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RESUMO

Monitoramento da resisténcia a herbicidas inibidores da EPSPs e genémica
populacional de Digitaria insularis nas principais regioes produtoras de soja no Brasil

A expansdo de areas agricolas no Centro-Oeste brasileiro com culturas resistentes ao
glifosato (culturas RR), t€ém contribuindo para a selecdo de bidtipos resistentes de plantas
daninhas. Isto se deve a elevada pressdo de selecdo exercida pelo uso do glifosato nas culturas
RR. Das espécies com resisténcia ao glifosato no Brasil, o capim-amargoso tem se mostrado a
principal espécies desta problematica, devido a sua grande capacidade de sobreviver e
multiplicar-se em ambientes distintos. O mapeamento historico atual da dispersao de
populagdes de capim-amargoso resistente ao glifosato, nas areas de soja, ¢ uma ferramenta de
auxilio na determinacdo das razdes que estejam ocasionando a expressdo da resisténcia da
planta daninha. Deste modo, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de contribuir no
monitoramento da ocorréncia e da dispersdo de Digitaria insularis resistente ao glifosato nas
principais regides produtoras de soja do Brasil determinando a dose média que discrimina
populagdes resistentes e suscetiveis através do método “base-line”’; realizando o mapeamento
da dispersao de populagdes de capim-amargoso resistentes ao glifosato, nas principais regioes
produtoras de soja do Brasil; além de testar a hipotese de que a resisténcia de D. insularis ao
glifosato pode ter sido dispersa pelo Brasil a partir de uma origem em comum. Comparando-se
os biotipos suscetiveis de D. insularis com os padrdes da literatura cientifica internacional e as
médias de bulas, pdde-se concluir que a “base-line" de suscetibilidade entre as populacdes de ¢
de 960 g e.a. ha! glifosato. Este trabalho também demonstrou que a resisténcia de capim-
amargoso ao glifosato estd presente em todas as regides produtoras de soja avaliadas, com
frequéncia de 22,5% do total das amostras. Além de mostrar que estruturacdo genética dessas
populacdes de capim-amargoso, mostrou-se baixa, evidenciando um fluxo génico marcante do
Sul para o Norte do Brasil, acompanhando a rota de maquinarios ligadas a cultura da soja RR.
Um forte processo de selecdo associado ao uso do herbicida glifosato e do manejo da cultura
da soja como um todo, esta em curso estruturando as populagdes. E que as populacdes coletadas
em Balsas-MA, Lucas do Rio Verde-MT, Sapezal-MT e Santa Rita do Trivelato-MT foram
selecionadas localmente ou sob bidtipo de pouca correlagdo genética com o Sul do Brasil. Os
demais bidtipos guardam estruturagdo genética suficiente para alegacdo de que fluiram, ao
menos parcialmente, do Paraguai para areas no Brasil.

Palavras-chave: Capim-amargoso, Glifosato, Base-line, Dindmica populacional
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ABSTRACT

Monitoring resistance to EPSPs-inhibiting herbicides and population genomics of
Digitaria insularis in the main soybean producing regions in Brazil

The expansion of agricultural areas in the Brazilian Midwest with glyphosate-resistant
crops (RR crops), mainly soybeans and corn, has contributed to the selection of weed-resistant
biotypes. This is due to the high selection pressure caused by the use of glyphosate in RR
cultures. Among the glyphosate-resistant species in Brazil, sourgrass has shown to be the main
one with such problem, due to its great ability to survive and multiply in different environments.
The current historical mapping of the dispersion of glyphosate-resistant sourgrass populations
in soybean areas is an aiding tool in determining the reasons which are causing the expression
of weed resistance. Thus, this paper has been developed aiming to contribute to the monitoring
of the occurrence and dispersion of cases of glyphosate-resistant Digitaria insularis in the main
soybean producing regions of Brazil, determining the average dose which discriminates
resistant and susceptible populations through the “baseline method”; mapping the dispersion of
glyphosate-resistant grass populations in the main soybean producing regions of Brazil; in
addition to testing the hypothesis that the resistance of D. insularis to glyphosate may have
been spread throughout Brazil from a common source. Comparing the susceptible biotypes of
D. insularis to the standards of the international scientific literature and the averages of leaflets,
it has been possible to conclude that the “baseline” of susceptibility among the populations of
sourgrass is 960 g e.a. ha! glyphosate. This research has also demonstrated that the resistance
of sourgrass to glyphosate in Brazil is present in all the evaluated soybean producing regions,
with a frequency of 22.5% of the total samples evaluated, in addition to showing that the genetic
structure of such populations of sourgrass, obtained by sequencing via the GBS library, proved
to be low, showing a marked gene flow from the South to the North of Brazil, following the
route of machinery linked to the cultivation of RR soybean. A strong selection process
associated with the use of the glyphosate herbicide and the management of the soybean culture
as a whole, is in course by structuring the populations, and that the populations collected in
Balsas-MA, Lucas do Rio Verde-MT, Sapezal-MT and Santa Rita do Trivelato-MT have been
locally selected or under biotypes with little genetic correlation with Southern Brazil. The other
biotypes keep genetic structure enough to claim that they have flowed, at least partially, from
Paraguay to areas in Brazil.

Keywords: Sourgrass, Glyphosate, Baseline, Population dynamics
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1 INTRODUCAO

A selecdo de biodtipos de plantas daninhas resistentes a herbicidas na agricultura
brasileira ¢ mundial ¢ um fendomeno ja constatado e relatado para praticamente todos os
herbicidas em uso na agricultura. O mapeamento dos casos de resisténcia ¢ importante para
mensurar a amplitude do problema, além de, verificar o quao disseminado este problema esta.

A resisténcia € a capacidade inerente e herdavel de alguns biotipos, dentro de uma
determinada populagdo, de sobreviver e se reproduzir apos a exposicao a dose de um herbicida,
que normalmente seria letal a uma populacdo normal (suscetivel) da mesma espécie
(CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008). Trata-se de um fendmeno natural que ocorre
espontaneamente nas populacdes, ndo sendo, portanto, o herbicida o agente causador, mas sim
selecionador dos individuos resistentes que se encontram em baixa frequéncia inicial
(CHRISTOFFOLETI; VICTORIA FILHO; SILVA, 1994; LOPEZ-OVEJERO et al., 2006a).

A pressao de selecdo exercida pelas aplicagdes de um mesmo herbicida tem levado ao
aumento dos relatos de plantas daninhas resistentes a diversos herbicidas. E importante ressaltar
que a resisténcia ndo ¢ induzida pelos herbicidas, mas ocorre naturalmente devido a selecao de
individuos em populagdes com variabilidade genética. A extensdo das areas agricolas
detectadas com a presenca de biotipos de plantas daninhas resistentes pode ser considerada de
pequena escala quando comparada com a area agricola total, mas tem aumentado em taxa
elevada (LOPEZ-OVEJERO et al., 2006b).

Atualmente, no Brasil, existem 51 relatos de biotipos de plantas daninhas que
apresentam resisténcia a um ou mais mecanismos de acdo de herbicidas (HEAP, 2020). Além
desses relatos de resisténcia, existem inimeras outros bidtipos que até o momento ndo foram
identificadas com resisténcia, sobretudo apresentam alta tolerancia a determinados tratamentos
herbicidas.

O mapeamento da ocorréncia de resisténcia pode auxiliar na determinacdo da
gravidade do problema e na identificacdo de caracteristicas climaticas ou de manejo em comum
que estejam ocasionando a expressdo da resisténcia ou apressando o processo de sele¢do do
biotipo resistente (ANDRES et al., 2007). Além disso, o mapeamento pode mostrar se a
resisténcia se desenvolveu isoladamente ou foi disseminada de algumas regides para as demais.

Alguns trabalhos presentes na literatura referem-se a0 mapeamento da resisténcia de
plantas daninhas como Bidens pilosa (HERNANDES et al., 2005), Euphorbia heterophylla
(VIDAL et al., 2004) aos herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS) no sul do
Brasil e Digitaria insularis ao herbicida glifosate (LOPEZ-OVEJERO et al., 2017). Esses

autores concluiram que a resisténcia se desenvolveu independentemente, sobretudo pela
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auséncia de praticas de manejo ou rotacdo de principios ativos como forma de retardar o
aparecimento de resisténcia e a necessidade dos produtores em adotar um sistema de manejo
pro-ativo.

Deste modo este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de contribuir no
monitoramento da ocorréncia e da dispersdo de casos de Digitaria insularis resistente ao
glifosato nas principais regides produtoras de soja do Brasil determinando a dose média que
discrimina populacdes resistentes e suscetiveis através do método “base-line”; realizando o
mapeamento da dispersdo de populacdes de capim-amargoso resistentes ao glifosato, nas
principais regides produtoras de soja do Brasil; além de testar a hipdtese de que a resisténcia de

D. insularis ao glifosato pode ter sido dispersa pelo Brasil a partir de uma origem em comum.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Plantas daninhas

Dentre os conceitos a respeito do que ¢ uma planta daninha, alguns autores conceituam
como sendo, simplesmente, “...planta que ocorre em local e momento indesejado, interferindo
negativamente no cultivo” (ZILLER, 2001).

Outros autores conceituam, ecologicamente, plantas daninhas como sendo “...plantas
com caracteristicas pioneiras, ou seja, plantas que ocupam locais onde por qualquer motivo, a
cobertura natural foi extinta e o solo tornou-se total ou parcialmente exposto” (PITELLI, 1987)
ou “...espécies oportunistas (espontaneas) que ocorrem em ambientes com distirbio humano”
(PRITCHARD, 1960). H4, ainda, conceitos como “...planta sem valor econdmico ou que
compete, com o homem, pelo solo” (CRUZ, 1979); “...plantas cujas vantagens ainda nao foram
descobertas” e “...plantas que interferem nos objetivos do homem em determinada situagdo”
(FISCHER, 1973).

Existem trés periodos de interferéncia das plantas daninhas que foram propostos por
Pitelli e Durigan (1984): periodo anterior a interferéncia (PAI) ¢ o periodo em que a cultura
pode conviver com a comunidade infestante sem que sua produtividade seja afetada
negativamente; periodo total de prevencdo a interferéncia (PTPI), representado pelo periodo
desde a emergéncia ou do plantio em que a cultura deve ser mantida livre da presenca de plantas
daninhas para que sua produtividade ndo seja reduzida; e periodo critico de prevengdo a
interferéncia (PCPI) em que a presenca das plantas daninhas interferem de maneira critica na
produtividade e apos este periodo ndo afetardo mais. O estudo destes periodos determina o
periodo em que efetivamente os métodos de controle devem atuar (KUVA et al., 2000).

As plantas daninhas possuem caracteristicas de rusticidade que lhes conferem grande
capacidade competitiva. Enquanto as culturas sdo conduzidas com melhoramentos genéticos,
as plantas daninhas obtiveram naturalmente a capacidade de crescer em ambientes e condi¢des
adversas naturais (KISSMANN, 2004).

Dentre os fatores de interferéncia, a competicdo ¢ a forma mais conhecida de
interferéncia das plantas daninhas sobre as culturas, de forma que os recursos mais sujeitos a
competicdo sdo nutrientes minerais essenciais, dgua, luz e espago. Ainda, certas espécies
interferem alelopaticamente sobre as plantas cultivadas, causando sérios prejuizos ao seu
crescimento, seu desenvolvimento e sua produtividade (BRIGUENTI; OLIVEIRA, 2011).

Novas espécies sao disseminadas pelo mundo por terem caracteristicas ornamentais,
forrageiras, medicinais e até mesmo como culturas. Onde posteriormente se adaptam ao novo

habitat tornando-se infestantes em varias culturas. Varios casos de introducdo de plantas com
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finalidade de alimentagdo animal que se tornaram plantas daninhas de alta competitividade no
Barsil. Espécies como Urochloa decumbens, U. brizantha € Panicum maximum s3o apenas
alguns exemplos de forrageiras introduzidas a partir de meados de 1950 e que hoje sdo grandes
problemas para a agricultura brasileira e principalmente parea cana de acucar (KISSMANN;
GROTH, 1997).

Segundo Silva e Silva (2007), em um conceito mais amplo, uma planta s6 pode ser
considerada daninha se estiver, direta ou indiretamente, prejudicando determinada atividade
humana. Portanto, pode-se notar que qualquer planta, de qualquer espécie, pode ser considerada
planta daninha se estiver ocorrendo em um local de atividade humana e se estiver afetando de
maneira negativa, em algum momento ou durante todo o tempo, essa atividade.

No geral, planta daninha ¢ um conceito antropico, ou seja, definido pelo homem; assim
considere-se que se a planta causa algum tipo de dano a cultura de interesse ou a alguma etapa

do processo de producao a mesma estd uma daninha.

2.2 Capim-amargoso (Digitaria insularis)

O capim-amargoso (Digitaria insularis) ¢ uma espécie nativa das regides tropicais e
subtropicais do Continente Americano, ¢ uma espécie encontrada desde o sul dos Estados
Unidos até o norte das planicies dos Pampas, na Argentina. No Brasil, ocorre com grande
intensidade nas regides Sudeste, Centro-Oeste ¢ Nordeste (KISSMANN; GROTH, 1997;
MACHADO et al., 2008).

Planta da familia Poaceae, possui porte herbaceo e ereto, perene, densamente
entouceirada, rizomatosa, com colmos estriados, entre 50 — 100 cm de altura (LORENZI, 2006).
Os colmos sdo cilindricos e canaliculados, com entrends longos, pouco ou nada ramificados,
com até 1 cm de espessura na base. As folhas possuem bainhas longas e abertas, que envolvem
quase todo o entrend, com ligula membranédcea. Lamina linear lanceolada, anfiestomatica, com
at¢ 40 cm de comprimento e 1 cm de largura, com esparsos pelos e margens finamente
serrilhadas  (KISSMANN; GROTH, 1997; MACHADO et al, 2008; MOREIRA;
BRAGANCA, 2010).

A inflorescéncia € do tipo panicula ramificada e terminal. As paniculas sdo grandes (15
- 30 cm), alocadas sobre longas hastes. Cada panicula ¢ constituida por numerosas espigas (20-
50), compressas quando jovens e pendentes quando adultas (normalmente para o mesmo lado).
As espigas possuem coloragdo branco-prateada, e sdo constituidas por numerosas espiguetas
pareadas (uma pedicelada e outra subséssil), rodeadas por pelos sedosos (KISSMANN;
GROTH, 1997; MOREIRA; BRAGANCA, 2010).
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A identificacdo da espécie em campo ¢ feita facilmente reconhecendo as paniculas
pendentes e de coloragdo branco-prateada. O fruto do tipo cariopse ¢ a principal unidade de
dispersdo, sendo facilmente carregado pelo vento a longas distancias, possuindo elevado poder
germinativo. Os rizomas sdo outra importante forma de dispersdo, sobretudo quando
fragmentados; estes sdo curtos e ramificados, com gemas tuberculadas e presenca de grande
quantidade de amido (KISSMANN; GROTH, 1997; MACHADO et al., 2008; MOREIRA;
BRAGANCA, 2010).

Quanto a germinac¢do do capim-amargoso, nota-se nitida preferéncia da espécie pela
condi¢do de alternancia de temperatura (noite-dia), com temperatura 6tima da ordem de 35 °C.
A auséncia de luz ndo ¢ um fator limitante a germinagdo, sobretudo quando em maiores
temperaturas. Por outro lado, o percentual de germinacdo, bem como o indice de velocidade de
germina¢do (IVG) sdo reduzidos em condi¢@o de escuro e temperatura constante (MONDO et
al., 2010).

Temperaturas extremas, proximas de 45 °C, inibem completamente a germinacdo da
espécie (PYON; WHITNEY; NISHIMOTO, 1977; MONDO et al., 2010; MENDONCA et al.,
2014). Por consequéncia, a germinagao das sementes ¢ mais intensa no periodo de primavera e
verdo. Ainda, as sementes do capim-amargoso tém maior facilidade de germinacdo e
emergéncia quando posicionadas na camada superficial do solo, em até 3 cm de profundidade
(PYON; WHITNEY; NISHIMOTO, 1977).

O capim-amargoso realiza fotossintese pelo ciclo C4, com estrutura de Kranz e bainha
simples, o que ¢ extremamente favoravel ao seu desenvolvimento em ambientes quentes e/ou
com menor disponibilidade hidrica. Quanto ao crescimento da espécie, ha significativo conflito
nos resultados experimentais, evidenciando a influéncia da temperatura e fotoperiodo sobre a
biologia da espécie (MACHADO et al., 2006; MELO, 2011; CARVALHO; BIANCO;
BIANCO, 2013; MARQUES et al., 2014).

Em geral, o capim-amargoso possui crescimento inicial lento até os 50 dias apos
emergéncia (DAE), porém com grande potencial em formar densas touceiras que, sob condi¢des
favoraveis, podem acumular grande quantidade de matéria seca. Por outro lado, possui
ecofisiologia tipica de plantas tropicais, influenciada pelas estagdes do ano e condi¢des de
fotoperiodo. Quando germinadas na primavera, com fotoperiodo crescente, possui longo ciclo
vegetativo, desenvolvimento lento e florescimento tardio (80-100 DAE), com grande acimulo
de matéria seca. Quando germinadas no final do verao, em condi¢do de fotoperiodo decrescente,

tém redugdo no ciclo vegetativo, menor acimulo de massa seca e florescimento precoce.
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Notadamente, ha preferéncia da espécie por florescer entre novembro e dezembro, porém,

comumente ha florescimento visivel durante todo o ano.

2.3 Interferéncia das plantas daninhas em sistemas de producio

A infestagdo das plantas daninhas nas culturas agricolas pode interferir de forma
altamente significativa no desenvolvimento e produtividade das culturas, portanto, sua
infestagdo ¢ um dos mais importantes fatores bidticos dentro de um agro ecossistema comercial.
Sua importancia ¢ dependente do momento e situagdo de infestacdo, podendo inclusive ser
considerada como uma planta 1til, como no caso da formagdo de cobertura morta a partir das
plantas daninhas em um terreno em pousio, cujas plantas daninhas, quando corretamente
dessecadas sdo desejadas como cobertura do solo para evitar erosdo (KISSMANN, 2004).

As razdes da alta competitividade das plantas daninhas estdo relacionadas com suas
caracteristicas de rusticidade, que lhes conferem grande capacidade competitiva. Enquanto as
culturas sdo melhoradas geneticamente, visando produtividade e ndo rusticidade, sendo estas
duas caracteristicas normalmente opostas

Como consequéncia, a infestacdo de plantas daninhas nas &reas agricolas esta
classificada dentre os fatores bidticos mais importantes que interferem negativamente no
potencial produtivo das culturas. Os efeitos negativos causados pelas plantas daninhas se
manifestam sobre a quantidade e a qualidade da producdo agricola, consequéncia da competicao
pelos recursos de crescimento disponiveis no ambiente de produgdo, da alelopatia, ou por serem
agentes que hospedam pragas e doencas, permitindo a multiplicagdo destas (CARVALHO,
2006). Lorenzi (2006) estima que, no Brasil, as perdas ocasionadas as culturas agricolas pela
interferéncia das plantas daninhas estejam em torno de 20 a 30%.

Estudos sobre as caracteristicas das espécies e o0 comportamento delas no ambiente sdo
os principais objetivos dos estudos da biologia das plantas daninhas atualmente. Quando se
analisa o volume de pesquisas relacionadas ao controle quimico de plantas daninhas, percebem-
se muitos trabalhos nessa area, e relativamente poucos em biologia. Entretanto, este segmento
de estudo da Ciéncia das Plantas Daninhas esta crescendo consideravelmente nos tltimos anos.
Esses estudos sdo importantes, pois incorporam novos conhecimentos dos aspectos
relacionados a competicdo entre plantas daninhas e as culturas, determinando o melhor
momento para aplicagdo dos métodos de controle e, principalmente, auxiliando no
desenvolvimento de praticas para o manejo integrado das plantas daninhas (CAMPOS, 2011).

Segundo Fernandez (1982), uma das maiores limitagdes que existe para a implantagdo

de programas de manejo integrado de plantas daninhas ¢ a caréncia de conhecimentos basicos
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sobre a biologia e ecologia destas plantas. O manejo efetivo das plantas daninhas, por meio de
um sistema de manejo integrado, deve estar baseado em conhecimentos sélidos sobre biologia,
uma vez que o grau de interferéncia das plantas daninhas sobre as culturas estd diretamente
relacionado com caracteristicas proprias da comunidade infestante (BLEASDALE, 1960).

Novas espécies sao disseminadas frequentemente pelo mundo por terem caracteristicas
ornamentais, forrageiras, medicinais e at¢ mesmo como culturas e, posteriormente, se adaptam
ao novo habitat tornando-se infestantes com varidvel grau de agressividade (WILLIAMS,
1980). Inumeros foram os casos de introducgdo de plantas com finalidade de alimenta¢do animal
que se tornaram plantas daninhas de alta competitividade. No mundo podem-se citar Cynodon
dactylon e Digitaria spp. como espécies disseminadas com esta finalidade (ZIMDAHL, 1999).
No Brasil, as espécies Urochloa decumbens, U. brizantha e Panicum maximum sdo alguns
exemplos de forrageiras introduzidas a partir de meados de 1950 e que hoje sdo grandes
problemas para a agricultura brasileira. Em geral, tratam-se de plantas originarias da Africa,
com crescimento rapido, que produzem muitas sementes e infestam lavouras com alta
densidade e competitividade (KISSMANN; GROTH, 1999).

Qualquer mudanga no sistema produtivo promove, em maior ou menor grau, alteragdes
nas condi¢des microclimaticas. Essas alteracdes, por sua vez, poderdo influenciar nas
composi¢des especificas das plantas daninhas, pois novos fatores de pressdo seletiva passam a

atuar de forma mais significativa no agro ecossistema.

2.4 Resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas

A partir de 1996, técnicas de engenharia genética impulsionaram o surgimento de
culturas geneticamente modificadas, tolerantes a glifosato, aumentando ainda mais a sua
utilizagdo no mundo (PADGETTE et al., 1996). O glifosato, que antes da introducao de culturas
tolerantes, era aplicado, aproximadamente, uma vez no ano, na €poca de pré-semeadura das
lavouras, apds a introducgdo de culturas modificadas, passou a ser aplicado em frequéncia mais
intensiva, elevando a pressdo de selecdo exercida pelo herbicida na selecdo de plantas
resistentes (MOREIRA; CHRISTOFFOLETI, 2008).

No Brasil, os primeiros casos confirmados de selecdo de populagdes com ocorréncia de
bidtipos de plantas daninhas resistentes a herbicidas ocorreram em é&reas com aplicagdes
sucessivas de herbicidas do grupo dos inibidores da acetolactato sintase (ALS) por meio de
bidtipos da planta daninha picdo-preto (Bidens pilosa) (CHRISTOFFOLETI et al., 1996).

A aplicacdo repetitiva de um mesmo ingrediente ativo ou de produtos com o mesmo

mecanismo de agdo em culturas sucessivas provoca o desbalanceamento na frequéncia inicial



20

dos genes, de forma a selecionar os individuos resistentes. Segundo Maxwell e Mortimer
(1994), considera-se determinada populagdo resistente quando 30% dos seus individuos sao
resistentes.

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas ¢ definida como a capacidade natural e
herdavel de determinados bidtipos, dentro de uma populacao, de sobreviver e se reproduzir apos
a exposicao a doses de herbicidas que seriam letais a individuos normais (suscetiveis) da mesma
espécie (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2004). O primeiro caso de capim-amargoso
resistente a glifosato foi relatado em 2008, sendo identificados bidtipos de capim-amargoso
resistentes ao glifosato no sul do Brasil e no Paraguai (HEAP, 2020).

A heranca da resisténcia de D. insularis ao herbicida glifosato ainda ¢ desconhecida,
mas a hipdtese de Melo (2015) ao estudar a heranga genética da resisténcia de D. insularis, é
que a resisténcia a este herbicida pode ser poligénica pois ndo houve alteragdo na resposta ao
glifosato apods o cruzamento dos bidtipos suscetivel e resistente na progénie F1. A diversidade
genética das populacdes de D. insularis também deve ser levada em consideragdo. A
variabilidade genética das populagdes de plantas daninhas ¢ afetada por inimeros fatores
evolutivos, como o sistema de producdo, a interagdo da cultura com a planta daninha (fluxo
génico através da dispersdo do pdlen e da semente), a distribui¢do geografica e a selecdo natural
(HUANGFU; SONG; QIANG, 2009).

Apesar de ser uma planta autdgama, bidtipos de capim-amargoso resistente e suscetivel
ao herbicida glifosato possuem diferencas em seu DNA em torno de 56,6%, caracterizando alta
variagdo na sequéncia enzimatica desta espécie (MARTINS, 2013), que pode ser explicada pelo
fato do capim-amargoso ter também taxa de fecundagdo cruzada (FRAGA et al., 2016). Essa
variabilidade genética pode implicar em diferencas morfoldgicas, fisioldgicas e genéticas,
podendo alterar significativamente sua capacidade de resistir a acdo dos herbicidas.

Pesquisas sobre diversidade genética das plantas cultivadas tém sido desenvolvidas para
espécies, variedades, cultivares e caracterizagdo de biotipos, porém poucos estudos tém sido
feitos com plantas daninhas (ROCHA et al., 2009). O conhecimento se a diversidade genética
da planta daninha ¢ a mesma entre populagdes diferentes — especialmente entre aquelas sujeitas
a selecdo ocasionada pelo uso repetitivo de herbicidas e outra sem historico de aplicacdo — ¢

necessario (HUANGFU; SONG; QIANG, 2009).

2.5 Monitoramento da resisténcia
Atualmente, no Brasil, existem 51 relatos de espécies de plantas daninhas que possuem

resisténcia a um ou mais mecanismos de acao de herbicidas (HEAP, 2020). Além desses relatos
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de resisténcia, existem inumeras outras espécies que at¢ o momento nao foram identificadas
com resisténcia, sobretudo apresentam alta tolerancia a determinados tratamentos herbicidas.

O mapeamento da ocorréncia de resisténcia pode auxiliar na determinacdo da
gravidade do problema e auxiliar na identificacdo de caracteristicas climaticas ou de manejo
em comum que estejam ocasionando a expressdo da resisténcia ou apressando o processo de
selecdo do bidtipo resistente (ANDRES et al., 2007). Além disso, o mapeamento pode mostrar
se a resisténcia se desenvolveu isoladamente ou foi disseminada de algumas regides para as
demais.

Alguns trabalhos presentes na literatura referem-se ao mapeamento da resisténcia de
plantas daninhas como Bidens pilosa (HERNANDES et al., 2005), Euphorbia heterophylla
(VIDAL et al., 2004) aos herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS) no sul do
Brasil e Digitaria insularis ao herbicida glifosate (LOPEZ-OVEJERO et al., 2017). Esses
autores concluiram que a resisténcia se desenvolveu independentemente, sobretudo pela
auséncia de praticas de manejo ou rotacdo de principios ativos como forma de retardar o
aparecimento de resisténcia e a necessidade dos produtores em adotar um sistema de manejo

pro-ativo.

2.6 Diversidade genética em populacdes de plantas

O desenvolvimento e a manutencao da estrutura genética ocorrem devido as interagdes
de um conjunto complexo de fatores evolucionarios, como variacdes no conjunto génico,
organizac¢do destas variacdes dentro de genotipos, distribuicdo espacial dos gendtipos, sistema
de reproducado, dispersdo das progénies, sele¢do, deriva, mutagdo, eventos casuais € processos
de crescimento, mortalidade e reposicao dos individuos que dardo origem a futuras populagdes
(HAMRICK, 1983; LOVELESS; HAMRICK, 1984).

A compreensdo dos processos microevolutivos dentro das populacdes nativas tem
prosperado gragas aos estudos da organizagdo da variabilidade ou estrutura genética de
populagdes, com o intuito de melhorar estratégias de domesticagdo, manejo e conservacao
dessas espécies (CARTHEW, 1993). Assim sendo, para que se possa preservar uma espécie,
deve-se conservar ao maximo a quantidade de seus recursos genéticos. De acordo com Moran
e Hopper (1987), esses recursos incluem toda a variagdo herdavel que ocorre dentro de todos
os individuos de uma espécie. E para que se possa avalid-los sdo necessarias informagdes da
estrutura genética de suas populagdes, o que envolve medidas de diversidade genética entre e
dentro das populacdes (BROWN; MORAN, 1981). Os estudos de variabilidade genética em

populagdes naturais devem ser direcionados para a quantificacdo da variacdo existente e na



22

caracterizacgdo dos niveis de variabilidade das populagdes, devendo-se lembrar que, em espécies
de plantas, os fatores que influenciam na distribuicdo da variabilidade genética incluem o
tamanho efetivo da populacdo, a distribuicdo geografica da espécie, o modo de reprodugio, o
mecanismo de dispersdo de sementes e o tipo de comunidade onde a espécie ¢ frequente
(HAMRICK, 1983).

Segundo Weir e Basten (1990), a frequéncia de heterozigotos ¢ um importante indicador
da diversidade genética, pois cada heterozigoto detém alelos diferentes e, portanto, representa
melhor a variacdo existente. No entanto, a heterozigosidade esperada ou diversidade génica
conforme a metodologia de Nei (1973), ¢ uma medida mais apropriada por apresentar a variagao
tanto em populacdes de espécies autdbgamas como aldgamas.

A estimativa da frequéncia de um alelo particular em uma populagdo, chamada de
frequéncia génica ou alélica, ¢ considerada fundamental nos estudos evolutivos, pois a mudanga
genética de uma populacdo pode ser avaliada pela mudanga nas suas frequéncias génicas (NEI,
1987).

Conforme Loveless e Hamrick (1984), as populagdes de plantas ndo sdo organizadas
aleatoriamente em grupos de genotipos, mas sdo estruturadas no espago e no tempo. Essa
estrutura pode ser expressa entre plantas geograficamente distintas, dentro de um grupo local
de plantas, ou mesmo na progénie dos individuos. Portanto, em situacdes em que hd uma
selecdo diferenciada em estagios do ciclo de vida, podem ocorrer diferencas genéticas
significantes entre classes de idade, refletindo numa alteracdo da estrutura genética no tempo.
Em outra situagdo, a adaptacdo em um microambiente ¢ uma caracteristica comum de
populacdes de plantas e sua existéncia pode levar a uma distribui¢do ndo aleatoria de genotipos
dentro de populagdes o que leva a uma alteracao da estrutura no espago.

A estrutura genética € o resultado da a¢do conjunta de forgas evolutivas como a mutagao,
migragdo, selecdo e deriva que operam dentro de um contexto histérico e bioldgico de cada
espécie de planta. Essas forgas violam as condi¢des de equilibrio de Hardy-Weinberg. A
mutagdo, migracao e a selecdo tendem a mudar, de maneira previsivel, a frequéncia génica tanto
em quantidade como em direcdo. Essa estrutura pode se manifestar entre populagdes
geograficamente distintas dentro de um grupo de plantas, ou mesmo nos individuos de uma
progénie.

Em suma, a estrutura genética pode ser definida como sendo a distribui¢ao ndo aleatoria
de alelos ou de gendtipos no espaco e no tempo prescindindo dos processos meidticos que

também podem afetar as frequéncias alélicas e genotipicas.
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2.7 Fluxo génico em espécies vegetais

O termo “fluxo génico” ¢ utilizado para todos os mecanismos que resultam em
movimentos de genes dentro de uma populacdo e de uma populagdo para outra (SLATKIN,
1987). Dessa forma, enquanto os efeitos da selecdo natural, mutacao e deriva genética levam a
diferenciagdo dentro e entre populacdes, o fluxo génico atua no sentido contrario,
homogeneizando a variagdo genética espacial dentro e entre populagdes, além de poder induzir
nova variagdo (WRIGHT, 1949; HAMRICK; MURAWSKI; NASON, 1993). Portanto, o
conhecimento sobre a dindmica do fluxo génico ¢ essencial na compreensdo do potencial
evolutiva da espécie, fornecendo subsidios para a conserva¢ao e manejo.

As plantas dispersam seus genes durante dois estagios do seu ciclo de vida: antes da
fertilizacdo, pelo movimento de polen, e apds a fertilizagdo e desenvolvimento do embrido, por
meio da dispersdo de sementes. Uma vez que o fluxo génico via polen e via semente sdo eventos
independentes, espécies de plantas com dispersdo de pdlen efetiva de longo alcance, porém,
como dispersdo de semente localizada pode ter menos variagdo genética entre populagdes
geograficamente separadas, o que desencadeia ocorréncia de grupos de individuos aparentados
(NASON; HAMRICK, 1997). O reconhecimento desses estagios de dispersdo génica ¢
fundamental para se compreender a distribuicdo da diversidade genética entre e dentro de
populagdes de plantas (LEVIN, 1981), além de, fornecer bases para compreensiao dos padrdes
demograficos e formag¢ao das comunidades vegetais (HARDY et al., 2006).

De acordo com Futuyma (1992), diferengas na estrutura da populagdo sdo
correspondentes aos diversos modelos de fluxo génico, dentro os quais se destacam: a) modelo
continente-ilha, que se baseia no movimento unidirecional de uma fonte efetivamente grande
(continental) para uma menor e isolada (ilha) (WRIGHT, 1943); b) o modelo de ilhas em que
uma populacdo ¢ subdividida em subpopulacdes (demes) separadas geograficamente e o fluxo
génico ocorre ao acaso entre as subpopulacgdes e todas contribuem da mesma forma com o fluxo
génico (WRIGHT, 1931); ¢) o modelo “stepping stone” no qual a migragao acontece por passos
somente entre populagdes vizinhas (KIMURA; WEISS, 1964); d) o de isolamento por distancia
no qual o fluxo génico ocorre com maior frequéncia entre individuos espacialmente mais
proximos do que entre os mais distantes, levando a uma diferenciacdo entre grupos de
individuos que estdo espacialmente mais distantes na populacao (WRIGHT, 1943).

As estimativas de fluxo génico em plantas podem ser obtidas de forma direta ou indireta.
As medidas diretas referem-se ao fluxo génico contemporaneo, enquanto as indiretas sao
baseadas na estrutura de populacdes e referem-se ao fluxo génico histérico (LEVIN, 1981;

ELLSTRAND, 1992; ZUCCHI, 2002). Os métodos diretos baseiam na observacao da dispersao
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de polen ou semente, por meio da utilizacdo de corantes e marcadores morfologicos. Os
métodos indiretos baseiam-se na estrutura genética das populagdes, isto ¢, na distribuicao da
diversidade genética entre populacdes para obter a estimativa do numero efetivo de migrantes
pro geragdo, em uma escala de tempo evolucionaria (SORK et al., 1999; MARTINS et al.,
2006).
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3 “BASE-LINE” DE SUSCETIBILIDADE DE POPULACOES DE Digitaria insularis AO
GLIFOSATO

Resumo

A frequente aplicacdo sequencial de glifosato, especialmente em culturas com cultivares
resistentes ao herbicida, gerou pressdo de selecdo sobre algumas populacdes de capim-
amargoso (Digitaria insularis), selecionando populacdes resistentes ao herbicida nos sistemas
de producdo de graos, assim como em sistemas com culturas perenes. No entanto, a pesquisa
ndo tem determinado, ao longo deste processo de selegdo, o nivel real de suscetibilidade das
populagdes que ndo sofreram este processo seletivo, ou seja, uma certa dose de glifosato que
poderia ser utilizada para discriminar uma populagao resistente de uma suscetivel. Sendo assim,
esta pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de determinar a dose média que discrimina
populagdes resistentes e suscetiveis de capim-amargoso ao glifosato, através do método “base-
line”. Esta determinacdo pode ser uma forma adequada para a detecgdo, com seguranga
cientifica, da existéncia da resisténcia de uma populacdo de capim-amargoso ao glifosato. O
experimento foi dividido em duas etapas, sendo na primeira feita a identificagdo e discriminagao
entre as populagdes suscetiveis e resistentes ao glifosato e, na segunda, a construcio da “base-
line” de populagdes suscetiveis ao herbicida glifosato. Apds a comparacdo das populagdes
suscetiveis de capim-amargoso, bem como com os padrdes da literatura cientifica, e as médias
de doses recomendadas pelos 6rgdos regulatdrios do Brasil, concluiu-se, a partir da “base-line”
de suscetibilidade entre as populagdes de capim-amargoso, que a dose de 960 g e.a. ha'! de
glifosato deve ser utilizada em futuras pesquisas para determinar se um bidtipo de capim-
amargoso ¢ resistente ao glifosato.

Palavras chave: Dose discriminatéria, Capim-amargoso, Resisténcia a herbicidas

3 SUSTAINABILITY "BASE-LINE" OF Digitaria insularis TO THE GLYPHOSATE

Abstract

Frequent and sequential application of glyphosate, chiefly in crops with herbicide-
resistant cultivars, has imposed some selection pressure to populations of sourgrass (Digitaria
insularis), selecting herbicide-resistant populations in grain production systems, as well as in
systems with perennial crops. However, research has not been able to determine, during the
selection process, the real level of susceptibility of populations that have not undergone such
process, which is the rate of glyphosate that could be used in order to discriminate a resistant
population from a susceptible one. Thus, the objective of this research has been to determine
the average rate, which discriminates, resistant from susceptible populations of sourgrass to
glyphosate, through the "baseline" method. Such determination may be an adequate way to
detect, with scientific security, the existence of glyphosate resistance in a population of
sourgrass. The experiment has been divided into two steps, the first one, being the identification
and discrimination between the populations which are susceptible and resistant glyphosate and,
in the second one, the “baseline” of biotypes susceptible to the glyphosate herbicide has been
built. After the comparison to the susceptible populations of sourgrass, as well as to the
standards of the international scientific literature, and the average rates recommended by the
Brazilian regulatory governmental institutions, it has been concluded, based on the “baseline”
of susceptibility among the populations of sourgrass, that the rate of 960 g a.e. ha'! of glyphosate
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should be used in future researches in order to determine if a population of sourgrass is resistant
to glyphosate.

Keywords: Discriminatory rate, Sourgrass, Herbicide resistance

3.1 Introduc¢ao

O glifosato ¢ o herbicida mais importante utilizado globalmente em areas de plantio
direto, ou culturas perenes, por possuir amplo espectro de controle e baixo custo (GALLI;
MONTEZUMA, 2005; DUKE; POWLES, 2008). Todavia, sua intensa utilizacao resulta em
pressdo de selecdo dentro das populacdes de plantas daninhas suscetiveis ao herbicida, podendo
assim selecionar biotipos resistentes a ele (CHRISTOFFOLETI et al., 2009), fendmeno esse
observado em praticamente todas as regides do mundo onde o glifosato ¢ usado intensivamente
(HEAP, 2020).

A resisténcia de plantas daninhas ao glifosato foi inicialmente considerada improvavel
de evoluir na natureza, com base nos fatos de que a selecdo intencional para tolerancia a este
herbicida, utilizando plantas inteiras e cultura de tecidos, foi mal sucedida e os mutantes gerados
em laboratério que possuiam a EPSPs altamente resistente tiveram cinética enzimatica
indesejavel (BRADSHAW et al., 1997). O ndo surgimento de resisténcia ao glifosato parecia
ser verdadeiro por ndo ter sido encontrada durante os primeiros 15 anos de uso como herbicida
ndo seletivo. No entanto, a utilizagdo intensiva de glifosato especialmente apds a introducao de
plantas transgénicas resistentes, impds alta pressdo de selecdo sobre as plantas daninhas,
resultando na evolucdo da resisténcia ao glifosato em populagdes de nove espécies até o
momento (HEAP, 2020).

Apesar do nimero de espécies resistentes ainda ndo ser tdo expressivo, a drea em que
estas espécies estdo presentes tende a crescer com o alto numero de aplicagdes em jato dirigido
em culturas perenes ou em area total em culturas resistentes ao glifosato (DUKE; POWLES,
2008). A frequente utilizagdo de glifosato ao longo dos anos gerou grande pressao de selecao
sobre populacdes de Digitaria insularis presentes em areas agricolas dos Estados brasileiros
produtores de grdos e culturas perenes.

Tendo em vista todos os aspectos bioldgicos e condigdes de manejo descritas
anteriormente, faz com que alguns agricultores possam acreditar que a dificuldade de controle
com glifosato em plantas de D. insularis, ap6s a perenizagdo, seja devido a resisténcia ao
herbicida, em funcdo da existéncia de populagdes com diferentes niveis de suscetibilidade
(CORREIA; LEITE; GARCIA, 2010) e do aumento crescente na dose de glifosato necessaria

para controlar o capim-amargoso ao longo de seu desenvolvimento (MELO, 2011).
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Existem vérios métodos para a detecgdo da resisténcia a herbicidas (BECKIE et al.,
2000). Experimentos em campo e casa-de-vegetagao, como curvas de dose-resposta, utilizando
a planta inteira s3o os mais utilizados e precisos, porém demandam tempo e espaco quando
existe grande quantidade de populagdes a serem estudadas.

O herbicida glifosato possui grande variagdo em sua recomendagdo em funcdo do
estddio de desenvolvimento e espécie de planta daninha a ser estudada (RODRIGUES;
ALMEIDA, 2018). Assim, a aplica¢do de uma dose recomendada, chamada aqui de “base-line",
em um determinado estadio de desenvolvimento da planta daninha alvo ¢ uma alternativa para
indicacdo da existéncia da resisténcia ao comparar as avaliacdes com plantas oriundas de uma
populagao suscetivel ja conhecida.

Em paises como os Estados Unidos da América, onde a resisténcia de plantas daninhas
a herbicidas esta disseminada em grandes areas e presente em diversas espécies, existem
pesquisas e recursos alocados para o mapeamento e monitoramento de areas com a presencga de
populagdes resistentes a herbicidas. Este plano de monitoramento € mapeamento permite a
deteccdo de resisténcia em baixas frequéncias, o que ajuda a direcionar o manejo pro-ativo das
espécies resistentes para os agricultores e profissionais em outras regides como um meio de
fornecer um sistema de alerta para enfrentar o problema de resisténcia em plantas daninhas
(DAVIS; GIBSON; JOHNSON, 2008).

Sendo assim, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de elaborar a “base-line” do
capim-amargoso, gerando assim a dose discriminatéria de distingdo entre populacdes
suscetiveis e resistentes de D. insularis ao herbicida glifosato, por meio de curvas de dose-

resposta.

3.2 Material e métodos

Todo o trabalho foi desenvolvido em casa-de-vegetacdo do Departamento de Producgdo
Vegetal da ESALQ/USP, no municipio de Piracicaba, Sdo Paulo (22° 42°S; 47° 37° W; 545 m
de altitude) e dividiu-se em duas etapas. A primeira etapa constituiu-se da identifica¢do e
separagdo de biotipos suscetiveis dos resistentes. Na segunda etapa, elaborou-se efetivamente

a “base-line" dos biotipos suscetiveis ao herbicida glifosato.

Identificacido de bidtipos suscetiveis e resistentes
No momento da coleta, foram anotadas as coordenadas geograficas dos pontos amostrais
(Tabela 3.1). No total, foram avaliadas trinta populagdes de capim-amargoso, provenientes de

propriedades produtoras de soja localizadas nos estados de GO, MG, MT e PR (Figura 1). Em
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cada area, foram coletadas sementes de, no minimo, 20 plantas por populagdo, em estadio de

plena maturidade fisiologica.

Tabela 3.1. Amostras de populagdes de capim-amargoso, estado de coleta e coordenadas

geogréaficas. Piracicaba - SP, 2020.

Coordenadas Geograficas

Estado Latitude Longitude
GO -17,78278 -50,96056
GO -17,80556 -50,90278
GO -17,31278 -50,51139
GO -17,32028 -50,56889
GO -17,31139 -50,60750
GO -17,28167 -50,61056
GO -17,29694 -50,66806
GO -17,27250 -50,61139
MG -18,17750 -49,88389
MG -18,28222 -49,61278
MG -17,48250 -49,41194
MT -13,82778 -59,09417
MT -15,06917 -53,65778
MT -16,38583 -55,16472
MT -13,68111 -55,52889
MT -14,06250 -56,49250
MT -12,02028 -55,69667
MT -14,03389 -58,00333
MT -11,61278 -55,48111
MT -11,98306 -55,95361
MT -13,20583 -55,27222
MT -11,91694 -55,49833
MT -12,33222 -55,98806
MT -13,85556 -56,74861
MT -13,02972 -56,06444
MT -13,34250 -56,44556
MT -14,05639 -52,36778
MT -13,22278 -51,94944
PR -24,60722 -53,40667
PR -23,15694 -50,34278
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1000 km

Figura 3.1. Distribuicdo de bidtipos selecionados para identificacdo de suscetibilidade e
resisténcia ao herbicida glifosato. Piracicaba - SP, 2020.

Para instalacdo do experimento, as sementes foram distribuidas em excesso em caixas
plasticas de 2,0 L, preenchidas com propor¢do de substrato comercial (casca de Pinus, turfa e
vermiculita) e vermiculita (3:1; v:v). No inicio do perfilhamento, as plantulas foram
transplantadas para vasos de 1L, preenchidos com a mesma mistura de substrato, onde
permaneceram até o término do experimento, em densidade média de trés plantas por vaso, sem
deficiéncia hidrica.

A suscetibilidade das populacdes foi quantificada por meio de curvas de dose-resposta.
Os tratamentos foram organizados em blocos casualizados, com 6 tratamentos e 4 repetigoes,
em que as doses do herbicida foram: 8D, 4D, D, 1/4D, 1/8D e testemunha sem aplicagdo. Na
qual, para D foi considerada a dose de 960 g e.a. ha'.

As pulverizagdes foram realizadas sobre plantas em estadio de 2 a 3 perfilhos. Para tanto,
foi utilizado pulverizador costal de precisdo, pressurizado por CO, acoplado a barra com duas
pontas do tipo Teelet 110.02, posicionada a 0,50 m dos alvos, com consumo relativo de calda
de 200 L ha'!.

Foi avaliado o controle percentual e massa seca residual aos 28 dias apds aplicacao

(DAA). Para a avaliacdo de controle, foi atribuido 0% no caso da auséncia de sintomas causados
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pelo herbicida e 100% para a morte das plantas. A massa vegetal foi obtida a partir da colheita
do material remanescente nas parcelas, com posterior secagem em estufa a 70 °C por 72 horas.
A massa seca foi corrigida para valores percentuais por meio da comparacdo da massa obtida
nos tratamentos herbicidas com a massa da testemunha, considerada 100%.

A analise dos dados foi realizada por meio da aplicag@o do teste F na analise da variancia.
As curvas de dose-resposta foram ajustadas ao modelo de regressdo nao-linear do tipo logistico.

A variavel controle foi ajustada ao modelo proposto por Streibig et al. (1988);

a

Em que: y = porcentagem de controle; x = dose do herbicida; e a, b e ¢ = parametros da curva,

y:

de modo que a ¢ a diferenca entre o ponto maximo e minimo da curva, b ¢ a dose que
proporciona 50% de resposta da variavel e ¢ ¢ a declividade da curva.

Para as variaveis massa fresca e seca residual, foi adotado o modelo proposto por Seefeldt,

Jensen e Fuerst (1995);
_a
1+ (xj
b

Em que: y € o controle percentual ou a massa seca residual, x € a dose do herbicida (g ha'), Pmin

y = Pmin+

¢ o ponto minimo da curva; e a, b, e ¢ sdo pardmetros estimados da equagdo, de tal forma que
a ¢ a amplitude existente entre o ponto maximo e o ponto minimo da variavel; b ¢ a dose que
proporciona 50% de resposta da variavel e ¢ ¢ a declividade da curva ao redor de b.

O modelo logistico possui vantagens uma vez que um dos termos integrantes da equacgao
¢ uma estimativa do valor de Cso ou de GRso (CHRISTOFFOLETI, 2002). O Cso (control by
50%) e o GRso (growth reduction by 50%) sdo as doses do herbicida que proporcionam 50% de
controle ou de redu¢do de massa da planta daninha, respectivamente (CHRISTOFFOLET]I,
2002; CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008). Embora um dos parametros do modelo
logistico seja uma estimativa do valor de Cso, também foi realizado seu calculo matematico por
meio da equagdo inversa, conforme discussdo proposta por Carvalho et al. (2005).

Apos as analises das curvas de dose-resposta, foi avaliado o padrao de resposta do Cso e
GRso acumulado das populagdes, visando separar individuos resistentes e suscetiveis através

destes parametros para elaborag¢do da “base-line" de suscetilidade.
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Visando validar as discussoes, realizou-se também revisao bibliografica de trabalhos que
quantificaram valores de DLso ou GRso de bidtipos reconhecidamente suscetiveis ao herbicida

glifosato.

Elaboracao de “base-line" de suscetibilidade de D. insularis ao herbicida glifosato
Nesta etapa, utilizaram-se somente os individuos considerados suscetiveis ao herbicida
glifosato na etapa anterior. A suscetibilidade das populagdes foi quantificada por meio de curvas
de dose-resposta conforme metodologia descrita na primeira etapa dos experimentos.
Apos as analises das curvas de dose-resposta, foi avaliado o padrao de resposta do Cgo e
GRgo acumulado das populagdes, além do intervalo de confianca das mesmas. Realizou-se
também levantamento de bulas de formulagdes comerciais de glifosato registradas no Brasil
para comparagdo. Os padrdes de Cgo e GRso foram considerados pelo fato de que serem os

valores minimos exigidos na legislagdao em vigor (CARVALHO et al., 2005).

3.3 Resultados e discussao
Identificacido de bidtipos suscetiveis e resistentes

Ap0s as andlises de suscetibilidade dos 30 individuos oriundos dos estados de Goias,
Mato Grosso e Parand, identificaram-se 14 populacdes suscetiveis com médias de Cso de 447,33
e GRso de 486,76 g e.a. ha! enquanto que as 16 outras populagdes foram consideradas
resistentes, obtendo médias de Cso de 1605,05 € GRso de 1504,98 g e.a. ha'!, alcangando um
fator de resisténcia médio de 3,58 para controle e 3,09 para massa (Tabelas 3.2 e 3.3).

Com relacdo a revisdo bibliografica realizada, referente as populacdes suscetiveis
(Tabela 3.4), foram encontrados valores varidveis entre 219,74 € 691,00 g e.a. ha™! para Cso e
189,72 € 497,60 g e.a. ha'! para GRso, com média geral calculada em 395,22 € 342,95 g e.a. ha

! para Cso e GRso respectivamente.
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Tabela 3.2. Variaveis avaliadas, parimetros do modelo logistico!, coeficiente de determinagédo
(R?) e controle (C) para a suscetibilidade de biotipos de D. insularis ao herbicida glifosato.
Piracicaba - SP, 2020.

Pariametros para controle

Bidtipo ~ b " R? Cso
1 99,312 264,576 -5,119 0,999 265,293
2 99,163 340,559 -1,556 0,998 344,276
3 100,141 389,275 -2,036 1,000 388,736
4 102,711 405,173 -1,648 0,977 392,399
5 102,407 436,427 -1,904 0,977 425,780
6 101,390 433,041 -2,537 0,994 428,384
7 99,990 454,931 -1,922 0,996 454,980
8 100,110 466,645 -2,708 0,995 466,266
9 101,499 482,228 -1,697 0,995 473,910
10 101,876 498,128 -1,779 0,995 487,924
11 99,881 505,204 -3,460 0,994 505,552
12 102,106 520,404 -2,184 0,982 510,665
13 102,603 552,691 -1,696 0,991 536,400
14 100,431 583,593 -3,381 0,989 582,112
15 105,486 1125,886 -1,348 0,988 1042,227
16 103,810 1127,821 -1,251 0,998 1063,528
17 109,511 1321,738 -0,978 0,997 1106,084
18 102,303 1148,426 -1,870 0,995 1121,108
19 104,535 1268.,268 -1,416 0,991 1192,814
20 100,928 1233,104 -1,886 0,998 1221,137
21 111,520 1538,858 -0,940 0,994 1234,131
22 104,526 1435,546 -1,050 0,998 1321,799
23 101,101 1336,996 -1,932 0,999 1322,015
24 101,151 1425,584 -1,904 0,997 1408,648
25 107,742 1940,374 -1,286 0,997 1734,926
26 115,406 2738,982 -0,861 0,983 2004,739
27 100,444 2275,451 -2,019 0,998 2265,504
28 107,623 2630,095 -1,520 0,993 2395,661
29 103,967 2541,170 -1,355 0,999 2401,925
30 108,972 3290,100 -1,134 0,996 2844,511

"Modelo matematico: y = a/(1+(x/b)°)
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Tabela 3.3. Variaveis avaliadas, pardmetros do modelo logistico!, coeficiente de determinagdo
(R?) e redugdo de crescimento (GR) para a suscetibilidade de bidtipos de D. insularis ao

herbicida glifosato. Piracicaba - SP, 2020.

Parametros para massa seca residual

‘o 2

Biotipo y—— " > R R GRso
1 -0,194 100,178 276,801 2,885 1,000 276,399
2 0,651 99,789 352,407 1,644 0,996 357,131
3 -1,149 100,474 408,148 1,884 0,997 400,359
4 -1,118 100,499 474,662 2,053 0,999 466,734
5 -1,685 98,882 505,083 2,085 0,987 483,546
6 -0,005 99,344 486,749 2,177 0,997 483,758
7 -1,890 99,625 510,436 1,878 0,989 488,241
8 -2,152 101,134 513,608 1,727 0,995 495,292
9 -1,572 96,349 529,157 2,655 0,983 501,728
10 0,143 97,320 523,772 3,019 0,996 515,310
11 -0,690 99,036 553,370 2,276 0,997 541,973
12 -2,622 101,220 613,421 1,176 0,991 573,293
13 -0,743 99,379 611,483 2,545 0,999 601,377
14 -0,662 100,225 635,913 2,179 1,000 629,544
15 -4,729 103,746 1147,488 1,331 0,996 1056,303
16 -3,267 100,450 1171,152 1,439 0,991 1076,456
17 -1,272 99,653 1144,790 2,083 0,999 1113,346
18 -2,750 103,476 1178,856 1,532 0,983 1149,131
19 -5,558 106,501 1268,680 1,172 0,997 1178,140
20 -3,586 104,298 1250,224 1,070 0,997 1187,443
21 -3,330 103,622 1257,752 1,101 0,999 1192,495
22 0,112 98,650 1246,337 2,251 0,999 1233,764
23 -4,325 103,577 1364,062 1,472 0,995 1276,222
24 -3,936 104,795 1332,098 1,398 0,998 1277,290
25 -5,395 105,915 1814,606 1,083 0,993 1666,601
26 -2,373 101,990 1798,209 1,401 0,999 1730,153
27 -0,211 97,320 2027,357 2,270 0,997 1971,201
28 -6,423 106,726 2349,026 1,100 0,994 2116,290
29 -4,162 104,433 2396,542 1,909 0,997 2304,795
30 -5,432 102,732 2881,148 1,300 0,997 2550,089

"Modelo matematico: y = Pmin + a/(1+(x/b)®)
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Tabela 3.4. Nivel de suscetibilidade ao herbicida glifosato de populagdes de D. insularis
disponivel na literatura cientifica, estimada por curvas de dose-resposta. Piracicaba - SP, 2020.

. .. Avaliaciao Resultado!
Autores Estadio de Aplicacao DAA? Coo GRew
Canedo et al., 2019 Inicio perfilhamento 28 524,88 313,20
Cavalieri, 2017 Inicio perfilhamento 21 417,95 372,27
Silveira, 2017 3 a 4 folhas 21 243,70 431,60
Gongalves Netto et al., 2015 Inicio perfilhamento 28 219,74 189,72
Melo, 2011 Inicio perfilhamento 28 274,04 253,31
Correia et al., 2010 Inicio Perfilhamento 28 691,00 497,60
Valor Médio Geral® 395,22 342,95

Resultado expresso em gramas de glifosato (equivalente 4cido) necessarios para obter 50% de controle da
opulagdo (Cso) ou para obter 50% de reducdo na massa de matéria seca (GRso); 2DAA — dias ap0s aplicagio;

pop p .

*Valor médio entre as populagdes suscetiveis.

Observou-se também que mesmo quando comparados o individuo suscetivel de maior
Cso ou GRso com o individuo resistente de menor Cso ou GRso, 0 fator de resisténcia se mantem
alto, maior que 1,8, caracterizando resisténcia e possibilitando a separacdo entre as populagdes
suscetiveis e resistentes, sendo que o limite de separagéo foi na faixa de 1000 g e.a. ha! (Figura
3.2). Segundo Saari et al. (1994) a resisténcia ¢ confirmada quando fator R/S > 1,0.

O fator de resisténcia varia em func¢ao do biotipo estudado, em fun¢do do tempo em que
o processo de sele¢do de resisténcia esta instalado na area, e da espécie de planta daninha
avaliada (DUKE; POWLES, 2008). Para o capim-amargoso, os fatores de resisténcia
encontrados em trabalhos similares, quando comparados aos fatores de resisténcia aos
herbicidas inibidores da ALS, sdao considerados baixos, ficando entre 5,6 (CARVALHO, 2011)
e 8,0 (CHRISTOFFOLETI et al., 2009).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas ¢ resultante de processo evolucionario.
Esta evolucdo ocorre em funcdo da aplicagdo repetitiva de um determinado herbicida ou de
herbicidas diferentes, mas que possuem o mesmo mecanismo de a¢do, mudando a composi¢ao
genética das populacdes de plantas daninhas, aumentando a frequéncia dos alelos de resisténcia
e consequentemente o numero de individuos resistentes na populagdo (CHRISTOFFERS,
1999). Uma das melhores citagcdes encontradas que se refere ao processo de selecdo de bidtipos
de plantas daninhas resistentes a herbicidas afirma: “A resisténcia de plantas a herbicidas ¢ a
evolucdao em a¢do” (THARAYIL-SANTHAKUMAR, 2002). A evolugdo ocorre sempre que a
frequéncia de um gene dentro de uma populagdo ¢ alterada em consequéncia de selecdo,

mutagdo, migracdo ou distribui¢do aleatdria (CHRISTOFFERS, 1999).
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A variabilidade genética natural existente em qualquer populacio de plantas daninhas ¢
a responsavel pela fonte inicial de resisténcia em uma populagdo suscetivel. Geralmente, as
mutagdes génicas que ocorrem em uma populagdo suscetivel, que ainda nio foi submetida a
pressdo de selecdo pelo herbicida, sdo resultantes de variabilidade genética espontanea, nao

sendo, portanto, induzida pelo agente de selecdo, ou seja, o herbicida.
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Figura 3.2. Dispersao para Cso (A) e GRso (B) de diferentes biotipos de capim-amargoso apds
aplicacdo de diferentes doses do herbicida glifosato, avaliado aos 28 DAA. Piracicaba - SP,

2020
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Elaboracao de “base-line" de suscetibilidade de D. insularis ao herbicida glifosato
Os dados obtidos apos a aplicacdo das doses de glifosato sobre as populagdes suscetiveis
de capim-amargoso (D. insularis), selecionados no primeiro experimento, indicaram Cgo de

857,39 g e.a. ha'! (+ 81,85) e GRgode 941,16 g e.a. ha! (+ 127,35) (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Controle percentual (A) e massa seca (B) residual de bidtipos suscetiveis de D.
insularis, submetidos a diferentes doses do herbicida glifosato, avaliados aos 30 dias apos
aplicagdo (DAA). Piracicaba - SP, 2020.

No levantamento de bulas das formula¢des comerciais de glifosato registradas no Brasil

encontraram-se 62 produtos com recomendac¢do de uso para controle de capim-amargoso, com
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doses variando de 325 a 1.800 g e.a. ha! (MAPA 2020; RODRIGUES; ALMEIDA, 2018).
Considerando apenas as aplicagdes em pos-emergéncia na soja RR para fornecer controle
eficiente de gramineas com 2 a 3 perfilhos, a média das doses recomendadas ¢ 876,23 g e.a. ha
! (Tabela 3.5).

O uso de modelos matematicos do tipo logistico proporcionou perfeito ajuste do
conjunto de dados, com coeficientes de determinacdo sempre superior a 99% (Tabela 3.6).
Portanto, a dose discriminatoria (“base-line") considerada ideal para controle das plantas
suscetiveis foi a de 960 g e.a. ha'! de glifosato. Dose essa que, quando comparada a média de
recomendagdes de bula de 880,00 g e.a. ha! (Tabela 3.4), fica caracterizada como dose eficaz
para o controle de bidtipos suscetiveis e ineficaz para o controle de biotipos resistentes. Sendo
esta também a dose suficiente para controle de plantas suscetiveis e niveis de controle abaixo
de 80% das plantas resistentes em outros trabalhos (LAMEGO; VIDAL, 2008; SANTOS et al.,
2014a; SANTOS et al., 2014b), o que suporta a utilizagdo desta dose discriminatoria.

A abordagem de utilizag¢do de dose discriminatoria Unica usada para caracterizar o nivel
de resisténcia ao glifosato ¢ amplamente descrita na literatura (OWEN; MARTINEZ;
POWLES, 2015; ROSENBAUM; BRADLEY, 2013; SCHULTZ et al.,, 2015). A dose
discriminatoria ¢ definida como a taxa minima que fornece a diferenga méxima entre curvas
dose-resposta para biotipos resistentes (R) e suscetiveis (S), resultando em um controle minimo
de 80% do biotipo S (BECKIE et al. 1990; BOURGEOIS; MORRISON 1997;
NORSWORTHY; TALBERT; HOAGLAND, 1998).

Em observagdes a campo, em areas onde ha uso continuo de glifosato, tem-se constatado
que plantas originarias de sementes, quando jovens, sdo controladas pelo herbicida; contudo,
quando elas se desenvolvem e formam rizomas, seu controle ¢ ineficiente (MACHADO et al.,
2006). Machado et al. (2008) comentam que a maior dificuldade em controlar plantas de capim-
amargoso originadas de rizomas pode estar relacionada com a maior espessura na epiderme das
faces adaxial e abaxial e maior espessura da lamina foliar, quando comparadas com plantas
provenientes de sementes. Ainda, observaram grande quantidade de amido nos rizomas, que

pode dificultar a translocacao do glifosato e permitir rapida rebrota da parte aérea das plantas.
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Tabela 3.5. Levantamento de bulas de formula¢des comerciais de glifosato registradas no Brasil com recomendacao de uso para controle de capim-
amargoso (D. insularis) com até 2 a 3 perfilhos. Piracicaba - SP, 2020.

Marca Formulagio  Titular do Registro 'Dose L p.c. ha' ’Dose g e.a. ha™ Marca Formulagdo  Titular do Registro 'Dose L p.c. ha-1  ?Dose g e.a. ha-1
Astral 360 Prentiss Quimica 1,5 540 Glifoxin 360 Helm do Brasil 2,0 720
Braddock 360 Solus 1,5 540 Glister 360 Sinon do Brasil 2,0 720
Credit 360 Nufarm 1,5 540 Glizmax Prime 480 Dow AgroSciences 2,5 1200
Decisive 480 Monsanto 3,0 1440 Glyphotal 360 UPL 2,0 720
Direct 720 Monsanto 2,5 1800 Maxizato 720 Agro Import 1,5 1080
Gli Ouro 360 Ouro Fino 3,0 1080 Nufosate 360 Nufarm 1,5 540
Gli Over 360 Tharabras 3,0 1080 Nufosate WG 720 Nufarm 1,5 1080
Gli Up 480 SL 360 Cropchem 3,0 1080 Radar 360 Monsanto 1,0 360
Gli Up 720 WG 720 Cropchem 1,5 1080 Radar WG 720 Monsanto 1,5 1080
Gliato 360 Prentiss Quimica 3,0 1080 Ridover 720 Rainbow 1,5 1080
Glifocopa 720 WG 720 Copalliance 1,5 1080 Roundup NA 360 Monsanto 1,5 540
Glifoready 540 Nufarm 2,0 1080 Roundup Original 360 Monsanto 1,5 540
Glifosal 360 Xingfa e Wenda 1,5 540 Roundup Original DI 370 Monsanto 3,0 1110
Glifosato 72 WG Alamos 720 Alamos Brasil 1,5 1080 Roundup Transorb 480 Monsanto 1,5 720
Glifosato 720 WG Nortox 720 Nortox 2,5 1800 Roundup Ultra 650 Monsanto 0,5 325
Glifosato Alta 480 SL 360 Alta 1,5 540 Roundup WG 720 Monsanto 23 1620
Glifosato Atanor 48 356 Albaugh 2,0 712 Rustler 360 Monsanto 1,5 540
Glifosato Atar 48 356 Albaugh 2,0 712 Shadow 356 Albaugh 2,0 712
Glifosato CCAB 480 SL 360 CCAB Agro 2,0 720 Shadow 480 SL 360 Albaugh 1,5 540
Glifosato CCAB BR 360 CCAB Agro 1,5 540 Soldier 720 Rainbow 1,5 1080
Glifosato Fersol 480 360 Ameribras 1,5 540 Stinger 360 Monsanto 1,5 540
Glifosato Fersol 480 NA 360 Ameribras 1,5 540 Stinger WG 720 Monsanto 23 1620
Glifosato High Load 540 Nufarm 2,0 1080 Tecnup 360 Tecnomyl 1,5 540
Glifosato IPA 480 360 Rainbow 1,5 540 Topatudo 360 Agro Import 1,5 540
Glifosato K Atanor 356 Albaugh 4,0 1424 Touchdown 500 Syngenta 2,8 1400
Glifosato Nortox 360 Nortox 2,0 720 Trop 355,67 Adama 3,0 1067
Glifosato Nortox 480 BR 360 Nortox 3,0 1080 Tupan 360 CropChem 3,0 1080
Glifosato Nortox WG 720 Nortox 2,5 1800 Tupan 720 WG 720 CropChem 1,5 1080
Glifosato Nuf BR 360 Nufarm 1,5 540 Xeque Mate 500 Tharabras 1,4 700
Glifosato SL 480 Alamos 360 Alamos Brasil 1,5 540 Zapp QI 620 500 Syngenta 1,4 700
Glifosato Soma 480 SL 360 CCAB Agro 1,5 540 Zavit 688 Alta 0,5 344

Média g e. a. ha™ 876,23

"Mapa 2020; Rodrigues ¢ Almeida 2018, 2Resultado expresso em gramas de glifosato (equivalente acido).
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Tabela 3.6. Variaveis avaliadas, pardmetros do modelo logistico!, coeficiente de determinagdo
(R?) e controle (C) ou de reducdo de crescimento (GR) para a suscetibilidade de bidtipos de D.
insularis ao herbicida glifosato. Piracicaba - SP, 2020.

Parametros ~
Variavel - R? Cso ou GRs)  Erro Padrio
Pmin a b c
Controle - 100,95 440,95 -2,01 0,998 857,39 + 81,85
Massa Seca  -1,08 100,11 485,11 1,99 0,998 941,16 + 127,35

'y = a/(1+(x/b)°) ou y = Pmin + a/(1+(x/b)°)

Machado et al. (2008) caracterizaram o rizoma das plantas de D. insularis e observaram
a presenca de grande quantidade de amido, provavelmente, responsavel pela tolerancia ao
glifosato, dificultando a translocacdo e permitindo a rebrota da parte aérea, apds tratada com o
herbicida. Quando ocorre a perenizagdo (rizoma formado), as plantas produzem elevada
quantidade de sementes, revestidas por muitos pelos, facilmente dispersas pelo vento,
permitindo a colonizag@o de novos locais (LORENZI, 2014).

Correia, Leite e Garcia (2010), constataram suscetibilidade diferencial de populacdes
de capim-amargoso ao herbicida glifosato, o que j& evidenciava a sele¢do de populagdes desta
espécie resistente ao produto. Neste sentido, desde 2011, tem sido divulgados relatos de
resisténcia do capim-amargoso ao herbicida glifosato (MELO, 2011; CARVALHO et al.,
2011).

3.4 Conclusoes

Comparando-se os bidtipos suscetiveis de D. insularis com os padrdes da literatura
cientifica internacional e as médias de bulas, pdde-se concluir com seguranga que a dose
discriminatoria obtida através da “base-line" de suscetibilidade entre as populagdes de capim-

amargoso € de 960 g e.a. ha'! glifosato.
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4 MONITORAMENTO DA DISPERCAO DE Digitaria insularis RESISTENTE AO
GLIFOSATO EM AREAS PRODUTORAS DE SOJA DO BRASIL

Resumo

O mapeamento da dispersdo de populagdes de capim-amargoso resistente ao glifosato,
nas areas de soja, ¢ uma ferramenta de auxilio na determinagdo das razdes que estejam
ocasionando a expressdo da resisténcia da planta daninha. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi realizar o mapeamento da dispersdo de populacdes de capim-amargoso resistentes
ao glifosato, nas principais regides produtoras de soja do Brasil. As sementes de capim-
amargoso foram coletadas entre as safras de 2015/16 a 2018/19. A dose de 960 g e.a. ha'! de
glifosato, utilizada para determinar as populacdes resistentes, foi fundamentada na dose
discriminatoria determinada em outro segmento da pesquisa ja realizada. A planta daninha, no
momento da aplica¢do, encontrava-se com 2 a 3 perfilhos, sendo proveniente da germinagao
das sementes destas populagdes, que foram coletadas no campo em areas de “escapes” da
aplicacdo de glifosato. O experimento foi conduzido em condi¢des de casa-de-vegetacdo, sendo
utilizadas duas plantas por vaso. O controle foi avaliado através de escala visual de controle,
sendo determinada, por populacdo, a frequéncia de parcelas (vasos) controladas pelo glifosato,
aos 28 dias apos a aplicagdo, sendo entdo as populacdes classificadas em resistentes, em
processo de segregacdo e suscetiveis ao glifosato. Conclui-se que as populacdes de capim-
amargoso resistentes ao glifosato no Brasil estdo dispersas em todas as regides produtoras de
soja avaliadas, porém com baixa frequéncia (22,5% do total das amostras), sendo esta
frequéncia variavel por regido avaliada.

Palavras chave: Capim-amargoso, Mapeamento, Resisténcia a herbicidas.

4 MONITORING OF THE DISPERSION OF Digitaria insularis RESISTANT TO THE
GLYPHOSATE IN THE MAIN SOYBEAN PRODUCING AREAS OF BRAZIL

Abstract

The current historical mapping of glyphosate-resistant sourgrass dispersion in soybean
areas is an aiding tool in determining reasons which occasionally cause an expression of weed
resistance. Therefore, the objective of this paper has been mapping the dispersion of glyphosate-
resistant sourgrass in the main soybean producing regions of Brazil. Sourgrass seeds were
collected in harvests from 2015/16 to 2018/19. The dose of 960 g a.a. ha™! of glyphosate, used
to determine resistant populations, was based on discriminated doses, determined in another
segment of the research which has already been carried out. The weed, at the time of the
application, was found with 2 to 3 profiles, proceeding from the germination of such
populations, which were collected in the field in areas where there has been a "leakage" in the
glyphosate application. The experiment was carried out under greenhouse conditions, using two
plants in each vase. The control was evaluated through a visual one scale, being determined, by
population, the frequency of vessels controlled by the glyphosate, on the 28" day after the
application, with the populations being then classified into resistant; within segregation process;
and susceptible to glyphosate. In conclusion, the glyphosate-resistant populations of sourgrass
in Brazil are spread throughout all the evaluated soybean regions, but with low frequency
(22.5% of the total samples), being such frequency, variable in the evaluated regions.

Keywords: Sourgrass, Mapping, Herbicide resistance.
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4.1 Introducao

Atualmente, uma das principais discussdes acerca do manejo de plantas daninhas nas
culturas agricolas brasileiras ou mundiais ¢ a selecdo de bidtipos resistentes a herbicidas. A
extensdo das areas agricolas detectadas com a presenca de bidtipos de plantas daninhas
resistentes pode ser considerada de pequena escala quando comparada com a area agricola total,
mas tem aumentado em taxa elevada (LOPEZ-OVEJERO et al., 2006a).

Ao grupo de individuos possuidores de carga genética semelhante e pouco diferenciados
da maioria dos individuos da espécie dd-se o nome de bidtipo (KISSMANN, 1996). A
resisténcia de plantas daninhas a herbicidas ¢ definida como a capacidade inerente e herdavel
de determinados biodtipos, dentro de uma populagdo, de sobreviver e se reproduzir apds a
exposicao a doses de herbicidas que seriam letais a individuos normais (suscetiveis) da mesma
espécie (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008).

Trata-se de um fendmeno natural que ocorre espontaneamente nas populagdes, ndo
sendo, portanto, o herbicida o agente causador, mas sim selecionador dos individuos resistentes
que se encontram em baixa frequéncia inicial (CHRISTOFFOLETI; VICTORIA FILHO;
SILVA, 1994; LOPEZ-OVEJERO et al., 2006b).

O capim-amargoso (Digitaria insularis) ¢ uma planta daninha muito frequente em
pastagens, lavouras de café, pomares, beiras de estrada e terrenos baldios. E menos comum em
solos cultivados com frequéncia, contudo ¢ uma das mais importantes infestantes de areas de
plantio direto de cereais no sul do pais. Vegeta com grande vigor, formando touceiras que
florescem praticamente durante todo o verdo (LORENZI, 2008).

O primeiro caso relatado sobre um biodtipo de D. insularis resistente ao glifosato, veio
do Paraguai, no ano de 2006 (HEAP, 2020). O fato de ser uma planta que se pereniza nas areas
agricolas, produz alta quantidade de sementes, tendo um rapido desenvolvimento vegetativo
inicial e ndo ser palatavel ao gado (LORENZI, 2008), associado ao fato das doses de glifosato
terem de aumentar com o crescimento da mesma, € indicativo do risco de desenvolvimento de
resisténcia (DUKE; POWLES, 2008; POWLES; YU, 2010).

O glifosato ¢ o herbicida de maior importancia mundial, sendo utilizado por muitos anos
no controle de plantas daninhas anuais ou perenes em diversos sistemas de producao
(FAIRCLOTH et al., 2001; BLACKSHAW; HARKER, 2002). O aumento na adogdo de
sistemas de produgdo conservacionistas (plantio direto) e a maior flexibilidade para aplicacao
do produto em culturas geneticamente modificadas (transgénicas) resultaram em maior risco de
selecdo de biotipos resistentes de plantas daninhas, por consequéncia da maior pressdo de

selecdo imposta / nimero de aplicagdes (NEVE et al., 2003; CHRISTOFFOLETI, 2008).
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O mapeamento da ocorréncia de resisténcia pode auxiliar na determinagdo da
gravidade do problema e auxiliar na identificacdo de caracteristicas climaticas ou de manejo
em comum que estejam ocasionando a expressdo da resisténcia ou apressando o processo de
selecdo do bidtipo resistente (VARGAS et al., 2016; ANDRES et al., 2007).

Em outros paises como Canada e Estados Unidos, monitoramentos da dispersdo de
plantas daninhas resistentes a herbicidas sdo frequentemente realizados (BECKIE et al., 2008;
BYKER et al., 2013; MATZARIF et al., 2015). No Brasil, alguns trabalhos presentes na
literatura referem-se ao mapeamento da resisténcia de plantas daninhas como Bidens pilosa
(HERNANDES; VIDAL; WINKLER, 2005), Euphorbia heterophylla (VIDAL et al., 2004)
aos herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS) no sul do Brasil, Lolium
multifolium (VARGAS et al., 2016) e Digitaria insularis ao herbicida glifosate (LOPEZ-
OVEJERO et al.,, 2017). Esses autores concluiram que a resisténcia se desenvolveu
independentemente, sobretudo pela auséncia de praticas de manejo ou rotacdo de principios
ativos como forma de retardar o aparecimento de resisténcia e a necessidade dos produtores em
adotar um sistema de manejo pro-ativo.

Desta forma, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de monitorar a dispercao de

D. insularis resistente ao herbicida glifosato nas principais areas produtoras de soja do Brasil.

4.2 Material e métodos

Os experimentos foram desenvolvidos em casa-de-vegetacdo pertencente ao
Departamento de Produgdo Vegetal da ESALQ/USP, no municipio de Piracicaba, Sdo Paulo
(22° 42°S; 47° 37° W; 545 m de altitude). As sementes de capim-amargoso (D. insularis) de
diferentes regides produtoras de soja do Brasil foram coletadas ao longo das safras de 2016
(132 amostras), 2017 (210), 2018 (160) e 2019 (110). As populagdes foram provenientes dos
estados da Bahia, Goias, Maranhdo, Minas Gerais Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Parana,
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo ¢ Tocantins. As coletas de sementes ocorreram
entre os meses de janeiro e mar¢o de cada safra, em areas onde foram constatadas falhas no
controle apds a aplicagdo de glifosato.

As coletas foram realizadas em bulk, sendo amostradas aproximadamente 50 plantas por
local de coleta, formando uma amostra composta de pelo menos 1000 sementes (BURGOS et
al., 2013). As sementes foram armazenadas em sacos de papel e identificadas quanto as
coordenadas geograficas, municipios e estado pertinentes a cada uma.

Para instalacdo do experimento as sementes foram distribuidas em excesso em bandejas

plasticas, com capacidade para 1 litro de substrato. Quando as plantas se encontravam em inicio
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de perfilhamento foram transplantadas para vasos com capacidade de 200 mL preenchidos com
substrato comercial, onde foram mantidas até o final do experimento na densidade de 3 plantas
por vaso.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado, com quatro
repetigdes. A dose de 960 g e.a. ha! do herbicida glifosato para o controle em pds-emergéncia
utilizada no experimento foi determinada de acordo com o resultado obtido no segmento
anterior da pesquisa, ja realizada. Uma dose unica pode ser utilizada para a classificagdo das
populagdes quanto a resisténcia se esta resultar na sobrevivéncia das plantas resistentes e na
morte das suscetiveis (BECKIE et al., 2000; BURGOS, 2015).

As aplicacdes foram realizadas quando as plantas apresentavam 2 a 3 perfilhos. As
pulverizagdes foram executadas priorizando as condigdes ambientais favoraveis: umidade
relativa do ar acima de 60%, temperatura abaixo de 30 °C e o solo umido. Foi utilizado um
equipamento de pulverizagdo costal com pressdo constante a base de CO2, composto por duas
pontas do tipo leque, da marca comercial XR 110.02. calibrado a um volume de aplicagdo de
200 L ha!.

O controle das plantas foi avaliado utilizando a escala de 0 a 100%, em que 0% significa
nenhuma injuria causada e 100% a morte da planta. As avaliagdes ocorreram aos 28 dias apds
a aplicacdo (DAA) dos tratamentos e foram utilizadas para classificar as populagdes como
resistente (R), segregante (r) ou suscetivel (S), baseando-se na metodologia utilizada por Lopez-
Ovejero et al. (2017), apresentada na Tabela 2.

Com base nas coordenadas geograficas de cada local de coleta e no resultado da avaliacao
das amostras, foram elaborados mapas com a distribuicdo espacial das amostras coletadas,
utilizando o software QGIS 2.14.12 (QGIS Development Team, 2017). Os pontos de cada
populacdo de capim-amargoso foram coloridos nos mapas conforme a respectiva classificacao
(Tabela 4.1) apo6s a avaliagdo de controle aos 28 DAA. Foram calculadas a frequéncia de
populagdes nos diferentes estados com resisténcia ao herbicida glifosato, bem como a

porcentagem de suscetibilidade.

Tabela 4.1. Critério, classificacdo e cor para resisténcia no Brasil.

Critério Classificacao Cor
Todos as repetigdes com controle > 80% S- Suscetivel Branco
Uma ou duas repeti¢des com controle < 80% r- Segregante Amarelo
Trés ou mais repeticdes com controle < 80% R- Resistente Vermelho

Adaptado de Lopez-Ovejero et al. (2017).
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4.3 Resultados e discussao

Foram avaliadas 612 amostras de capim-amargoso nos quatro anos de monitoramento.
As areas avaliadas revelaram baixa frequéncia de resisténcia ao glifosato desde o primeiro ano
de monitoramento. As populacdes suscetiveis (S) somaram 77,45%, enquanto aquelas
classificadas como resistentes (R) e segregantes (r) ndo ultrapassaram os 22,55% (Tabela 4.2).
Em todos os estados avaliados foram encontradas populacdes resistentes ao glifosato (R ou 1),

em pelo menos um ano de avalia¢ao (Figura 4.1 e Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Frequéncia (%) de populacdes de capim-amargoso suscetiveis (S), segregantes (r)
e resistentes (R) a glifosato no Brasil, amostrados nos anos de 2016, 2017, 2018 e 2019.
Piracicaba - SP, 2020.

Herbicida Classe 2016/17/18/19
S 474
Glifosato 960 g i.a. ha™ r 32
R 106
Total 612

Dados semelhantes foram encontrados em pesquisa realizada por Lopez-Ovejero et al.
(2017) com populagdes de Digitaria insularis onde foram encontradas plantas resistentes ao
glifosato em todas as regides amostradas no Brasil. Foram avaliados 2.593 bidtipos em 14
estados brasileiros entre os anos de 2012 a 2015, sendo que 26% das amostras foram

consideradas resistentes ao glifosato.
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Figura 4.1. Dispersdo de populagdes de capim-amargoso resistentes a glifosato no Brasil entre
as safras de 2016 a 2019.

O estado mais representado pela amostragem foi o Mato Grosso, onde foram
amostradas 29,88% (251 amostras) do total avaliado entre os anos de 2016 a 2019 (Tabela 4.3).
Os estados com menos populagdes R ou r sdo Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Santa Catarina
e Sao Paulo. Ja os estados da Bahia, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso ¢ Parana sdo os estados
com maiores frequéncias de R ou r para glifosato (Tabela 4.3). A expansdo de areas agricolas
no Brasil Central com culturas resistentes ao glifosato (culturas RR), principalmente soja e
milho, tém contribuindo para a forte sele¢do de bidtipos resistentes de plantas daninhas. Isto
devido a elevada pressao de selecdo exercida pelo uso de glifosato nas culturas RR,

promovendo a sele¢do de plantas daninhas resistentes (YANNICCARI et al., 2016).
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Tabela 4.3. Namero (N°) e frequéncia (%) de populagdes com resisténcia !(R+r) a glifosato nos
estados amostrados entre os anos de 2016 a 2019. Piracicaba, SP. 2020.

Estado Glifosato (960)
N° > (R+r) %

BA 45 13 28,89
GO 96 12 12,50
MA 26 6 23,08
MG 37 2 5,41

MS 22 6 27,27
MT 251 75 29,88
PR 67 17 25,37
RS 1 0 0,00
SC 4 0 0,00
SP 42 3 7,14

TO 21 4 19,05

Total 612 138 22,55

(R + r = Resistente + Segregante). BA: Bahia, GO: Goias, MA: Maranhdo, MT: Mato Grosso, MS: Mato Grosso
do Sul, MG: Minas Gerais, PR: Parana, RS: Rio Grande do Sul, SC: Santa Catarina, SP: Sdao Paulo

O primeiro caso relatado sobre o surgimento de um bidtipo de D. insularis (capim-
amargoso) resistente ao glifosato veio do Paraguai, no ano de 2006 (HEAP, 2020). Esta espécie
possui caracteristicas como a capacidade de formacdo de rizomas e touceiras, sendo uma
espécie de ciclo perene com metabolismo fotossintético do tipo C4, além de dispersar suas
sementes utilizando correntes de vento por possuir sementes com pilosidade (KISSMANN;
GROTH, 1997; CLAYTON et al., 2006; LORENZI, 2008).

Estas caracteristicas, aliadas ao grande percentual germinativo, fazem com que esta
espécie tenha alta capacidade de disseminacdo. Outro dos motivos que agravaram o problema
do capim-amargoso ¢ o potencial de reducao da producgdo, em milho e soja, por exemplo, pode
atingir perdas de 32 e 44%, respectivamente (GAZZIERO et al., 2012; GEMELLI et al., 2013).
Portanto, trata-se de uma espécie altamente competitiva e de dificil controle apds o
desenvolvimento de curtos rizomas (MACHADO et al., 2006).

O ponto chave no incremento da ocorréncia de D. insularis ¢ que, uma vez que a planta
esteja estabelecida com o inicio da formagdo dos rizomas e posterior formacdo de grandes
touceiras, ela se torna de dificil controle. Uma vez ocorrido o processo de perenizagao, esta
planta pode florescer e disseminar sementes com baixos niveis de dorméncia durante o ano todo
(GEMELLI et al., 2012). Nesse contexto, devido ao diminuto tamanho de suas sementes e a
dispersao ser realizada principalmente pelo vento, os fluxos de emergéncia dessa espécie sao
dependentes da profundidade em que as sementes se encontram e também da umidade do solo

(PYON et al., 1977).
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O movimento de maquinas agricolas como colhedoras e semeadoras de graos também
pode ser responsavel pelo fluxo génico e, consequentemente, dispersao da resisténcia. No caso
do capim-amargoso (Digitaria insularis), por exemplo, existem duas principais causas da
rapida dispersdo de populagdes resistentes. A primeira delas esta relacionada ao fluxo de
equipamentos alugados para a colheita de graos, enquanto na segunda a pressao de sele¢ao local

exercida pelo uso do mesmo mecanismo de a¢ao repetidamente (TAKANO et al., 2018).

4.4 Conclusoes
Conclui-se que a resisténcia de capim-amargoso ao glifosato no Brasil est4 presente em
todas as regides produtoras de soja avaliadas, com frequéncia de 22,5% do total das amostras

avaliadas.
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5 GENOMICA POPULACIONAL DE Digitaria insularis NAS PRINCIPAIS REGIOES
PRODUTORAS DE SOJA NO BRASIL

Resumo

A expansdo de areas agricolas no Centro-Oeste brasileiro com culturas resistentes ao
glifosato (culturas RR), principalmente soja e milho, t€ém contribuido para a selecao de bidtipos
resistentes de plantas daninhas. Isto se deve a elevada pressao de selecao exercida pelo uso do
glifosato nas culturas RR. Das espécies com resisténcia ao glifosato no Brasil, o capim-
amargoso tem se mostrado a principal espécies desta problematica, devido a sua grande
capacidade de sobreviver e multiplicar-se em ambientes distintos. A cronologia dos eventos de
resisténcia de capim-amargoso a glifosato evidencia que a dispersdo das populagdes desta
planta daninha se deu em direcdo ao norte do Brasil, a partir do oeste do Parand, e foi
impulsionada principalmente pelo transporte de maquinario usados nas areas de produgdo de
graos. Por outro lado, relatos de resisténcia no Estado de Sdo Paulo vieram de areas tradicionais
de produgao de citros, cujo manejo ndo envolve maquinario utilizado nas 4reas de producao de
graos, tdo pouco estdo nas rotas de deslocamento da regido Sul do Brasil para regido Centro-
Oeste brasileira. Para testar a hipotese de que a resisténcia de D. insularis ao glifosato pode ter
sido dispersa pelo Brasil a partir de uma origem em comum, o presente estudo teve como
objetivo: determinar o nivel de divergéncia genética entre essas populagdes; analisar a estrutura
genética dessas populagdes de capim-amargoso através marcadores SNPS obtidos a partir de
bibliotecas de redu¢do da complexidade do genoma usando Genotyping by sequencing - GBS;
e esclarecer se as populagdes resistentes foram selecionadas independentemente ou se foram
disseminadas a partir de um Unico ponto de origem. Observou-se que a estruturagdo genética
das populacdes estudadas mostrou-se baixa, evidenciando um fluxo génico marcante do Sul
para o Norte do Brasil, acompanhando a rota de maquinarios ligadas a cultura da soja RR. Um
forte processo de selecdo associado ao uso do herbicida glifosato e do manejo da cultura da soja
como um todo, estd em curso estruturando as populagdes. Enquanto as populacdes coletadas
em Balsas-MA, Lucas do Rio Verde-MT, Sapezal-MT e Santa Rita do Trivelato-MT, foram
selecionadas localmente ou sob biotipo de pouca correlagdo genética com o Sul do Brasil.

Palavras chave: Capim-amargoso, Mapeamento, Dinamica populacional.

5 POPULATION GENOMICS OF Digitaria insularis IN THE MAIN SOYBEAN
PRODUCING REGIONS IN BRAZIL

Abstract

The expansion of agricultural areas in the Brazilian Midwest, with glyphosate-resistant
crops (RR crops), mainly soybeans and corn, has contributed to the selection of weed-resistant
biotypes. This is due to the high selection pressure caused by the use of glyphosate in RR
cultures. Among the glyphosate-resistant species in Brazil, sourgrass has shown to be the main
one with such problem, due to its great ability to survive and multiply in different environments.
The chronology of the events of the sourgrass’ resistance to glyphosate has shown that the
dispersion of the populations of such weed happened towards the north of Brazil, from the west
of Parand, and was driven mainly by the transportation of machinery used in the production
areas of grain. On the other hand, reports of resistance in the state of Sdo Paulo came from
traditional citrus production areas, whose management does not involve machinery used in the
areas of grain production, nor are they on the displacement routes from the southern region of
Brazil to the Central-Brazilian West. To test the hypothesis that the resistance of D. insularis
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to glyphosate may have been dispersed throughout Brazil from a common source, the present
study has aimed to determine the level of genetic divergence between these populations;
analyze the genetic structure of the sourgrass populations through SNPS markers obtained from
genome complexity reduction libraries, by using Genotyping by sequencing - GBS; and clarify
whether resistant populations were independently selected or disseminated from a single point
of origin. The results have shown that the genetic structure of the studied populations was low,
showing a marked gene flow from the South to the North of Brazil, following the route of
machinery linked to the cultivation of RR soybean. A strong selection process associated with
the use of the glyphosate herbicide and the management of soybean culture as a whole, is still
in course, structuring populations. While the populations collected in Balsas-MA, Lucas do Rio
Verde-MT, Sapezal-MT and Santa Rita do Trivelato-MT, were locally selected or under
biotypesa with little genetic correlation with the South of Brazil.

Keywords: Sourgrass, Mapping, Population dynamics

5.1 Introducio

A engenharia genética e o melhoramento convencional de plantas permitiram a
introducdo e comercializagdo de culturas resistentes a herbicidas (glifosato, glufosinato de
amonio, imidazolinonas, etc.) oferecendo vantagens significativas no controle de plantas
daninhas (GREEN, 2012; BONNY, 2016). A expansao de areas agricolas no Brasil Central com
culturas resistentes ao glifosato (culturas RR), principalmente soja e milho, t€ém contribuido
para a selecdo de bidtipos resistentes de plantas daninhas. Isto se deve a elevada pressdo de
selecdo exercida pelo uso do glifosato nas culturas RR, promovendo a sele¢do de bidtipos de
plantas daninhas resistentes a este herbicida (YANNICCARI et al., 2016).

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas ocorre quando estas plantas sobrevivem
ao uso do herbicida, completam seu ciclo de vida e produzem sementes vidveis, mesmo apos
aplicagdo de herbicidas em doses normalmente letais para bidtipos de plantas daninhas
selvagens (VENCILL et al., 2012). Biologicamente, populacdes de plantas daninhas resistentes
a herbicidas estdo naturalmente presentes nas areas, mas ocorrem em baixas densidades
(ALCANTARA-DE LA CRUZ et al., 2016). O surgimento de biotipos resistentes é decorrente
de diferentes mecanismos de resisténcia, que podem estar relacionados ao local de agdo do
herbicida (POWLES, 2008; POWLES; YU, 2010).

Das espécies com resisténcia ao glifosato no Brasil, o capim-amargoso tem se mostrado
a principal espécie desta problematica, devido a sua grande capacidade de sobreviver e
multiplicar-se em ambientes distintos, o que dificulta seu controle e promove sua maior
disseminagdo (MACHADO et al., 2006) quando comparado ao observado com plantas também
problematicas com a buva (Conyza spp) e de forma mais marcante, o azevem (Lolium

multiflorum). O capim-amargoso ocorre em culturas perenes (café, citrus, eucalipto) e anuais
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(soja, algodao e milho) onde a aplicagdo de glifosato ¢ eficaz para outras, mas ndo para a espécie
citada (CARVALHO et al., 2011). Portanto, maiores esfor¢os tém sido canalizados para
caracterizacdo dos fatores envolvidos quanto a sua biologia, mecanismos de resisténcia,
estratégias de dispersao e alternativas de manejo (CARVALHO et al., 2011; BARROSO et al.,
2015; GILO et al., 2016; MARTINS et al., 2016; LOPEZ-OVEJERO et al., 2017).

Observando-se trabalhos da literatura e a cronologia dos eventos de resisténcia de
capim-amargoso a glifosato no Brasil parece claro que a dispersdo das populagdes desta planta
daninha se deu em dire¢@o ao norte do Brasil, a partir do oeste do Parand, e foi impulsionada
principalmente pelo transporte de maquinario usados nas areas de producio de grios (LOPEZ-
OVEJERO et al., 2017). Por outro lado, relatos de resisténcia no Estado de Sao Paulo
(CHRISTOFFOLETI et al., 2009) vieram de areas tradicionais de produ¢do de citros, cujo
manejo ndo envolve maquindrio utilizado nas areas de producgdo de graos, tdo pouco estdo nas
rotas de deslocamento da regido Sul do Brasil para regido Centro-Oeste brasileira, contudo
possuem um longo historico de uso de glifosato, em doses e frequéncia maiores que nos
sistemas de produ¢do de graos.

A deteccdo de dois locais distintos de resisténcia levanta a hipotese de que as populagdes
podem ter sido selecionadas independentemente. As estratégias para testar esta hipotese
incluem uma investigagdo do nivel de divergéncia genética entre populacdes de capim-
amargoso e uma analise da estrutura genética dessas populacdes. Populacdes geneticamente
divergentes tém baixo fluxo génico e sdo geneticamente estruturadas (NEI, 1972). Apesar da
ampliacdo de seu significado como uma importante planta daninha na América do Sul nos
ultimos anos, ha uma falta de informagdes sobre o genoma do capim-amargoso, o que sugere
que estudos sobre genética de populagdes para esta espécie podem ser uteis para seu adequado
manejo, uma vez que a diversidade genética ¢ uma das principais ferramentas para que as
plantas daninhas se adaptem as estratégias de manejo que visam controla-las (HOLT;
HOCHBERG 1997).

Dentro deste contexto, a hipotese deste estudo ¢ que a resisténcia de D. insularis ao
glifosato pode ter sido dispersa pelo Brasil a partir de uma origem em comum. Para testar esta
hipotese, o presente estudo teve como objetivo: determinar o nivel de divergéncia genética entre
essas populagdes; analisar a estrutura genética dessas populacdes de capim-amargoso através
de bibliotecas de GBS; e esclarecer se as populacdes resistentes foram selecionadas

independentemente ou se foram disseminadas a partir de um tnico ponto de origem.
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5.2 Material e métodos
Amostragem

Os biotipos de capim-amargoso (Digitaria insularis) foram amostrados em 12
localidades do Brasil (Tabela 4.1, Figura 4.1) totalizando 4 estados, a saber: Parand (2
amostras), Mato Grosso (8 amostras), Tocantins (1 amostra) e Maranhdo (1 amostra), sendo
elas separadas entre individuos resistentes, segregantes e suscetiveis através de triagem
considerando a dose descriminante de 960 gramas de equivalente acido por hectare (g e.a ha'!)
de glifosato, conforme descrito no capitulo 3.

As coletas foram realizadas no ano de 2018 em areas agricolas normalmente exploradas
com a cultura da soja. As plantas geradas destas amostras forneceram o tecido de folhas jovens
de capim-amargoso (Digitaria insularis), os quais ap6s coletados foram imediatamente

congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C até processamento posterior.

Tabela 5.1. Populacdes amostrais de capim-amargoso (Digitaria insularis), cidade da coleta,
coordenadas geograficas e suscetibilidade. Piracicaba - SP, 2020.

Coordenadas Geograficas

Nome da Amostra Cidade Suscetibilidade
Latitude Longitude
PRDVR Dois Vizinhos - PR -26,100278 -52,862778 Resistente
PRPGR Ponta Grossa - PR -24,433889 -50,353889 Resistente
TOPAR Palmas - TO -10,926667  -48,900000 Resistente
MABAI Balsas - MA -8,288889 -46,468611 Segregante
MTLVR Lucas do Rio Verde - MT -13,233889 -56,510000 Resistente
MTLRR Lucas do Rio Verde - MT -12,981389 -55,803056 Resistente
MTSPR Sapezal - MT -13,606944 -59,101667 Resistente
MTSRS Santa Rita do Trivelato - MT -13,853611 -55,479444 Resistente
MTDIS Diamantino - MT -13,843333 -57,358056 Suscetivel
MTSOS Sorriso - MT -12,705000  -55,868056 Suscetivel
MTNMS Nova Mutum - MT -13,714722 -56,205000 Suscetivel

MTDIR Diamantino - MT -13,843333 -51,358056 Resistente
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Figura 5.1. Distribui¢do das populagdes amostrais de capim-amargoso (Digitaria insularis)
selecionados para gendmica de populacdes. Piracicaba - SP, 2020.

Extracao de DNA, controle de qualidade e preparacio e sequenciamento de bibliotecas
RAD.

A extragcdo de DNA foi realizada seguindo um protocolo padrao de CTAB (brometo de
cetiltrimetilmetonio) (DOYLE; DOYLE, 1987). O DNA foi quantificado em um
espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific) seguido de normalizacdo. Eletroforese em
gel e digestdo enzimatica com HindIIl (Thermo Scientific) foram realizadas em todas ou 10%
das amostras, respectivamente, para confirmar a qualidade e normalizagdo do DNA e usado
para construir bibliotecas genomicas - GBS, conforme descritos por Poland et al. (2012). O
DNA gendmico de cada amostra foi entdo, digerido com duas enzimas de restricao Pstl + Msel,
selecionadas conforme melhor perfil de restri¢do.

Apos a digestdo, adaptadores especificos para os sequenciadores Illumina (Illumina, San
Diego, EUA) juntamente com sequéncias complementares as enzimas foram ligadas aos
fragmentos. Os adaptadores sdo oligonucleotideos comuns (IDT, com dessalinizagdo padrao,
escala de sintese 25 mM). Para o anelamento, os adaptadores foram submetidos a 95 °C e
resfriados lentamente (1 °C por minuto) até¢ 30 °C. Este procedimento foi realizado em um
termociclador Applied Biosystems® Veriti® Thermal Cycler. Cada amostra recebeu um

adaptador com sequéncias de codigos de barras especificas. Apds a reagdo de ligacdo os
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fragmentos foram entdo reunidos em um tUnico pool (multiplex). Em seguida, foi feita uma
amplificacdo por meio de PCR para o enriquecimento dos fragmentos no multiplex (Figura 4.2).

As bibliotecas foram validadas e quantificadas por meio de gPCR em um termociclador
de tempo real CFX 384 (BioRad) utilizando o kit KAPA Library Quantification kit (KAPA
Biosystems). Por fim, a biblioteca foi diluida para aproximadamente 1,8 pmol/uL. As
bibliotecas foram sequenciadas na configuracdo single read e 150 pares de bases, utilizando o

kit Mid Output v2 no equipamento NextSeq 500 na Universidade de Sao Paulo em Ribeirdao

Individuo 1 - dsDNA Individuo 1 — dsDNA digerido

> I >l [ -

Quantificagdo e PCR
sequenciamento == - <=
lllumina %

Pool enriguecido Pool de 96 amostras

Preto.

Ligagdo
adaptadores

—

4
%

|

Individuo 1 - ligagio dos adaptadores

\ |

Multiplex

Figura 5.2. Esquema evidenciando as principais etapas do protocolo de Poland et al. (2012)
para obtencao de SNPs por GBS. Piracicaba - SP, 2020.

Genotipagem e filtragem de SNPs

Um total de 96 amostras foram digeridas com as enzimas Pst/ + Msel, com codigo de
barras individual, e corridos em uma Uunica linha de sequenciamento single-end de 100 bp
Illumina HiSeq2500 e posteriormente aparado para 90 bp para anélise. Para separar as amostrar
in silico (demultiplexagem), foi utilizado o programa process-radtags da pipeline STACKS
v.2.437 (CATCHEN et al., 2013). Durante essa etapa de separagdo foram usados filtros para o
descarte de sequéncias de baixa qualidade, que ndo apresentassem o sitio de corte da enzima,
ou aquelas cujos codigos de barra ndo pudessem ser recuperados (-r, -c, -q). Em seguida a
abordagem de novo para a confeccao do catdlogo de loci GBS foi implementada, ou seja, sem
um genoma de referéncia.

Durante o primeiro passo da sequéncia, o programa ustacks formou os loci putativos
presentes em cada uma das amostras formando catdlogos de SNPs individualizados. Durante
esta etapa, foram selecionados os pardmetros de maxima divergéncia permitida em duas
sequéncias para compor o mesmo /ocus de 2 mutagdes (M=2) e profundidade minima da pilha

de 3x (m=3). Todas as outras etapas subsequentes do STACKS se utilizaram dos parametros
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padrdes do programa assumindo uma relagao paralela de variagdo entre ortdlogos e paralogos
(M=n) (ROCHETTE; RIVERA-COLON; CATCHEN, 2019).

Durante a ultima etapa da pipeline, o programa populations do STACKS utilizou a
filtragem de loci com taxa de missing data (r=40%), a frequéncia minima de alelos MAF (5%),
e maxima heterozigosidade observada (75%). Os dados resultantes foram salvos em formatos
genepop, VCF, e structure e conversdo para outros formatos, quando necessarias, foram feitas

com PGDSPIDER 2.0 (LISCHER; EXCOFFIER, 2011).

Determinacio de loci sob selecao natural

A determinacdo dos loci neutros e sob selegdo positiva para as analises de estrutura
genética e fluxo génico foi feita com o BAYESCAN (FOLL; GAGGIOTTI, 2008).
BAYESCAN se utilizava do método bayesiano via Monte Carlo Markov Chain (MCMC) para
estimar coeficientes de Fsr especificos de populacdes e especificos de cada locus assumindo
que as frequéncias alélicas possuem distribui¢do Dirichlet. BAYESCAN tem se mostrado
robusto para detectar loci outliers mesmo em cendrios demograficos complexos e superior a
outros métodos comumente utilizados (PEREZ-FIGUEROA et al., 2010).

A metodologia implementada pelo BAYESCAN estima a probabilidade posterior de
cada locus de ser afetado por dois modelos alternativos (neutro e selegdo). Um total de 20
corridas pilotos com 5000 interagdes cada antes de computar a cadeias de Markov. Foram
utilizados 50000 passos de burn-in e 5000 interagdes com 10 de intervalo de desbaste (thinning
interval=10). Consideramos o modelo neutro 10x mais provavel que o modelo de selecdo (prior
0dd=10) e corte para a distribui¢do posterior de P>0,95 para eleger SNP como candidatos para

selecdo positiva.

Diversidade genética e coeficiente de endogamia (Fis)

As medidas de diversidade genética e coeficientes de endogamia (Fis) foram estimadas
no programa estatistico R v3.4.1. A heterozigosidade esperada (Hg) foi calculada por meio do
pacote adegenet JOMBART; AHMED, 2011; ADAMACK; GRUBER, 2014).

O coeficiente de endogamia (Fis) foi calculado de acordo com a férmula 1- (Ho/Hg).
Variando de -1 a um, valores de Fis proximos a zero indicam acasalamento aleatdrio, enquanto
valores positivos indicam endogamia, e valores negativos indicam excesso de heterozigotos

(HARTL; CLARK, 1997).
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Estimativas de desequilibrio de ligaciao (LD) e indices de associacio (7 ;)

Para determinar o grau de desequilibrio de ligacdo entre marcadores presente nas
populagdes utilizadas, o indice de associagdo foi utilizado (7;) (AGAPOW; BURT, 2001). A
falta de associac¢ao entre marcadores indica que os marcadores foram recombinados enquanto
a associacao significativa indica que ligagdo ou homoplasia podem ter causado o desvio das
frequéncias genotipicas esperadas em um cendrio de cruzamentos aleatorios (AGAPOW;
BURT, 2001). Para esta andlise, a localidades amostradas foram analisadas separadamente
utilizando o pacote poppr (KAMVAR; TABIMA; GRUNWALD, 2014) no R se valendo de

1000 permutagdes.

indice de fixacdo interpopulacional (Fst), dire¢io e magnitude do fluxo de migrantes
Migracdo relativa entre duas populagdes foi calculada com base na frequéncia alélica

usando o pacote do R diveRsity. O Modelo utilizado compara populagdes estimando a direcao

e a magnitude do fluxo génico baseado na estatistica Gst utilizando 10000 permutagdes para

testar a significancia estatistica (NEI, 1973).

Analise da Estrutura Genética

A estrutura genética da populacdo foi avaliada usando uma abordagem implementada
usando o software ADMIXTURE 1.22 investigando valores de K variando de 1 até 15 (K=1-
15, K sendo o numero de populagdes ancestral usadas no modelo). O valor mais provavel para
K foi determinado de acordo com o valor correspondente pelo método de cross-validation. O
valor de K com o menor valor de erro calculado pelo processo de cross-validation foi
determinado como o nimero mais provavel de popula¢des ancestrais.

A andlise de componentes principais (PCA) foi realizada usando os pacotes adegenet
(JOMBART, 2008) e ade4 (DRAY; DUFOUR, 2007) do R. Analises de PCA foram conduzidas

com marcadores neutros e com marcadores candidatos a sele¢c@o positiva.

5.3 Resultados
Diversidade e coeficiente de endogamia (Fis)

Os resultados mostram uma grande variagdo nos niveis de heterozigosidade esperada
entre os diversos locais amostrados (Figura 5.3). Os locais com a maior ¢ menor
heterozigosidade esperadas foram no Mato Grosso, MTDIS e MTDIR respectivamente.
Comparando as duas localidades no Parand, PRDVR (em divisa com o Paraguai) teve menor

heterozigosidade menor que PRPGR (ao norte).



65

Os valores encontrados para o coeficiente de endogamia também variaram
significativamente entra os locais amostrados (Figura 5.4). Quatro localidades tiveram valores
significativamente abaixo de zero, portanto exogamicas, e 6 tiveram valores significativamente
acima de zero, indicando endogamia (Figura 5.4). Comparando as duas localidades no Parana,

PRDVR esta em processo de exogamia enquanto a localidade PRPGR estad em processo de

endogamia.
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Figura 5.3. Heterozigosidade esperada (Hg) calculada para as 12 locais amostrados para capim-
amargoso (Digitaria insularis) no Brasil. Circulos representam a média de valores encontrados
para 4245 marcadores com intervalos de confianga de 95%. Piracicaba - SP, 2020.
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Figura 5.4. Coeficente de endogamia (Fis) calculado para as 12 locais amostrados para capim-
amargoso (Digitaria insularis) no Brasil. Circulos representam a média de valores encontrados
para 4245 marcadores com intervalos de confianga de 95%. Piracicaba - SP, 2020.

Desequilibrio de ligacao (LD)

A andlise de desequilibrio de ligacdo foi realizada a fim de inferir locais onde a
reproducdo clonal ¢ mais importante ou foram recentemente colonizadas. A hipotese de
equilibrio gamético, ou seja, cruzamento aleatdrio, foi testada para cada localidade individual
usando 1000 simulagdes. O indice padronizado de desequilibrio de ligacdo (r,) foi
significativamente maior que zero (p-valor < 0.001) em 7 dos 12 locais amostrados indicando
populagao clonal, gargalo genético, ou eventos de sele¢do natural (Tabela 5.2). A maioria das
populagdes do cerrado possuem forte desequilibrio de liga¢do, enquanto as populagdes ao do

Parané e o Maranhio estdo em equilibrio.
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Tabela 5.2. Indice de associago, 74 , como medida de desequilibrio de ligagao (LD) multilocus
em diferentes localidades amostradas no Brasil. Piracicaba - SP, 2020.

Localidades amostradas indice de Associacdo (7) Ip-valor
MABAI 0,0775 1
MTDIR 0,0833 0,001**
MTDIS 0,0289 0,001**
MTLVR 0,0415 1
MTLRR 0,0602 0,001**
MTNMS 0,0356 0,001**
MTSOS 0,0755 0,001**
MTSPR 0,0666 1
MTSRS 0,0871 0,001**
PRDVR 0,0356 1
PRPGR 0,0575 0,496
TOPAR 0,0175 0,001**

'Valores significantes de p amostras que significativamente em desequilibrio de ligagdo.

indice de Fixacio (Fsr) e distancia genética

Os valores de Fst calculados usando 4245 marcadores variaram de 0,0 a 0,16 indicando

baixo a moderado grau de estruturagdo genética (Tabela 4.3). A localidade com maiores valores

de Fst foi MABALI, ao norte do pais, enquanto a menos diferenciada foi MTDIR na regido do

Mato Grosso. Comparando as duas localidades do Parana, PRPGR teve maiores valores de Fsr

que PRDVR.

Tabela 5.3. indice de fixagio (Fst) calculado par-a-par baseado em loci (triangulo superior) e
p-valores (triangulo inferior). Piracicaba - SP, 2020.

MABAI

MABAI

MTDIR 1.00
MTDIS 0.01
MTLVR 0.00
MTLRR 0.00
MTNMS 0.00
MTSOS 0.00
MTSPR 0.00
MTSRS 0.00
PRDVR 0.64
PRPGR 0.00
TOPAR 0.20

-0.46

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

MTDIR MTDIS

0.05
-0.99

0.02
0.00
0.44
0.95
0.95
0.87
0.99
0.10
0.00

0.08

-0.63

0.02

0.00
0.06
0.00
0.00
0.76
0.02
0.00
0.00

0.07

-0.46

0.05
0.10

0.00
0.00
0.43
0.02
0.82
0.00
0.00

0.07
-0.70
-0.03
-0.01

0.07

0.18
0.51
0.72
0.94
0.00
0.01

MTLVR MTLRR MTNMS MTSOS

0.16

-0.45
-0.08

0.07
0.10

-0.02

0.01
0.63
0.01
0.00
0.00

0.05

-0.53
-0.10

0.06

-0.03
-0.05

0.06

0.07
0.41
0.32
0.96

MTSPR  MTSRS

0.11

-0.67
-0.06
-0.07

0.02

-0.06
-0.06

0.01

0.51
0.19
0.06

-0.06 0.08
-0.61 -0.69
-0.15 -0.01
0.01 0.11
-0.07 0.05
-0.10 0.02
0.07 0.03
-0.05 -0.03
-0.06 -0.02
-0.04

0.52
1.00 0.00

PRDVR PRPGR TOPAR
-0.02
-0.89

0.04
0.06
0.07
0.03
0.07

-0.12

0.01

-0.14

0.05

Teste de significancia para determinar valores de zero foram baseados em 1,000 bootstraps.
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A arvore ndo enraizada calculada pelo método UPMGA da suporte ao que foi
encontrado mostrando, baixo grau de estruturagdo genética e baixo grau de diferenciagdo entre
os locais amostrados (Figura 5.5). Comparando as duas localidades do Parana, PRPGR se
mostrou mais estruturada se concentrando em 2 clusters, enquanto PRDVR esteve presente em

5 clusters.

® MABAI
MT

® PRDVR

® PRPGR

® TOPAR

Figura 5.5. Arvore neighbour-joining (NJ) ndo enraizada calculada com base em 916
marcadores SNPs neutros para capim-amargoso (Digitaria insularis). As cores representam os
diferentes locais de coletas. As localidades no Mato Grosso foram agrupadas em um unico
grupo (MT). Piracicaba - SP, 2020.

Magnitude e dire¢do do fluxo génico

O fluxo de migrantes para o capim-amargoso (Digitaria insularis) teve direcionalidade
assimétrica e determinado por dois locais, PRDVR e MTDIR (Figura 5.6). PRDVR, no sul do
Parand, ¢ a localidade que envia o maior nimero de migrantes e mais impacta a dinamica de
populacional de capim-amargoso (Digitaria insularis) no Brasil. A segunda localidade com
elevado impacto estd no Mato Grosso, MTDIR, enviando migrantes para outras localidades no
Mato Grosso, norte do Parana, ¢ Tocantins. Quatro localidades nao estdo fortemente conectadas

com os outros locais amostrados (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Direcdo e magnitude do fluxo de migrantes de capim-amargoso (Digitaria
insularis) usando Gst. As flechas indicam a dire¢ao do fluxo génico e o numero mostra o
coeficiente relativo de migragao entre as populagdes amostradas. Flechas com maiores valores
aparecem mais grossas € com coloragdo mais forte. (a) Rede baseada nos valores de migracao
relativa, mostrando apenas nos valores acima de 0.5. Piracicaba - SP, 2020.

Estrutura genética e selecio natural

Com base nos resultados obtidos nas andlises com ADMIXTURE usando 1134
marcadores neutros indicam que K = 3 foi o nimero mais provavel de clusters genéticos
considerando os locais de amostragem e o teste de validagdo cruzada (cross validation) (Figura
5.7). Em geral, as populagdes se apresentam ndo diferenciadas com exce¢do de MABAI,
PRDVR, MTLVR, que apresentaram maior grau de estrutura¢do genética. Os resultados da
analise de PCA niao mostram significativa diferenciacao entre os locais amostrados (Figure 5.6).

Os resultados nas analises usando 687 marcadores sob selecdo positiva indicam um
maior nimero de clusters genéticos (K = 5) (Figura 5.7), sendo eles: G (MTLRR e PRPGR),
G2 (MABAI), G3 (MTLVR), G4 (MTDIS, MTNMS ¢ MTSRS) ¢ G5 (MTSPR ¢ PRDVR),
sendo que apenas o grupo G4 ndo ¢ formado por individuos resistentes. Os resultados de PCA
baseados nos marcadores de selecdao positiva mostram leve estruturagdo, sendo que os grupos

G2, G3 e G5 se sobrepdem e compdem uma das estruturas, G1 compdem uma segunda (ambas
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com individuos considerados resistentes) e G4 compdem uma ultima estrutura somente com 0s

individuos considerados suscetiveis ao herbicida glifosato (Figura 5.7).
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IS el R
LIF (BT YLl Y.

Marcadores Neutros Selecéo Positiva
o.—
. "'&0 e
o () < ’ [
@ () L]
- RS 5
. @ \. ON > > @Y - ° '0:0 o:
e e =) =
od . . e —
N &
L ]
L J
®
L J
- L J
13.74%

Figura 5.7. Andlise de ADMIXTURE e PCA de 12 locais amostrados de capim-amargoso
(Digitaria insularis). Analise de ADMIXTURE foi realizada com 1134 marcadores neutros
(plot superior) com K=3 e 687 marcadores putativos em sele¢do positiva (plot inferior), com
K=5. PCA também foram realizados com marcadores neutros (& esquerda) e marcadores
putativos em selecdo positiva (a direita). Grupos formados nas andlises PCA (G1-G5) estio
indicados na parte inferior do plot de ADMIXTURE. Piracicaba - SP, 2020.

5.4 Discussao

A observacao dos niveis de divergéncia genética entre populacdes de capim-amargoso
(Digitaria insularis) e a andlise da estrutura genética dessas populagdes permitiram a
interpretagdo de um processo de adaptabilidade desta espécie ndo s6 a resisténcia ao herbicida
glifosato em si, como da influéncia de todo desenvolvimento da cultura da soja nos ultimos
anos, especialmente apos o advento da soja geneticamente modificada para resisténcia ao
glifosato (Soja RR). Sabe-se que a cultura da soja RR foi lancada simultaneamente ao
desbravamento de novas regides brasileiras produtoras desse grao, especialmente no Centro-
Oeste, Norte e Nordeste do Brasil. Tal fendomeno foi capitaneado por produtores sulistas,
especialmente aqueles oriundos do Rio Grande do Sul e do Parand, que levaram ndo sé a cultura,
mas também o manejo para uma regido de maior temperatura média anual e de menor
precipitagdo acumulada.

Este processo aconteceu ao mesmo tempo que a tecnologia do uso de glifosato “dentro

da cultura” (Glifosato aplicado sobre a soja RR) foi sendo adotada, o que aumentou a pressao
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de selecdo de resisténcia ao herbicida glifosato, mas também melhorou o manejo de outras
espécies de plantas daninhas problemadticas para cultura. Assim o capim-amargoso, ao lado da
buva (Conyza spp.), tornou-se possivelmente a espécie mais favorecida na selegdo entre
biotipos (resisténcia) como também dentro da nova comunidade infestante que agora habita os
campos de producdo de graos brasileiros da divisa com o Paraguai, no Parana, até o Mato
Grosso, Tocantins € Maranhao, como observou-se nos resultados aqui mostrados.

Contudo ¢ importante pontuar nesse material situagdes muito peculiares que estes
resultados elucidam para uma planta daninha como capim-amargoso. Pouco sdo os trabalhos
desta natureza disponiveis na literatura nacional para plantas daninhas como um todo, logo
algumas observacdes como a da Figura 5.5 suportam que ha baixo grau de estruturacao
genética, baixo grau de diferenciacdo entre os locais amostrados e ainda que alguns clusters
sejam observados, ndo hé informacao proveniente dessa analise que indique qualquer tipo de
variagdo na espécie ou mesmos formac¢do de sub-espécies ou cultivares. Isso garante que as
amostras obtidas pertencem a mesma espécie, que ainda que seja natural das areas, guarda
grande similaridade génica entre si.

Os resultados indicam elevado fluxo génico entre as diversas regides produtoras de soja
do Brasil, sendo a estruturagdo genética considerada de baixa a moderada. As popula¢des mais
estruturadas estdo ao sul (Parand) e ao norte (Maranhdo). O nivel de estruturagdo citado pode
ser explicado devido ao fato de que o capim-amargoso ¢ uma espécie preferencialmente
autdgama, € uma vez que as caracteristicas de resisténcia de um bidtipo de planta daninha
podem ser intrinsecas ao seu DNA, pode-se assumir que tais caracteristicas podem ser herdaveis
(WSSA, 1998).

Apesar de ser uma planta preferencialmente autégama, biotipos de capim-amargoso
resistente e suscetivel ao herbicida glifosato possuem diferencas em seu DNA em torno de
56,6%, caracterizando alta varia¢do na sequéncia enzimatica desta espécie (MARTINS, 2013),
que pode ser explicada pelo fato do capim-amargoso ter também taxa de fecundagao cruzada
(FRAGA et al., 2016). Essa variabilidade genética pode implicar em diferengas morfolégicas,
fisioldgicas e genéticas, podendo alterar significativamente sua capacidade de resistir a acao
dos herbicidas.

Constatou-se que o fluxo génico principal ¢ direcional (sul para o norte) tendo como
fonte de imigrantes a populacdo de Dois Vizinhos (PRDVR) (Figura 5.6), populacdo esta que
se encontra no sul do estado do Parana proximo a divisa com o Paraguai, regido onde foi
encontrado o primeiro caso de capim-amargoso resistente ao glifosato, relatado em 2008

(HEAP, 2020). Esta populacao alimenta o fluxo genético da maioria das populagdes estudadas
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sendo a fonte do alelo de resisténcia, o que oferece forte evidéncia para hipotese que apos ter
surgido no Paraguai, o alelo de resisténcia chegou ao Parané e rapidamente foi distribuido para
0 centro-oeste.

Isto esta provavelmente relacionado ao fato de muitos agricultores brasileiros do Parana
também cultivarem soja e milho nos campos paraguaios, o que resulta no transito frequente de
maquinas, equipamentos e pessoas (LOPEZ-OVEJERO et al. 2017). Essa situagdo em
particular, bem como a dispersdo de sementes em curtas distancias pelo vento, pode ter levado
os alelos resistentes para essas areas.

A dispersdo de sementes a longas distdncias pode ser possivel através de canais de
irriga¢do e chuva (NORSWORTHY et al., 2014), compra e venda de equipamentos de colheita
usados, colhedoras que se deslocam pelo pais (SCHWARTZ et al., 2016), sementes
contaminadas e alimentagdo e transporte através da migragao de animais selvagens (FARMER
et al., 2017). Além de adotar medidas de prevencdo como a limpeza dos equipamentos
agricolas, ¢ dificil impedir a dispersdo dessas sementes.

A forma como a cultura da soja vem ocupando o Brasil também ¢ um indicativo de que
o transporte de maquinas e pessoas levou este ramo do fluxo génico da Figura 5.6 a areas pouco
coesas geograficamente como o Maranhao, o Tocantins e o Mato Grosso. A semeadura de soja
na regido do Parana ocorre mais cedo do que no Centro-Oeste, visto que o regime hidrico da
regido Sul permite a semeadura da safrinha de milho apds a cultura principal, no caso a soja.
Quanto mais ao norte do Brasil nos deslocamos maior a tendéncia de que ndo exista safrinha, o
que da ao agricultor tempo para aguardar a definicdo do regime hidrico daquele ano, para
proceder a semeadura da soja, com mais possibilidade de éxito quanto a disponibilidade hidrica.
Assim, a sequéncia na janela de semeadura permite aos produtores escalonar o uso de
maquinarios, o que ¢ um tipo de negdcio em muitas areas do pais, levando ao deslocamento
destas no sentido da regido Centro-Oeste, Norte e Nordeste. A grande interacao entre associagao
de produtores sulistas e areas ao norte explica como o fluxo génico do capim-amargoso pode
dar saltos geograficos tao distintos.

Em contrapartida, as populagdes oriundas da regido de Ponta Grossa, localizada ao
sudeste do Parand, ¢ endogamica, ou seja, tem pouco fluxo génico com as outras areas estudadas
e ¢ mais bem estruturada. Essas evidéncias corroboram com a hipotese de que os genes
responsaveis pela resisténcia ao herbicida glifosato sejam oriundos da regido Sul. O padrao
encontrado corrobora com estudos de populagdes prévios que também encontraram
estruturacdo genética no Parand e baixa diferenciacdo na Regido Sudeste (TAKANO et al.,

2018). Uma segunda populacdo importante com relagdo ao fluxo génico ¢ a populacio de
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Diamantino, no Estado do Mato Grosso, que por razdes similares aquelas ja citadas, encontra-
se na rota de maquinario que vem do Sul do pais. Com relagdo as outras populagdes, elas tém
pouca ou nenhuma conexao de migrantes, como observado na Figura 5.6.

Encontrou-se forte desequilibrio de ligagdo para a maioria das populagdes do Centro-
Oeste, indicando que os bidtipos podem ter chegado aos locais oriundos de outras regioes,
contudo em pequenas quantidades, levando estas populacdes a uma fragdo da variagdo genética
total da populacdo inicial, com alta endogamia, caracterizando um efeito fundador ou, pela
propria acao do uso do glifosato sob uma populagdo segregante, ter gerado um gargalo genético
que originou o desequilibrio de ligagdo da Figura 5.6, porém guardando a identidade inicial
para justificar os clusters da Figura 5.7, que indicaram selecdo positiva.

Pode-se considerar a selecdo pelo uso intenso do glifosato como uma sele¢do natural
que custou ao biodtipo a perda de certas caracteristicas selvagens que o ligariam a populagdes
sulistas, mas que mais uma vez preservaram-se nos clusters ou processo de selecao natural.
Obviamente existe a questdo de que a maior parte das populagdes do Mato Grosso que ficaram
desligadas dos biotipos sulistas, serem clones, o que sugeriria que a maior parte das populagdes
do Mato Grosso vieram da mesma planta, exceto MTLVR e MTSPR que j& tinham se mostrado
diferentes também no grafico de estrutura.

Isto se postula impossibilitado ndo s6 pela pouca capacidade de os rizomas
sobreviverem apds transporte € armazenamento nos maquinarios, como pelo fato de que
observamos este processo de forma semelhante para a planta daninha buva, que ndo possui
propagacdo vegetativa. Adicionalmente, as duas populagdes oriundas do Estado do Parana,
Dois vizinhos e Ponta Grossa, que sdo mais proximas geograficamente, além da populagao do
Maranhao, foram consideradas ndo clonais, evidenciando o fluxo génico influenciado pela acao
humana. Isto sugere que a maior parte das populacdes estudadas do Estado do Mato Grosso tem
alguma ligacdo com as do Parand e possivelmente foram recentemente colonizadas, como
caracteristica ecologica de dispersdo, ja que possuem baixo padrao de LD (Tabela 5.2).

Com o aumento do fluxo de sementes do sul para o norte do pais e nas infestacdo de
capim-amargoso em todas as localidades num gradiente em dire¢do ao norte, ¢ de se imaginar
que uma planta, antes pouco frequente nos campos agriculturaveis e mais caracterizada por
habitar as periferias destes, agora apresenta um aumento vertiginoso na pressao de infestagao.
Sem competi¢do com outras daninhas mais agressivas que possam interferir no seu ciclo, devido
a efetividade do herbicida glifosato no controle das mesmas, podem expressar o maximo de seu
potencial fazendo com que a frequéncia inicial de resisténcia a herbicidas, que ndo s6 ao

glifosato, seja alcangada com facilidade. Esta observacdo ¢ validada quando se associa ao que
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foi mostrado por MELO et al., (2016) e mais tarde comprovado por OLIVEIRA (2020) em
trabalhos que identificaram bidtipos de capim-amargoso resistentes a haloxifop em areas de
producdo de soja convencional no Mato Grosso, na regido de Rondondpolis.

O manejo de capim-amargoso com haloxifop ¢ tdo antigo quanto o proprio herbicida no
Brasil e apenas em 2016 encontraram bidtipos resistentes de capim-amargoso aos “fops”, o que
indica que houve aumento de pressdo de infestagdo da planta nas areas e isso levou a selecao
do bidtipo resistente. O capim-amargoso além de ser resistente ao glifosato teve condigdes de
produzir muito mais descendentes do que antes faria, visto que pela agdo do glifosato, também
ndo ha competicdo interespecifica com outras espécies de plantas daninhas nas areas, a ndo ser
a cultura de soja RR, que ocupa os campos nao mais do que 4 meses e tem baixa capacidade
competitiva com o capim-amargoso. Apos o gargalo genético imposto pela pressdo de selecao
do herbicida, o manejo da cultura ndo apresentou outros gargalos para a expansao desenfreada
que o capim-amargoso demonstrou.

Tal aumento na disponibilidade de sementes da planta daninha capim-amargoso levou
a planta a tantas localidades diferentes e devido ao uso do glifosato de forma tdo intensa,
selegcdes regionais de bidtipos suscetiveis ocorreram, como indica o nivel de LD com forte
desequilibrio de ligacdo para a maioria das populacdes do cerrado. Ainda que o capim-
amargoso possua a capacidade de se reproduzir de forma assexuada através de rizomas, o fato
de isso ocorrer apenas em algumas das populagdes do Cerrado, por si s, € uma comprovagao
da ndo plausibilidade da reprodugdo clonal.

Os principais fatores que contribuiram para a rapida disseminagdo do capim-amargoso
no Brasil sdo aparentemente resultado da combinacao de caracteristicas bioldgicas das espécies,
fatores relacionados ao manejo de plantas daninhas em cada regido e ao aumento do uso de
glifosato apos a adogdo da Soja Roundup Ready® (LOPEZ-OVEJERO et al., 2017).

Considerando-se que o produtor, que ndo faz utilizagdo de pré-emergente, faz no
minimo cinco aplicagdes de glifosato no ciclo da soja (dessecagdo, pré-semeadura, Va2, V4-V,
V5) teremos ao longo de dez anos, no minimo, cinquenta aplicacdes de pelo menos 720 gramas
de equivalente acido de glifosato por hectare, ou seja, exercendo assim uma pressao de selecao
enorme.

A variabilidade genética natural existente em qualquer populacio de plantas daninhas ¢
a responsavel pela fonte inicial de resisténcia em uma populagao suscetivel de plantas daninhas.
Geralmente, as mutagdes génicas que ocorrem em uma populacdo suscetivel que ainda nao foi
submetida a pressao de selegdo pelo herbicida ¢ resultante de variabilidade genética espontanea,

nado sendo, portanto, induzida pelo agente de sele¢do, ou seja, o herbicida. Todas as populagdes
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de plantas daninhas, independentemente da aplicacdo de qualquer produto, provavelmente
contém plantas individuais (bidtipos) que sdo resistentes a herbicidas (KISSMANN, 1996).

As taxas de mutacdo espontanea existente na natureza ¢ que determinam a frequéncia
inicial de um bidtipo resistente de plantas daninhas (JASIENIUK; BRULE-BABEL;
MORRISON, 1996). Uma taxa normal de muta¢do em organismos bioldgicos ¢ frequentemente
citada como sendo entre 1,0 x 10° a 1,0 x 10 gametas por loco por gera¢do, quando a
resisténcia ¢ determinada por um gene nuclear, sendo este valor utilizado em modelos de
predicdo de evolugdo de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas (MAXWELL, 1992). O
tipo de cruzamento entre as plantas, a densidade da planta daninha e se o gene ¢ recessivo ou
dominante influenciam marcadamente na probabilidade da frequéncia inicial do biodtipo
resistente (JASIENIUK; BRULE-BABEL; MORRISON, 1996).

Durante a disseminagdo da resisténcia, as mutagdes e selecdes locais, o pdlen de
interpopulagdo, a dispersdo de sementes e os eventos fundadores podem levar a estruturagao
espacial da variacdo genética na paisagem agricola (OSUNA et al., 2011). Consequentemente,
as andlises da diversidade genética da populacdo dentro e através de regides geograficas
geralmente fornecem informagdes sobre os caminhos e mecanismos de propagacdo da
resisténcia (TSUJI et al., 2003; DELYE et al., 2010). Portanto, os dados deste estudo
demonstram que a dispersao da resisténcia de capim-amargoso ao herbicida glifosato evoluiu
através de fluxo génico e também por selecdes independentes. Analises para detectar
marcadores putativos sob sele¢do natural encontraram um nimero significante de marcadores
sob selecdo positiva (direcional) que estdo possivelmente associados ao uso de herbicida

glifosato.

5.5 Conclusoes

A estruturagdo genética dessas populagdes de capim-amargoso, obtida por
sequenciamento via biblioteca de GBS mostrou-se baixa a intermedidria, evidenciando um
fluxo génico marcante do Sul para o Norte do Brasil, acompanhando a rota de maquinarios
ligadas a cultura da soja RR. Um forte processo de selegdo associado ao uso do herbicida
glifosato e do manejo da cultura da soja como um todo, estd em curso estruturando as
populagdes.

As populagdes coletadas em Balsas (MA) (MABAI), Lucas do Rio Verde (MT)
(MTLVR), Sapezal (MT) (MTSPR) e Santa Rita do Trivelato (MT) (MTSRS), segregantes ou

resistentes, foram selecionadas localmente ou sob bidtipo de pouca correlagdo genética com o
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Sul do Brasil. Os demais bidtipos possuem estruturacdo genética suficiente para alegacdo de

que migraram, a0 menos parcialmente, do Paraguai para areas no Brasil.
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6 CONCLUSOES GERAIS

(1)

(ii)

(iii)

(iv)

Comparando-se os bidtipos suscetiveis de D. insularis com os padrdes da literatura
cientifica internacional e as médias de bulas, pode-se concluir com seguranga que a
“base-line" de suscetibilidade entre as populacdes de capim-amargoso ¢ de 960 g
e.a. ha'! glifosato.

Este trabalho demonstrou que a resisténcia de capim-amargoso ao glifosato no
Brasil esta presente em todas as regides produtoras de soja avaliadas, com
frequéncia de 22,5% do total das amostras avaliadas.

A estruturacdo genética dessas populacdes de capim-amargoso, obtida por
sequenciamento via biblioteca de GBS mostrou-se baixa, evidenciando um fluxo
génico marcante do Sul para o Norte do Brasil, acompanhando a rota de maquinarios
ligadas a cultura da soja RR. Um forte processo de selecdo associado ao uso do
herbicida glifosato e do manejo da cultura da soja como um todo, estd em curso
estruturando as populagdes.

As populagdes coletadas em Balsas (MA) (MABAI), Lucas do Rio Verde (MT)
(MTLVR), Sapezal (MT) (MTSPR) e Santa Rita do Trivelato (MT) (MTSRS),
segregante ou resistentes, foram selecionadas localmente ou sob bidtipo de pouca
correlagdo genética com o Sul do Brasil. Os demais bidtipos possuem estruturacao
genética suficiente para alegacdo de que migraram, ao menos parcialmente, do

Paraguai para areas no Brasil.



