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Heranca genética da resisténcia de capim-amargoso ao glyphosate!

Genetic heritage of the resistance of sourgrass to glyphosate

Marcel Sereguin Cabral de Melo?; Danilo Carvalho Pereira da Silva®; Lucas Elache Rosa*;
Marcelo Nicolai®; Pedro Jacob Christoffoleti®

Resumo - A heranca genética da resisténcia ao glyphosate em capim-amargoso (Digitaria
insularis) pode ajudar a entender sua disseminacdo, porém a mesma ndo foi previamente
caracterizada. Estas informacdes sdo essenciais para o entendimento da evolucéo de resisténcia a
herbicidas na agricultura e o fluxo génico entre plantas resistentes e suscetiveis. Portanto, o
objetivo desta pesquisa foi investigar a herdabilidade dos genes de resisténcia entre os bidtipos
resistente e suscetivel ao glyphosate, através da determinacdo da suscetibilidade dos bio6tipos na
progénie F1. Para isso foi comparada a suscetibilidade da geracdo F1 dos biotipos resistente
(MG) e suscetivel (S), que permaneceram isolados ou induzidos a polinizag&o cruzada através do
acondicionamento de paniculas em sacos de polinizacdo. O grau de suscetibilidade ao glyphosate
foi medido através de curvas de dose-resposta da progénie F1. A geracdo F1 de plantas oriunda
de um possivel cruzamento entre os bi6tipos demonstrou 0 mesmo padrdo de suscetibilidade ao
glyphosate que a progénie oriunda da planta mae. Comparando as medias dos bidtipos resistentes
com os suscetiveis ao glyphosate foi calculado um fator de resisténcia de 4,01. Conclui-se que
ndo ha a transferéncia de genes de resisténcia apds inducdo ao cruzamento entre biétipos, sendo
necessarios mais estudos para determinar se isso ocorreu devido a espécie ser exclusivamente
autbgama ou se a resisténcia € poligénica, ndo seguindo o modelo de hereditariedade
monogénica. Desta forma, a dispersdo da resisténcia do capim-amargoso pode ser atribuida a
disseminacdo de suas sementes, e ndo a transferéncia génica entre bidtipos pela polinizacao
cruzada entre plantas, pois o trabalho evidéncia fecundacdo cruzada em taxas imperceptiveis pelo
estudo.

Palavras-chaves: cruzamento; Digitaria insularis; fluxo génico; progénie

Abstract - The gene flux through pollen and glyphosate resistance genetic inheritance in
sourgrass (Digitaria insularis) is important to understand this species spread, but it was not
previously characterized. This information is essential for the understanding of herbicide
resistance evolution rate in agriculture and the gene flux between resistant and susceptible
biotypes in the field. Therefore, the objective of this research was to quantify resistance gene
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inheritance among glyphosate resistant and susceptible biotypes, through the determination of the
level of susceptibility to the herbicide in the F1 progeny. it was compared to the F1 generation
susceptibility of resistant biotypes (MG) and susceptible (S), which remained isolated or induced
to cross-pollination through pollination bags. The sensitivity to glyphosate was measured in the
F1 progeny using dose-response curves. The F1 generation plants originating from a possible
crossing between biotypes showed the same pattern of glyphosate susceptibility than the parent
plant. Comparing the average of glyphosate resistant with susceptible biotypes a resistance factor
of 4.01 was calculated. We conclude that there is no transfer of resistance genes after cross-
pollination induction between susceptible and resistant biotypes. Further research is needed to
determine if this occurred due to D. insularis species be exclusively autogamous or if the
resistance is determined by more alleles, and thus does not follow the model of monogenic
inheritance. Therefore, the dispersibility of sourgrass resistance genes can be attributed to seed
dispersal and not for gene transfer between biotypes through cross pollination among plants,

since this study shows imperceptible cross-pollination rates.
Keywords: crossing; Digitaria insularis; gene flux; progeny

Introducéao

O proposito do manejo de plantas
daninhas €& minimizar as perdas de
produtividade das culturas devido a
interferéncia negativa dessas espécies, evitar
condicBes de colheita desfavoraveis, reduzir o
incremento do banco de sementes de plantas
daninhas e selecdo de bidtipos de plantas
daninhas resistentes a herbicidas; tudo isso
com 0 menor impacto ao ambiente possivel,
resultando também em lucratividade ao
produtor. A utilizacdo de herbicidas para o
controle de plantas daninhas se tornou a pratica
mais utilizada, uma vez que apresenta menor
custo, quando comparado com outros métodos
de controle, e de alta eficacia agronémica
(Oliveira Jr.; Constantin e Inoue, 2011).

O glyphosate é o herbicida mais
utilizado globalmente e vem sendo aplicado ha
mais de 40 anos em diversos sistemas de
producdo. A adocdo de culturas resistentes a
este herbicida e a queda da sua patente no ano
de 2000, -contribuiram para sua ampla
aceitabilidade e adocdo (Gianessi, 2004; Duke
e Powles, 2008). Esse herbicida tem como
mecanismo de acdo a inibicdo da 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase
(EPSPs) (EC 25.1.19), que é a enzima
responsdvel pela reacdo de condensacdo do
chiquimato-3-fosfato e fosfoenolpiruvato em
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EPSP e fosfato inorganico, na rota do acido
chiquimico (Geiger e Fuchs, 2002). A inibicdo
da EPSPs resulta no acumulo de 4cido
chiquimico e na reducdo da biossintese de
aminoécidos aromaticos, como fenilalanina,
triptofano e tirosina que sdo fundamentais para
a alocacdo do carbono nas plantas, além de
interferir na producéo de flavonas, isoflavonas,
antocianinas, taninos condensados, ligninas e
outros compostos fundamentais para o
desenvolvimento vegetal (Amrhein et al., 1980;
Taiz e Zeiger, 2013).

As plantas daninhas estdo
continuamente evoluindo e estdo sujeitas a um
processo de selecdo que pode ser causado por
diversos fatores, como o uso de herbicidas. A
resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é a
selecdo de individuos adaptados em uma
populacdo selvagem, devido a acdo de um
herbicida. Os bidtipos resistentes selecionados
se tornaram um dos maiores desafios nos
sistemas agricolas recentemente, sobretudo
pelo fato de um numero exponencial de novos
casos de resisténcia terem sido reportados nas
ultimas décadas, nos mais diversos sistemas de
producdo, associados a alta dependéncia de
herbicidas (Jasieniuk et al., 2008).

De acordo com Gunsolus (2008),
bidtipo pode ser definido como um conjunto de
individuos, dentro de uma populagdo, que
possuem caracteristicas fenotipicas
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semelhantes, mas que diferem em poucas
caracteristicas genéticas. Sendo assim, a
resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é
definida como a capacidade natural e herdavel
de determinados biotipos, dentro de uma
populacédo, de sobreviver e se reproduzir apos a
exposicdo a doses de herbicidas que seriam
letais a individuos normais (suscetiveis) da
mesma espécie (Christoffoleti e Lodpez-
Ovejero, 2008).

Uma das espécies de planta daninha que
sofreu grande pressdo de selecdo pelo uso
indiscriminado  de  glyphosate e  esta
disseminada pelas regides agricolas do pais é o
capim-amargoso (Digitaria insularis). O
primeiro caso relatado sobre o surgimento de
um bidtipo de Digitaria insularis (capim-
amargoso) resistente ao glyphosate veio do
Paraguai, no ano de 2006 (Heap, 2015). Esta
espécie  possui  caracteristicas como a
capacidade de formacdo de rizomas e touceiras,
sendo uma espécie de ciclo perene com
metabolismo fotossintético do tipo C4, além de
dispersar suas sementes utilizando correntes de
vento por possuir sementes com pilosidade
(Kissmann e Groth, 1997; Clayton et al., 2006;
Lorenzi, 2008). Estas caracteristicas, aliadas ao
grande percentual germinativo, faz com que

esta espécie tenha alta capacidade de
disseminacéo.
Apesar das praticas agronémicas

influenciarem a selecdo de biotipos resistentes
a herbicidas, fatores ligados a genética da
planta e a biologia da mesma apresentam papel

fundamental no desenvolvimento da
resisténcia. Dentre estes fatores esta a
frequéncia inicial de individuos resistentes na
populacdo, dominancia dos genes que

proporcionam resisténcia, tipo de fecundacéo,
adaptacdo ecoldgica, nUmero de geragdes por
ano, taxa de reproducdo, longevidade dos
propagulos no solo, suscetibilidade da planta
ao herbicida, entre outros (Matiello; Ronzelli
Junior e Purissimo, 1999). Portanto, estudar a
hereditariedade e transmissao das
caracteristicas de resisténcia a herbicidas se
torna importante.
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O primeiro passo apds o surgimento de
bidtipos suspeitos de resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas é realizar testes
experimentais comprobatorios da resisténcia
(Owen, 2011; Burgos et al.,, 2013). Sendo
assim, curvas de dose-resposta sdo realizadas
com o intuito de comparar bidtipos suspeitos
de resisténcia com bidtipos conhecidamente
suscetiveis (Beckie et al., 2000).

O fluxo de genes de resisténcia de uma
populacdo resistente a determinado herbicida
para outra populacdo suscetivel pode se dar
pela migracdo das sementes e também pela
dispersdo do pdlen, caso haja polinizacdo
cruzada entre as plantas desta espécie.
Portanto, populagdes em que a taxa de fluxo
génico ocorre através de polinizacdo cruzada
terdo maiores taxas de dispersdo da resisténcia
na populacdo (Jasieniuk et al., 1996). Assim, 0
fluxo génico pode aumentar a frequéncia de
alelos e, desta forma individuos resistentes na
populacéo.

A compreensao dos padrbes de heranca
de caracteristicas de resisténcia, bem como o
potencial de cruzamento pode ajudar a prever a
probabilidade e a velocidade de propagacéo da
resisténcia a herbicida em uma espécie
(Maxwell e Mortimer, 1994). A disseminacéo
da resisténcia a herbicida controlada por
heranca poligénica serd& mais lenta do que
quando um Unico alelo dominante esta
envolvido (Maxwell e Mortimer, 1994).

O padrdo de heranca da resisténcia do

capim-amargoso ao glyphosate ndao €
conhecido. Sendo assim, 0 objetivo ¢€
quantificar a taxa de cruzamento de bidtipos

resistentes e suscetivel ao glyphosate e
determinar o padrdo de heranga de genes que
conferem resisténcia.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido em
casa-de-vegetacdo do Departamento de
Producdo Vegetal, com irrigacdo diaria de
aproximadamente 4 mm distribuidos durante o
dia, no periodo de setembro de 2014 a janeiro
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de 2015. O bidtipo suscetivel (S) foi oriundo de
uma éarea sem histérico de aplicacdo de
glyphosate do municipio de Iracemapolis — SP,
cujas coordenadas geograficas séo
$22°39'17.1" W47°29'32.39", enquanto que 0
biotipo resistente (R) foi proveniente do
municipio de Campo Florido em Minas Gerais
(MG), cujas coordenadas geogréficas sdo
S19°45'48.80" W48°34'19.47" onde o produtor
tem um histdrico de 3 aplicagdes de glyphosate
anuais nos ultimos 5 anos. As plantas deste
biotipo sobreviveram a uma dose de glyphosate
(RoundUp Transorb R, 480 g ea. L*, SC,
Monsanto) de 1440 g e.a.ha®, sendo este
considerado como supostamente resistente ao
herbicida.

As sementes dos bidtipos foram
semeadas em Dbandejas preenchidas com
substrato comercial adubado, onde germinaram
e em seguida foram transplantadas quatro
plantas por vaso plastico de 10 L e 2 vasos para
cada biotipo, onde permaneceram até a
producdo de sementes. Durante a fase de
emisséo da inflorescéncia, foram ensacadas em
sacos de polinizacdo paniculas nas seguintes
combinagBes: uma panicula do bidtipo S junto
com uma do bidtipo MG (SxMG); uma
panicula do biétipo MG junto com uma do
bidtipo S (MGxS); somente uma panicula do
bidtipo S (S) e somente uma panicula do
bidtipo MG (MG). Ap6s a maturacdo das
sementes as inflorescéncias foram separadas e
designadas de acordo com sua planta de origem
vindo primeiramente na nomenclatura adotada,
sendo a planta mde S ensacada com uma
panicula MG com a nomenclatura “SxMG”, a
planta mde MG ensacada com uma panicula S
com a nomenclatura “MGxS” e as que foram
ensacadas sozinhas nomeadas com a sigla do
biotipo materno, “S” ou “MG” apenas. Em
outros trabalhos o saco de polinizacdo €
utilizado apdés uma polinizacdo artificial ser
efetuada, com intuito de evitar a contaminagéo
dos botdes polinizados (Souza et al., 2015), o
gue mostra que as inflorescéncias ficam
completamente isoladas apds serem ensacadas.
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Na segunda etapa foram semeadas as
sementes das paniculas S, MG, SXMG e MGXS
em bandejas preenchidas com substrato
comercial adubado, onde permaneceram até a
emergéncia, sendo transplantadas duas plantas
por vaso plastico de 1,0 L, também
preenchidos com substrato comercial adubado
e conduzidas até o estadio vegetativo 23(2 a 3
perfilhos), segundo a escala de BBCH (HESS
et al., 1997). Neste estadio, os tratamentos
foram aplicados utilizando um pulverizador
costal, com pressdo constante de 2,0 bar (200
kPa) pressurizado com CO., equipado com
ponta do tipo leque Teejet XR 110.02,
aplicando um volume de calda correspondente
a 200 L.ha*. Cada populacéo foi submetida aos
tratamentos herbicidas constituidos de sete
doses de glyphosate: 120, 240, 480, 960, 1.920,
3.840, 7.680 g ea hal, bem como a
testemunha sem aplicagdo do herbicida
glyphosate. O delineamento experimental
adotado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticBes e oito tratamentos, somando
assim 32 unidades experimentais por
populacéo aplicada.

Apos a aplicacdo dos tratamentos foram
realizadas avaliacbes visuais percentuais de
controle aos 7, 14, 21 e 28 dias apds o0s
tratamentos, onde 0 representava auséncia total
de sintomas, e 100, morte da planta. Apés a
altima avaliacdo visual de controle foi
realizada a coleta da parte aérea das plantas
para mensuracdo de massa seca, apos secagem
em estufa até peso constante.

Os dados obtidos no experimento foram
inicialmente submetidos a aplicacdo do teste F
sobre a analise de variancia. Em seguida, foram
ajustados ao modelo de regresséo ndo-linear do
tipo logistico no qual as varidveis controle e
massa seca foram ajustadas ao modelo
proposto por Knezevic et al. (2007), com a
equacao abaixo.

y= d/1+ exp[b (logx — loge)]

Em que: y é a variavel avaliada, x € a
dose do herbicida e “b”, “d” e “e” sdo
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parametros da curva, de modo que “b” ¢ a
declividade da curva, “d” ¢ o limite superior da
curva e “e” a dose que proporciona 50% de
resposta da variavel.

O modelo logistico apresenta vantagens
uma vez que um dos termos integrantes da
equacdo € uma estimativa do valor de C50 ou
de GR50 (Christoffoleti, 2002). O C50
(controle de 50% da populacdo) e o GR50
(reducdo de 50% do crescimento) séo as doses
do herbicida que proporcionam 50% de
controle ou de reducdo de massa da planta
daninha, respectivamente (Christoffoleti, 2002;
Christoffoleti e LoOpez-Ovejero, 2004). Os
resultados para a obtencdo das curvas de dose-

resposta foram fornecidos pelo modelo
estatistico usado no programa R.
Resultados e Discusséo

Os parametros obtidos através da

regressdo nao-linear para a avaliagdo de
controle visual e reducéo de crescimento, estdo
descritos na Tabela 1. E possivel evidenciar a
diferenca entre as populacbes que foram
consideradas suscetiveis (S e SXMG), daquelas
que foram consideradas resistentes (MG e
MGXxS) ao comparar as doses obtidas pelo
modelo dentro das colunas DE50 e DE90
mostrados na Tabela 2. Com isso podemos
notar que mesmo apO6s a conducdo das
paniculas ensacadas entre os bibtipos S e MG,
as plantas da geracdo F1 demonstraram o
mesmo padréo de suscetibilidade ao glyphosate
que a planta mée, ou seja, o bidtipo SXxMG
apresentou alta suscetibilidade ao herbicida
assim como a planta mée S e o bi6étipo MGxS
demonstrou resisténcia ao herbicida como a
planta mde MG. Este fato pode ser visualizado
claramente nas curvas de dose resposta
apresentadas nas Figuras 1 e 2.

Entre os bidtipos resistentes (MG e
MGXxS), a dose necessaria para reduzir o
crescimento em 90% (BHS) variou entre
4653,7 (£ 927,75) e 5582,6 (+ 1178,99) g e.a.
ha!, com dose média de 5118,15 g e.a. ha™ de
glyphosate enquanto que para 0s bidtipos
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suscetiveis S e SXMG a dose necessaria para
reduzir o crescimento em 90% variou entre
1235,4(% 205) e 1314,7 (+ 235,37) g e.a. ha?,
com dose média de 1275,05 g e.a. ha’ de
glyphosate.

Comparando as médias das plantas do
biotipo resistente com as plantas do suscetivel
ao glyphosate foi obtido um fator de resisténcia
de 4,01, caracterizando a diferenca de
suscetibilidade entre os bi6tipos. Brunharo
(2014) em sua dissertacdo de mestrado
verificou que para reduzir 0 crescimento em
95%, a populacdo com suspeita de resisténcia
necessitaria quase 13 vezes mais herbicida
quando comparada com a populacdo suscetivel
de Chloris elata. Norsworthy et al. (2008),
baseando-se na comparacdo entre bio6tipos
resistente e suscetivel de Amaranthus palmeri,
encontrou uma diferenca de 79 a 115 vezes
maior e uma diferenca de 3,4 vezes para dose
de glyphosate recomendada para aplicacdo no
campo.

Trainer et al. (2005) encontrou um fator
de resisténcia ao glyphosate de 33 e 39 vezes
ao estudar biotipos de buva. Alacon-Reverte et
al. (2013), estudaram duas populacbes da
planta daninha Echinochloa colona na
California através de experimentos de dose-
resposta e encontraram seu fator de resisténcia
de 6,6, com base na DES50. Esse valor
encontrado é similar ao encontrado por Travlos
e Chachalis (2010), que calcularam o fator de
resisténcia para a espécie Conyza bonariensis
variando entre 4 e 7 vezes, porém maior que 0s
encontrados por Ng et al. (2004) para a espécie
Eleusine indica da Malasia.

Mueller et al. (2011), pesquisando
através de experimentos de dose-respostas
sobre a possivel existéncia de resisténcia de
Eleusine indica ao glyphosate no Tennessee
(EUA) com dois biotipos (um com suspeita de
resisténcia e outro conhecidamente suscetivel),
descobriram um  fator de resisténcia
equivalente a 7,4. Plantas escapes de Sorghum
halepense provenientes de areas onde o
herbicida glyphosate vinha sendo usado em
lavouras de soja por mais de 6 anos,
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apresentaram fator de resisténcia da ordem de dose-resposta (Riar et al., 2011).
7,3 vezes ap6s o estudo através de curvas de

Tabela 1. Parametros da equacdo de curva de dose-resposta utilizando os dados de controle
visual e reducdo de crescimento percentual, gerados para as populacfes S, S X MG, MG e MG X
S de Digitaria insularis. Piracicaba (SP), 2015.

Populagdo b+ SE d+ SE e+ SE
S -2,033£0,244 101,435 +2,290 373,094 + 25,139
Controle visual Sx MG -1,882 + 0,224 101,730 +2,412 412,239 + 29,259
MG -1,017 £ 0,121 113,303 + 6,206 1227,423 + 196,539
MG x S -1,060 + 0,124 112,312 £ 5,622 1150,987 + 166,328
b+ SE d+ SE e + SE
S 1,934 + 0,309 99,910 +4,929 422,245 + 45,963
Massa seca SxMG _ 2,206 + 0,395 98,430 +4,832 456,332 + 47,284
Campo Florido - MG (MG) 1,337 £ 0,217 94,345 +5,104 1080,404 + 184,734
MG x S 1,457 £ 0,229 95,577 £ 4,776 1030,892 + 154,782

“b” ¢é a declividade da curva, “d” é o limite superior da curva e “e” a dose que proporciona 50% de resposta da variavel. *Erro padrdo do modelo.
Modelo proposto por Knezevic et al. (2007), y= d/1+ exp[b (log x - log €)]

Tabela 2. Doses estimadas (DE) para o controle ou reducdo de crescimento de 50% e 90%
(DE50 e DE90) das populagdes S, S x MG, MG e MG x S de Digitaria insularis, e o desvio
padrdo. Piracicaba (SP), 2015.

DE* 50

Dados avaliados Populagéo (g e.aha?) Erro Padréo DE*90 (ge.a.hal)  Erro Padrdo
S 373,09 125,14 1099,1 +167,96
Controle Visual (%) Sx MG 412,24 +29,259 13249 217,86
MG 1227,42 +196,54 10628,1 +4068,66
MG x S 1150,99 166,328 91421 +3210,31
S 422,25 145,964 13147 +235,37
Reducdo de crescimento (%) Sx MG 456,33 147,284 12354 +205,00
MG 1080,4 184,735 5582,6 +1178,99
MG x S 1030,89 154,782 4653,7 927,75

* Dose estimada da equagdo do modelo proposto por Knezevic et al. (2007), y= d/1+ exp[b (log x - log €)]

Carvalho et al. (2011), estudando a
planta daninha Digitaria insularis em casa de
vegetacdo, obteve controle visual de 50%
utilizando o herbicida glyphosate nas doses de
63,6, 148,8, 249 e 248 g e.a. ha' para os
bidtipos S, R1, R2 e R3 (Suscetivel, Resistente
1, Resistente 2 e Resistente 3),
respectivamente, calculando um fator de
resisténcia de 2,3 (populacdo R1), 3,9
(populacdo R2) e 3,9 (populacéo R3). Os dados
para fator de resisténcia obtidos nesta pesquisa
confirmam a resisténcia ao glyphosate para o
bidtipo MG, quando comparado aos fatores de
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resisténcia encontrados pelos autores citados
anteriormente.

Sendo as caracteristicas de resisténcia
de um biétipo de planta daninha intrinsecas ao
DNA, podemos assumir que tais caracteristicas
sejam herdaveis (WSSA, 1998). Sendo assim,
uma das hipdteses que podemos inferir
baseando-se nos dados obtidos neste trabalho é
que a caracteristica de resisténcia ao glyphosate
encontrada nestes biotipos de D. insularis pode
ser influenciada por mais de uma alteragdo no
genotipo dos bidtipos resistentes (resisténcia
poligénica), por ndo haver nenhuma mudanca
na resposta ao produto apos o0 cruzamento.
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Figura 1. Curva de dose-resposta utilizando os dados de controle visual percentual para as
populagdes S, S x MG, MG e MG x S. Piracicaba (SP), 2015.
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Figura 2. Curva de dose-resposta utilizando os dados de reduc¢do do crescimento percentual para
as populagdes S, S x MG, MG e MG x S. Piracicaba (SP), 2015.

Outra possivel explicagdo para 0s
resultados encontrados seria a de que a D.
insularis € uma espécie autogama. Na literatura
ndo existe nenhuma referéncia descrevendo a
D. insularis como autégama ou halégama. Para
Conyza canadensis de natureza autdgama
utilizando o modelo de hereditariedade simples
para a resisténcia ao glyphosate, associado ao
fato de que populagbes heterozigoticas
sobreviveram a aplicacGes de doses bem acima
do recomendado, foi possivel prever um rapido
aumento na frequéncia do alelo que confere a

REBH

resisténcia quando submetido a selecdo
continua pelo glyphosate (Zelaya; Owen e
Vangessel, 2004). Brown e Brown (1996)
encontraram hibridos de Brassica napus
resistente e Brassica campestris suscetivel que
expressaram resisténcia  ao  herbicida
glufosinato de amonio.

Conclusoes

N&o houve fluxo génico de resisténcia
entre os biotipos suscetivel e resistente,
baseando-se nas condi¢bes estudadas e
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metodologia adotada neste experimento e
utilizando como parametro de avalicdo curva
de dose-resposta na progénie F1. Todavia, mais
estudos sdo necessarios para determinar se este
fato ocorreu devido a espécie D. insularis ser
autdgama ou se a resisténcia é determinada por
maior numero de alelos, e que, portanto, ndo
segue 0 modelo de hereditariedade simples
estudado neste trabalho.
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