tem relacdo com
alteracdes no sitio de acdo da GS. Mas, possui resposta metabdlica caracterizada
por uma atividade basal elevada das enzimas antioxidantes e, especialmente, pela
inducdo da GST. O padrao sugere que 0s mecanismos de resisténcia sao
predominantemente nao relacionados ao sitio de acdo (NTSR), garantindo a
detoxificagdo do herbicida e a mitigacdo dos danos oxidativos. Dessa forma, o
estudo contribui para a compreensdo dos processos bioquimicos envolvidos na
resisténcia de E. indica ao glufosinate, fornecendo informacbes para
desenvolvimento de estratégias de manejo desta planta daninha.

INTRODUCAO

Eleusine indica, conhecida como capim-pé-de-galinha, € uma planta daninha
de grande relevancia em areas agricolas tropicais e subtropicais. Possui alta
capacidade competitiva e adaptabilidade a diferentes condicées ambientais. Um dos
principais desafios em seu controle é o desenvolvimento de resisténcia a herbicidas,
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um problema amplamente documentado no Brasil, com relatos de bidtipos com
resisténcia multipla (Heap, 2025). Essa resisténcia se manifesta por dois
mecanismos: a resisténcia no sitio de agcdo (TSR), que ocorre por meio de
alterac6es genéticas que modificam o alvo do herbicida, e a a NTSR, um mecanismo
mais complexo onde a planta impede que o herbicida atinja seu alvo, seja por
absorcao reduzida, translocacéo limitada ou por desativacao metabdlica (Jalaludin et
al., 2017; Takano & Dayan, 2020).

A pressao de selecao € um fator crucial para o surgimento da resisténcia. O
uso repetido de produtos com o mesmo mecanismo de agdo, como o glufosinato,
favorece a sobrevivéncia e proliferacdo de plantas com caracteristicas genéticas que
as tornam mais resistentes (Lei et al.,, 2024). Sendo assim, investigar os
mecanismos de possivel resisténcia de E. indica ao glufosinate por meio da
determinacdo da atividade de enzimas relacionadas a func¢des antioxidantes e
detoxificante em bibtipos suscetivel e com suspeita de resisténcia ao glufosinate, a
fim de compreender e elucidar os possiveis processos bioquimicos envolvidos na
NTSR.

MATERIAIS E METODOS

Cultivo dos bidtipos de E. indica e aplicacao dos tratamentos com glufosinate,
avaliagdo da atividade enzimatica e analise estatistica

Biotipos de E. indica com suspeita de resisténcia a glufosinate foram
coletados em areas agricolas do Brasil. As sementes dessas plantas foram
cultivadas em casa de vegetacdo até atingirem o estadio de quatro perfilhos. Em
seguida, foram aplicadas doses de 600 e 1200 g ha™' [FINALE®] utilizando um
pulverizador costal. A populagdo S, coletada em Cascavel-PR, que foi controlada
com sucesso pela dose de bula (600 g ha™), e a populagdo R, coletada em Jussara-
PR, que mostrou controle ineficiente mesmo com doses mais altas (600 e 1200 g ha
'). Foram feitas analises as 0, 12, 24, 48, 72 e 96 HAA.

Para enzimas antioxidantes, a extracdo foi realizada a partir de folhas
maceradas em tampao fosfato com polivinilpirrolidona (PVP), seguida de
centrifugacao para obtencao do sobrenadante enzimatico. A atividade da CAT, POD
e GR foi quantificada por espectrofotometria. A CAT foi avaliada a 240 nm,
monitorando a taxa de consumo de peroxido de hidrogénio (H2O2) (Aebi, 1984). A
POD foi determinada a 470 nm, pela formacdo de purpurogalina (Putter, 1974),
enquanto a GR foi mensurada a 340 nm, acompanhando a oxidagdo do NADPH
(Foyer e Halliwell, 1976). Para a avaliacdo da enzima detoxificante GST, tecido foliar
foi macerado com tampao fosfato, DTT e PVP, seguido de centrifugacdo como nas
enzimas antioxidantes. Sua atividade foi medida a 340 nm, observando a
conjugacao da glutationa (GSH) com o substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB)
(Habig et al., 1974). Por fim, a atividade da GS, foi quantificada pela formacao de y-
glutamilhidroxamato, com a absorbancia medida a 540 nm, segundo Dayan et al.
(2015) e Forlani (2000).
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Os dados foram organizados num esquema fatorial 2x6, sendo o primeiro
fator constituido pelos dois biétipos (R e S) e o segundo fator pelos tempos de
analise ap6s a aplicacao do herbicida (0, 12, 24, 48, 72 e 96 HAA). Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), e no caso de efeitos significativos, as
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). As analises foram
realizadas utilizando os pacotes de software R®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da atividade da GS no bi6tipo R mostrou uma inibicdo acentuada e
rapida, com uma reducdo de 99% em 12 HAA. Esse resultado sugere que o
glufosinate atinge e inibe o sitio de acdo da enzima, descartando a hipétese de TSR,
como mutagdes ou superexpressao da GS. Indicando que a sobrevivéncia do bidtipo
R é provavelmente mediada por mecanismos NTSR.

Quanto a atividade da CAT na dose de 600 g ha™, a atividade do bi6tipo R foi
reduzida em 70% as 12 HAA, mantendo-se baixa até 96 HAA, enquanto o bidtipo S
nao apresentou diferencas significativas. Em 0 HAA, o bidtipo R apresentou
atividade da CAT 43% maior que o biétipo S, sugerindo uma maior atividade basal
desta enzima em condi¢des controle. Na dose de 1200 g ha™, a resposta da CAT foi
mais evidente. Indicando que, embora o bi6tipo R possa ter uma capacidade inicial
de neutralizacdo do H,O, via CAT, essa enzima pode ser limitada sob estresse
prolongado ou intenso, indicando que a planta resistente recorre a outros sistemas
antioxidantes ou de detoxificacdo. Para a atividade da POD, na dose de 600 g ha™,
o bidtipo R apresentou uma reducéao de 30% na atividade da POD nas primeiras 12
HAA, seguida por um aumento subsequente. Em contraste, o bi6tipo S, que iniciou
com atividade 45% menor que o biétipo R em 0 HAA, demonstrou um aumento
significativo e continuo, alcangando um pico de 414% as 48 HAA. Na dose de 1200
g ha™, a atividade da POD no biétipo R ndo apresentou mudancas significativas,
enquanto o bibtipo S teve um aumento gradual até 96 HAA, resultando em atividade
68% maior que no tempo 0 HAA. As PODs sao importantes na neutralizagao de
EROs e na biossintese de lignina, contribuindo para a homeostase redox celular.

Para a GR, na dose de 600 g ha™, o biétipo R apresentou uma atividade
basal de GR significativamente maior em 0 HAA em comparacao com o biétipo S.
Apos a aplicagao, a atividade da GR no biétipo R diminuiu rapidamente, mas se
recuperou € se manteve estavel. O biétipo S, por outro lado, mostrou um aumento
na atividade da GR as 12 HAA, seguido por uma diminuicdo. Na dose de 1200 g
ha™, o bi6étipo R manteve uma atividade de GR maior que o biétipo S, especialmente
em 0 HAA. A GR é crucial para manter os niveis de glutationa reduzida (GSH),
essencial para a detoxificacao e defesa antioxidante.

A atividade da GST foi significativamente induzida no bi6tipo R em ambas as
doses de glufosinate. Na dose de 600 g ha™, o biétipo R apresentou um aumento de
100% na atividade da GST as 12 HAA, enquanto o biétipo S ndo mostrou alteracéo
significativa. Na dose de 1200 g ha™, o biétipo R demonstrou um aumento de 150%
na atividade da GST as 12 HAA, mantendo-se elevada até 96 HAA. Tal inducéo no
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biétipo R é um indicativo de que este mecanismo é central para a resisténcia ao

glufosinate.

Tabela 1. Atividade enzimatica (umol. seg'1. mg biomassa fresca'1) dos biotipos R e S de E. indica
tratados com glufosinate.

Glufosinate na dose de 600 g ha™

0 HAA 12 HAA 24 HAA 48 HAA 72 HAA 96 HAA
CAT R 224#24Aa 6.746.0 Ab 8.7£2.5 Ab 5.3+1.6 Ab 5.9+1.6 Ab 4.30.7 Ab
S 126+0.7Ba 7.5%0.4 Aa 7.0£1.1 Aa 8.0£0.7 Aa 6.0£1.5 Aa 8.240.6 Aa
GST R 10722 Ab 21.1#6.2 Ab 14.1£2.6 Ab 31.7¢5.5 Aa 21.9+2.5 Ab 41.0£8.6 Aa
S 2.1£0.5 Ab 6.5+1.1 Bb 8.740.3 Ab 18.9£3.8 Ba 22.4+2.7 Aa 10.0£1.9 Bb
GR R 27.8#0.7 Aa 23.3+1.1 Aa 29.840.5 Aa 27.1+1.5 Aa 23.4+1.3 Aa 25.6+1.1 Aa
S 7.121.8 Bb 18.4+2.1 Aa 21.9+1.5Ba 19.642.9 Aa 21.623.0 Aa 23.4+3.8 Aa
POD R 0.7520.04 Aa  0.52:0.06 Bb  0.82t0.04 Ba  0.87+0.05Ba 0.93+0.08 Aa 0.61+0.06 Bb
S  0.41+0.02Bd  0.85+0.04 Ac  1.3020.02Ab  2.1120.13 Aa 0.70+0.04 Bc 0.8120.01 Ac
GS R 3.015:0.583a 0.029+0.006 b  0.020+0.009b  0.050+0.006 b 0.069+0.002 b 0.059+0.010 b
Glufosinate na dose de 1200 g ha™
CAT R 224#24Aa 27.0£3.2 Aa 3.6£1.0Bb 4.3+2.3 Ab 0.940.0 Ab 3.6£2.3 Ab
S 17.8x1.9Aa 19.4+0.8 Ba 15.1+1.4 Aa 10.0+1.6 Ab 4.4+1.4 Ab 3.820.3 Ab
GST R 8.7+2.5 Ab 13.443.5 Ab 18.0+2.5 Ab 18.145.5 Ab 16.9+1.9 Ab 78.8+13.9 Aa
S 2.610.6 Aa 3.310.3 Aa 4.30.7 Aa 3.2+0.8 Ba 15.53.9 Aa 6.9+1.3 Ba
GR R 27.8%1.6Aa 22.440.7 Aa 27.1+1.9 Aa 21.7£2.1 Aa 10.6+3.5 Bc 17.2+1.1 Ab
S  23.9+1.8Aa 25.14+1.3 Aa 23.940.2 Aa 23.1£2.0 Aa 29.440.7 Aa 23.4+2.0 Aa
POD R 0.7520.04Aa  0.54+0.06 Bb  0.78+0.01 Aa  0.760.08 Aa 0.42+0.02 Bb 0.61+0.17 Bb
S 0.69:0.08 Ab  0.86:0.03Ab  0.66+0.00 Ab  0.68+0.06 Ab 0.800.05 Ab 1.1620.17 Aa

Letras minusculas indicam diferengas entre as médias nas linhas (tempos de analise apds aplicagédo do herbicida) e letras
mailsculas representam diferencas entre as colunas (biétipos de E. Indica).

CONCLUSOES

Conclui-se que a resisténcia de E. indica ao glufosinate no biétipo R é
predominantemente mediada por mecanismos NTSR. A atividade basal elevada das
enzimas antioxidantes e a alta inducédo da GST, permitem que a planta neutralize os
danos oxidativos e metabolize o herbicida.
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