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RESUMO

Schneider, Theodoro. Resisténcia de Conyza spp. ao herbicida glifosato: distribui¢ao
geografica, aspectos moleculares, genéticos e anatémicos. 117 f. Tese (Doutorado em
Agronomia) — Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2018.

O género Conyza pertencente a familia Asteraceae, compreende importantes plantas
daninhas conhecidas como “buvas”. Dentre elas, destacam-se C. canadensis, C.
bonariensis e C. sumatrensis. Com frequéncia infestam areas de cultivo e também areas
ndo cultivadas. O surgimento de biotipos de plantas daninhas resistentes aos herbicidas
esta condicionado a mudanca genética na populacao, imposta pela pressao de selegdo
através da aplicacdo de herbicidas com mesmo mecanismo de agdo. Diante disso, os
objetivos dessa pesquisa foram avaliar a distribuicdo dos biotipos de buva resistentes ao
herbicida glifosato nos Estados do Rio Grande do Sul, Parand e Mato Grosso do Sul;
identificar as alternativas quimicas para o controle de buva resistente ao glifosato,
aplicadas em diferentes estadios de desenvolvimento; realizar a descrigdo anatomica da
folha de biotipos resistentes e suscetivel ao glifosato; analisar a similaridade genética
em bidtipos de C. sumatrensis, oriundos de diferentes regides do Brasil; e investigar o
mecanismo de resisténcia de bidtipos de C. sumatrensis resistente ao herbicida glifosato
através da determinacdo dos niveis de expressdo dos genes EPSPs codificador da
enzima EPSPs, M11 e M7 genes de proteinas transportadoras ABC. Para isso, foram
conduzidos experimentos em casa de vegetacdo, a campo, e laboratorio, utilizando
sementes de Conyza spp. coletadas em diferentes locais no Rio Grande do Sul, Parané e
Mato Grosso do Sul. Foram avaliados 137 biotipos de Conyza spp. quanto a distribui¢ao
geografica da resisténcia, aplicando-se o herbicida glifosato no estadio de 4 a 6 folhas, e
avaliado a resposta ao herbicida determinando a resisténcia. A campo foram conduzidos
dois experimentos nas safras 2016/17 e 2017/18, onde foram aplicados vérios
herbicidas, pertencentes a diferentes mecanismos de ag¢ao visando identificar diferentes
alternativas de controle de Conyza spp. Para a realizagdo da analise anatomica, foram
coletadas folhas de duas populagdes de C. sumatrensis resistente ao glifosato e outra
suscetivel. Foram realizadas a determinagdo da espessura da epiderme na face adaxial
das folhas dos bidtipos e o didmetro dos feixes vasculares principais. Através de
marcadores moleculares microssatélites foi analisada a similaridade genética entre
bidtipos de C. sumatrensis de diferentes regides geograficas, sendo utilizados 19
marcadores moleculares, e comparados por meio de gel de agarose. Para a investigagao
do mecanismo de resisténcia em bidtipo de C. sumatrensis resistente ao glifosato, foi
comparado o nivel de expressao dos genes EPSPs, M11 e M7 nos bidtipos resistente e
suscetivel. Para isso extraiu-se o RNA dos bidtipos e comparou-se a expressao dos
genes por meio de PCR em tempo real (RT-qPCR). Obteve-se como resultados, que
78% dos bidtipos de Conyza spp. testados apresentaram resisténcia ao herbicida



glifosato. Plantas de buva com at¢é 5 cm sdo controladas com os herbicidas
glifosato+saflufenacil, paraquate, diquat e glufosinato de amonio, ja plantas entre 6 ¢ 15
cm sdo controladas com os mesmos tratamentos, exceto paraquate. Ndo foram
encontradas diferencas anatomicas nos bidtipos avaliados neste estudo. A analise de
similaridade genética evidenviou diversidade dos biotipos, formando dois grupos, um
formado por um bio6tipo suscetivel e outro por biotipos resistentes ao glifosato. Os genes
M7 e MI11 apresentaram maior expressao relativa no bidtipo resistente, associando o
mecanismo de resisténcia ao sequestro do herbicida no vactolo.

Palavras-chave: 1. Extensdo da resisténcia. 2. Controle alternativo. 3. Mecanismo de
resisténcia. 4. Similaridade genética. 5. Expressdo génica.



ABSTRACT

Schneider, Theodoro. Resistence of Conyza spp. to glyphosate herbicide: geographic
distribution, molecular, genetic ang anatomical aspects. 117 f. Thesis (Doctorate in Agronomy)
— University of Passo Fundo, Passo Fundo, 2018.

The genus Conyza belonging to the family Asteraceae, comprises important weeds
known as "buvas". Among them, stand out C. canadensis, C. bonariensis and C.
sumatrensis. They often infest growing areas as well as uncultivated areas. The
emergence of herbicide resistant weed biotypes is conditioned by the genetic change in
the population, imposed by selection pressure through the application of herbicides with
the same mechanism of action. Therefore, the objectives of this research were to
evaluate the distribution of buff biotypes resistant to glyphosate herbicide in the States
of Rio Grande do Sul, Parand and Mato Grosso do Sul; to identify the chemical
alternatives for control of glyphosate resistant buff, applied at different stages of
development; to perform the anatomical description of the biotype resistant and
susceptible to glyphosate leaf; to analyze the genetic similarity in C. sumatrensis
biotypes from different regions of Brazil; and to investigate the resistance mechanism of
biotypes of C. sumatrensis resistant to herbicide glyphosate by determining the
expression levels of EPSPs genes encoding the EPSPS enzyme, M11 and M7 genes of
ABC carrier proteins. For this, experiments were conducted in greenhouse, field, and
laboratory, using seeds of Conyza spp. collected in different locations in Rio Grande do
Sul, Parand and Mato Grosso do Sul. We evaluated 137 biotypes of Conyza spp. as well
as the geographic distribution of the resistance, applying the glyphosate herbicide in the
4 to 6 leaf stage, and evaluating the herbicide response determining the resistance. In the
field two experiments were conducted in the 2016/17 and 2017/18 crops, where several
herbicides belonging to different mechanisms of action were used to identify different
control alternatives of Conyza spp. For the anatomical analysis, leaves of two
populations of C. sumatrensis resistant to glyphosate and another susceptible were
collected. The determination of the thickness of the epidermis on the adaxial face of the
leaves of the biotypes and the diameter of the main vascular bundles were performed.
Through microsatellite molecular markers the genetic similarity between C. sumatrensis
biotypes from different geographical regions was analyzed, using 19 molecular markers,
and compared by means of agarose gel. For the investigation of resistance mechanism in
glyphosate resistant C. sumatrensis biotype, the level of expression of the EPSPs, M11
and M7 genes in resistant and susceptible biotypes was compared. RNA was extracted
from the biotypes and the expression of the genes was compared by means of real-time
PCR (RT-gPCR). It was obtained as results, that 78% of the biotypes of Conyza spp.
tested showed resistance to glyphosate herbicide. Plants of buff up to 5 cm are
controlled with the herbicides glyphosate + saflufenacil, paraquate, diquat and



glufosinate of ammonium, already plants between 6 and 15 cm are controlled with the
same treatments, except Paraquate. No anatomical differences were found in the
biotypes evaluated in this study. The analysis of genetic similarity evidenced a diversity
of biotypes, forming two groups, one formed by a susceptible biotype and the other by
glyphosate - resistant biotypes. The M7 and M11 genes presented higher relative
expression in the resistant biotype, associating the mechanism of resistance to the
sequestration of the herbicide in the vacuole.

Key words: 1. Resistance extention. 2. Alternative control. 3. Mechanism of resistance.
4. Genetic similarity. 5. Genic expression.
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1 INTRODUCAO

A utiliza¢ao de herbicidas como unico método de manejo das plantas daninhas,
repetidamente e por muitos anos, na mesma area, resultou na evolugao de plantas
daninhas resistentes aos mesmos. Em dreas cultivadas com culturas geneticamente
modificadas, como é o caso da soja resistente ao herbicida glifosato, a selecdo de
biotipos de plantas daninhas resistentes foi acentuada, em funcdo da grande utilizagao
deste produto.

Inimeras culturas agricolas, tais como soja, milho, trigo, algoddo e forrageiras,
sdo diretamente afetadas pela presenca de plantas daninhas do género Conyza, que
devido a elevada capacidade competitiva e prolificidade, tornou-se importante planta
daninha. Plantas daninhas deste género apresentam elevada variabilidade genética, o
que facilita sua introdugdo tanto em cultivos de inverno como de verdo. Ainda, a
pressdo de selecdo exercida pela aplicagdo do herbicida glifosato, selecionou-se
populagdes resistentes de C. canadensis, C. bonariensis e C. sumatrensis, tornando
dificil o manejo dessas plantas daninhas nesses cultivos, principalmente devido a baixa
disponibilidade de moléculas herbicidas de outros mecanismos de agcdo com seletividade
a essas culturas.

As plantas daninhas s3o o principal fator bidtico que afeta a producdo agricola,
sendo que 13 plantas m? sdo responsaveis por causar 25% de redugdo de rendimento em
soja (TREZZI et al., 2013). O controle de plantas daninhas com aplicagdo de herbicidas
¢ considerado o método mais eficaz e eficiente em termos de custo e praticidade. A
introducdo de culturas geneticamente modificadas resultou em aumento significativo do
uso de um mesmo herbicida e, como consequéncia, maior evolugdo de populagdes de
plantas daninhas resistentes (POWLES; YU, 2010).

A resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas ¢ definida pela FAO como a
ocorréncia natural de bidtipo com habilidade de sobreviver a aplicagdo de composto
quimico para o qual a popula¢do original era suscetivel (LEBARON; GRESSEL, 1982).

Enquanto, Christoffoleti ¢ Nicolai (2016), definem a resiténcia como a capacidade



natural e herdavel de determinados bidtipos, dentro de uma populagdo, de sobreviver e
se reproduzir apos a exposicdo a dose herbicida que seria letal a individuos normais
(suscetiveis) da mesma espécie.

Atualmente no Brasil, o comité de agdo a resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas (CBRPH) e a associagdo brasileira de agdo a resisténcia de plantas aos
herbicidas no Brasil (HRAC-BR), descrevem em cinco itens os critérios para relatos
oficiais estatisticos de biodtipos de plantas daninhas resistentes a hebicidas: Defini¢ao de
resisténcia de plantas daninhas (enquadramento nas defini¢des); Confirmagdo por meio
de resultados obtidos por protocolos com base cientifica; Caracterizagdo da
herdabilidade da resisténcia da planta daninha ao herbicida; Demonstragao do impacto
pratico no campo da resisténcia da planta daninha ao herbicida; Identificagao botanica
da espécie da planta daninha em andlise, e ndo como resultado de uma selecdo
deliberada/artificial (CHRISTOFFOLETI; NICOLAI 2014).

A resisténcia de buva ao glifosato ¢ um problema de carater mundial, desta
forma, a caracterizagdo da resisténcia ¢ fundamental, pois a partir da identificagdo dos
fatores envolvidos na ocorréncia do processo de evolugcdo da resisténcia € possivel
prever e identificar mecanismos e alternativas de minimizar o processo de evolugdo e
reverter esta situacdo tornando o cultivo agricola sustentavel. A ocorréncia da
resisténcia de buva torna o uso desta molécula inviavel para o controle desta espécie
daninha. Desta forma, a identificagdo dos processos envolvidos ¢ possivel lancar mao de
novas alternativas de controle. A partir de identificados estes fatores, torna-se viavel a
pesquisa de diferentes ferramentas que possam auxiliar nas medidas de manejo e na
reducdo da populagdo e disseminacao da resisténcia.

1.1.1.1.1. Hipotetiza-se que a grande maioria da populacdo de Conyza
spp. apresenta resisténcia ao glifosato; em estadios inicias de
desenvolvimento as plantas de Conyza spp. sdo mais
suscetiveis aos herbicidas, ndo ha diferencas anatdmicas entre
bidtipos de Conyza sumatrensis resistente e suscetivel ao
glifosato; ha ampla variabilidade genética entre populagdes de

Conyza sumatrensis resistente ao glifosato; e o0 mecanismo de
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resisténcia de Conyza sumatrensis ao glifosato esta associado a
superexpressdo do gene EPSPs e genes de proteinas

transportadoras ABC.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O surgimento de resisténcia a um herbicida em populagdes de plantas deve-se a
selecao de biodtipos resistentes pré-existentes, que resultam da pressdao de selecao
exercidas por repetidas aplicacdes de um mesmo herbicida com mesmo mecanismo de
acdo, encontrando condigdes para multiplicacdo (BETTS et al.,, 1992). Em geral,
biotipos ou genotipos de uma espécie que melhor se adaptam a uma determinada pratica
sao selecionados e multiplicam-se rapidamente (HOLT; LEBARON, 1990).

O primeiro caso de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas registrado no
mundo ocorreu nos EUA com as espécies Commelina difusa e no Canada com Daucus
carota, em 1957, em ambos os casos, a resisténcia apresentada foi ao mecanismo de
acdo das auxinas sintéticas (HEAP, 2018). Posteriormente, no ano de 1970, nos EUA,
foram registrados bidtipos de Senecio vulgaris resistentes ao herbicida simazina, uma
triazina pertencente ao mecanismo de agdo dos inibidores do Fotossistema II (HEAP,
2018). A partir de entdo, inumeros casos de resisténcia foram e continuam sendo
registrados mundialmente, ao longo dos anos.

Atualmente, existem 490 biotipos resistentes aos herbicidas mundialmente,
envolvendo 256 espécies de plantas daninhas (HEAP, 2018). No Brasil, dentre as
primeiras espécies com registro para resisténcia aos herbicidas, esta Bidens pilosa,
resistente aos inibidores da ALS, registrado em 1993 (HEAP, 2018). Atualmente no
Brasil, existem 28 espécies registradas com resisténcia a algum herbicida, envolvendo
principalmente as culturas de soja, algodao, milho, trigo e arroz irrigado (HEAP, 2018).
Dentre todos os casos, destacam-se as espécies com resisténcia ao herbicida glifosato.

Embora o herbicida glifosato seja comercializado desde 1974 (VIDAL;
MEROTTO JR, 2001), os primeiros relatos de plantas daninhas resistentes s6 surgiram
em 1996, surpreendendo pesquisadores que, até entdo acreditavam que a resisténcia de
plantas daninhas ao glifosato seria impossivel de ocorrer (JASIENIUK, 1995). Trés
razdes principais foram apresentadas para supertar esta hipotese: em primeiro lugar, o

glifosato ¢ lentamente metabolizado pelas plantas; o segundo ponto supunha que a super



expressao do gene EPSPs apenas conferiria resisténcia de baixo nivel; e, em terceiro
lugar, as mutacdes no gene EPSPs foram associadas com altas perdas de valor
adaptativo pelos biotipos resistentes (JASIENIUK, 1995).

Mundialmente, estdo relatadas 41 espécies resistentes ao glifosato, oito dessas
relatadas no Brasil, sendo elas: C. bonariensis, C. canadensis, C. sumatrensis, Digitaria
insularis, Lolium multiflorum, Chloris elata, Amaranthus palmeri ¢ Eleusine indica
(HEAP, 2018). Para Euphorbia heterophylla, em que foram testados bidtipos com
historico de dificuldade de controle pelo glifosato em lavouras de soja, foi constatada a
tolerancia da espécie (VARGAS et al., 2011).

A resisténcia ¢ a capacidade adquirida de uma planta em sobreviver e
reproduzir-se apds a aplicagdo de determinado herbicida que, sob condigdes normais,
controla os demais integrantes da populacdo (CHRISTOFFOLETI; NICOLAI 2016;
GAZZIERO et al., 2014). J4, a tolerancia refere-se a capacidade inata da planta em
sobreviver apds o tratamento herbicida, relacionada a variabilidade genética natural da
espécie (VARGAS et al., 2009).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas ocorre de trés formas principais:
resisténcia simples, resisténcia cruzada e resisténcia multipla. No caso de resisténcia
simples, o bidtipo ¢ resistente a um unico herbicida, devido a um unico mecanismo de
resisténcia. J& na resisténcia cruzada, o bidtipo € resistente a dois ou mais herbicidas,
com mesmo mecanismo de a¢do, no entanto, de grupos quimicos distintos. O problema
de maior complexidade e dificuldade de manejo € a resisténcia multipla. Nos casos mais
simples, a resisténcia multipla confere resisténcia a dois ou mais herbicidas, com
mecanismos de a¢do distintos, em fun¢do de um mecanismo de resisténcia, podendo em
casos mais complexos, a resisténcia ser conferida por mais de um mecanismo de
resisténcia (AGOSTINETTO; VARGAS, 2014).

As plantas daninhas podem sobreviver a a plicagdo de herbicidas devido a
diversos fatores, os quais podem estar relacionados ou nao ao local de agdo do
herbicida. Quando relacionado ao local de agdo, a resisténcia pode ser decorrente da
diminui¢do de afinidade do herbicida pelo local de a¢do na enzima, que resulta de uma

mutacao na sequéncia nucleotidica do DNA, ou devido a superexpressao desta enzima.
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A resisténcia nao relacionada ao local de acao pode ocorrer por mecanismos de redugdo
da absorcao, reducao ou aumento da translocagdo, ¢ aumento da metaboliza¢ao ¢ da
compartimentaliza¢do do herbicida (POWLES; YU, 2010).

A resisténcia ocasionada por alteragdo no local de agdo, ¢ resultado de mutagdes
em nivel de DNA, ou seja, altera¢do ou alteracdes em uma ou mais bases nitrigenadas
do gene da enzima, dando origem a uma enzima modificada, o que impede a ligacao do
herbicida, que assim perde sua funcionalidade. A alteragdo de uma tUnica base
nitrogenada, a qual resulta em mutacdo de ponto, pode gerar uma enzima com
caracteristicas funcionais diferentes da original (POWLES; YU, 2010).

A resisténcia devido a metabolizacdo do herbicida ocorre pela capacidade da
planta degradar a molécula herbicida mais rapidamente que plantas suscetiveis,
tornando-as inativa (AGOSTINETTO; VARGAS, 2014; POWLES; YU, 2010). Os
compostos inativados sdo normalmente mais hidrofilicos, menos moveis na planta e
mais suscetiveis a compartimentalizacdo do que a molécula original do herbicida
(KRUEZ; TOMMASINI; MARTINOIA, 1996). A compartimentalizacdo ou sequestro
do herbicida ocorre pela conjugagdo da molécula com metabolitos da planta, tornando-a
inativa, ou sendo removida das partes metabolicamente ativas da célula e armazenada
em locais inativos, como o vacuolo ou ainda, presa na parede celular, impedindo sua
atividade e translocacdo. Devido a conjugagdo e compartimentalizacdo, a absor¢do ¢ a
translocagdo sdo alteradas e, assim a quantidade de herbicida que atinge o local de acao
¢ bastante reduzida, ndo chegando a ser letal para a planta.

Em Conyza canadensis, foi relacionado aumento do sequestro do glifosato no
vacuolo em condi¢des de temperaturas superiores (20°C) em ralagdo a inferiores (12°C)
(GE et al., 2011). Grande familia de genes de proteinas de transportes abc sdao comuns
no genoma de plantas, requerendo ATP para suas fungdes e transportar uma variedade
de pequenas moléculas através de membranas (REA, 2007; VERRIER et al., 2008). Sob
temperaturas quentes, 85% do glifosato aplicado em buva resistente ¢ sequestrado no
vacuolo, e para o bidtipo suscetivel somente 15% do herbicida foi sequestrado (GE et
al., 2011). Enquanto ambos os biotipos possuem a capacidade de transportar glifosato

através da membrana do tonoplasto, este processo ¢ mais eficiente em plantas
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resistentes. A principal razao para este fato ¢ a superexpressao dos genes que regulam as
proteinas de transportadoras ATP-binding cassete (ABC) que sdo habeis em transportar
rapidamente o glifosato até o vactolo sob condi¢des de temperaturas superiores (GE et
al., 2011).

Adicionalmente, inimeros casos de resisténcia de plantas daninhas a glifosato
ndo sao relacionados com o local de ag¢do do herbicida (POWLES; YU, 2010).
Resisténcia a glifosato nao relacionado com o local de acdo do herbicida pode incluir
reduzida absor¢do e translocacdo, compartimentalizagdo vacuolar e rapida
metabolizacdo ¢ detoxificagdo do herbicida (CARVALHO et al., 2012; GONZALEZ-
TORRALVA et al., 2012; VILA-AIUB et al., 2012; YU; HUANG; POWLES, 2010).
Uma vez que as plantas sdo limitadas em detoxificar compostos, elas desenvolvem
estratégias para tal situacdo. Desta forma, as proteinas transportadoras ABC sdo
responsaveis pelo transporte de compostos através de membranas (YUAN; TRANEL,;
STEWART, 2007). Proteinas transportadoras ABC além de serem transportadoras de
hormonios, lipideos, metais, e metabolitos secundarios, também sdo responsaveis pelo
transporte de herbicidas e seus metabolitos (KANG et al., 2011; KLEIN; BURLA;
MARTINOIA, 2006).

Recentemente foi documentado que transportadores ABC sdo responsaveis pela
compartimentaliza¢ao do glifosato no vacuolo através da superexpressdo dos genes que
regulam a expressdo destas proteinas (PENG et al.,, 2010). Da mesma forma,
superexpressao do gene EPSPs esta relacionado com o mecanismo de resisténcia ao
glifosato (BAERSON, et al., 2002; DINELLI, et al., 2008). Desta forma, a dose do
herbicida torna-se abaixo da letal para o controle da espécie. Assim, a regulacdo destes
genes podem variar em fungcdo da temperatura, fotoperiodo e do estddio de
desenvolvimento da planta.

O género Conyza inclui, aproximadamente, 50 espécies, as quais se distribuem
em quase todo o mundo (KISSMANN; GROTH, 1999). As espécies que mais se
destacam, por seu carater negativo, sdo C. bonariensis, C. canadensis e C. sumatrensis.
A primeira espécie ¢ nativa da América do Sul e ocorre de forma abundante na

Argentina, no Uruguai, no Paraguai e no Brasil. Neste, sua presenca ¢ mais intensa nas
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regides sul, sudeste e centro-oeste. Ela também estd presente na Colombia e na
Venezuela, onde infesta lavouras de café (KISSMANN; GROTH, 1999).

C. canadensis, ¢ nativa da América do Norte (FRANKTON; MULLIGAN,
1986), ¢ uma das espécies mais amplamente distribuidas no mundo (THEBAUD;
ABBOTT, 1995). E cosmopolita, sendo mais encontrada em zonas temperadas do
hemisfério norte (HOLM et al., 1997) e regidoes subtropicais do hemisfério sul, mas ¢
pouco frequente em regides tropicais (KISSMANN; GROTH, 1999). A espécie esta
presente em quase todas as regides do Canadda (ROULEAU; LAMOUREUX, 1992),
Estados Unidos (USDA, 1970), Oeste da Europa e planicie mediterranea (THEBAUD;
ABBOTT, 1995), Australia e Japao (HOLM et al. 1997). No Brasil, sua presenga ¢
significativa em campos nativos e em lavouras, especialmente da regido sul
(KISSMANN; GROTH, 1999). Ja C. sumatrensis, ¢ originaria das Américas, mas se
espalhou para as regides mais quentes de todos os continentes (THEBAUD; ABBOTT,
1995).

As espécies sdao conhecidas popularmente por “buvas”, destacando-se por
infestarem areas abandonadas (terrenos baldios e margens de estradas), pastagens,
culturas perenes (citros e café) e lavouras anuais (algoddo, milho, soja e trigo)
(THEBAUD; ABBOTT, 1995). Em termos mundiais, estas espécies daninhas infestam
mais de 40 culturas (HOLM et al., 1997).

Diante de um cendrio de aumento da ocorréncia de casos de resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas, medidas que preconizem o manejo da resisténcia sao
fundamentais, sendo que o monitoramento constante da lavoura para identificacdo dos
focos de resisténcia e eliminag¢do das plantas suspeitas sdo importantes (HUGH, 2006;
LAZAROTO; FLECK; VIDAL, 2008). Depois de identificada a resisténcia a campo, a
adogdo de praticas como rotagdo de culturas, misturas de herbicidas, aplicacdes
localizadas e a associacdo de métodos de controle reduzem o impacto do problema
(HUGH, 2006). O controle proativo de resisténcia com a utilizagdo de herbicidas pré-
emergentes pode levar a um custo 26% maior, no entanto, este aumento se justifica

frente ao custo de controle reativo, quando as plantas sdo resistentes aos glifosato, onde
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se faz necessario a mistura de herbicidas, tornando o custo 358% maior para viabilizar o
cultivo livre da interferéncia de plantas daninhas resistentes (MUELLER et al., 2005).

No Brasil ndo existe levantamento de area infestada com buva resistente ao
herbicida glifosato. A realizagdo de levantamento de populacdes de buva com
resisténcia a este herbicida é uma ferramenta que permite identificar os locais de
ocorréncia desta resisténcia e determinar estratégias de manejo especificas para cada
regido de acordo com suas caracteristicas. De posse destas informagdes, a tomada de
decisdo e a adogdo de estratégias de prevencdo e controle da resisténcia se tornam
aplicavel, recuperando a viabilidade de cultivo nessas areas.

O conhecimento das espécies resistentes ¢ da extensao da area infestada fornece
conhecimento da gravidade do problema e permite determinar o manejo da resisténcia e
tornar o processo de sele¢do de biotipos resistentes mais lenta, auxiliando na tomada de
decisdes reativas no controle destas populacdes (OWEN; MARTINEZ; POWLES,
2014). Além disso, o mapeamento da resisténcia permite estabelecer os custos da
resisténcia, definicao de politicas publicas e assisténcia técnica direcionada.

Em razdo do crescente aumento de populacdes de plantas de buva com
resisténcia ao herbicida glifosato, a biologia molecular vem se tornando uma importante
ferramenta para o seu conhecimento. Pesquisas relacionadas com a similaridade
genética com o uso de marcadores moleculares de microssatélites em plantas daninhas
permitem avaliar sua origem e dispersao.

Os marcadores moleculares microssatélites sdo repetigdes variaveis em tandem
de uma pequena regido de um a seis pares de nucleotideos repetidos muitas vezes
(JONES et al., 2009). Devido a alta taxa de mutacdes, essas regides sao de grande
interesse na genética de populagdes. As mutagdes resultam de marcadores altamente
polimoérficos, permitindo discriminagdo genética de individuos proximamente
relacionados, mesmo empregando um numero relativamente baixo de marcadores
microssatélite permite a distingdo entre populacdes (VARSHNEY; GRANER;
SORRELLS, 2005). Ja a presenca de multiplos alelos por locus favorece a avaliagao da
diversidade genética entre populacdes e subpopulagdes mesmo em espécies com alto

grau de autogamia (ZHANG et al., 2009).
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A analise de marcadores microssatélites consiste em reagoes de PCR
convencional, seguido pela verificagdo dos resultados em gel de agarose, poliacrilamida
ou eletroforese capilar automatizada (MENKSEN; KAHL, 2005).

Os marcadores microssatélites apresentam algumas vantagens em suas analises,
como: possuir expressao codominante; sdo hipervaridveis no que diz respeito ao nimero
de alelos por locus e, por isso, tém se tornado uma fonte importante de marcadores
genéticos polimorficos; sao muito frequentes e distribuidos ao acaso ao longo de todo o
genoma e a existéncia de conserva¢do de sitios de microssatélites entre espécies
relacionadas torna possivel, em alguns casos, a utilizagdo de iniciadores obtidos em uma
espécie para outras espécies afins (iniciadores heterdlogos). Contudo, ha limitagdes nas
analises de microssatélites, como: necessidade do desenvolvimento de iniciadores para
cada espécie (ou grupos de espécies relacionadas), o que implica no sequenciamento
prévio de partes especificas do DNA e ndo se conhece o papel funcional das sequéncias
estudadas (FREITAS; BERED, 2003).

Neste contexto, a introdu¢do de técnicas moleculares para caracterizar
populagoes de plantas daninhas ¢ um processo atual e, apresar de ainda ndo ser
reconhecida como metodologia oficial, vem sendo fortalecida em funcao do alto grau de
precisao e informagdo que pode ser obtido pelo fingerprinting molecular. O
fingerprinting ou genotipagem molecular ¢ a impressdo digital de um determinado
genoétipo, que permite a obtencdo de seu perfil genético e sua diferenciacdo inequivoca
de outro gendtipo (GUIMARAES et al., 2004). Esta estratégia tem sido utilizada para
mapeamento de ligacdo do genoma, teste de identidade de cultivares, determinagdo da
relacdo de parentesco e da variagdo genética, andlise de populacdes e de pedigree,
localizagao de loco para doencas e epidemiologia (BRAMMER, 2000).

A ocorréncia de populagdes de buva resistentes em diversas regides do Brasil
nos leva a crer que ha a possibilidade da ocorréncia de elevada similaridade genética
entre essas populagdes, uma vez que o principal método de dispersdo de sementes de
buva ¢ através do vento, além da contaminagdao de maquinarios e/ou lotes de sementes.

Assim o estudo de similaridade genética entre as populagdes de buva tonard a
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elucidacao da dispersdo da resisténcia mais clara, auxiliando na tomada de medidas de
controle a fim de interferia na evolucao da resisténcia.

O glifosato ¢ herbicida que atua inibindo a enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-
fosfato sintetase (EPSPs), impedindo a biossintese dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina, tirosina e triptofano, necessarios para a sintese de proteinas, ocasionando o
aumento do 4cido chiquimico, esse relacionado com o declinio de produtos
intermedidrios da fixagdo de carbono e a redugdo da fotossintese (DUKE; POWLES,
2008).

A eficécia do glifosato ¢ dependente de processos como a retengao da molécula
na superficie foliar, a penetracao foliar, a translocagcdo na planta até o sitio de agdo e
inibicao da enzima alvo, a epsps., onde o produto vai exercer sua atividade herbicida
(SATICHIVI et al., 2000). A translocagdo representa processo essencial para a eficacia
do herbicida (SATICHIVI et al., 2000); assim qualquer impedimento pode resultar em
grandes prejuizos na eficiéncia de controle da espécie alvo.

O glifosato movimenta-se no floema seguindo a rota dos produtos da
fotossintese, das folhas fotossinteticamente ativas em direcdo as partes da planta em
crescimento, para manutencdo do metabolismo e/ ou formacao de produtos de reserva,
das raizes, dos tubérculos, das folhas jovens e de zonas meristematicas
(HETHERINGTON et al.,, 1998). Desta forma a absorcdo, a translocagdo e o
metabolismo do herbicida podem afetar a sensibilidade da planta, pois este precisa
atingir o sitio de acdo numa concentragao adequada (FERREIRA et al., 2006). O estadio
de desenvolvimento da planta também altera a eficacia do herbicida, uma vez que ela
tem diferentes prioridades para a condug@o dos seus fotoassimilados via floema.

Assim, a andlise de espessura da epiderme, bem como o didmetro dos feixes
vasculares entre bidtipos suscetiveis e resistentes pode ser alternativa viavel uma vez
que sua alteragdo pode alterar a quantidade do herbicida absorvido reduzindo a sua acao
herbicida. Considerando os aspectos mencionados, a realizacdo da descricdo anatomica
das folhas de bidtipos de Conyza spp. resistentes e suscetiveis ao glifosato, a fim de
verificar se uma possivel alteragdo morfoldgica possui efeito na translocacdo e no

armazenamento e, consequentemente, na sensibilidade ao herbicida.
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Desta forma, a identificacao dos processos fisioldgicos, moleculares e genéticos
envolvidos na resisténcia de Conyza spp. ao herbicida glifosato e sua relagdo com
fatores geograficos, poderd tornar viavel a pesquisa de diferentes ferramentas que
possam auxiliar nas medidas de manejo e na reducao da populagdo e disseminaciao da
resisténcia.

Nesse contexo, o objetivo geral desse trabalho foi elucidar a base molecular,
genética e anatomica da resisténcia de Conyza sumatrensis ao glifosato. Ainda, os
objetivos especificos foram: Determinar a distribui¢do geografica da resisténcia de
Conyza spp. ao herbicida glifosato; identificar as alternativas quimicas para o controle
de buva resistente ao glifosato, aplicadas em diferentes estadios de desenvolvimento da
planta daninha; Realizar a descricdo anatomica da folha de biotipos resistentes e
suscetivel ao herbicida glifosato, com vistas a identificar possiveis alteragdes que
possam alterar a absor¢do e/ou translocacdo do herbicida; Analisar a similaridade
genética em bidtipos de C. sumatrensis, oriundos de diferentes regides do Brasil,
analisando o polimorfismo de locos microssatélites; e Investigar o mecanismo de
resisténcia de biotipos de C. sumatrensis resistente e suscetivel ao herbicida glifosato,
através da determinagdo dos niveis de expressdo dos genes constitutivos EPSPs, M11 e

M7.
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3 CAPITULO |

Distribuigdo geografica de Conyza spp. resistente ao herbicida glifosato nos
Estados do Rio Grande do Sul, Parana e Mato Grosso do Sul.

3.1 Resumo

Conyza spp. ¢ uma planta daninha de ciclo anual, presente em diversas culturas
agricolas. A espécie naturalmente ¢ controlada pelo herbicida glifosato, no entanto, o
uso continuado deste produto selecionou populagdes resistentes. Frente ao exposto,
objetivou-se avaliar a distribuicdo geografica dos bidtipos de buva resistente ao
herbicida glifosato nos estados do Rio Grande do Sul, Parand e Mato Grosso do Sul.
Sementes de plantas de Conyza spp. que sobreviveram a aplicagdes de glifosato, foram
coletadas nas regides produtoras de soja dos estados acima citados, totalizando 137
amostras de 37 municipios. Sementes dos biotipos foram semeadas e submetidas ao
tratamento de 1440g e.a. ha'! de glifosato, quando atingiram o estadio de quatro a seis
folhas. De acordo com os resultados, dos bidtipos de Conyza spp. coletados, 108 ndo
foram controladas pelo glifosato, apresentando resisténcia a este herbicidas, e 29 foram
controladas pela aplicacdo do herbicida. Desta forma, 78% da populacao de Conyza spp.
estudada possui resisténcia ao glifosato, e 22% ainda apresenta suscetibilidade. Dentre
os bidtipos oriundos dos trés Estados, no Parana, 83% apresentaram resisténcia, no Rio
Grande do Sul e Mato grosso do Sul, 77% dos bidtipos apresentaram resisténcia. Assim,
conclui-se que a maior parte da populagdo de Conyza spp. € resistente ao glifosato, e
mesmo com a ocorréncia desta resisténcia, a aplicacdo deste herbicida deve ser mantida
aliado a outros herbicidas com distintos mecanismos de agdo e praticas de manejo,
objetivando o controle de plantas suscetiveis deste género, além de outras espécies de
plantas daninhas presentes nas areas agricolas.

Palavras-chave: 1. Conyza bonariensis. 2. Conyza sumatrensis. 3. Conyza canadensis.

4. Resisténcia. 5. Controle quimico.



3.2  Abstract

Conyza spp. is an annual cycle weed, present in many crops. The species is naturally
controlled by the herbicide glyphosate, however, continued use of this product has
selected resistant populations. The objective of this study was to evaluate the
geographic distribution of the Conyza spp. biotypes resistant to glyphosate herbicide in
Rio Grande do Sul, Parana and Mato Grosso do Sul states. Seeds of Conyza spp. which
survived glyphosate applications, were collected in the soybean producing regions of
the states mentioned above, totaling 137 samples from 37 municipalities. Seeds of the
biotypes were sown and treated with 1440g ha™! of glyphosate when they reached the
four to six leaf stage. According to the results, the biotypes of Conyza spp. 108 were not
controlled by glyphosate, being resistant to this herbicide, and 29 were controlled by
herbicide application. Thus, 78% of the population of Conyza spp. studied has
resistance to glyphosate, and 22% still shows susceptibility. Among the biotypes from
the three states, in Parand, 83% presented resistance, in Rio Grande do Sul and Mato
Grosso do Sul, 77% of the biotypes presented resistance. Thus, it is concluded that most
of the population of Conyza spp. is resistant to glyphosate, and even with the occurrence
of this resistance, the application of this herbicide must be kept in association with other
herbicides with different mechanisms of action and management practices, aiming the
control of susceptible plants of this genus, in addition to other weed species present in
the agricultural areas.

Key-words: 1. Conysa bonariensis. 2. Conyza sumatrensis. 3. Conyza canadensis. 4.

Resisténcia. 5. Controle quimico.

3.3 Introducao

A producdo mundial de graos com trigo, arroz, soja, milho, dentre outras, sdo
essenciais para o abastecimento mundial de alimentos, e quaisquer ameaga a produgao,

compromete a seguranca alimentar. As plantas daninhas que infestam estas culturas
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ameagam a produtividade das culturas. Os herbicidas sdo alternativas eficazes e
dominam o controle de plantas daninhas nessas culturas agricolas. No entanto, uma
repercussdo bioldgica da dependéncia excessiva de herbicidas ¢ a evolugdao de
populacdes de plantas daninhas com resisténcia a herbicidas. Mundialmente, 252
espécies de plantas daninhas apresentam resisténcia a herbicidas, totalizando 479 casos.
(HEAP, 2018).

O género Conyza inclui, aproximadamente, 50 espécies, as quais se distribuem
em quase todo o mundo (KISSAMANN; GROTH, 1999). As espécies que mais se
destacam, por seu carater negativo, sdo C. bonariensis, C. canadensis e C. sumatrensis.
As espécies sao conhecidas popularmente por “buvas”, destacando-se por infestarem
areas abandonadas, pastagens, culturas perenes e areas com culturas anuais
(THEBAUD; ABBOTT, 1995).

No sistema de semeadura direta ou em pomares, o controle de buva ¢
normalmente realizado com a aplicacao de herbicidas nao-seletivos, sendo o glifosato o
mais utilizado. No entanto, com a ocorréncia de resisténcia a este herbicida, existe a
evidente necessidade da associagdo com outros herbicidas mecanismos de agdo
diferentes, objetivando contornar o problema de resisténcia e a0 mesmo tempo proteger
outros ingredientes ativos. O uso intensivo do glifosato para esse fim deve-se a sua alta
eficiéncia, em diferentes estagios vegetativos das espécies, combinado ao seu custo
baixo comparado aos demais herbicidas (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO,
2003). No entanto, o uso intensivo de um herbicida impde alta pressao de sele¢ao sobre
a populacao de plantas resultando na selecdo de bidtipos resistentes preexistentes na
populagdo (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2003; POWLES; YU, 2010;
VARGAS et al.,, 2009). No ano de 2005, o uso repetido de glifosato tanto em
dessecacdao, como em pos-emergéncia da cultura da soja, selecionou biodtipos de buva
(Conyza bonariensis) resistentes a este herbicida (HEAP, 2018).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas ¢ um processo evoluciondrio, e a
dindmica e o impacto sdo dependentes de diversos fatores. Os fatores capazes de

determinar como a resisténcia ¢ impulsionada sdo a diversidade genética da populacao,
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a existéncia de genes de resisténcia a um herbicida especifico e fatores operacionais
(POWLES; YU, 2010).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas ¢ um problema de carater
mundial. No Brasil, nos ultimos anos, ganhou importancia devido ao surgimento de
inameros casos de espécies resistentes a diferentes mecanismos de ag¢do herbicida. No
brasil destacam-se as espécies com resisténcia ao glifosato Conyza bonariensis, C.
sumatrensis, C. canadensis, Lolium multiflorum, Digitaria insularis, Chloris elata,
Amaranthus palmeri e Eleusine indica (HEAP, 2018). Ainda, C. sumatrensis, apresenta
resisténcia simples ao herbicida paraquate, saflufenacil, clorimurom, e resisténcia
multipla ao glifosato e clorimurom; e glifosato, clorimuron e paraquate (HEAP, 2018).
Em nivel mundial, as trés espécies de buva apresentam resisténcia a quatro mecanismos
de acdo herbicida (HEAP, 2018).

Diante de um cendrio de aumento da ocorréncia de casos de resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas, medidas que preconizem o manejo da resisténcia sao
fundamentais, sendo que o monitoramento constante da area para identificagdao dos
focos de resisténcia e eliminacdo das plantas suspeitas ¢ importante (HUGH, 2006;
LAZAROTO; FLECK; VIDAL, 2008). Depois de identificada a resisténcia a campo, a
adogdo de praticas como rotagdo de culturas, misturas de herbicidas, aplicacdes
localizadas e a associagdo de métodos de controle reduzem o impacto do problema
(HUGH, 2006). O impacto econdmico da resisténcia de plantas daninhas pode em
muitos casos triplicar em relagdo a areas sem a ocorréncia de resisténcia. O controle de
plantas daninhas em area sem a ocorréncia de resisténcia apresenta custo médio de
R$120,00, ja em areas com buva e capim amargoso resistentes aos mecanismos de agao
epsps, als e accase, este custo médio de controle passa para R$386,65, sendo este 222%
superior em relagdao a auséncia de resisténcia (ADEGAS et al., 2017). Desta forma,
presume-se que o monitoramento da resisténcia como ferramenta proativa, apresenta-se
como importante ferramenta a ser implementada pela cadeia envolvida neste setor.

O conhecimento da extensdo da area infestada fornece conhecimento da
gravidade do problema e permite determinar o manejo da resisténcia e tornar o processo

de selecao de bidtipos resistentes mais lento, auxiliando na tomada de decisoes reativas

32



no controle destas populagdes (OWEN; MARTINEZ; POWLES, 2014). Além disso, o
mapeamento das resisténcias permite estabelecer os custos da resisténcia, defini¢do de
politicas publicas e assisténcia técnica especificas a cada produtor.

No Brasil, existe o levantamento da frequéncia e dispersdo da resisténcia de
capim-amargoso (Digitaria insularis) ao glifosato (LOPEZ-OVEJERO et al., 2017). No
entanto, nao ha este levantamento de area infestada com buva (Conyza spp.) resistente
ao glifosato. A realizacdo de levantamento de populagdes de buva com resisténcia ao
herbicida glifosato ¢ importante ferramenta que permitird identificar os locais de
ocorréncia desta resisténcia e determinar estratégias de manejo especificas para cada
regido de acordo com suas caracteristicas. De posse destas informagdes, a tomada de
decisdo e a adocao de estratégias de prevencdo e controle da resisténcia se tornam
aplicavel, recuperando a viabilidade de cultivo nessas éareas.

O presente trabalho teve como hipoteses que a distribuicdo da resisténcia de
buva ao glifosato compreende grande parte da regiao produtora de soja do brasil. Desta
forma, objetivou-se avaliar a distribuicao geografica dos bidtipos de buva resistente ao

herbicida glifosato nos estados do Rio Grande do sul, Parana e Mato Grosso do Sul.

3.4  Material e Métodos

Para a realizacdo realizacdo do trabalho, foram coletadas sementes de plantas de
Conyza spp. em areas com historico de aplicacdes de glifosato na dessecagdo das
plantas daninhas e¢ de cultivo de soja Roundup Ready (RR), com observac¢des dos
produtores em relacdo a falta de controle das mesmas apds o uso de glifosato. Cada
planta foi colocada individualmente em saco de papel para ndo acontecer a mistura das
sementes dos diferentes locais de coleta.

As sementes foram coletadas em municipios dos Estados do Rio Grande do Sul,
Parand e Mato Grosso do Sul. A coleta das sementes ocorreu em propriedades nos
seguintes Estados, municipios e numero de bidtipos por municipio. Rio Grande do Sul:
Bagé¢ (5), Carazinho (4), Chapada (2), Coqueiros do Sul (2), Cruz Alta (5), Jari (11),
Julio de Castilhos (6), Panambi (2), Pontao (3), Quevedos (5), Saldanha Marinho (2),
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Santa Barbara do Sul (3), Tio Hugo (1), Tupancireta (10); Parana: Cambé¢ (2), Capitao
Leonidas Marques (3), Cascavel (4) Céu Azul (1), Diamante do Oeste (1), Matelandia
(1), Medianeira (1), Missal (9), Ouro Verde (1), Romilandia (1), Santa Izabel do Oeste
(3), Santa Helena (1), Santa Terezinha de Itaipu (1), Serrandpolis do Iguact (1) e Trés
Barras (1); Mato Grosso do Sul: Bonito (10), Costa Rica (1), Douradina (1), Dourados
(2), Indépolis (1), Itapora (2), Maracaju (12) Nova Alvorada do Sul (5) ¢ Ponta Pora
(11) (Figura 1), totalizando 137 amostras de sementes coletadas em 37 municipios, em
trés Estados.

Ap0s as coletas as sementes foram limpas, identificadas e armazenadas até o
momento de serem utilizadas em experimentos. O experimento, realizado para
confirmacao da resisténcia, foi realizado entre Abril e Julho de 2016, em casa de
vegetacdo da Universidade de Passo Fundo, no municipio de Passo Fundo-RS, em
delineamento inteiramente casualizado. As sementes de cada bidtipo foram colocadas
em copos plasticos, submersas em agua e armazenadas em geladeira a temperatura de 5°
C durante 24hs, posteriormente foram semeadas. Os tratamentos contaram dos bidtipos
de buva com suspeita de resisténcia e a aplicacdo do herbicida glifosato a 1440g e.a. ha
!, representando a méaxima dose de registro, para o controle de buva em pré-semeadura
de soja (dessecacdo) (AGROFIT, 2018). Como produto comercial foi utilizado
Glifosato Nortox®. As unidades experimentais constituiram-se de vasos plésticos, com
capacidade volumétrica de 5S00mL, contendo substrato comercial, sendo compostas por
trés plantas vaso™.

Quando as plantas atingiram o estddio de quatro a seis folhas, foi aplicado o
herbicida, utilizando-se pulverizador costal, pressurizado a CO,, calibrado para
proporcionar volume de aplicagdo de 150L ha! de calda herbicida, equipado com

pontas de pulverizagao do tipo leque 110.015.
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Figura 1 — Localizagdo geografica dos municipios onde foi realizada coleta de
sementes de plantas de buva com suspeita de resisténcia ao herbicida
glifosato nos Estados do Rio Grande do Sul (RS), Parana (PR) e Mato
Grosso do Sul (MS). Adaptado de Mapas para Colorir, 2017
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Fonte: Dados do autor.

A variavel avaliada foi controle visual aos 30 dias apds a aplicagao do
tratamento (DAT), sendo os biotipos identificados de acordo com a resposta aos
herbicidas como suscetiveis ou resistentes, adotando-se escala binaria onde zero (0)
representou a suscetibilidade das plantas e um (1) resistente. Os dados obtidos foram
analisados por estatistica descritiva, procurando-se estabelecer relagdes entre a

distribuicao de casos de buva com suspeita de resisténcia ao herbicida glifosato.

35 Resultados e Discussao

A andlise dos dados revelou que dos 137 bidtipos coletados, 108 bidtipos ndo

foram controlados pela aplicagio de 1440g e.a. ha' de glifosato, evidenciando a
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ocorréncia de resisténcia a este herbicida (Tabela 1). No entanto, 29 biotipos nado
sobreviveram a aplicacdo da mesma dose do herbicida, o que revelou a existéncia de
individuos suscetiveis dentro da popula¢do de buva (Tabela 1). Desta forma, 78% da
populacao de buva avaliada neste trabalho apresentou resisténcia ao glifosato e somente

22% ainda foi suscetivel a este herbicida.

Tabela 1 — Localizagdo e resposta (0=suscetivel, 1= resistente) de biotipos de Conyza
spp. com suspeita de resisténcia, em fun¢ao da aplicacao de 1440g e.a. ha”
! de glifosato avaliado visualmente aos 30 dias apds o tratamento (DAT).
Passo Fundo - 2016

Resposta
Biotipo Estado Municipio ao
Glifosato
BAG 01 Bag¢ 1
BAG 02 Bagé 0
BAG 03 Bagé 1
BAG 04 Bag¢ 1
BAG 05 Bagé 1
CAR 01 Carazinho 1
CAR 02 Carazinho 1
CAR 03 Carazinho 1
CAR 04 Carazinho 1
CHAP 01 Chapada 1
CHAP 02 Chapada 1
COQ 01 Coqueiros do Sul 1
COQ 02 Coqueiros do Sul 1
CRA 01 Cruz Alta 1
CRA 02 Cruz Alta 1
CRA 03 Cruz Alta 0
CRA 04 Cruz Alta 1
CRA 05 Cruz Alta 1
JAR 01 Jari 1
JAR 02 Jari 0
JAR 03 Jari 0
JAR 04 Jari 1
JARO5  Rio Grande do Sul Jari 1
JAR 06 Jari 1
JAR 07 Jari 0
JAR 08 Jari 1
JAR 09 Jari 1
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JAR 10 Jari 1
JAR 11 Jari 0
JUC 01 Julio de Castilhos 0
JUuC 02 Julio de Castilhos 0
JUC 03 Julio de Castilhos 1
JUC 04 Julio de Castilhos 1
JUC 05 Julio de Castilhos 1
JUC 06 Julio de Castilhos 1
PAN 01 Panambi 1
PAN 02 Panambi 1
PON 01 Pontao 1
PON 02 Pontao 0
PON 03 Pontdo (SUS) 0
QUEV 01 Quevedos 1
QUEV 02 Quevedos 1
QUEV 03 Quevedos 0
QUEV 04 Quevedos 1
QUEYV 05 Quevedos 0
SAM 01 Saldanha Marinho 1
SAM 02 Saldanha Marinho 1
SAB 01 Santa Barbara do Sul 1
SAB 02 Santa Barbara do Sul 1
SAB 03 Santa Barbara do Sul 1
TIH 01 Tio Hugo 1
TUP 01 Tupancireta 1
TUP 02 Tupancireta 1
TUP 03 Tupancireta 1
TUP 04 Tupancireta 1
TUP 05 Tupancireta 0
TUP 06 Tupancireta 1
TUP 07 Tupancireta 0
TUP 08 Tupancireta 1
TUP 09 Tupancireta 1
TUP 10 Tupancireta 1
CAM 01 Cambé 0
CAM 02 Cambé 1
CLM 01 Capitdo Leonidas Marques 1
CLM 02 Capitao Leonidas Marques 0
CLM 03 Parana Capitao Leonidas Marques 1
CAS 01 Cascavel 1
CAS 02 Cascavel 1
CAS 03 Cascavel 1
CAS 04 Cascavel 1
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CEA 01 Céu Azul 1
DIO 01 Diamante do Oeste 1
MAT 01 Matelandia 1
MED 01 Medianeira 1
MIS 01 Missal 1
MIS 02 Missal 1
MIS 03 Missal 1
MIS 04 Missal 1
MIS 05 Missal 1
MIS 06 Missal 1
MIS 07 Missal 1
MIS 08 Missal 1
MIS 09 Missal 0
OuV 01 Ouro Verde 1
ROM 01 Romilandia 1
SIO 01 Santa Izabel do Oeste 1
SIO 02 Santa Izabel do Oeste 0
SIO 03 Santa Izabel do Oeste 1
SAH 01 Santa Helena 1
STI01 Santa Terezinha de Itaipu 1
SEI 01 Serranopolis do Iguacu 0
TRB 01 Trés Barras 1
BON 01 Bonito 0
BON 02 Bonito 1
BON 03 Bonito 1
BON 04 Bonito 1
BON 05 Bonito 1
BON 06 Bonito 1
BON 07 Bonito 1
BON 08 Bonito 1
BON 09 Bonito 0
BON 10 Bonito 1
COR 01 Costa Rica 0
DOU 01 Douradina 1
DOU 01 Dourados 1
—I[)IEI)];J (? 12 Mato Grosso do Sul iﬁ;ﬁ(i?: (1)
ITA 01 Itapord 1
ITA 02 Itapora 1
MAR 01 Maracaju 1
MAR 02 Maracaju 1
MAR 03 Maracaju 1
MAR 04 Maracaju 1
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MAR 05

MAR 06

MAR 07
MAR 08
MAR 09
MAR 10

MAR 11

MAR 12

NAS 01

NAS 02
NAS 03
NAS 04
NAS 05

POP 01

POP 02
POP 03
POP 04
POP 05
POP 06
POP 07

POP 08

POP 09
POP 10
POP 11

Maracaju

Maracaju

Maracaju

Maracaju

Maracaju

Maracaju

Maracaju

Maracaju

Nova Alvorada do Sul

Nova Alvorada do Sul

Nova Alvorada do Sul

Nova Alvorada do Sul

Nova Alvorada do Sul

Ponta Pora

Ponta Pora

Ponta Pora

Ponta Pora

Ponta Pora

Ponta Pora

Ponta Pora

Ponta Pora

Ponta Pora

Ponta Pora

Ponta Pora

— == o=~ o~ oo~ |o|—|lrm|l—|—|l—|—|—=|——]—]—

Fonte: Dados do autor.

Quando se faz a analise em cada estado, os resultados revelam que no Parana ¢

onde existe o maior percentual de bidtipos resistentes (83%), sendo que Mato Grosso do

Sul e Rio Grande do Sul apresentaram 77% dos bidtipos testados com resisténcia

(Figura 2). Nao existe uma forma de relacionar a ocorréncia da resisténcia com o local

de identificagdo do primeiro relato. Desta forma, os resultados tornam-se mais atrativos,

uma vez que no Rio Grande do Sul foi onde ocorreu o primeiro relato de resisténcia de

buva ao glifosato, ¢ os resultados deste levantamento indicam que a propor¢dao da

resisténcia ¢é similar entre os trés Estados.

39



Figura 2 — Percentual de biodtipos resistentes e suscetiveis ao herbicida glifosato em
cada Estado estudado, Rio Grande do Sul (RS), Parand (PR) e Mato
Grosso do Sul (MS). Passo Fundo — 2017
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Fonte: Dados do autor.

A utilizacdo da méxima dose de registro do herbicida deve-se ao fato de que
uma planta somente pode ser classificada como resistente a herbicida, se ela sobreviver
e se reproduzir apos a exposicdo da maxima dose de registro do produto para o controle
da espécie, obedecido os critérios de aplicagdo (estadio vegetativo indicado, condi¢des
de clima, entre outros) (GAZZIERO et al., 2014; OWEN; POWLES, 2010).

Os 29 bidtipos que ndo sobreviveram a aplicacdo sdo oriundos das mesmas
regides onde ocorreram bidtipos resistentes, ndo havendo relagdo geografica entre os
biodtipos suscetiveis e resistentes. Assim, com a confirmagdo de populagdes de buva
suscetiveis ao glifosato, ressaltasse a importancia e viabilidade da utilizagao do glifosato
em rotagdo a outros herbicidas de mecanismos de agdo distintos. A continuag¢do da
utilizacao do glifosato em associagdo a outros herbicidas deve ser mantida devido as
importantes caracteristicas que este herbicida apresenta como agdo em outras espécies

de plantas daninhas, aliado a efeitos sinérgicos e/ou aditivos destas associagdes. Mesmo
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em areas com a ocorréncia de populagdes com resisténcia, este raciocinio deve der
seguido, uma vez que na mesma area possa haver individuos resistentes e suscetiveis, e
outras espécies que o glifosato apresenta controle satisfatorio.

As falhas de controle de buva observadas em areas com aplicagdo de glifosato,
em lavouras de soja e milho, e o resultado deste estudo evidenciam a larga extensdo
geografica da resisténcia de buva ao herbicida glifosato. As buvas possuem grande
capacidade de dispersdo a longas distancias, o que facilita a dispersdao da resisténcia
para diferentes regides geograficas. As sementes de buva possuem estruturas
denominadas papus, que podem medir até duas vezes o tamanho da semente, fazendo
com que a semente paire no ar por longo periodo de tempo (ANDERSEN, 1993;
REGEHR; BAZZAZ, 1979).

Embora o cultivo de soja RR tenha siso aprovado no Brasil em 2005,
informalmente sabe-se que entre 1998 e 2005 cultivou-se soja RR irregularmente,
principalmente no Estado do Rio Grande do Sul. Desta forma, o controle de plantas
daninhas na cultura da soja passou a ser realizado quase que exclusivamente com
glifosato. Desta forma, a selecdo de biodtipos resistentes ocorreu de maneira elevada,
vindo a confirmar-se no ano de 2005 o primeiro relato de buva resistente a glifosato,
fato este ocorrido no Rio Grande do Sul (HEAP, 2018).

Frente a isto, embora este trabalho ndo contemple populagdes de buva oriundas
de toda a regido produtora de soja do Brasil, o nimero e a localizacdo geografica das
populagdes estudadas revela que a distribuicdo de buva resistente a glifosato ¢ extensa e
compreende grande parte da regido produtora. Assim, pode-se até mesmo inferir que a
distribuicdo da resisténcia ¢ ainda maior do que a determinada neste trabalho. Os
Estados do Rio Grande do Sul (RS), Parand (PR) e Mato Grosso do Sul (MT),
apresentam significancia na producao brasileira de soja. Em 2017 a érea cultivada com
soja no RS, PR E MS foram respectivamente de 5.570, 5.250 e 2.520 milhdes de
hectares, apresentanto produg¢do de 18.714, 19.534 9.071 milhdes de toneladas.
(CONAB, 2017). Desta forma, o estudo da area com a ocorréncia de populagdes de
buva com resisténcia ao glifosato nestes estados se justifica, pois somentes estes trés

estados representam 40% do volume de soja produzido no Brasil.
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A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas ¢ um processo evolutivo a partir
de genes pré-existentes na natureza, influenciado pela biologia da espécie, fatores
genéticos e relacionados com o herbicida em questio (MAXWELL; MORTIMER,
1994), dentre eles, a pressdo exercida pela taxa de aplicagdo de herbicidas é um
importante fator de selecdo de biotipos resistentes (POWLES; YU, 2010).

Além do aumento da dependéncia de herbicidas no manejo seja em dessecagao
ou pos-emergéncia, a evolucao da resisténcia de buva ao glifosato pode ser auxiliada
por diversos outros fatores, tais como fluxo génico, movimento de sementes através de
maquinas agricolas e lotes de sementes de culturas contaminados com sementes de buva
(BARROSO; NAVARRETE; SANCHEZ, 2006; BUSI; BARRET-LENNARD;
POWLES, 2008; MICHAEL; OWEN; POWLES, 2010).

Alternativamente ao glifosato, varios outros herbicidas de diferentes
mecanismos de agdo (2,4-D, saflufenacil, paraquate, atrazina, glufosinato, diclosulan,
dentre outros) permanecem efetivos no controle de buva, embora a selecdo da
resisténcia a estes herbicidas seja constante. Com a recente identificacdo de resisténcia
de buva ao paraquate e saflufenacil, as alternativas empregadas no manejo da resisténcia
ao glifosato devem ser mantidas e enfatizadas, uma vez que o impacto desses Ultimos
casos irda agravar o cendrio no manejo de plantas daninhas resistentes. As praticas
agrondmicas, como rota¢ao de culturas, integragdo de métodos de controle de plantas
daninhas, associadas a rotacdo de mecanismo de a¢do de herbicidas, apesar de ja serem
empregadas, necessitam cada vez mais de fomento. Assim, essa ampla gama de opgdes
de manejo integrado de buva consiga alcangar a sustentabilidade dos herbicidas, e
portanto, a produtividade dos sistemas.

Assim, de acordo com os resultados obtidos, confirma-se a hipotese da
ocorréncia da resisténcia de buva ao glifosato em grande parte da regido produtora de
soja no Brasil estudada neste trabalho. Entretanto, deve se salientar que medidas
eficientes de manejo sejam adotadas de maneira extremamente eficiente para que esta
situagdo nao se inverta para outros importantes herbicidas utilizados como ferramenta

de manejo.
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Considerando os resultados obtidos neste trabalho fica evidente a necessidade
de avaliacdo da ocorréncia de resisténcia de buva ao glifosato do ponto de vista
econdmico e politico. Estes resultados poderdo servir de subsidio para a elaboragdo de
politicas publicas com aten¢do dirigida ao a evolugao da resisténcia de plantas daninhas
aos herbicidias. Pois certamente, grande parte do rendimento de graos ¢ reduzido em
fun¢do da ocorréncia da resisténcia, e at¢é mesmo o custo financeiro com o controle
destas populacdoes (ADEGAS et al., 2017), ¢ elevada em funcdo da ocorréncia da
resisténcia. Ainda, ressalta-se a importancia da manuten¢do do herbicida glifosato no
sistema, aliado a outros herbicidas com diferentes mecanismos de acdo e a integragao de
varias estratégias no manejo integrado de plantas daninhas, ainda, faz-se necessario a

integragdo estratégica e segura de praticas de manejo desta planta daninha.

3.6 Conclusoes

Dos 137 avaliados, 78% apresenta resisténcia ao glifosato e 22% ¢ suscetivel.
Ainda, 83% dos biotipos oriundos do Parand e 77% do Mato Grosso do Sul e Rio
Grande do Sul sdo resistentes.

Estes resultados confirmas a elevada distribui¢do geografica da resisténcia de
buva ao herbicida glifosato nos Estados do Rio Grande do Sul, Parana e Mato Grosso

do Sul, sendo uniforme nos trés Estados.
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4 CAPITULO 1l

Desempenho de herbicidas no controle de Conyza spp. em trés estaturas da

planta daninha.

4.1 Resumo

O uso intensivo do herbicida glifosato tanto em desseca¢ao como em pds-emergéncia da
cultura da soja, selecionou populacdes de Conyza spp. resistentes a este herbicida, desta
forma, existe a necessidade da indicagao de herbicidas alternativos bem como o estadio
de desenvolvimento adequado para o controle dessas populagdes resistentes. Diante
disso, o objetivo desta pesquisa foi identificar as alternativas quimicas para o controle
de buva resistente ao glifosato, aplicadas em diferentes estaturas da planta daninha. Para
1sso, foram conduzidos dois experimentos a campo, no munucipio de Cruz Alta, nos
anos agricolas 2016/17 e 2017/18. Os tratamentos avaliados foram: glifosato (540 g e.a.
ha'!), glifosato (1080 g e.a. ha!), glifosato (2160 g e.a. ha™!), glifosato (3240 g e.a. ha'!),
glifosato + 2,4-D (1080 + 1005 g e.a. ha™), glifosato + saflufenacil (1080 + 49 g e.a./i.a.
ha!), paraquate (400 g i.a. ha'!), diquate (400 g i.a. ha'!), Glufosinato de amonio (600 g
i.a. ha') e testemunha sem aplicacdo, aplicados em trés estaturas da planta daninha,
sendo eles: plantas com no maximo 5 cm; plantas entre 6 e 15 cm; e plantas entre 16 ¢
25 cm. Os resultados evidenciaram que nenhuma dose do herbicida glifosato controlou
as plantas daninhas, ¢ com exce¢dao do 2,4-D que necessita de complemento com
aplicagdo sequencial de outro herbicida de contato, todas as alternativas apresentaram-
se viaveis para o controle de plantas de Conyza spp. com no maximo 5 cm de estatura.

Palavras-chave: 1. Buva. 2. Resisténcia. 3. Estadio de aplicagdo.; 4. Controle

alternativo.



4.2  Abstract

The intensive use of the glyphosate herbicide both in burndown and post emergence of
the soybean crop, selected populations of Conyza spp. resistant to this herbicide, in this
way, there is a need for the indication of alternative herbicides as well as the stage of
development adequate for the control of these resistant populations. Therefore, the
objective of this research was to identify the chemical alternatives to control of
glyphosate resistant populations, applied at different weed height. For that, two
experiments were conducted in the field, in Cruz Alta city, in the agricultural years
2016/17 and 2017/18. The treatments evaluated were: glyphosate (540 g a.e. ha™'),
glyphosate (1080 g a.e. ha'!), glyphosate (2160 g a.e. ha™!), glyphosate (3240 g a.e. ha!),
glyphosate + 2,4-D (1080 + 1005 g a.e. ha™), glyphosate + saflufenacil (1080 + 49 g
a.e./a.i. ha'l), paraquat (400 g a.i. ha''), Diquat (400 g a.i. ha!), Glufosinate (600 g a.i.
ha'!), and check without application, applied in three weed heights, being: plants with a
maximum of 5 cm; plants between 6 and 15 cm; and plants between 16 and 25 cm. The
results showed that no dose of the herbicide glyphosate controlled weeds, and with the
exception of 2,4-D that requires complement with sequential application of another
contact herbicide, all alternatives were viable for the control of Conyza spp. with a
maximum height of 5 cm.

Key-words: 1. Horseweed. 2. Resistance. 3. Stage os application. 4. Alternative control.

4.3  Introducao

O manejo de plantas daninhas em soja foi facilitado desde a introdugdo da
tecnologia Roundup Ready® (RR) que confere resisténcia ao herbicida glifosato.
Entretanto, o uso exclusivo deste herbicida de forma continuada e por mais de duas
vezes durante a estagdo de cultivo, selecionou plantas daninhas com resisténcia (HEAP,
2018; NOHATTO, 2010; VARGAS et al., 2007).

O género Conyza inclui aproximadamente 50 espécies, as quais se distribuem
em quase todo o mundo (KISSMANN; GROTH, 1999). As espécies que mais se

destacam, por seu carater negativo sdo C. bonariensis, C. canadensis e C. sumatrensis,
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popularmente conhecidas como “buvas”. Essas espécies apresentam aumento gradativo
de infestagdo nas areas agricolas do Brasil, principalmente as cultivadas com soja,
tornando-se, junto com Digitaria insularis (capim-amargoso), uma das principais
plantas daninhas desta cultura. Dentre as principais caracteristicas dessas espécies,
destacam-se a ampla adaptabilidade ecoldgica como grande produgdo de sementes (até
200 mil por planta), a dispersdo das sementes que pode ultrapassar 100 metros de
distancia da planta mae, ampla adaptabilidade aos sistemas conservacionistas de solo ¢ a
evolucdo de bidtipos resistentes ao herbicida glifosato (WU; WALKER, 2004).

O glifosato ¢ um herbicida inibidor da enzima enol-piruvil-shikimato-fosfato-
sintetase (EPSPs), foi amplamente adotado como a principal forma de controle quimico
de plantas daninhas, principalmente da buva. Em funcdo da flexibilidade desta
molécula, acarretou o seu uso no manejo pré-semeadura da soja e em pds-emergencia da
cultura RR, o que ocasionou a selecdo de bidtipos de buva resistentes ao glifosato. A
resisténcia ¢ capacidade inerente e herdavel de determinados biotipos, dentro de uma
populagdo, de sobreviver e se reproduzir apds a exposi¢do a doses de herbicidas que
seriam letais a individuos suscetiveis da mesma espécies (CHRISTOFFOLETI et al.,
2016).

Frente a esta situa¢do, a buva passou a causar elevados prejuizos a soja, em
funcdo das falhas de controle ocasionadas pela ocorréncia da resisténcia. Para C.
bonariensis, quanto mais avangado o estidio de desenvolvimento no momento da
semeadura da soja, maiores serdo as perdas de rendimento, devido a dificuldade de
manejo das mesmas (PATEL et al., 2010). Ainda, quanto mais avangado o estadio de
desenvolvimento de C. bonariensis, menor ¢ a eficiéncia do controle quimico, sendo
que o estadio ideal para realizar o manejo quimico desta planta daninha ¢ de até seis
folhas (KASPARY, 2014). Assim, o manejo da buva exige a adog¢ao de métodos
alternativos de controle, sendo a utilizacdo de herbicidas com mecanismos de agdo
alternativos ao glifosato uma das principais ferramentas.

De maneira geral, falhas de controle de plantas de buva no campo estdo
associadas ao estadio de desenvolvimento avancado no momento da aplicacdo, bem

como o emprego de herbicidas ineficientes (VANGESSEL et ., 2009). Quanto mais
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avangado o estadio de desenvolvimento da planta daninha, maior sera a capacidade de
metabolizacdo e degradacdo do herbicida, o que ocasiona brotacdes laterais e auséncia
de controle (MOREIRA et al., 2010; SINGH; SINGH, 2004). A translocacao dos
herbicidas para todas as partes da planta também ¢ reduzida em estadios de
desenvolvimento avancados e interfere na eficiéncia dos produtos (SHRESTHA;
HEMBREE; VA, 2007).

Medidas de controle de populagdes com resisténcia necessitam ser adotadas e
podem ser realizadas pela da aplicagdo de herbicidas com mecanismo de agdo distinto
ao do glifosato. A associacdo de herbicidas e utilizagdo de herbicidas com mecanismos
de acdo diferentes sao medidas preconizadas para o manejo integrado de plantas
daninhas resistentes (JOHNSON; GIBSON, 2006; SHANER, 2000). Muitos herbicidas
empregados no manejo em pré-semeadura da soja sdo alternativas eficientes no controle
de populacdes de buva resistente ao glifosato. Paraquate, 2,4-D, glufosinato de amonio,
saflufenacil mostraram-se alternativas eficientes (BIANCHI; SCHNEIDER;
ROCKENBACH, 2011; KASPARY, 2014).

A indicacao de herbicidas alternativos bem como o estadio de desenvolvimento
adequado para o controle de buva resistente ao glifosato ¢ importante para a
implementagdo de praticas de manejo integrado desta planta daninha. Diante do
exposto, o objetivo deste trabalho foi identificar as alternativas quimicas para o controle

de buva resistente ao glifosato, aplicadas em diferentes estaturas da planta daninha.

4.4  Material e Métodos

Para atingir os objetivos propostos, foram conduzidos dois experimentos a
campo, localizado na area experimental da Universidade de Cruz Alta — Cruz Alta, RS,
nos anos de 2016 e 2017. No periodo de novembro a dezembro de 2016, realizou-se o
primeiro ano do experimento. O segundo ano do experimento foi realizado no periodo
de outubro a novembro de 2017.

Nos dois experimento as condi¢cdes experimentais foram as mesmas. O
delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizado, com quatro repeticdes,

dispostos em esquema de parcelas subdivididas, sendo que cada unidade experimental
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ocupou a area de 12m? (3m x 4). Na parcela alocaram-se os tratamentos herbicidas com
diferentes mecanismos de ac¢do, aplicados de forma isolada ou em associagdo com
glifosato (Tabela 2), e na subparcela os diferentes estatura das plantas de buva: Estatura
I plantas com no maximo 5 c¢cm; Estatura II plantas entre 6 ¢ 15 cm; e Estatura III plantas

entre 16 € 25 cm.

Tabela 2. Tratamentos herbicidas, com seus respectivos mecanismos de agdo,
ingrediente ativo e dose. Cruz Alta - 2016 ¢ 2017

Dose (gi.a. ou

Trat Mecanismo de agdo Ingrediente Ativo e ha')
T Inib. da EPSPs - Glifosato - 540
) Inib. da EPSPs - Glifosato - 1080
3 Inib. da EPSPs - Glifosato -— 2160
4 Inib. da EPSPs - Glifosato -— 3240
Inib. da EpSps  Mimetizador o ato 2.4-D 1080 + 1005
5 de Auxinas
Inib. da EPSP Inib. da Glifosato  Saflufenacil 1080 + 49

6 . S PROTOX osato ufenac

Inib. do

- P — 4

7 Fotossistema I araquate 00

Inib. do

- Di —— 4

8 Fotossistema I Iquat 00

Inib. da )

Glutamina --- Glufosina%to --- 600

9 . de amodnio

sintetase
10 Testemunha - - - -

Fonte: Agrofit, 2018.

Nota: 'Em todos os tratamentos foi adicionado o adjuvante Assist (0,5% v/v).

No experimento realizado no ano de 2016, os tratamentos foram aplicados no dia

25/11/2016, ja no segundo experimento realizado em 2017, os tratamentos foram
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aplicados no dia 20/10/2017. A aplicagdo dos herbicidas foi realizada com o auxilio de
um pulverizador costal de precisdo, pressurizado com CO», equipado com pontas tipo
TT 110.015 distribuindo-se volume de calda equivalente a 100L ha™'. As condigdes

climaticas durante a aplicacdo nos experimentos estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3.Condig¢des climaticas no momento da aplicacdo dos tratamentos nos dois anos
de realizacdo do experimento. Universidade de Cruz Alta, Cruz Alta, RS,
Brasil, 2016 ¢ 2017

Ano Temperatura Umidade relativa do ar Velocidade do vento
1°(2016) 28 °C 35% 5 km/h
2°(2017) 20 °C 75% 6 km/h

Fonte: Dados do autor.

No momento da realizacdo da primeira avaliacdo, foram determinadas as plantas
com as respectivas estaturas, 10 plantas por parcela foram marcadas com palitos e
posteriormente nas proximas avaliacdes o mesmo padrdo de avaliacdo foi realizado
sempre nas mesmas plantas com o intuito de obter a menor variabilidade possivel. A
variavel avaliada foi controle aos 7, 14, 21 e 28 dias apds a aplicagdo dos tratamentos
(DAT), utilizando escala percentual, onde zero representou auséncia de sintomas e cem
a morte das plantas (FRANS et al., 1986). Posteriormente os dados obtidos foram
analisados quanto a normalidade e homocedasticidade, e posteriormente foram
submetidos a andlise de varidncia (p<0,05). Em caso de significancia estatistica,

compararam-se as médias pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

45 Resultados e Discussao

O teste de Shapiro-Wilk demonstrou nao ser necessaria a transformagdo dos
dados. Para os dois experimentos (2016 e 2017), os resultados evidenciaram haver
diferencas de controle da populacdo de buva a campo entre os herbicidas testados
(Tabelas 4, 5, 6 e 7). Em ambos os experimentos a aplicacdo isolada do herbicida

glifosato, nas quatro doses testadas, ndo foi possivel obter controle satisfatorio das
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plantas de buva em nenhuma época de avaliacao (Tabelas 4, 5, 6 e 7). No que se refere
ao estadio de desenvolvimento, a aplicagdo isolada do glifosato foi estatisticamente
igual nos trés estadios de desenvolvimento, nas quatro épocas de avaliacao.

Analisando os resultados do Experimento I realizado em 2016, foi possivel obter
controle satisfatério ja aos 7 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos (DAT) nos
tratamentos glifosato + saflufenacil, paraquate, diquat e glufosinato de amdnio, quando
aplicados em plantas com no maximo 5 cm (Tabela 4). Aos 14 DAT, plantas de buva no
com até¢ 5 cm permaneceram com o mesmo padrdo de eficiéncia que aos 7 DAT entre os
tratamentos,. J4, na estatura entre 6 ¢ 15 cm as plantas foram controladas com glifosato
+ saflufenacil e glufosinato de amonio (Tabela 4). A rapida velocidade de controle das
plantas jovens deve-se principalmente ao modo de agdo destes herbicidas, ambos
possuem acdo de contato e apresentarem rapido efeito de necrose no tecido foliar das

plantas (SHANER, 2014).
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Tabela 4. Controle (%) de Conyza spp. aos 7 e 14 dias apds a aplicagdo dos tratamentos
(DAT), no experimento I (2016). Cruz Alta - 2017

Estatura
Herbicidas (g e.a./i.a. ha™!) Até 5 cm 6al5cm 16 a25cm

7 DAT
Glifosato (540) A 62e¢ A 62¢ A 62¢
Glifosato (1080) A 11,7d A 97e A 97e¢
Glifosato (2160) A 11,0d A 80e A 80¢
Glifosato (3240) A 11,7d A 90e A 80¢
Glifosato + 2,4-D (1080 + 1005) A 387c B 20,0d B 20,0d
Glifosato + Saflufenacil (1080 + 49) A 100,0 a B 875a C 820a
Paraquat (400) A 90,0b B 71,7c¢ C 632¢c
Diquat (400) A 100,0 a B 80,0b C 730b
Glufosinato de Amoénio (600) A 982a B 850a C 80,0a
Testemunha A 00f A 00f A 00f
C.V. (%) 8,45

14 DAT
Glifosato (540) A 60c A 32e A 27d
Glifosato (1080) A 125¢ A 70e A 55d
Glifosato (2160) A 90c A 47e A 40d
Glifosato (3240) A 10,0c A 6,7e A 5,0d
Glifosato + 2,4-D (1080 + 1005) A 73,7b B 47,5d B 40,0c
Glifosato + Saflufenacil (1080 + 49) A 100,0 a A 97,5b B 825a
Paraquat (400) A 952a B 73,2¢ B 61,2b
Diquat (400) A 98,7a B 75,0c C 60,0b
Glufosinato de Amoénio (600) B 99.0a A 1000 a C 720a
Testemunha A 0,0c A 00e A 0,0d
C.V. (%) 23,5

Fonte: Dados do autor.

Nota: Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ou maidscula na linha,
comparadas em cada periodo de avaliacdo, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Na avaliagdo realizada aos 21 DAT, a aplicacao de glifosato + 2,4-D incorporou-
se ao grupo dos tratamentos que apresentaram eficiéncia em plantas com até 5 cm
(Tabela 5). Na ultima avaliacdo realizada aos 28 DAT, a eficiéncia do tratamento
glifosato + 2,4-D foi reduzida e permaneceram com eficiéncia os tratamentos glifosato
+ saflufenacil, paraquate, diquat e glufosinato de amoénio, revelando que a aplicagdo de
glifosato + 2,4-D necessita de complementagdo com aplicacdo sequencial de outro
herbicida com acdao de contato. Quando comparado a eficiéncia dos tratamentos em
relacdo ao estadio de desenvolvimento das plantas de buva, somente os tratamentos
glifosato + saflufenacil e glufosinato de amonio foram eficientes em plantas entre 6 e 15
cm de altura. Em plantas entre 16 e 25 cm de estatura, embora esses tratamentos tenham
apresentado controle igual ou superior a 80%, vale ressaltar que as plantas ndo foram
totalmente controladas e posteriormente rebrotaram, o que em situagdo de semeadura de
soja neste periodo, estas plantas viriam a competir com a cultura em estadio de
desenvolvimento avancado e sem alternativas de controle de pds-emergéncia da cultura.
Produtos com agdo de contato requerem maior cobertura da calda herbicida, fato este
dificultado em plantas em estadio de desenvolvimento avangado. Desta forma, ocorre o
rebrote lateral nas plantas, fazendo com que as mesmas tornem a sobreviver e competir

futuramente com a cultura subsequente (MOREIRA et al., 2010).
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Tabela 5.Controle (%) de Conyza spp. aos 21 e 28 dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos
(DAT), no experimento I (2016). Cruz Alta, RS - 2017

Estatura
Herbicidas (g e.a./i.a. ha™!) Ate 5 cm 6al5cm 16 225 cm
21 DAT
Glifosato (540) A 55c¢ A 25c¢ A 12c
Glifosato (1080) A 11,7¢c A 55c¢ A 50c
Glifosato (2160) A 60c A 1,5¢ A 12c¢
Glifosato (3240) A 90c A 47c A 40c
Glifosato + 2,4-D (1080 + 1005) A 91,0b B 63,7b C 46,2c¢
Glifosato + Saflufenacil (1080 + 49) A 100,0 a A 100,0 a B 86,7a
Paraquat (400) A 98,0a B 68,2b C 532b
Diquat (400) A 925D B 66,2b C 50,0b
Glufosinato de Amonio (600) A 100,0 a A 972a B 87,5a
Testemunha A 00c A 00c A 00c
C.V. (%) 13,58
28 DAT
Glifosato (540) A 35¢c¢ A 15c A 00c
Glifosato (1080) A 85c A 55c A 17c
Glifosato (2160) A 42c A 22c A 00c
Glifosato (3240) A 30c A 05¢c A 00c
Glifosato + 2,4-D (1080 + 1005) A 825D B 60,0b C 33,7b
Glifosato + Saflufenacil (1080 + 49) A 100,0 a A 98,7a B 83,7a
Paraquat (400) A 100,0 a B 56,2b C 36,5b
Diquat (400) A 100,0 a B 55,0b C 38,7b
Glufosinato de Amonio (600) A 1000 a A 985a B 850a
Testemunha A 00c A 0,0c A 00c
C.V. (%) 17,72

Fonte: Dados do autor.

Nota: Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ou maitscula na linha,
comparadas em cada periodo de avaliagdo, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Em relagdo aos resultados obtidos no Experimento I, deve-se observar alguns
pontos tais como: o tratamento glifosato + 2,4-D embora aos 21 DAT apresentar mais
de 90% de controle, aos 28 DAT o controle reduziu para 82%, ressaltando que somente
esta aplicacdo necessita de complemento para levar as plantas de buva a morte. Os
tratamentos com a aplicagdo isolada de herbicidas com agdo de contato, em plantas com
até 5 cm controlaram 100% das plantas de buva aos 28 DAT. No entanto, nos estadios
superiores, os tratamentos reduziram sua eficiéncia nas duas ultimas avaliagdes. Por este
motivo, a aplicagdo destes herbicidas em plantas de buva em estddio de
desenvolvimento superiores a 10 cm nao deve ser recomendada devido ao elevado risco
de rebrote das plantas, além da elevada pressao sobre o herbicida o que acelerard a
sele¢dao de populagdes resistentes.

No Experimento I, em 2016, no momento da aplicagdo dos tratamentos as
condi¢des climaticas ndo eram ideais para a aplicacdo de herbicidas. A temperatura
encontrava-se em 28°C e a umidade relativa do ar em 35%. Aplicagdo de herbicidas
com condi¢des de umidade relativa inferior a 40% e temperatura superior a 27,5°C sao
consideradas como desfavoravel (THEISEN; RUEDELL, 2004).

Os resultados obtidos no Experimento II realizado em 2017 apresentaram
resultados semelhantes com os tratamentos com a aplicagdo isolada do herbicida
glifosato. Embora as plantas de buva com até 5 cm apresentarem leves sintomas, nao
houve diferenca estatistica entre as quatro doses testadas do glifosato e os trés estadios
de desenvolvimento nas quatro épocas de avaliacdo (Tabelas 6 e 7). Estes resultados
sugerem que as populagdes de buva presentes na area de conducao do experimento eram
resistentes ao glifosato.

O tratamento com aplicagdao de glifosato + 2,4-D apresentou maior velocidade
de controle no Experimento Il em relagdo ao I para as trés estaturas das plantas de buva.
No entanto, a capacidade de recuperagdo das plantas de buva foi maior no Experimento
realizado em 2017, isto devido principalmente a maior disponibilidade hidrica ocorrida
neste ano. Assim mesmo, estes resultados confirmam a necessidade da complementagao
de controle a este tratamento como sugerido na apresentacdo dos resultados do

Experimento 1. A aplicagdo somente de glifosato + 2,4-D no momento da dessecacao
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resultou a presenca de 13 plantas de buva m™ por ocasido da semeadura da soja, sendo
as mesmas com média de 20 cm de estatura; ja nos tratamentos onde houve a

complementacdo com paraquate + diuron, as mesmas varidveis foram zeradas

(OLIVEIRA NETO et al., 2010).
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Tabela 6. Controle (%) de Conyza spp. aos 7 e 14 dias ap0s a aplicagdo dos tratamentos
(DAT), no experimento II (2017). Cruz Alta - 2017

Estatura
Herbicidas (g e.a./i.a. ha™!) Ate 5 cm 6al5cm 16 225 cm

7 DAT
Glifosato (540) A 35c A 15c A 00c
Glifosato (1080) A 85c¢ A 55c¢ A 17c
Glifosato (2160) A 42c¢ A 22c¢ A 00c
Glifosato (3240) A 30c A 05¢c A 00c
Glifosato + 2,4-D (1080 + 1005) A 625D B 50,0b C 33,7b
Glifosato + Saflufenacil (1080 + 49) A 100,0 a A 98,7a B 83,7a
Paraquat (400) A 100,0 a B 56,2b C 365D
Diquat (400) A 100,0 a B 550b C 38,7b
Glufosinato de Amonio (600) A 100,0 a A 985a B 850a
Testemunha A 00c A 00c A 00c
C.V. (%) 4,20

14 DAT
Glifosato (540) A 35c¢ A 1,2d A 05e
Glifosato (1080) A 35c A 1,7d A 0,7e
Glifosato (2160) A 45c¢ A 2,7d A 1,7¢
Glifosato (3240) A 72c¢ A 5,0d A 40¢
Glifosato + 2,4-D (1080 + 1005) A 650D B45,0c B36,2d
Glifosato + Saflufenacil (1080 + 49) A 992a B 88,7b C68,7b
Paraquat (400) A 99,7a B 86,2 b C525¢c¢
Diquat (400) A 100,0 a A98,7a A90,7a
Glufosinato de Amonio (600) A 1000 a A98,0a A930a
Testemunha A 0,0c A 0,0d A 00e
C.V. (%) 14,72

Fonte: Dados do autor.

Nota: Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ou maitscula na linha,
comparadas em cada periodo de avaliagdo, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Para os demais tratamentos, glifosato + saflufenacil, paraquat, diquat e
glufosinato de amoénio, ja aos 7 DAT, as plantas com at¢ 5 cm foram totalmente
controladas. Este resultado manteve-se até 28 DAT quando foi realizada a ultima
avaliagdo, com excecdo para o tratamento glifosato + saflufenacil que aos 21 DAT
iniciaram rebrotes em algumas plantas. Quando avaliou-se o desempenho dos
tratamentos em fun¢do dos estddios de desenvolvimento, pode-se observar que os
tratamentos que héa diferengas entre os tratamentos na flexibilidade de controle em
diferentes estadios de desenvolvimento. Para plantas de buva com estatura entre 6 ¢ 15
cm, o tratamento que apresentou melhor resultado, considerando todo o periodo de
avaliagdo foi glufosinato de amonio (Tabelas 6 e 7). O tratamento com glifosato +
saflufenacil controlou 98,7% aos 7 DAT, no entanto na tltima avaliagdo finalizou com
77,5% de controle, devido a ocorréncia de rebrote nas plantas de buva. O herbicida
Diquat controlou lentamente as plantas de buva, porém foi consistente até aos 28 DAT.
Aos 7 DAT, apresentou 55%, evoluindo para 98,7% aos 14 DAT e finalizando com 98,2
aos 28 DAT.

Theodoro Schneider 57



Tabela 7. Controle (%) de Conyza spp. aos 21 e 28 dias apos a aplicagdo dos
tratamentos (DAT), no experimento II (2017). Cruz Alta - 2017

Estatura
Herbicidas (g e.a./i.a. ha™!) Ate 5 cm 6al5cm 16 225 cm

14 DAT
Glifosato (540) A 52d A 30e¢ A 15f
Glifosato (1080) A 3,5d A 22e AO0S5f
Glifosato (2160) A 65d A 40¢ A20f
Glifosato (3240) A 6,7d A 40¢ A 25f
Glifosato + 2,4-D (1080 + 1005) A 68,7¢c B 47,5d C 38,7e
Glifosato + Saflufenacil (1080 + 49) A 9450 B 80,5b C 60,0c
Paraquat (400) A 975a B 725¢ C 45,0d
Diquat (400) A 100,0 a A 995a B 855D
Glufosinato de Amonio (600) A 100,0 a A 992a B 932a
Testemunha A 00e A 00e A 00f
C.V. (%) 6,74

28 DAT
Glifosato (540) A 35c¢ A 1,7d A 05e
Glifosato (1080) A 32c A 22d A 05¢
Glifosato (2160) A 5]7c A 27d A 10e
Glifosato (3240) A 56¢c A 2,6d A 19e
Glifosato + 2,4-D (1080 + 1005) A 762D B63,7¢ C 41,2d
Glifosato + Saflufenacil (1080 + 49) A 96,5a B77,5d C 47,0c
Paraquat (400) A 98,7 a B 66,2 c C 40,0d
Diquat (400) A 100,0 a A982a B 82,5b
Glufosinato de Amonio (600) A 100,0 a A975a B 90,5a
Testemunha A 00c A 0,0d A 00e
C.V. (%) 7,84

Fonte: Dados do autor.

Nota: Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ou maitscula na linha,
comparadas em cada periodo de avaliagdo, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Plantas de buva com estatura de 16 a 25 cm, somente glufosinato de amonio
controlou acima de 90%, no entanto, limitou-se a 90,5% aos 28 DAT com inicio de
rebrote nas plantas neste estddio de desenvolvimento. Desta forma, nenhum destes
tratamentos pode ser utilizado de forma isolada no controle de plantas de buva com
mais de 16 cm.

A maior eficiéncia de alguns tratamentos no Experimento II conduzido em 2017
pode ser principalmente devido as melhores condi¢des climaticas ocorridas no momento
da aplicagdao dos tratamentos. A temperatura encontrava-se em 20°C e a umidade
relativa do ar em 75%. Estas condi¢des sdo consideradas como ideais para a aplicagdo
de herbicidas (THEISEN; RUEDELL, 2004).

Biotipos de Conyza sumatrensis resistente ao herbicida glifosato com até 7 cm
de estatura foram controlados aos 14 DAT com a aplicagdo de glufosinato de amonio,
paraquate + diuron e glifosato + glufosinato de amonio, aos 21 DAT incorporam-se ao
grupo os tratamentos com 2,4-D e glifosato + 2,4-D (SANTOS et al., 2015). Plantas de
buva em estadio de pré-florecimento somente foram controladas (acima de 90%) aos 28
DAT com a aplicacao de glufosinato de amonio em associagdo com MSMA; bromacil +
diuron e metsulfuron (MOREIRA et al., 2010).

O estddio de desenvolvimento estd diretamente relacionado com a
suscetibilidade a herbicidas, principalmente produtos de contato. Bidtipos de Conyza
canadensis apresentaram niveis de resisténcia ao glifosato diferentes em fungdo do
estadio de desenvolvimento (SHRESTHA; HEMBREE; VA, 2007). Desta maneira, a
aplicacdo de herbicidas em buva em estadios iniciais de desenvolvimento ¢ fundamental
para a obtencao de sucesso no controle. Nas aplicacoes em estadios iniciais de
desenvolvimento a suscetibilidade aos herbicidas ¢ maior e resulta em menor risco de
rebrote nas plantas. Em estadios avangados as plantas ao aumentarem o actimulo de
matéria seca, adquirem maior capacidade de sobrevivéncia e recuperagdo dos efeitos
dos herbicidas (CARVALHO; OVEJERO; CHRISTOFFOLETI, 2008; MOREIRA et
al., 2010).
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Os tratamentos que proporcionaram entre 80 e 90% de controle ndo sao
suficientemente satisfatorios. Em fun¢do da ampla capacidade de producdo de sementes
de buva, em torno de 200.000 sementes por planta, somente o controle total das plantas
impedira a propagacdo de sementes da espécie para a propria area ou até mesmo para
regides distantes.

Vale ressaltar a importancia da adog¢ao de estratégias de manejo durante todo o
ano nas areas agricolas. A utilizagdo de culturas de cobertura no periodo do inverno
aliado a aplicagdo de herbicidas, sdo alternativas que facilitam o controle na aplicacio
em pré-semeadura da soja. Essas estratégias auxiliam na reducdo na densidade e na
estatura das plantas de buva no momento da dessecagdo (OLIVEIRA NETO et al.,
2010). Com a utilizagdo destas alternativas, ha inumeras alternativas de controle
quimico eficientes para serem utilizadas no momento da pré-semeadura da soja,

principalmente nas plantas de buva em estadio de desenvolvimento inicial.

4.6 Conclusoes

Plantas Plantas de buva com no maximo 5 cm sdo eficientemente controladas
com os tratamentos herbicidas glifosato + saflufenacil, paraquate, diquat e glufosinato
de amonio.

Plantas de buva entre 6 e 15 cm sdo eficientemente controladas com os
tratamentos herbicidas glifosato + saflufenacil, diquat e glufosinato de amoénio.

Plantas de buva entre 16 e 25 cm sdo controladas com a aplicagdo de

Glufosinato de amonio.
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5 CAPITULO 111

Anatomia foliar de Conyza sumatrensis suscetivel e resistente ao glifosato.

5.1 Resumo

Conyza sumatrensis ¢ uma planta daninha de ocorréncia em areas agricolas que
apresenta resisténcia ao herbicida glifosato. A resisténcia pode estar envolvida com
diferengas anatomicas entre bidtipos resistentes e suscetieis ao herbicida. O objetivo
deste trabalho foi realizar a descricdo anatdmica da folha de biodtipos de Conyza
sumatrensis resistentes e suscetivel ao herbicida glifosato, com vistas a identificar
possiveis alteragdes que possam alterar a absor¢do e/ou a translocacdo do herbicida.
Para tanto, foram coletadas folhas de dos bidtipos resistentes e um suscetivel ao
glifosato e fixadas em em FAA 70 e posteriormente fixadas em etanol 70. Foram
utilizadas folhas mais desenvolvidas e realizadas as secgdes no ter¢co médio da folha,
manualmente com laminas de barber. Foram realizadas a determina¢do da espessura da
epiderme na face adaxial das folhas dos biodtipos e o diametro dos feixes vasculares. As
analises histoldgicas foram realizadas utilizando-se microscopio optico, sendo tomadas
fotografias de no minimo quatro leituras em cada lamina. Os resultados observados na
caracterizacdo da epiderme adaxial e do diametro dos feixes vaculares, nao
apresentaram diferencas entre os biotipos resistentes e suscetivel. Desta forma, pode-se
concluir que ndo ha diferencas nas varidveis atatomicas espessura da epiderme e
diametro dos feixes vasculares que possam relacionar com a resisténcia dos bidtipos ao
herbicida glifosato.

Palavras-chave: 1. Caracterizacdo anatomica. 2. Buva. 3. Feixes vasculares. 4.

Espessura da epiderme.



5.2  Abstract

Conyza sumatrensis is a weed of occurrence in agricultural areas that shows resistance
to the herbicide glyphosate. Resistance may be involved with anatomical differences
between biotypes resistant and susceptible to the herbicide. The objective of this work
was to perform the anatomical description of the leaf of Conyza sumatrensis resistant
and susceptible to the herbicide glyphosate, with a view to identify possible alterations
that may alter the absorption and/or translocation of the herbicide. For this, leaves of the
resistant biotypes and one susceptible to glyphosate were collected and fixed in FAA 70
and later fixed in ethanol 70. More developed leaves were used and sections were made
in the middle third of the leaf, manually with barber blades. The determination of the
thickness of the epidermis on the adaxial side of the leaves of the biotypes and the
diameter of the vascular bundles were performed. The histological analyzes were
performed using an optical microscope, and photographs of at least four readings were
taken on each slide. The results observed in the characterization of the adaxial epidermis
and the diameter of the bundles not showed differences between resistant and
susceptible biotypes. In this way, it can be concluded that there are not differences in
the atamic variables epidermal thickness and diameter of the vascular bundles that can
be related to the resistance of the biotypes to the glyphosate herbicide.

Key-words: 1. Anatomic characterization. 2. Horseweed. 3. Vascular bundles. 4.

Epidermal thickness.

5.3 Introducéo

Conyza sumatrensis ¢ uma planta daninha magnoliopsida herbacea, ocorrente
em lavouras de soja no Brasil, e juntamente com C. canadensis, sdo consideradas as
espécies mais distribuidas no mundo (THEBAUD; ABBOTT, 1995). Provavelmente,
devido a caracteristicas reprodutivas associadas ao potencial invasivo destas espécies,
como elevada producdo de sementes, rapida germinacdo e habilidade de dispersdo das
sementes (HAO et al., 2009). C. sumatrensis ¢ originaria da América do Sul, mas esta
dispersa em todos os continentes (PRUSKI; SANCHO, 2006).
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C. sumatrensis esta envolvida em 11 casos de resisténcia a herbicidas no mundo.
Sendo estes relacionados aos herbicidas glifosato, chlorimuron, paraquat e diquat
(HEAP, 2018). No Brasil, possui resisténcia simples ao glifosato, clorimurom e
paraquate; e resisténcia multipla a glifosato e clorimurom (HEAP, 2018). Ainda, no
Brasil, ja foram comprovadas a resisténcia ao glifosato em bidtipos de C. bonariensis e
C. canadensis (HEAP, 2018). Estas espécies foram selecionadas nas lavouras de soja
Roundup Ready® (RR), devido ao uso repetido de glifosato, que resultou em elevada
pressdo de selecdo. Fato este, que comprova a importancia das buvas como uma das
principais plantas daninhas em lavouras de soja no Brasil.

O glifosato inibe a enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintetase (EPSPs) e
impede a biossintese dos aminodcidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano,
necessarios para a sintese de proteinas (DUKE; POWLES, 2008). A eficiéncia do
glifosato ¢ dependente de processos como retengdo da molécula na superficie foliar,
penetracao foliar, translocagcdo na planta até o sitio de ag¢do e inibi¢ao da enzima alvo,
onde o produto exercera sua atividade herbicida (SATICHIVI et al., 2000). A absor¢ao
e translocacdo representam processos essenciais para a eficacia do herbicida
(SATICHIVI et al., 2000). Desta forma, qualquer impedimento pode resultar em
grandes prejuizos na eficiéncia de controle da espécie alvo.

O glifosato movimenta-se no floema seguindo a rota dos produtos da
fotossintese, das folhas fotossinteticamente ativas em direcdo as partes da planta em
crescimento (HETHERINGTON et al., 1999). Assim, a absor¢do, translocagdo e
metabolismo do herbicida podem afetar a sensibilidade da planta, pois este precisa
atingir o sitio de agdo numa concentracao adequada (FERREIRA et al., 2006).

As plantas daninhas resistentes podem sobreviver a aplicagdo de herbicidas
devido a diversos fatores, os quais podem estar relacionados ou nao ao local de acao do
herbicida. Quando nao relacionado ao local de a¢ao do herbicida, alteragcdes anatomicas
podem estar relacionadas com menor absor¢do e/ou translocacdo do herbicida,
ocasionando em reduzida quantidade do herbicida no local de acao do herbicida.

A andlise da espessura da epiderme e o didmetro do sistema vascular entre

biotipos suscetiveis e resistentes podem ser alternativas vidveis uma vez que sua
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alteracdo pode alterar a quantidade do herbicida absorvido e/ou translocado e reduzir a
sua acdo herbicida. Considerando os aspectos mencionados, a realiza¢do da descricao
anatomica das folhas de bidtipos de Conyza sumatrensis resistentes e suscetiveis ao
glifosato se justifica, a fim de verificar se essa possivel alteracdo morfoldgica possui
efeito na absor¢do e/ou translocagdo e, consequentemente, na sensibilidade ao herbicida.

Em biotipos de C. bonariensis e C. canadensis resistentes ao glifosato, ndo foi
constatada diferenga na absor¢do do herbicida, no entanto, nos bidtipos resistentes a
translocagdo revelou-se diferenciada em relagdo ao bidtipo suscetivel, confirmando a
translocagdo como mecanismo associado a resisténcia destes bidtipos ao herbicida
glifosato (KOGER; REDDY, 2005; CARDINALI et al., 2015).

Frente ao exposto, objetivou-se com este trabalho realizar a descrigao anatomica
da folha de biotipos de Conyza sumatrensis resistentes ¢ suscetivel ao herbicida
glifosato, com vistas a identificar possiveis alteracdes que possam alterar a absor¢ao

e/ou transloca¢ao do herbicida.

5.4  Material e Métodos

Para a realizagdo do experimento, foram utilizados dois biotipos de Conyza
sumatrensis resistente ao herbicida glifosato e outra suscetivel ao mesmo herbicida,
previamente identificada em trabalho publicado na literatura (Tabela 8) (SANTOS et
al., 2014). No més de abril de 2016 os bidtipos foram semeados em casa de vegetacao
na Universidade de Passo Fundo, no municipio de Passo Fundo-RS em delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeti¢des. Em cada repeticdo, foram tomadas 10
visualizagdes. As analises anatomicas foram realizadas no Laboratorio Multidisciplinar

Vegetal, no periodo de janeiro a fevereiro de 2017, na Universidade de Passo Fundo.
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Tabela 8. Identificagdo do municipio e coordenadas do local de coleta dos bidtipos
Conyza sumatrensis e a resposta desses bidtipos a aplicagdo do herbicida
glifosato, avaliados no primeiro experimento realizado em 2016 (capitulo
1). Passo Fundo - 2017

Codigo Municipio Coordenadas Glifosato

Lat: 28°11°45”
COQ 02 Coqueiros do Sul-RS R
Long: 52°34°12”

Lat: 28°01°30”
PON 01 Pontdo-RS R
Long: 52°46°22”

Lat: 28°00°20”
PON 03 Pontdo-RS S
Long: 52°45°12”

Fonte: Dados do autor.

Nota: S= suscetivel, R= resistente

Quando as plantas atingiram o estadio de 4 a 6 folhas, as folhas foram coletadas
e imediatamente fixadas em FAA 70 (Formol-Acido Acético-Alcool, 5:5:90 v/v), onde
permaneceram por 48 horas. Apds a fixagdo, o material foi estocado imerso em etanol
70 °GL até a montagem das laminas. Foram utilizadas as folhas mais desenvolvidas dos
bidtipos, e as seccdes realizadas no terco médio da folha, no sentido transversal. As
seccoes histologicas foram feitas manualmente, com laminas de inox.

As seccgdes selecionadas foram clarificadas em hipoclorito de soédio na
concentragdo de 20%, para que o material perdesse toda coloragdo natural.
Posteriormente, o material foi lavado em agua acidulada e destilada. A coloragdo das
secgoes foi feita com os corantes fucsina basica e azul de Alcian. Apds a coloragdo, as
laminas foram montadas em glicerina 50% como meio de montagem. Para a vedagao
entre lamina e laminula, utilizou-se esmalte de unha incolor.

Foram realizadas a determinacao da espessura da epiderme na face adaxial das
folhas dos biotipos e o didmetro dos feixes vasculares principais nos biotipos resistentes
e suscetivel ao herbicida glifosato.

As andlises histologicas foram realizadas utilizando-se microscopio Optico

(Olympus® modelo CX31), e a documentagdo fotografica feita com cadmera AxioCam

Theodoro Schneider 65



ERc5s — ZEISS, e foram tomadas no minimo quatro leituras em cada lamina. As fotos
foram analisadas e descritas de acordo com a nomenclatura histoldgica atual.

Para a realizacdo da analise estatistica, os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia, e em caso de significancia estatistica a comparagcdo de médias

utilizou-se o teste Tukey a 5% de probabilidade.

55 Resultados e Discussao

Os resultados observados na caracterizagdo da epiderme adaxial e do diametro
dos feixes vasculares de bidtipos de Conyza sumatrensis resistentes e suscetivel ao
glifosato, ndo apresentaram diferencas entre si. Fato este confirmado pela auséncia de
significancia estatistica entre os biotipos. Os valores de espessura da epiderme adaxial
foram de 13,05, 16,23 e 15,25 pum, para os bidtipos COQ 02, PON 01 ¢ PON 03,
respectivamente. J& para a variavel didmetro dos feixes vasculares, as medi¢des foram
de 5582,08, 6115,29, e 5106,43 um?, para os bidtipos COQ 02, PON 01 e PON 03,
respectivamente (Tabela 9; Figura 2 e 3).

Tabela 9. Espessura da epiderme na face adaxial e diametro dos feixes vasculares de
biotipos de Conyza sumatrensis, resistente e suscetivel ao herbicida
glifosato. Passo Fundo - 2017

Diametro dos feixes vasculares

Biotipo Espessura da epiderme (um)
(um?)
COQ 02 13,05™ 5582,08™
PON 01 16,23 6115,29
PON 03 15,25 5106,43
Média 14,84 5601,26
C.V. (%) 4,49 36,17

Fonte: Dados do autor.

Nota: " ndo significativo pelo teste F da andlise de variancia a 5% de probabilidade.
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Embora a maioria dos trabalhos que abordam a relagdao entre anatomia foliar e
resisténcia a herbicidas priorizem a avaliacdo de densidade estomatica e tricomatica,
composi¢cdo da cuticula, dentre outros, existe a necessidade também da determinagdo de
outras varidveis que envolvem a epiderme e os feixes vasculares. Desta forma, a
epiderme caracteriza-se por ser o tecido mais externo dos 6rgdos vegetais, tendo como
principal fungdo o revestimento dos demais tecidos, evitar a perda de agua, além de
proteger da acdo de danos mecanicos e patogenos, sendo porta de entrada de
agroquimicos para o interior da planta (APEZZATO DA GLORIA; CARMELO-
GUERREIRO, 2004; KRAEHMER; BAUR, 2013).

Depois de iniciado o processo de absor¢cdo do herbicida, a primeira camada
celular encontrada sao as células da epiderme. Assim, a importancia da espessura desta
gama de células pode afetar o processo de absor¢do e translocacdo do glifosato. Fato
este sugerido por diversos autores, que mencionam a translocacdo do glifosato como
possivel mecanismo de resisténcia em Conyza spp. (FENG et al., 2004; SAMMONS;
GAINES, 2014).

Quando ocorrida a absor¢ao, pelas células da epiderme, quanto mais lento for o
processo do herbicida chegar até outras células e, posteriormente aos feixes vasculares,
processos de metabolizagdo a outros compostos e até a ativacdo ou inativacdo podem
estar ocorrendo nas células da epiderme (VELINI et al., 2009).

As células epidérmicas caracterizam-se por estarem perfeitamente justapostas,
sem deixar espagos intercelulares. Esta caracteristica ¢ de grande importancia, devido a
funcdo da epiderme de perder 4gua e ao mesmo tempo, a absor¢cdo do herbicida
obrigatoriamente necessita atravessar a epiderme (APEZZATO DA GLORIA;
CARMELO-GUERREIRO, 2004).

Desta forma, este trabalho apresenta a primeira investigagdo da espessura da
epiderme em relagcdo a bidtipos de buva resistentes e suscetivel ao glifosato. Portanto,
ndo foi possivel encontrar diferengas entre os bidtipos, revelando que esta variavel
anatdmica muito provavelmente ndo estar relacionada com a resisténcia dos bidtipos.

De maneira similar, biotipos de buva resistente e suscetivel aos herbicidas glifosato e
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clorimurom nao apresentaram diferenca na densidade estomatica (SANTOS et al.,

2014).

Figura 2. Seccdo transversal da folha de Conyza sumatrensis COQ 02 (A.1 e A.2), PON
01 (B.1 e B.2) e PON 03 (C.1 e C.2), em destaque a epiderme adaxial e
abaxial. Passo Fundo - 2017

Epiderme
adaxial

/4
’j; Epiderme
abaxial

50 um

Tricoma

Fonte: Dados do autor.
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Observa-se junto a epiderme, tricomas tectores, em forma de agulha (Figura 2).
Os tricomas podem atuar como redutor da quantidade de herbicida que chega a
epiderme para posteriormente ser absorvido, retendo goticulas da calda aspergida .
Desta forma, a principio os tricomas ndo atuam como agentes de absorcdo e
translocagdo para as células epidérmicas.

ApoOs atravessar a epiderme, o glifosato deve chegar aos feixes vasculares, que
irdo carregar o herbicida para diferentes partes da planta. A andlise do didmetro dos
feixes vasculares revelou ndo haver diferencas entre os bidtipos resistentes e suscetivel
(Tabela 9). O glifosato move-se no interior da planta seguindo a rota dos
fotoassimilados pelo floema, o que permite inferir que quanto maior o didmetro dos
feixes vasculares, maior a transloca¢ao do herbicida na folha para as demais partes da
planta (DUKE; POWLES, 2008). Para o melhor desempenho do glifosato, ¢ necessario
primeiramente excelente absor¢do e translocagdo até pontos de crescimento, pois a
metabolizacdo ou degradagdo e reduzida translocagdo, podem resultar em reducdo da

eficacia do glifosato (DUKE; POWLES, 2008).
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Figura 3. Secc@o transversal da folha de Conyza sumatrensis COQ 02 (A.1 ¢ A.2), PON

01 (B.1 e B.2) e PON 03 (C.1 e C.2), em destaque os feixes vasculares. Passo
Fundo - 2017

Feixe
vascular

C.1

Fonte: Dados do autor.

A absor¢do e translocacdo do glifosato em buva sdo bastante estudadas, sendo
que na maioria dos trabalhos ndo sdo encontradas diferengas na absorc¢ao do glifosato, ja

a translocacdo ¢ diferentel entre bidtipos resistentes e suscetiveis. Em Conyza
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canadensis nao foi observado diferenca na taxa de absor¢do do glifosato entre os
bidtipos suscetivel e resistente. Quando comparada a translocacdo do herbicida nos
mesmos bidtipos, observou-se que para dois bidtipos resistentes, a translocagdo reduziu
28 e 48% em relagdo ao biodtipo suscetivel (KOGER; REDDY, 2005). A translocacao
diferencial também foi identificada em populagdes de Lolium rigidum e L. multiflorum
resistentes ao glifosato (ADU-YEBOAH et al., 2014; GONZALES-TORRALVA et al.,
2012).

Diversos trabalhos comprovam a translocagdo diferencial entre os bidtipos
resistentes e suscetiveis, no entanto, ndo se sabe certamente o motivo pelo qual ocorre
menor translocacao do glifosato nos bidtipos resistentes. Em adi¢ao a estas informagoes,
outros tantos trabalhos identificaram que ocorre o sequestro do glifosato no vactolo
celular, um local onde o herbicida ndo exercera seu efeito nas plantas (GE et al., 2010).
Em C. canadensis, foi identificado que ha rapido sequestro do glifosato no vacuolo nos
bidtipos resistentes, confirmando este como um mecanismo de resisténcia desta espécie
ao glifosato (GE et al., 2010; GE et al., 2014). Outra informag¢do bastante relevante ¢
que existe diferenca na dindmica do sequestro do glifosato no vacuolo em func¢do da
temperatura, sendo eu em condigdes de temperatura em torno de 20°C, o sequestro do
herbicida ¢ mais acentuado (GE et al., 2011). Outro mecanismo de resisténcia relatado
para buva ¢ a metabolizagdo do glifosato mais rapida no bidtipo resistente a compostos
ndo fitotoxicos como glyoxilato, sarcosina e aminomethylphosphonico (GONZALEZ-
TORRALVA et al., 2012).

Assim, de acordo com as observagdes anatomicas realizadas, ndao ha diferengas
que possam levar a indicios da razdo pelo qual os bidtipos resistentes possuem esta
caracteristica. Desta forma, torna-se evidente a necessidade da realizagao de trabalhos
envolvendo as areas de fisiologia, biologia e genética molecular, uma vez que a grande
maioria dos trabalhos que envolvem buva resistente ao glifosato revelam haver

processos fisioldgicos e moleculares relacionados com a resisténcia.
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5.6 Conclusoes

Nao ha diferengas nas variaveis anatomicas, espessura da epiderme e didmetro
dos feixes vasculares entre os bidtipos resistentes ao glifosato COQ 02 ¢ PON 01 ¢ o
biotipo suscetivel PON 03, que possam estar relacionadas com a resisténcia ao herbicida

glifosato.

Theodoro Schneider 72



6 CAPITULO IV

Similaridade genética entre bidtipos de Conyza sumatrensis revelada por

marcadores moleculares microssatélite

6.1 Resumo

Diante do cenario da rapida evoluc¢do das populagdes de Conyza sumatrensis resistente
ao herbicida glifosato, faz-se necessario conhecer a diversidade genética nestas
populacdes, visando o auxilio na elabora¢do de estratégias de manejo dessa planta
daninha. Frente ao exposto, o objetivo do presente estudo foi analisar a similaridade
genética em bidtipos de Conyza sumatrensis, oriundos de diferentes regides do Brasil,
analisando o polimorfismo de locos microssatélites. Foram selecionados 15 bidtipos de
diferentes regides geograficas, sendo 14 resistentes e um suscetivel ao glifosato. Os
bidtipos foram semeados e posteriormente coletou-se material vegetal para extracdo de
DNA. Utilizou-se 19 marcadores moleculares microssatélites Simple Sequence Repeats
(SSR) desenvolvidos para o género Conyza. Realizou-se a amplificagdo em
termociclador e posteriormente as amplificagdes foram visualizadas em gel de agarose
por meio de fotodocumentador digital. A similaridade genética foi estimada pelo
coeficiente de Jaccard os bidtipos agrupados pelo método UPGMA. Os resultados
evidenciaram elevada diversidade do material analisado, formado dois grupos, onde em
um grupo incorporou-se somente o bidtipo suscetivel, € o outro os demais bidtipos
estudados, todos resistentes. A elevada variabilidade genética indica que ha chances
elevadas de os bidtipos apresentarem diferentes respostas frente ao manejo empregado.
Desta forma, pode-se concluir que h4 ampla variabilidade genética entre as populacdes
de C. sumatrensis estudadas, e que possivelmente mecanismos de resisténcia existentes
para o herbicida glifosato, possam estar influenciando a elevada variabilidade genética.

Palavras-chave: 1. Polimorfismo. 2. SSR. 3. Buva. 4. Variabilidade genética.
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6.2  Abstract

Considering the scenario of the rapid evolution of the populations of Conyza
sumatrensis resistant to the herbicide glyphosate, it is necessary to know the genetic
diversity in these populations, aiming the aid in the elaboration of management
strategies of this weed. In view of the above, the objective of the present study was to
analyze the genetic similarity in Conyza sumatrensis biotypes from different regions of
Brazil, analyzing polymorphism of microsatellite loci. We selected 15 biotypes from
different geographic regions, being 14 resistant and one susceptible to glyphosate. The
biotypes were seeded and later plant material was collected for DNA extraction. It was
used 19 microsatellite markers Simple Sequence Repeats (SSR) developed for the genus
Conyza. Amplification was performed in thermocycler and the amplifications were then
visualized on agarose gel by means of digital photodocumentator. The genetic similarity
was estimated by the Jaccard coefficient the biotypes grouped by the UPGMA method.
The results evidenced a high diversity of the analyzed material, formed two groups,
where in one group only the susceptible biotype was incorporated, and the other the
other biotypes studied, all resistant. The high genetic variability indicates that there are
high chances of the biotypes presenting different responses to the management used.
Thus, it can be concluded that there is a wide genetic variability between the
populations of C. sumatrensis studied, and that possibly existing resistance mechanisms
for the glyphosate herbicide may be influencing the high genetic variability.

Key-words: 1. Polymorphism. 2. SSR. 3. Horseweed. 4. Genetic Variability

6.3  Introducéo

As plantas daninhas regularmente se adaptam as mais variadas pressoes de
selecdo a que sdo impostas, incluindo clima, solo, praticas de manejo e disturbios
ocasionados pelo homem (BEGG et al., 2012; POWLES; YU, 2010). A capacidade de
adaptacdao rapida impde a produtores e pesquisadores constantes desafios frente a

capacidade de redugdo e/ou depreciacdo da producdo agricola no mundo. O maior
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exemplo de adaptacdo dessas plantas a praticas de manejo ¢ a evolucao da resisténcia
aos herbicidas (JASIENIUK; BRULE-BABEL; MORRISON, 1996; POWLES; YU,
2010). A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas envolve inimeras espécies e
herbicidas, principalmente ao glifosato. Atualmente, ha 293 casos de resisténcia ao
glifosato, perfazendo 41 espécies de plantas daninhas em todo o mundo (HEAP, 2018).

O glifosato apresenta inumeras caracteristicas favoraveis ao seu uso, como baixa
toxicidade a mamiferos, nenhuma atividade no solo e efetividade em amplo espectro de
espécies, tornando-o indispensavel no manejo de plantas daninhas. (DUKE; POWLES,
2008; SAMMONS; GAINES, 2014). O seu uso aumentou lincarmente nas ultimas
décadas, principalmente em sistemas de semeadura direta, bem como pela introducao de
culturas geneticamente modificadas com a tecnologia Roundup Ready® (RR)
(BENBROOK, 2016; DUKE; POWLES, 2008; OWEN, 2008).

Das intmeras espécies pertencentes ao género Conyza, algumas delas sdo
importantes plantas daninhas causadoras de perdas econdmicas na agricultura
(BOSSDORF et al.,, 2005). Dentre elas, destaca-se a espécie C. sumatrensis
(popularmente chamada de buva), sendo esta nativa da América do Sul e que se
espalhou para regides mais quentes de todos continentes, apresenta ciclo anual ou
bianual, se reproduz somente via semente e principalmente autopolinizacdo (CASE;
CRAWLEY, 2000; HAO et al., 2009; THEBAUD et al., 1996).

A ocorréncia de populagdes de C. sumatrensis resistente ao glifosato em
diversas regides do Brasil leva a pressuposicao da ocorréncia de elevada similaridade
genética entre essas populacdes, uma vez que o principal método de dispersdo de
sementes de buva ¢ através do vento, além da contaminacdo de maquinarios e lotes de
sementes. Em C. sumatrensis a resisténcia ao glifosato foi relatada em quatro paises, e
no Brasil esta espécie foi identificada com resisténcia simples ao glifosato em 2010
(HEAP, 2018).

Embora a maior parte das populacdes de Conyza spp. apresentar resisténcia ao
glifosato, ainda existem biotipos suscetiveis a este herbicida (capitulo 1). Desta forma, e
de acordo com os preceitos basicos da genética de populagdes, a existéncia de

variabilidade genética em individuos dentro de uma populagdo aumenta a chance de
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alguns individuos responder diferentemente frente a alteracdes no meio ambiente e,
como consequéncia, garantir a preservagdo da espécie (ALLENDORF; LUIKART,
2007). As populagdes de plantas daninhas com maior diversidade genética podem se
constituir em obstaculo para o controle, porque as plantas apresentam respostas
variaveis a herbicidas e/ou concentragdes diferentes de herbicidas. Ainda, a ocorréncia
de um evento desfavoravel pode eliminar todos os individuos suscetiveis e permitir a
sobrevivéncia dos resistentes (KISSMANN, 2003).

Para estudar esta variabilidade genética entre populagdes de plantas daninhas,
emprega-se 0 uso de marcadores moleculares, por revelarem essa variabilidade, em
nivel gendmico, de forma rapida, simples e eficaz (FERREIRA; GATTAPAGLIA,
1995). Os marcadores moleculares microssatélites, também denominados Simple
Sequence Repeats (SSR), sao marcadores moleculares que consistem em sequéncias de
um a seis pares de bases que se repetem em tandem. Estas regides ocorrem
frequentemente nos genomas das plantas e exibem grande variacdo, sendo considerados
como os marcadores moleculares mais informativos para estudos de genética em nivel
de espécies (GOLDSTEIN; SCHLOTTERER, 1998). Tais marcadores também
permitem a discriminagdo genética de individuos proximamente relacionados, bem
como a distingao entre populacdes (VARSHNEY; GRANER; SORRELLS, 2005).

Pesquisas com o género Conyza foram realizadas com o objetivo de obter
informagdes sobre a evolucdo, origem e dispersdo da resisténcia das espécies ao
herbicida glifosato (MAROCHIO et al., 2017; OKADA et al., 2013; OKADA et al.,
2014; REN; LI; DING, 2010). Nesses estudos, a analise dos marcadores microssatélites
se da pelo fato de que a presenga de multiplos alelos por locus favorece a avaliagdo da
diversidade genética entre populagdes e subpopulagdes, como ¢ o caso da maioria das
plantas daninhas (ZHANG et al., 2009), contribuindo assim para estudos de manejo
dessas plantas.

Frente ao exposto, o objetivo do presente estudo foi analisar a similaridade
genética, em bidtipos de C. sumatrensis, oriundos de diferentes regides do Brasil,

analisando o polimorfismo de locos microssatélites.
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6.4  Material e Métodos

6.4.1 Material Vegetal

Os biotipos utilizados neste estudo (Tabela 10) sdo oriundos do primeiro
capitulo. As sementes foram coletadas nos seus respectivos municipios, em areas com
historico de aplicacdes de glifosato na dessecacao das plantas daninhas e de cultivo de
soja Roundup Ready (RR), com observagdes dos produtores em relagdo a falta de
controle das mesmas apds o uso de glifosato. Desta forma, foram selecionados 15
bidtipos da espécie C. sumatrensis, sendo 14 resistentes e um suscetivel ao herbicida
glifosato (Figura 4). Cada planta foi colocada individualmente em saco de papel para

ndo acontecer a mistura das sementes dos diferentes locais de coleta.

Tabela 10. Bidtipos de Conyza sumatrensis utilizados no estudo de similaridade
genética e seus respectivos municipios de coleta e resposta ao glifosato.
Passo Fundo - 2017

Resposta ao

Biotipo Municipio Estado
glifosato'
19 DIO 01 Diamante do Oeste PR R
30 MIS 01 Missal PR R
42 ITA 01 Itapora MS R
56 BOM 05 Bonito MS R
57 MAR 02 Maracaju MS R
86 POP 06 Ponta Pora MS R
107 IND 01 Indapolis MS R
147 TUP 02 Tupancireta RS R
154 SAB 01 Santa Barbara do Sul RS R
164 JAR 04 Jari RS R
168 CAR 01 Carazinho RS R
171 QUEV 04 Quevedos RS R
173 JUC 05 Julio de Castilhos RS R
178 BAG 04 Bagé RS R
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209 PON 03 Pontao RS S

Fonte: Dados do autor.

Nota: 'R= resistente; S=suscetivel

A semeadura das sementes foi realizada no més de Abril de 2016, em casa de
vegetacao da Universidade de Passo Fundo - UPF, no municipio de Passo Fundo, no
Estado do Rio Grande do Sul, sendo semeadas em vasos com capacidade volumétrica de
500 mL, com posicionamento superficial de aproximadamente 0,5 cm. As sementes
foram irrigadas diariamente, e quando ocorreu a emergéncia das plantulas, as mesmas
foram transferidas para outros vasos com as mesmas caracteristicas dos anteriores e
mantidas até o momento de coleta de folhas para extragao de DNA.

Como confirmag¢do da resisténcia, em experimento paralelo foi aplicado o
herbicida glifosato na dose de 1440 g e.a. ha™!, quando as plantas atingiram o estadio de

4 a 6 folhas verdadeiras, sendo classificadas de acordo com a resposta ao herbicida.
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Figura 4. Localizacdo geografica dos bidtipos nos seus respectivos municipios nos
Estados do Mato Grosso do Sul (MS), Rio Grande do Sul (RS) e Parana
(PR). Adaptado de Mapas para colorir, 2017

Fonte: Dados do autor.

6.4.2 Extracdo do DNA

A extragdo do DNA foi realizada no Laboratério de Biotecnologia da Embrapa
Trigo, localizado em Passo Fundo, Rio Grande do Sul, conforme a metodologia descrita
por DOYLE & DOYLE (1990). A coleta do material de C. sumatrensis ocorreu no més
de Setembro de 2016. O DNA foi extraido de folhas jovens, sendo que as folhas foram
coletadas e acondicionadas em papel aluminio, devidamente identificadas, e

acondicionadas em caixa de isopor com nitrogénio liquido e transportadas para o
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laboratorio. Foram extraidos o DNA do total de 120 plantas, sendo os 15 biotipos com 8
repeticdes de cada biotipo.

Para extra¢ao de DNA, 300 mg de tecido foliar foram maceradas em nitrogénio
liquido e acondicionadas em microtubos de 2 mL, devidamente identificados. Em cada
microtubo foram adicionados 1 mL de tampao de extragdo. Os microtubos foram
agitados em vortex e incubados a temperatura de 65 °C em banho-maria por 60 minutos,
invertendo gentilmente os microtubos a cada 10 minutos. Posteriormente, os microtubos
foram retirados do banho-maria e resfriados a temperatura ambiente por 5 minutos.
Apods este procedimento, adicionou-se 700 pL de cloroférmio-alcool isoamilico
preparado na proporcao de 24;1, e agitados suavemente durante 10 minutos. ApOs este
periodo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos com 5.000 r.p.m. e a fase
aquosa (sobrenadante) foi transferida para novos microtubos devidamente identificados.
A este sobrenadante foi adicionado 500 pL de isopropanol gelado e incubados em -20
°C durante 2 horas. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 10.000
r.p.m. e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi, primeiramente, lavado com
etanol 70% e 95% e posteriormente ao descarte dessas solucdes, foi deixado a
temperatura ambiente para completa secagem.

Apos a secagem, o precipitado foi ressuspendido em 100 pL de tampao TE
(Tris-HC1 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0) e agitado suavemente para completa
solubilizacdo do DNA. Por ultimo, visando digerir o RNA presente nas amostras,
adicionou-se 0,3 pL de RNAse (10 mg/mL) nas amostras que permaneceram por 30
minutos a 37 °C e, posteriormente foram acondicionadas em ultrafreezer a -80 °C para

sua manutengao e posterior uso.

6.4.3 Quantificacdo dos DNAs extraidos de C. sumatrensis

Para quantificar e verificar a integridade do DNA extraido, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose em concentra¢dao de 0,8%, preparado com
tampao TBE em concentracao 1x, pH 8, sob voltagem de 80 V. As amostras foram

comparadas com marcador fago £ de 50 e 100 ng. Para visualizacao, o gel foi corado
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com Brometo de Etidio em concentragdo 0,5 ug/mL. Em seguida, o gel foi fotograftado
sob luz UV, usando fotodocumentador digital GelDoc XR+ (Bio-Rad). As amostras
também foram quantificadas em espectrofotometro UV-visivel modelo Nanodrop, para
verificar a concentragdo de DNA por pL de cada amostra para a diluicdo a serem

utilizadas nas reagdes de PCR.

6.4.4 Marcadores moleculares e variabilidade genética

Para a analise da similaridade genética, foram selecionados da literatura, 19
marcadores moleculares microssatélites (SSR) desenvolvidos para o género Conyza,
visando obter o maior nimero possivel de marcas no genoma de C. sumatrensis (Tabela
11). Os marcadores SRR IUB-1, IUB-2, IUB-3, IUB-4, IUB-5, IUB-6, IUB-8 ¢ HNCA-
2 (WHITTON et al., 1997), foram utilizados, no entanto, ndo foi obtido sucesso na
amplificagdo destes primers. As amplificacdes da Reacdo em Cadeia da Polimerase -
PCR (Polymerase Chain Reaction) foram realizadas isoladamente para cada marcador
em 10 pL de solugdo contendo 0,2 uM de cada oligonucleotideo iniciador ou primer
(F=forward e R=reverse), 0,2 mM de dNTP, 2,5 mM de MgCl, 0,75 U de Taqg DNA
polimerase, tampao 1X e 100 ng de DNA de cada bidtipo em estudo.

Tabela 11. Relagdo de primers microssatélites, sequéncia de nucleotideos (F=forward e
R=reverse) e concentragdes usadas na reacdo de amplificacdo de amostras
de DNA de Conyza sumatrensis. Passo Fundo - 2017

Primers Sequéncia de nucleotideos Volume por 10 pL

de reagdo

F: AGTATTTGGCAATCAAAATTCG
HW02! 0,18 pL
R: TCACAATCACAAACAACACAAA

F: GCCACCCTATTGTTTTGGTTAT
HW04! 0,18 uL
R: AACTTGCATGGTAGTCAACGTC

F: CTTGCATGGTAGTCAACGTCAT
HWO06! 0,18 pL
R: CAGAGGTGGTCATGTGATGTG

HWO07! F: GTGTGGCGCTACTCATTTCC 0,38 pL

Theodoro Schneider 81



HW14!

HW21!

HW27!

HW29'!

HWSSRO1?

HWSSR03?

HWSSR042

HWSSR09?

HWSSR11?

HWSSR12?

[UB 73

OoSuU 1°

OSuU 23

OSU 4°

HNCA 13

TGATCACACCTGCGATTTGT
: AAACTAAGGGTGATTGGGGAAT
: TGGTAGCCAAAAAGCTACAAA
: ATAGTCGAATTGGTCACGATTTG
: GCAGTTTTCACTCTTCTCTCGAA
: TTTCATAGTCGAATTGGTCACG
: CCGGTAGCAGTTTTCACTCTTC
: CTACTTGTTCAATTTATCCATAC
: AAACTGGTTACTTCTCTTCC
: TATGTTGTACGACTGACTGAGTC
: CCATTGACTGTAGACCAGTGTG
: TTGACTCCAACTCGTAGTGTATG
: ACGTTAAATCTCTCGTGTCCTTC

CATGAGTTTGAGTTATCCCAGAT
: CGAATACTTTCAATGCTTACGAC
: ATCGTTGACATCTGACTCTGC
: GATTCTTGCTCTGGTTCCTTG
: CATAACAAACGGATTAGTGGCG
: ATTATTGACGACCAACAACACC
: TATAAACTGCCCCTTCTCTCC
: GAGGTTGAAGCATGCAGTTC
: ACAAGTCGGCTGGTGAGC
: ACATGAAACACGAGCTAAACCA
: CACTTCTCACACTTTGGGCA
: CCAAATAATTACCATCATGCCA
: AGAACTGGCAGCTTGGAAAA
: GTCCAAATGGTGGAAAACTACC
: TTGGAGATGTGTTTGTGTTCTAGAG

R:
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F: GGAAAACTCCTGTCATAGTATTAGC
R: ATTAAAATCTAGCAAGGCCGAAC
F:
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F

0,25 uL

0,18 uL

0,20 uL

0,38 uL

0,25 uL

0,20 pL

0,20 uL

0,18 uL

0,20 uL

0,25 uL

0,35 uL

0,18 uL

0,18 uL

0,18 uL

0,18 uL
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R: ACCTACACCTTAGTTAAACCTTGCC

Fonte: 'Wang et al., 2008. ?Okada et al., 2015. Whitton, Rieseberg e Ungerer, 1997.

As reagdes da PCR foram conduzidas no termociclador GeneAmp Thermal
Cycler 9700 (Applied Biosystems — ABI) utilizando-se a seguinte programac¢do: um
ciclo a 94 °C por 3 min; 5 ciclos de 94 °C por 1 min, 60 °C por 1 min (decrescendo 1 °C
por ciclo até 55 °C), 72 °C por 1 min; 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min; e
um ciclo de 72 °C por 10 min. Os produtos da amplificagdo foram separados em gel de
agarose 2%, por aproximadamente duas horas a 110 volts, e visualizados em
fotodocumentador digital GelDoc XR+ (Bio-Rad). O marcador ladder utilizado foi de
100pb.

A similaridade genética entre os biotipos foi estimada pelo coeficiente de
Jaccard (1901). Os bidtipos foram agrupados pelo método UPGMA (Unweighted Pair
Group Method Using Arithmetic Averages), desenvolvido por Sokal e Michener (1958),
sendo que os bidtipos foram considerados como unidades taxondmicas operacionais
(OTUs) e como caracteres binarios as bandas obtidas pelos marcadores. O programa
utilizado para a andlise dos dados foi o GENES (CRUZ, 1998). O valor do conteudo de
polimorfismo informativo - PIC (Polymorphism Information Content) foi determinado
utilizando-se a seguinte formula:

PIC =1 -} Pij?
Onde Pij? ¢ a frequéncia do alelo jth, abrangendo todos os alelos por locos (NEI,

1973).

6.5 Resultados e Discussao

A metodologia descrita por Doyle e Doyle (1990), empregando-se folhas como
material bioldgico, utilizada no presente trabalho, se mostrou eficiente para produzir
DNA de qualidade para a amplificagdo utilizando primers microssatélites, e os

resultados destas amplificagdes foram reproduziveis.
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Para a andlise da similaridade genética, foram utilizados 19 marcadores
moleculares do tipo microssatélites dos quais 16 (84,2%) apresentaram polimorfismo
(Tabela 4): HW02, HW04, HW06, HW07, HW14, HW21, HW27, HW29, HWSSRO1,
HWSSR03, HWSSR09, HWSSR11, HWSSR12, OSU 2, OSU 4 ¢ HNCA 1. Deste
modo, os 16 primers foram selecionados por apresentarem bandas definidas e
reprodutibilidade dos fragmentos entre as amostras amplificadas.

Os resultados obtidos a partir da analise dos géis foram quanto a presenga e
auséncia de cada alelo para cada marcador, seguido da frequéncia alélica. Esses foram
compilados pelo método de agrupamento UPGMA (que trata da ligagdo média entre
grupos) e para obtengdo da matriz de Jaccard (Figura 5) e do dendrograma (Figura 6),
visando identificar a relagao da similaridade genética entre todos os biotipos.

A analise de correlagdo cofenética obtida foi de 0,84, indicando que os
resultados obtidos foram eficientes, uma vez que esta andlise verifica a medida de
distorcao entre os valores da matriz inicial de similaridade e aqueles derivados do
dendrograma. Ressalta-se que a estimativa de correlacdo cofenética varia de zero (0) a
um (1) e, quanto maior for o valor obtido para este coeficiente, maior a
representatividade do dendrograma em relacdo a matriz de distancias genéticas (CRUZ;

FERREIRA; PESSONI, 2011).
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O dendrograma evidenciou a diversidade do material analisado, em que se
verifica o maior valor de similaridade entre DIO 01 e TUP 02 (82,62%) e o menor entre
POP 06 e IND 01 (7,14%). Cinco grupos foram formados utilizando a férmula proposta
por Mojena (1977), obtendo-se o valor de ponto de corte de 0,50. Dos cinco grupos
formados, o grupo I incorporou-se os bidtipos POP 06 (MS), IND 01 (MS), JAR 04
(RS), BON 05 (MS) e MAR 02 (MS). O grupo II foi formado pelos bidtipos DIO 01
(PR), ITA 01 (MS) e MIS 01 (PR). No grupo II, compuseram os bidtipos CAR 01 (RS),
QUEV 04 (RS), JUC 05 (RS) e BAG 04 (RS). J& o grupo IV foi formado pelos bidtipos
TUP 02 (RS) e SAB 01 (RS), e o grupo V foi composto somente pelo bidtipo PON 03
(RS), chamando a aten¢do por ser o inico biotipo suscetivel estudado. A formacao dos
distintos grupos indicam a diversidade genética dos materiais estudados, pois, no grupo
I hé quatro bidtipos do MS e um do RS, no grupo II dois biotipos do PR e um do MS. Ja
nos grupos II e IV, todos os bidtipos sdo oriundos do RS, no entanto, os valores de
distancia genética sao elevados (Figura 3), confirmando a elevada variabilidade genética
dos biotipos. O coeficiente médio de similaridade obtido foi de 54,24%, confirmando a
elevada diversidade entre os bidtipos analisados a partir dos marcadores moleculares
microssatélites empregados. Os valores do niimero de alelos variaram de um a quatro,
sendo o numero médio de alelos 2,68 (Tabela 12).

Os resultados obtidos no dendrograma apresentam de certa forma relagao entre a
similaridade genética obtida em funcdo da distribui¢do geografica dos bidtipos. No
entanto, nota-se que ha distdncia genética entre individuos geograficamente mais
proximos, ¢ da mesma forma ha proximidade genética entre individuos geograficamente
distantes. Por exemplo, bidtipos oriundos dos municipios de Quevedos, Tupanciretd e
Julio de Castilhos, apresentam indice de distancia genética proéximos de 55 e 65%. Esses
resultados se relacionam intimamente com a elevada variabilidade genética existente na
espécie. Em comparagdo entre as espécies de Conyza canadensis, C. bonariensis ¢ C.
sumatrensis, o maior nimero de alelos encontrado foi em C. sumatrensis, que
possivelmente ¢ a espécie com maior diversidade genética entre as trés estudadas
(MAROCHIO et al., 2017).

Os valores do PIC variaram de 0,0 a 0,68 sendo o valor médio de 0,44. A faixa
de valores obtida neste trabalho estd de acordo com diversos estudos anteriores.

Marcadores microssatélite utilizados para estudar a variabilidade genética em



populagdes de tomate, encontrou PIC médio de 0,63, com valor méximo de 0,81 e
minimo de 0,17 (AGUIRRE et al., 2017). Ainda, o valor médio inferior encontrado no
presente estudo deve-se a maior quantidade de marcadores polimorficos utilizados em
comparagdo aos demais, o que explica o valor médio de PIC inferior. Ainda, o valor de
0,44 corrobora com os resultados obtidos pelo coeficiente de similaridade de Jaccard.
Isso porque o PIC é um indicador da capacidade informativa de um marcador em
estudos genéticos (segregacao, identificacdo de populacdes e controle de paternidade).
Seu célculo depende do niimero de alelos, das suas frequéncias e do tamanho da
amostra. Segundo a classificacdo de Botstein et al. (1980), marcadores com valores de
PIC superiores a 0,5 sdo considerados muito informativos, com valores entre 0,25 ¢ 0,50
informativos medianamente, ¢ com valores inferiores a 0,25, pouco informativos. Na
Tabela 4 pode-se observar o numero de alelos amplificados em cada um dos 16 primers
analisados. Os maiores niimeros de alelos observados foram para os primers HW21,

HWSSR12 e OSU 2, apresentando 4 alelos nas amostras de C. sumatrensis.

Tabela 12. Marcadores polimorficos utilizados, nimero de alelos, tamanho aproximado
do fragmento e Conteudo de Informacdo de Polimorfismo (PIC) obtidos.
Passo Fundo - 2017

Primer Numero de Alelos Tamanho médio dos PIC
fragmentos (pb)

HWO02 3 188 0,55
HWO04 3 211 0,45
HWO06 3 230 0,56
HWO07 1 229 0

HW14 1 209 0

HW21 4 174 0,53
HW27 3 183 0,67
HW29 1 216 0

HWSSRO1 2 176 0,45
HWSSRO03 2 190 0,48
HWSSR09 3 202 0,59
HWSSRI11 3 190 0,48
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HWSSR12 4 273 0,68
OSuU 2 4 17 0,75
OSU 4 3 225 0,26
HNCA 1 3 102 0,65

Fonte: Dados do autor.

O sistema de reproducao da espécie também exerce grande influéncia na alta
diferenciagdo genética entre populacdes. Para espécies que apresentam autopolinizagio
¢ esperado encontrar maior variabilidade genética, principalmente pela baixa taxa de
cruzamento entre os individuos (HAMRICK; GODT, 1996). A ocorréncia de baixo
fluxo génico contribui para determinar maior diferenciacdo entre os individuos. A
elevada variabilidade genética encontrada nas populagdes avaliadas indica que hd maior
chance de se encontrar individuos que respondem de maneira diferente a pressdo de
selecdo exercidas no ambiente, como exemplo a aplicacdo de herbicidas. A existéncia
de variabilidade genética dentro de uma populagdo aumenta a chance de individuos
responderem diferentemente frente a alteragdes no ambiente, de modo que isso garanta
a preservagdo da espécie (ALLENDORF; LUIKART, 2007). Entretanto, em populacdes
de plantas daninhas com elevada diversidade genética, hd maior chance de serem
selecionados individuos que ndo sofrerdo custo adaptativo devido a efeitos deletérios,
garantindo a preservacao e perpetuacao destes individuos (MAROCHIO et al., 2017). A
estruturagdo genética das populacdes de C. sumatrensis pode indicar que provavelmente
as diferentes populagdes devem requerer diferentes estratégias de manejo para a
obtencao de sucesso no controle das plantas.

A formacao de quatro grupos para os bidtipos resistentes, com distancia genética
de 50%, pode estar indicando que a acdo do herbicida na selecdo dos biotipos de C.
sumatrensis resistentes, nao esta selecionando os mesmos alelos, ou a mesma frequéncia
destes alelos nos locos microssatélites analisados, de maneira uniforme nas populacdes
resistentes. Em populagdes de C. sumatrensis oriundas somente do estado do Parana, os
resultados encontrados foram semelhantes aos do presente estudo, havendo elevada
variabilidade genética entre os bidtipos resistentes ao glifosato (MAROCHIO et al.,

2017). No entanto, para este mesmo autor, bidtipos suscetiveis permaneceram em
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grupos juntamente com os bidtipos resistentes, de maneira diferente dos resultados
encontrados neste trabalho (MAROCHIO et al., 2017).

Para C. canadensis, estudadas com o objetivo de investigar a evolucdo e
disseminag¢do da resisténcia ao glifosato, Okada et al. (2013) encontrou multiplas
evidencias para tais objetivos, confirmando a relacdo existente com os dados obtidos
neste trabalho com a variabilidade genética encontrada nos biodtipos resistentes de C.
sumatrensis. Assim, ¢ possivel que a diversidade genética pré-existente nas populagdes
estudadas, aliado a diferentes praticas de manejo adotadas, possa estar influenciando a
um processo de selegdo heterogenia nos biodtipos resistentes.

Outra importante informacdo que pode estar envolvendo os resultados de
pesquisas relacionadas com a variabilidade genética de populagdes de Conyza spp.
resistentes ao glifosato, sdo os diferentes mecanismos de resisténcia encontrados nas
populacdes. O mecanismo de resisténcia ao glifosato pode ser relacionado ou nao
relacionado ao local de agdo do herbicida (SAMMONS; GAINES, 2014). Desta forma,
para Conyza spp., os mecanismos de resisténcia relatados na literatura envolvem a
superexpressado da EPSPs, sequestro no vacutolo, diferencial translocacdo e
metabolizacdo do herbicida (FENG et al., 2004; GE et al., 2010; GONZALES-
TORRALVA et al.,, 2012; TANI; CHACHALIS; TRAVLOS, 2015). Desta forma,
torna-se evidente a ocorréncia de diferentes mecanismos de resisténcia associados ao
glifosato, o que pode estar influenciando o processo de sele¢do diferenciada de

populagdes resistentes.

6.6  Conclusdes

Ha ampla variabilidade genética entre as populagdes de Conyza sumatrensis,
coletadas em diferentes regides geograficas no Brasil.

O tnico bidtipo suscetivel estudado permaneceu sozinho em um grupo,
revelando ser geneticamente diferente aos demais estudados. Os demais bidtipos
formaram quatro distintos grupos, indicando a diversidade genética selecionada pela

ac¢ao do herbicida.
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7 CAPITULO V

Andlise da expressdo de genes relacionados ao mecanismo de resisténcia de

Conyza sumatrensis ao herbicida glifosato.

7.1  Resumo

A elucidagdo do mecanismo de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas ¢ importante
para a elaboragdo de praticas de manejo, entretanto, ndo ha relatos sobre o mecanismo
de resisténcia de Conyza sumatrensis ao herbicida glifosato. Objetivou-se com este
trabalho, investigar o mecanismo de resisténcia de bidtipos de C. sumatrensis resistente
ao herbicida glifosato, através da determinac¢do dos niveis de expressdo dos genes
constitutivos EPSPs, M11 e M7. Avaliou-se dois bidtipos de C. sumatrensis, sendo um
resistente e outro suscetivel ao glifosato. Os tratamentos constaram da auséncia ou
aplicagdo de duas doses do herbicida glifosato (1080 e 8640 g e.a. ha'!). As plantas
foram coletadas aos 1 e 4 dias ap6s a aplica¢do dos tratamentos. A analise da expressao
do genes referéncia foi realizada utilizando como referéncia o gene da Actina. Foram
avaliados a expressao dos genes constitutivos EPSPS, gene codificador da enzima
EPSPs, M7 e M11 genes de proteinas transportadoras ABC, por meio de reacao de RT-
gPCR. Nao foi observada diferenga na expressdo relativa do gene EPSPs entre as
populagdes suscetivel e resistente, tratadas ou nao tratadas com glifosato. A avaliagao
da expressao relativa dos genes M7 e M11 revelou que ambos os genes apresentaram
axpressao relativa superior no bidtipo resistente com a aplicagdo do glifosato em ambas
as doses. Assim, pode se concluir que o gene EPSPS nao esta envolvido com o
mecanismo de resisténcia ao glifosato, e os genes M7 ¢ M11 apresentam expressao
relativa superior no biodtipo resistente, revelando relagdo entre a superexpressdo destes
genes com a resisténcia do biotipo de C. sumatrensis estudado.

Palavras-chave: 1. Buva. 2. Superexpressao. 3. EPSPs. 4. M7. 5. M11.
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7.2  Abstract

The elucidation of the mechanism of resistance of weeds to herbicides is important for
the elaboration of management practices, however, there are no reports on the
mechanism of resistance of Conyza sumatrensis to the herbicide glyphosate. The
objective of this work was to investigate the resistance mechanism in C. sumatrensis
biotype resistant to glyphosate by determining the expression levels of the constitutive
genes EPSPs, M11 and M7. Two biotypes of C. sumatrensis were evaluated, one
resistant and one susceptible to glyphosate. Treatments consisted of the absence or
application of two doses of the herbicide glyphosate (1080 and 8640 g a.e. ha™!). The
plants were collected at 1 and 4 days after application of the treatments. Analysis of the
reference gene expression was performed using the Actin gene as a reference. We
evaluated the expression of the constitutive genes EPSPS, gene encoding the EPSPs
enzyme, M7 and M11 genes of ABC carrier proteins, by means of RT-qPCR reaction.
No difference was observed in the relative expression of EPSPs gene between
susceptible and resistant populations, treated or not treated with glyphosate. The
evaluation of the relative expression of the M7 and M11 genes revealed that both genes
had superior relative axpression in the resistant biotype with application of glyphosate at
both doses. Thus, it can be concluded that the EPSPS gene is not involved with the
mechanism of resistance to glyphosate, and the M7 and M11 genes present superior
relative expression in the resistant biotype, revealing relationship between the
overexpression of these genes and the resistance of the C. sumatrensis biotype studied.
Key-words: 1. Sumatran fleabane. 2. Overexpression. 3. EPSPs. 4. M7. 5. M11.

7.3 Introducéo

Ao longo dos ultimos anos, a agricultura mundial presencia mais intensamente a
evolucdo de populagdes de plantas daninhas resistentes aos herbicidas nos diferentes

continentes do mundo. O glifosato ¢ o herbicida mais utilizado mundialmente no
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controle de plantas daninhas, devido a inimeras razdes: elevada eficacia, amplo
espectro de controle, baixo custo, seguranca ambiental, dentre outros. No entanto, o uso
exessivo deste herbicida exerce elevada pressdo de selecdo sobre as mais variadas
espécies de plantas daninhas, selecionando bidtipos resistentes ao glifosato.

Resisténcia a herbicidas normalmente ocorre com as populagdes de plantas
daninhas como consequéncia da intensa pressdo de selecdo exercida pela aplicacao de
um mesmo herbicida e/ou herbicidas com mesmo mecanismo de agdo. A resisténcia ¢
um classico exemplo de selecdo de populagdes, em fungdo do uso de altas doses,
repetidas aplicagdes durante o mesmo ciclo de cultivo e auséncia de rotagdo de
herbicidas com mecanismo de agdo distinto (DINELLI et al., 2008). Em funcdo disto,
existem 293 casos de resisténcia ao glifosato em todo o mundo, ocorridos
principalmente em culturas geneticamente modificadas resistentes ao herbicida (HEAP,
2018).

Conyza sumatrensis ¢ uma espécie de planta daninha pertencente a familia
Asteraceae, apresenta resisténcia ao glifosato, e juntamente com C. canadensis e C.
bonariensis sdao as plantas daninhas mais importantes e problematicas em diversas
culturas agricolas (CHACHALIS; TRAVLOS, 2014). Em nivel mundial, C. sumatrensis
apresenta além de resisténcia ao glifosato, também aos herbicidas clorimuro, paraquate
e diquate. No Brasil possui resisténcia simples ao glifosato, chlorimuron e paraquat; e
resisténcia multipla a glifosato e clorimuroa (HEAP, 2018).

O glifosato atua como inibidor da enzima 5-enolpiruvil shiquimato-3-fosfato
sintetase (EPSPS), enzima chave na rota do acido chiquimico que catalisa a sintese dos
aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, e outros compostos usados
no metabolismo secundario em algas, plantas, bactérias e fungos (BENTLEY, 1990;
DUKE; POWLES, 2008; KISHORE; SHAH, 1988).

O mecanismo de resisténcia ao glifosato pode estar relacionado ou ndo com o
local de ag¢dao do herbicida (SAMMOS; GAINES, 2014). Mecanismo de resisténcia
relacionado ao local de acdo do herbicida pode envolver mutagdo pontual no gene que
codifica a expressao da enzima EPSPS, ou a superexpressao do gene EPSPs (GAINES
et al.,, 2010; KAUNDUM et al., 2008; TANI et al., 2015; YU et al., 2007). Ja o

mecanismo de resisténcia ndo relacionado ao local de acdo do herbicida, pode ser
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resultado de um simples mecanismo ou da combinagdo de dois ou mais mecanismos,
todos resultam na redu¢do da quantidade efetiva do herbicida que realmente chega ao
seu local de acdo (TANI et al., 2015). Este mecanismo pode incluir reducdo da
translocacdo e absorcdo do herbicida; sequestro no vacuolo e por consequéncia
inativagdo do herbicida; e rapida metabolizacdo e detoxificacdo do herbicida (BUSI,
VILA-AIUB; POWLES, 2010; GE et al., 2010; GONZALES-TORRALVA et al., 2012;
VILA-AIUB et al., 2012).

Em C. canadensis e C. bonariensis, os mecanismos de resisténcia ao glifosato
relatados estdo relacionados com a superexpressao da EPSPS, sequestro no vacuolo,
translocagdo diferencial e¢ metabolizagdo (FENG et al.,, 2004; GE et al., 2010;
GONZALES-TORRALVA et al., 2012; TANI et al., 2015). Para C. sumatrensis, ndo ha
relato de mecanismos de resisténcia ao glifosato. No entanto, hipotetiza-se que o
mecanismo de resisténcia seja similar ao das outras espécies.

O sequestro no vacuolo, aliado a superexpressdao da EPSPs, revela-se serem os
provaveis mecanismos de resisténcia de C. sumatrensis ao glifosato. De maneira
indireta, a investigacdo do envolvimento do sequestro no vactiolo como mecanismo de
resisténcia, pode ser realizada através da expressdo de genes promotores de proteinas
responsaveis por este sequestro (TANI et al.,, 2015). Grande familia de genes de
proteinas de transportes ABC (ATP-binding cassete) ¢ comum no genoma de plantas,
requerendo ATP para suas fungdes e transportar uma variedade de pequenas moléculas
através de membranas (REA, 2007; VERRIER et al., 2008). Enquanto todas as plantas
possuem capacidade de transportar glifosato através da membrana do tonoplasto, este
processo pode ser mais eficiente em bidtipos resistentes. A principal razao para este fato
¢ a superexpressdo dos genes que regulam as proteinas transportadoras ABC, que sdo
habeis em transportar rapidamente o glifosato até o vacuolo em biotipos resistentes (GE
etal., 2011).

No entanto, em populacdes Brasileiras de plantas daninhas do género Conyza,
foi identificado que ha diferencial translocagdo do glifosato em C. bonariensis
(FERREIRA et al 2008), mas este mecanismo de resisténcia ainda permanece obscuro
principalmente para C. sumatrensis. Embora se encontre na literatura hipoteses de

explicagdes, observa-se que o mecanismo de resisténcia de Conyza spp. ao glifosato
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ainda ndo estd totalmente elucidado, havendo a necessidade de trabalhos especificos a
nivel molecular, a fim de preencher esta lacuna do conhecimento.

Frente ao cendrio exposto, objetivou-se com este trabalho, investigar o
mecanismo de resisténcia de biotipos de C. sumatrensis resistente e suscetivel ao
herbicida glifosato, através da determinacdo dos niveis de expressdo dos genes

constitutivos EPSPs, M11 e M7.

7.4  Material e Métodos

7.4.1 Material Vegetal

Para a realizagdo deste estudo, foi utilizada uma populagdo de Conyza
sumatrensis resistente ao herbicida glifosato e outra suscetivel ao mesmo herbicida,
previamente identificadas em trabalho publicado na literatura (Tabela 13) (SANTOS et
al., 2014). Os biotipos foram semeados em bandejas plésticas, e quando ocorrida a
emergéncia, as plantulas foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade
volumétrica de 500 mL. Os bidtipos foram mantidos em casa-de-vegetacao e irrigados
diariamente até atingir o estddio de desenvolvimento adequando para o prosseguimento

do experimento.

Tabela 13. Identificagao do municipio e das coordenadas do local de coleta dos bidtipos
de Conyza sumatrensis suscetivel ¢ resistente ao herbicida glifosato
(SANTOS et al., 2014)

Codigo Municipio Coordenadas Glifosato

o Lat: 28°00°20.40°” N
Biotipo 2 Pontao Suscetivel
Lon: 52°45°12.40”” E

Lat: 28°18°06.51"” N
Biodtipo 5 Carazinho Resistente
Lon: 52°53’41.31” E

Fonte: Santos et al., (2014).
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7.4.2 Aplicacéo dos herbicidas e coleta do material vegetal

Quando atingiram o estadio de 4 a 6 folhas, as plantas foram tratadas com o
herbicida glifosato em duas doses: 1X (1080 g e.a. ha') e 8X (8640 g e.a. ha!), e mais
um tratamento testemunha sem a aplicagdo do herbicida. Como produto comercial, foi
utilizado ZAPP QI 620®. O delinecamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, com trés repeticdes de cada tratamento. Para realizar a pulverizagdo do
herbicida, foi utilizado pulverizador costal, pressurizado a CO,, calibrado para
proporcionar volume de aplicagdo de 150L ha! de calda herbicida, equipado com
pontas de pulverizagao tipo leque 110.015.

Foram coletadas folhas de cada tratamento aos 1 e 4 dias ap6s a aplicagdo dos
tratamentos (DAT), seguindo o mesmo padrao de coleta, sendo coletadas as folhas
intermediarias de cada planta. Apdés a coleta das folhas, as mesmas foram
acondicionadas em papel aluminio, devidamente identificadas e imediatamente
submersas em nitrogénio liquido em uma caixa de isopor, onde posteriormente foram
mantidas em ultrafreezer a -80°C até o momento da extracdo do RNA. Foram coletadas

trés replicatas biologicas de cada tratamento.

7.4.3 Extracdo do RNA e sintese do cDNA

A extra¢ao do RNA das folhas foi realizada com a utilizacao do kit de extracao
NucleoSpin® RNA Plant (Machery-Nagel, Alemanha) seguindo instrugdes do
fabricante. A quantificacdo e determinacdo da pureza das amostras foi avaliada
utilizando nanoespectrofotometro NanoDrop™2000 (Thermo Scientific, EUA), sendo
as amostras mensuradas na absorbancia de A260 e A280.

Para eliminagdo da contaminagdo com DNA genOmico, as amostras foram
tratadas com RQ1 RNase Free DNase (Promega, EUA) de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Para a constru¢do do ¢cDNA foi utilizado o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit® (Applied Biosystems, Estados Unidos), seguindo as instrugdes do

fabricante.
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7.4.4 Anélise em RT-qPCR

Os primers dos genes utilizados, tanto de referéncia, quanto os genes alvos,
estdo listados na Tabela 14. Os genes M11, M7 e Actina (gene referéncia) foram
selecionados a partir do trabalho realizado por Peng et al., (2010). O gene EPSPs foi

utilizado com base no trabalho realizado por Tani et al., (2015).

Tabela 14. Relag¢do dos genes e sequéncia dos primers dos quatro genes utilizados para
a andlise de RT-PCR em tempo real. Passo Fundo - 2017

Gene Sequéncia forward Sequéncia reverse
Actina 5’-gtggttcaactatgttcectg-3’ 5’-cttagaagcatttcctgtgg-3’
M11 5’-atgcetgtcttcttttacctttge-3’ 5’-cgacttcccactaccagttctte-3’
M7 5’-tcatgegtgttggatacegt-3’ 5’-accaagaagtgaggcgatgc-3’
EPSPs 5’-ccaccaccgagaaaccatca-3’ 5’-catcctectcaacgtttagee-3°

Fonte: Dados do autor.

Nota: Actina: gene de referéncia; M11 e M7: genes de proteinas transportadores ABC;
EPSPs: gene promotor da enzima EPSPs.

O cDNA obtido foi amplificado por PCR em tempo real (RT-qPCR) usando —se
o kit Fast SYBR® Grenn Master Mix (Applied Biosystems). A analise de RT-qPCR foi
realizada com equipamento Step One Plus ® (Applied Biosystems) em placas contendo
96 pocos MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems) com
selador MicroAmp® Optical Adhesive Film (Applied Biosystems). As concentragdes
dos primers e cDNA foram 5 uM e 20 ng, respectivamente. A reagdo de RT-PCR foi
realizada com trés replicatas técnicas das amostras.

As reagdes foram realizadas em volume final de 20 pL, formado por 2 uL da
amostra de ¢cDNA, 10 uL de SYBR® Green Master Mix, 2 uL da combinagao de

primers forward e reverse; ¢ 6 uL de agua Mili-Q.
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As etapas de amplificacdo incluiram um ciclo inicial de 95°C durante 20 s,
seguido de uma sequéncia de 40 ciclos: iniciando com 95°C por 3 s, 60°C por 30 s,
95°C por 15 s, 60°C por 60 s e 95°C° por 15 s. Para identificagdo dos produtos de PCR,

a curva de melting variou de 60°C a 95°C.

7.4.5 Analise da expressao génica

O célculo de expressao relativa foi realizado através do método 2-(AACt)
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), utilizando o gene de referéncia Actina para
normalizacdo dos dados obtidos por RT-qPCR. As médias foram comparadas pelo

desvio padrao e calculado o intervalo de confianca para todas as médias.

75 Resultados e Discussao

Os experimentos de RT-qPCR revelaram que em todos os tratamentos (controle
e plantas tratadas com glifosato) todos os genes estudados estavam presentes em ambos

os bidtipos.

7.5.1 Andlise da expressdo do gene EPSPs

A expressao relativa do gene EPSPS nao foi alterada pelos tratamentos avaliados
(Figura 7). Tanto na populagdo suscetivel quanto na resistente a expressdo foi
semelhante. A expressdo relativa do gene EPSPs nao foi afetada pela aplicagao de
glifosato. Dessa forma, pode-se afirmar que a maior expressdo ou maior numero de
copias do gene EPSPs ndo atuam como mecanismo de resisténcia ao glifosato nessa
populagao de C. sumatrensis.

A superexpressao do gene EPSPs foi relacionada como mecanismo de
resisténcia ao glifosato em Amaranthus palmeri e Lolium rigidum (BAERSON et al.,
2002; GAINES et al., 2010). O alto nivel de expressdao do gene EPSPs ¢ produzido pela

massiva amplificagdo do numero de copias do gene, e comumente, ocorre custo

Theodoro Schneider 98



adaptativo da espécie em funcao da superexpressdo do gene. Por este motivo, a
habilidade competitiva e/ou a capacidade de sobrevivéncia e dispersdo sao reduzidas em
funcdo do ambiente (POWLES; YU, 2010). Os resultados do presente trabalho ndo se
relacionam com encontrados em C. canadensis e C. bonariensis, onde a superexpressao
do gene EPSPs esté relacionada com o mecanismo de resisténcia ao glifosato (DINELLI
et al., 2008; TANI et al., 2015). Desta forma, provavelmente outros mecanismos nao
relacionados ao local de acdo do herbicida estejam associados com a resisténcia do
bidtipo de C. sumatrensis estudado. Pois, os intimeros trabalhos com plantas daninhas
do género Conyza, onde o mecanismo de resisténcia esta relacionado com a diferencial
translocagdo do herbicida, outros mecanismos atuam em conjunto (POWLES; YU,

2010).

Figura 7. Expressdo relativa do gene EPSPs em plantas de Conyza sumatrensis
suscetivel (S) e resistente (R) ao herbicida glifosato, em resposta a aplicagao
do glifosato. Figura A: expressao relativa a 1 DAT; Figura B: expressao
relativa a 4 DAT. C: controle sem aplica¢do do herbicida; 1x: aplicagdo de
I1x a dose do herbicida; 8x: aplicagdo de 8x a dose do herbicida. Barras
verticais indicam o intervalo de confian¢a (0=0,05). Passo Fundo - 2017
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7.5.2 Andlise da expressao dos genes M7 e M11

A avaliacdo da expressdo dos genes de proteinas transportadoras ABC, revelou
que ambos 0s genes apresentaram expressao relativa superior no biodtipo resistente com
a aplicagdo do glifosato em ambas as doses testadas.

O gene M7 apresentou a 1 dia apos a aplica¢do do herbicida (DAT) 4,6 vezes a
expressao relativa no biodtipo resistente quando aplicado 1x a dose do glifosato em
relacdo ao biotipo suscetivel ndo tratado com o herbicida (Figura 8A). Quando
comparado com a aplica¢do de 1x a dose do herbicida no bidtipo suscetivel, a expressao
foi 5,28 vezes superior. Com a aplicagdo de 8x a dose do glifosato, o gene M7 foi
expresso 2,41 vezes maior em relagdo biotipo suscetivel sem herbicida, e 4,3 vezes em

relagcdo ao biodtipo suscetivel com a aplicacao do glifosato a 8x.

Figura 8. Expressdo relativa do gene M7 em plantas de Conyza sumatrensis suscetivel
(S) e resistente (R) ao herbicida glifosato, em resposta a aplicagdo do
glifosato. Fugura A: expressdo relativa a 1 DAT; Figura B: expressao relativa
a 4 DAT. C: controle sem aplicagdo do herbicida; 1x: aplicacdo de 1x a dose
do herbicida; 8x: aplicacdo de 8x a dose do herbicida. Barras verticais
indicam o intervalo de confian¢a (0=0,05). Passo Fundo - 2017
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Quando avaliada a expressao do gene M7 aos 4 DAT (Figura §B), o padrao de
expressao relativa do gene permaneceu similar a avaliagdo a 1 DAT nas duas doses do
herbicida. No biodtipo resistente, a aplicacdo de 1x a dose do glifosato a expressao
relativa foi 4,69 vezes superior em relacdo ao mesmo tratamento no bidtipo suscetivel.
Analisando a expressao relativa aos 4 DAT com a aplicagao de 8x a dose do glifosato, o
biotipo resistente apresentou 2,33 vezes superior a expressdo em relagdo ao bidtipo
suscetivel sem herbicida. Em relagdo ao mesmo tratamento, a expressao no bidtipo
resistente foi 1,73 vezes maior comparado com o suscetivel.

De maneira geral, pode-se observar que a aplicagdo do glifosato nas duas doses
promoveu a expressdo do gene M7 no bidtipo resistente, tanto quando avaliado a 1
DAT, quanto aos 4 DAT. A maior expressao ocorrida foi quando aplicado 1x a dose do
glifosato, mantendo-se no mesmo nivel 4 dias apos a aplicacao. Com a aplicagao de 8x
a dose, a expressao do gene foi menor, no entanto foi significativamente superior do que
o nivel observado no tratamento sem herbicida para os dois bidtipos, e a 8x no bidtipo
suscetivel. Nas duas épocas de avaliacao (1 e 4 DAT), no bidtipo resistente o gene M7
apresentou expressao relativa superior ao bidtipo suscetivel no tratamento sem
herbicida. Observou-se aproximadamente o dobro da expressdo no bidtipo resistente.
Biotipos de Conyza canadensis resistentes ao glifosato, apresentaram expressao do gene
M7 superior sem a aplicagdo do glifosato (PENG et al., 2010; TANI et al., 2015).

O gene M7 foi encontrado com maior expressao em bidtipo de Conyza
canadensis resistente ao glifosato, no entanto, a 1 DAT a expressao foi superior com a
aplicacdo do herbicida. Ja aos 8 DAT, o maior nivel de expressao foi identificado no
biotipo resistente sem tratamento herbicida (TANI et al.,, 2015). Ainda para C.
canadensis, a expressdo do gene M7 foi aproximadamente 8 vezes superior no bidtipo
resistente em relacdao ao biodtipo suscetivel, ambos tratados com glifosato (PENG et al.,
2010). O gene M7 foi expresso em niveis maiores a 1 DAT, sendo reduzido na
avaliagdo aos 4 DAT. Este comportamento também foi observado em trabalho similar
realizado em C. canadensis (TANI et al., 2015).

Na avaliacao do gene M11 a expressao relativa foi superior no bidtipo resistente
(Figura 9). No entanto, nos tratamentos onde houve a aplicacdo do glifosato, os dois

bidtipos elevaram a expressdo do gene. De maneira contraria ao gene M7, o biotipo
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resistente apresentou baixa expressao do gene M11 sem tratamento herbicida. Na
avaliagdo da expressdo relativa do gene M11 a 1 DAT, foi possivel observar que no
bidtipo resistente com aplicacdo de 1x a dose de glifosato, a expressdo foi 8,6 vezes
superior em relacdo ao biotipo suscetivel sem herbicida (Figura 9A). Quando se
compara o tratamento de 1x a dose nos dois bidtipos, a expressdo foi 3,77 vezes maior
no bidtipo resistente, indicando que mesmo no bidtipo suscetivel ocorre o aumento da
expressao deste gene. Quando foi aplicado a dose 8x, a expressao relativa no bidtipo
resistente em relacao ao suscetivel sem herbicida foi de 7,42 vezes maior. Sendo que o

mesmo comportamento foi observando entre os bidtipos no mesmo tratamento.

Figura 9. Expressao relativa do gene M11 em plantas de Conyza sumatrensis suscetivel
(S) e resistente (R) ao herbicida glifosato, em resposta a aplicagdo do
glifosato. Figura A: expressdo relativa a 1 DAT; Figura B: expressao relativa
a 4 DAT. C: controle sem aplicacao do herbicida; 1x: aplicagcdo de 1x a dose
do herbicida; 8x: aplicagdo de 8x a dose do herbicida. Barras verticais
indicam o intervalo de confianca (0=0,05). Passo Fundo - 2017
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Fonte: Dados do autor.

A determinagdao da expressdo relativa do gene M11 aos 4 DAT apresentou
comportamento distinto (Figura 9B). No tratamento 1x no bidtipo resistente, a
expressao do gene reduziu em relagdo a 1 DAT, sendo 4,24 vezes superior no bidtipo
resistente. Ja para o tratamento onde aplicou-se 8x a dose, a expressdo elevou-se,

chegando a 10 vezes maior no biodtipo resistente em relagcdo ao suscetivel sem herbicida.
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No biotipo suscetivel, o tratamento com 8x a dose elevou a expressao aos 4 DAT. Desta
forma tanto para o biodtipo resistente, quanto para o suscetivel, a aplicagdo do glifosato
promove a expressdao do gene M11. Embora este fato ocorra, no bidtipo resistente o
nivel de expressao € superior em relacdo ao suscetivel.

A superexpressao do gene M11 também foi relacionado com a resisténcia ao
glifosato em Conyza canadensis, sendo que a aplicagdo de 8x a dose do glifosato
aumentou a expressao do gene (TANI et al., 2015). Em outro trabalho, o gene M11 foi
superexpresso no bidtipo suscetivel e no resistente em fungdo da aplicacao do glifosato,
no entanto, a maior expressio foi no biotipo resistente (PENG et al., 2010).
Corroborando com os resultados encontrados neste trabalho, 8x a dose do glifosato
aplicado em bidtipos de C. canadensis promoveram expressao relativa superior do gene
M11 em comparacao com a 1x a dose (TANI et al., 2015).

A avaliacdo dos niveis de expressdo dos EPSPs, M7 e M11 realizada com o
intuito de relacionar a superexpressdo dos genes com um possivel mecanismo de
resisténcia de C. sumatrensis ao glifosato. Este objetivo foi proposto em razao de haver
a ocorréncia de resisténcia de C. canadensis ao glifosato devido ao sequestro do
herbicida no vactiolo, que ocorre por consequéncia da superexpressdo dos genes que
codificam a expressdo de proteinas transportadoras ABC (GE et al., 2010; PENG et al.,
2010; TANI et al., 2015).

Uma vez que naturalmente as plantas possuem capacidade limitada de
metabolizar toxinas, o desenvolvimento de estratégias para detoxificar compostos tem
sido parte de mecanismos de evolugdo das plantas (YUAN; TRANEL; STEWART,
2007). Transportadores ABC s3o proteinas transmembranas que utilizam energia da
hidrélise do ATP para transportar inimeros substratos através de membranas
intracelular e extracelular, incluindo lipidios, xenobiodticos, hormdnios, metais e
produtos do metabolismo secundario (REA, 2007; VERRIER et al., 2008). Ainda,
proteinas ABC possuem a capacidade de transportar herbicidas e metabdlitos de
herbicidas (KLEIN; BURLA; MARTINOIA, 2000).

O mecanismo de resisténcia de Conyza spp. ao glifosato tem sido relacionado a
diversos fatores. A superexpressao da EPSPs ¢ um dos mecanismos de resisténcia

envolvido relacionado ao local de agao do herbicida (TANI et al., 2015). No entanto, no
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presente trabalho ndo foi identificado diferencial expressdo do gene EPSPs em
comparagao entre o biotipo resistente e suscetivel, o que revelou que este mecanismo
nao € o responsavel pela resisténcia desta populagdo de C. sumatrensis ao herbicida
glifosato. Ainda, o sequestro do glifosato no vactolo, diferencial translocacdo e
metabolizacdo do herbicida, sdo os mecanismos de resisténcia ao glifosato ndo
relacionados ao local de ag@o do herbicida que ja foram relatados na literatura (FENG et
al., 2004; GE et al., 2010; GONZALES-TORRALVA et al., 2012). A translocacao
diferencial do glifosato pode estar diretamente relacionada com o sequestro do herbicida
no vacuolo, uma vez que o herbicida aplicado permanece nas folhas e nao ¢ distribuido
para as outras partes da planta (POWLES; YU, 2010).

O sequestro do herbicida do vactiolo ¢ realizado por algumas das proteinas de
transportes ABC, e a investigacdo da expressao de genes codificadores destas proteinas
pode ser uma via de investigagdo do mecanismo de resisténcia. A identificacdo de quais
os genes relacionados com este processo possibilitou a comunidade cientifica a
realizagdo de trabalhos que objetivam a identificacdo do mecanismo de resisténcia de
espécies do género Conyza ao herbicida glifosato (PENG et al., 2010). Estes genes
podem estar expressos em maior nivel em biodtipos resistentes, ou até mesmo serem
superexpressos em funcdo da aplicagdo do herbicida (SHANER, 2009). Dado este que
corrobora com os resultados obtidos neste trabalho, onde o gene M7 no bibtipo
resistente o nivel de expressao € superior mesmo sem a aplicacao do herbicida. J& para o
gene M11, a superexpressdo do gene ocorre devido a aplicacdo do glifosato, sendo que
mesmo no bidtipo suscetivel o tratamento com glifosato promove a expressao do gene.

Neste trabalho foram selecionados os genes EPSPs, M7 e M11 para a realizagao
da investigacdo. A base para esta escolha deu-se em fungdo do gene EPSPS codificar a
expressao da enzima EPSPS, sendo esta o local de acdo do glifosato e por haver a
ocorréncia de superexpressao da EPSPS como mecanismo de resisténcia em plantas do
género Conyza ao glifosato. Ja4 os genes M7 e M11, a escolha ocorreu em fungdo da
estreita relacdo da superexpressdo destes genes com a resisténcia ao glifosato em C.
canadensis (PENG et al., 2010; TANI et al., 2015). A primeira hipotese de que haveria
superexpressdo do gene EPSPS ndo se confirmou, ja a hipotese do envolvimento dos

genes de proteinas transportadoras ABC M7 e M11 se confirmaram. Estes resultados
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sdo inovadores para as pesquisas que buscam caracterizar os mecanismos de resisténcia
ao glifosato em Conyza spp. no Brasil, uma vez que ja foram realizados trabalhos que
identificaram a translocacdo diferencial do glifosato, e a possivel relagdo com o
sequestro do herbicida no vactolo.

Deve-se considerar que ¢ grande o nimero de proteinas transportadoras ABC
nas mais diferentes espécies. Por este motivo necessita-se de maiores evidéncias que
envolvam as proteinas transportadoras ABC nos processos de sequestro no vacuolo e até
mesmo na diferencial translocacdo do glifosato em populagdes de Conyza spp.
resistentes ao herbicida glifosato.

No entanto, os resultados obtidos neste trabalho confirmam que ha relagdo entre
a superexpressao dos gene de proteinas transportadoras ABC M7 ¢ M11, com o bidtipo
de C. sumatrensis estudado. Trabalhos futuros necessitam ser realizados para se
investigar o possivel envolvimento de outros genes nesta relacdo, e avaliar nesta mesma
populacdao a dinamica do sequestro do glifosato no vacuolo através do método de

Ressonancia Magnética *'P-Nuclear (*'P-NMR) (GE et al., 2011).

7.6  Conclusdes

A andlise da expressio do gene EPSPsS demonstra que a quantidade de
transcritos nas duas populagdes avaliadas ¢ semelhante ¢ que ndo ha diferenca entre
plantas tratadas e ndo tratadas com glifosato. Desta forma pode-se afirmar que a maior
expressdo do gene EPSPS ndo ¢ a causa da resisténcia do bidtipo de Conyza sumatrensis
avaliado neste estudo.

Os genes M7 e M11 apresentam maior expressao relativa no bidtipo resistente. O
gene M7 apresenta expressao superior no biotipo resistente sem a aplicacao do glifosato.
A expressao deste gene ¢ induzida pela aplicagao do herbicida glifosato. O gene M11
apresenta expressao relativa superior no bidtipo resistente quando tratado com glifosato.
Desta forma pode-se afirmar que ha relagdo entre a superexpressao dos genes M7 e M11

com a resisténcia do bidtipo estudado de Conyza sumatrensis ao herbicida glifosato.
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8 CONCLUSAO GERAL

A grande maioria da populacdo de Conyza spp. estudada apresenta resisténcia ao
herbicida glifosato, no entanto ainda ha populagdes suscetiveis a este herbicida.

Populagdes de Conyza spp. resistentes ao herbicida glifosato sao eficientemente
controladas pelos herbicidas glufosinato de amonio, paraquate, diquate e glifosato +
saflufenacil, sendo que, 5 cm de estatura ¢ o estddio que apresenta o melhor momento
de controle desta espécie.

Nao ha diferencas de espessura da epiderme e didmetro dos feixes vasculares
entre biotipos de Conyza sumatrensis resistente e suscetivel ao glifosato, que possam
justificar a resisténcia.

A variabilidade genética entre as populagdes de Conyza sumatrensis ¢ elevada,
no entanto, hé indicios da utilizacdo de marcadores moleculares que possam identificar
individuos com resisténcia ao herbicida glifosato.

O mecanismo de resisténcia do biotipo de Conyza sumatrensis estudado ¢ a
superexpressdo dos genes M7 e M11, possivelmente envolvendo o sequentro do

herbicida no interior do vacuolo celular.
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