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RESUMO - Espécies de plantas daninhas apresentam elevada variabilidade genética entre plantas
dentro de uma populacao e exibem potencial para adaptar-se ao manejo realizado para o seu
controle. Sementes de picdo-preto foram coletadas em uma area retangular de 60 hectares,
numa propriedade do municipio de Almirante Tamandaré do Sul-RS, com suspeita de resisténcia
aos inibidores de ALS e cultivada com soja por aproximadamente 20 anos. Os objetivos deste
trabalho foram avaliar a variabilidade genética de acessos de Bidens spp. oriundos de uma
unica propriedade, verificar a dispersao da resisténcia na gleba amostrada e determinar a
relacdo entre o coeficiente de similaridade genética e a distancia geografica entre os acessos da
mesma populacao. A area foi dividida em 100 pontos de coleta georreferenciados, dentre os
quais apenas 40 possuiam plantas de Bidens spp. Essas sementes foram colocadas em potes
plasticos com capacidade de 300 ml e, quando as plantulas apresentavam duas folhas, foram
submetidas a aspersao de chlorimuron na dose de 200 g ha!, para confirmacao da resisténcia.
A extracao do DNA foi realizada a partir de adaptacoes de protocolos existentes na literatura. No
minimo 20 plantas de cada ponto amostrado foram utilizadas para a formacao de bulk’s de
DNA. Vinte e seis primers do kit operon foram utilizados. Os acessos de Bidens spp. apresentaram
grande variabilidade genética dentro da populacao. A analise de RAPD nao permitiu separar as
espécies Bidens pilosa e Bidens subalternans. A resisténcia aos herbicidas inibidores de ALS
esta disseminada em toda a area amostrada dentro da propriedade. Nao ocorre relacdo entre
distancia geografica e similaridade genética entre os acessos da populacao.
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ABSTRACT - Weed species present high genetic variability among plants within a population and
show potential to adapt to control tactics. Seeds of Bidens spp. (BIDSS) were collected in a 60 ha
rectangular area, in a property located in Almirante Tamandaré do Sul, RS, with suspected ALS
resistance, and cultivated with soybean during approximately 20 years. The objectives of this
worl were to evaluate the genetic variability of accesses of Bidens spp. collected in only one
property, to verify resistance dispersion and to determine the relation between the coefficient of
genetic similarity and the geographic distance among accesses of the same population. The area
was divided into 100 geo-referenced points of seed samplings, among which only 40 points had
BIDSS plants. These seeds had been placed in plastic pots with capacity of 300 mL and when
seedlings presented two leaves, they were sprayed with chlorimuron at a dose of 200 of g ha'! for
resistance confirmation. DNA extraction was conducted according to the literature protocols. Twenty
plants from each sampled site were used for the formation of DNA bulk. Twenty and six primers
of the operon kit were also used. The BIDSS accesses presented great genetic variability within
the population. RAPD analysis did not allow the separation of the species Bidens pilosa and
Bidens subalternans. The resistance to the ALS inhibitors was spread in all the sampled area
inside the property. No relation was verified between geographic distance and genetic similarity,
suggesting no founder effect occurred in the area.

Keywords: genetics, founder effect, Bidens pilosa, Bidens subalternans, resistance.
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INTRODUCAO

As espécies de plantas daninhas, em geral,
apresentam elevada variabilidade genética
entre plantas dentro da populacdo ou entre
plantas de populacoées distintas, exibindo assim
potencial para adaptar-se ao manejo realizado
para o seu controle (Holt & Hochberg, 1997).
A variabilidade genética € um importante pré-
requisito para a evolucao, para o sucesso no
estabelecimento e para a dispersao de semen-
tes, sendo encontrada em plantas daninhas
(Silverstown & Lovett Doust, 1993).

A evolucao de plantas daninhas deve-se a
introducao de novas caracteristicas advindas
de plantas silvestres ou de outras plantas
daninhas. Com o desenvolvimento da biologia
molecular, é possivel estimar a variabilidade
genética dentro da espécie através do uso de
marcadores moleculares. Entre as técnicas
mais utilizadas para caracterizacdo genética
de espécies em que se desconhecem maiores
informacobes genéticas encontram-se os mar-
cadores do tipo RAPD.

Trabalhos com Kochia scoparia obtidos de
diferentes locais concluiram que podem ocor-
rer diferentes mutacdes no seu genoma. A
enzima ALS oriunda de populacoes distintas
apresenta mutacdes em varios aminoacidos,
indicando que existe grande variabilidade den-
tro da mesma espécie (Guttierri et al., 1992).

Trabalhos realizados com biotipos de
Poa annuaresistentes e sensiveis aos inibidores
do fluxo de elétrons no fotossistema II, para
avaliar os polimorfismos morfologico e
isoenzimatico, demonstraram existir variacao
genética entre estes. Este estudo nao excluiu
a possibilidade da acao do efeito fundador
produzindo o polimorfismo desses biotipos
(Darmency & Gasquez, 1981). O efeito fun-
dador é definido como o estabelecimento de
uma nova populacao por meio de alguns poucos
individuos que carregam consigo somente
uma pequena fracdo da variacdo genética
total da populacao parental (Ridley, 2003). O
efeito fundador ocorre quando uma populacao
passa por um efeito denominado gargalo, no
qual somente alguns individuos da populacao
sobrevivem as alteracoes no ambiente; a partir
destes, a populacdao se expande novamente,
podendo colonizar novos ambientes (Ridley,
2003).
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Ha duvidas quanto a origem da resisténcia
na propriedade: ela pode ser introduzida no
local através da migracao de individuos (fluxo
de genes), ou através de selecao de um biotipo
e, a partir deste, aumento da populacao, ou
através de varios efeitos mutacionais dentro
da mesma populagio (Maxwell & Mortimer,
1994).

Trabalhos que avaliaram a similaridade ge-
nética entre biotipos de Euphorbia heterophylla
demonstraram que a resisténcia aos herbicidas
inibidores de ALS ocorreu de forma indepen-
dente nos locais avaliados (Winkler et al.,
2002). Contudo, o método de amostragem
utilizado nestes trabalhos nao foi totalmente
adequado, devido a grande extensao terri-
torial amostrada e a falta de georreferen-
ciamento.

Avaliando a dispersao e variagao genética
de Solanum nigrum resistente e sensivel aos
herbicidas inibidores de FS II em 25 locais na
Franca, Polonia e Reino Unido, foi verificada
elevada similaridade genética entre as
varias populacoes. O resultado dessa pesquisa
sugeriu que a dispersao de sementes de
Solanum nigrum ocorreu por meio de aves
migratoérias entre os paises amostrados.
Todavia, entre trés populacoes, devido a baixa
similaridade encontrada, especula-se que a
resisténcia tenha ocorrido de forma indepen-
dente (Stankiewicz et al., 2001).

Trabalho realizado para verificar a
dispersao de Avena fatua na provincia de
Manitoba (Canadd), com georreferenciamento
dos locais de coleta e posterior determinacao
da resisténcia para os herbicidas inibidores
de ACCase, concluiu que a resisténcia neste
municipio era localizada em apenas poucos
pontos amostrados, mas que a dispersao da
resisténcia para todo o municipio, através da
disseminacdo de sementes, representava um
elevado risco (Bourgeois & Morrison, 1997).
Da teoria especula-se que a analise da rela-
cao entre a distancia geografica dos individuos
amostrados e os respectivos coeficientes de
similaridade genética possibilitaria quatro
tipos de resultado e respectivas hipoteses expli-
cativas. Em primeiro lugar, a existéncia de
regressao negativa entre ambas as variaveis
indicaria que os individuos mais proximos
apresentariam maior similaridade, e esta
decresceria com o aumento da distancia, por
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estarem isolados geograficamente/genetica-
mente. Em segundo lugar, ha a possibilidade
de ocorrer regressao positiva entre ambas as
variaveis, indicando que, a medida que os
individuos ficam mais distantes entre si,
aumenta a similaridade genética entre eles.
Esse resultado € pouco provavel de ocorrer em
plantas daninhas. Em terceiro lugar, quando
ocorresse elevada similaridade genética entre
os individuos amostrados, independentemente
da localizacao geografica entre eles, seria
indicativo de ocorréncia de fatores homogeni-
zadores da populacado, como autofecundacao,
apomixia e reproducio vegetativa (clones). Esse
tipo de resultado também seria esperado na
ocorréncia de efeito fundador recente. Final-
mente, quando ocorresse baixa similaridade
genética entre os individuos amostrados, inde-
pendentemente de sua localizacdo geografica,
seria indicativo da ocorréncia de fatores hetero-
genizadores, como elevada taxa de fecundacao
cruzada ou imigracdo de novos individuos
através de animais, insetos e antropocoria
(atividade humana).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar
a variabilidade genética de acessos de
Bidens spp. coletados em uma propriedade,
verificar a dispersao da resisténcia na gleba
amostrada na propriedade e determinar a rela-
cao entre o coeficiente de similaridade genética
e a distancia geografica entre os acessos da
mesma populacao.

MATERIAL E METODOS

Coleta de sementes e material vegetal
para verificacao da resisténcia

A coleta das sementes de Bidens spp. foi
feita na propriedade denominada Fazenda
Knopp, localizada no municipio de Almirante
Tamandaré do Sul, no Planalto Gaucho. A area
amostrada correspondeu a uma gleba retan-
gular de aproximadamente 60 ha, cultivada com
soja durante cerca de 20 anos. Essa gleba foi
fracionada em 100 pontos de coleta, sendo cada
ponto identificado de acordo com sua posicao
no retangulo, conforme Figura 1. Em cada ponto
foram coletadas aproximadamente 100 semen-
tes de Bidens spp. de plantas diferentes.

As sementes de cada ponto foram semea-
das em potes plasticos com volume de 200 mL,
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preenchidos com substrato areia:solo (1:1) e
colocados em casa de vegetacao até atingirem
o estadio de desenvolvimento de duas folhas.
As plantas foram aspergidas com chlorimuron
200 g ha’!, para confirmar sua resisténcia ao
produto. Quando as plantas apresentavam de
quatro a seis folhas, foram realizadas coletas
de material vegetal. Para cada amostra, foram
coletadas folhas de 20 plantulas e separadas
por espécie — Bidens pilosa (BIDPI) e Bidens
subalternans (BIDSU). Estas foram colocadas
em envelopes de papel-aluminio e congeladas
em nitrogénio liquido, até a extracdo do seu
DNA.

Extracao de DNA e quantificacao

Foram realizados testes com varios proto-
colos de extracdo de DNA, devido a rapida
oxidacao das folhas de Bidens spp. O protocolo
de extracdo que melhor se adaptou a extracao
do DNA desta espécie foi o que utilizou o deter-
gente cationico CTAB (Ferreira & Grattapaglia,
1995) adaptado pelo método de Edwards et al.
(1991).

A extracao foi realizada em bulk’s devido
a baixa concentracao de DNA obtido em uma
folha apenas. As folhas foram maceradas na
presenca de nitrogénio liquido. Ao resultado
da maceracao foram adicionados 620 mL do
tampao de extracdo composto de PVP 2%,
CTAB 1,1%, TrisHCI 1M pH 8,0, EDTA 0,5M,
NaCl 5M, agua “miliq” estéril, 69 mL de SDS
20% e mais 1,6 mL de proteinase K. A emulsao
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Figura 1 - Mapa da gleba onde foi realizada a coleta de
sementes de Bidens spp. Pontos de coleta (O) distanciados
na horizontal em 100 metros e na vertical em 50 metros.
Quadrados cinza indicam locais coletados, e 0s pretos,
provavel posicéo do surgimento da resisténcia aos
herbicidasinibidoresde ALS na area.
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resultante dessa mistura foi colocada em
banho-maria por 30 minutos a 65 °C. Apos esta
etapa, foram adicionados 310 mL de fenol mais
310 mL de cloroférmio:alcool isoamilico na
proporcao de 24:1 (v/v). Essa emulsao foi
centrifugada por 10 minutos a 13.000 rpm. O
sobrenadante foi separado em tubo eppendorf.
Posteriormente, foi realizada a precipitacao das
proteinas com etanol absoluto e centrifugado.
O sobrenadante contendo a fase aquosa da
solucao foi utilizado, e lavagens sucessivas
deste com etanol 70% foram feitas. Estas
lavagens devem-se a rapida oxidacao do tecido
vegetal durante a coleta e extracdo de DNA.
Apo6s cada uma das lavagens, ocorreu a
centrifugacao por 6 minutos a 13.000 rpm.
Depois da realizacdao das lavagens, o
precipitado foi secado, sendo adicionados
50 mL de solucao com TE (Tris-EDTA) 0,1X e a
enzima RNAse. O precipitado foi incubado por
30 minutos a 37 °C; depois de incubado, ele
foi novamente lavado com etanol 70% e, entao,
centrifugado. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado colocado para secar. Apos seco,
o DNA foi ressuspenso em 100 mL de TE 0, 1X.
Para o controle da qualidade e estimativa da
concentracao do DNA, apds a extracao, foi
realizada a quantificacdo com espectrofo-
tometro Espectronic Génesis 2. Para a
quantificacao, foram diluidos 50 mL da solucao
de DNA extraido em 450 mL de agua milliq,
realizando-se medi¢cdes nos comprimentos de
onda de 260 e 280 nanometros para deter-
minacado da concentracao e pureza de DNA e
proteina, respectivamente. A proporc¢ao dessas
duas medicoes (OD260/0D280) indica a
qualidade do DNA. Ap6s a verificacdo da pureza
e concentracido, as amostras de DNA foram
padronizadas em concentracdes de 10 ng mL™!,
que foi a concentracado final da solucao de
trabalho.

Selecao de primers e programacao do
termociclador

A selecao de primers foi realizada com
aqueles que produziram o maior numero de
amplificacoes de bandas no material testado
(Bidens pilosa), os quais foram provenientes da
Empresa Operon Technologies (Alameda, CA).
Foram selecionados 26 primers, utilizados para
os estudos de caracterizacao e avaliacao da si-
milaridade genética das populacdes (Tabela 1).
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Tabela 1 - ldentificag@o e seqiiéncia dos 26 primers rando-
micos utilizados como marcadores RAPD

Primer Seqiiéncia Primer Seqiiéncia
OPAD1 | ACCGCGAAGG | OPAI19 | AATGCGGGAG
OPAD 4 TCTGGTGAGG OPAI 20 AAAGTGCGGG
OPAD9 | CTCTGGAGAC OPE 6 AAGACCCCTC
OPAD 10 | GGTCTACACC OPE 9 CTTCACCCGA
OPAD 17 | TTTCCCACGG OPE 10 CACCAGGTGA
OPAD 18 | CTGGGGACTT OPE 11 GAGTCTCAGG
OPAF 18 | TTCCCGGGTT OPE 12 TTATCGCCCC
OPAF 19 | CCTCTAGACC OPE 13 CCCGATTCGG
OPAF20 | GGTCTAGAGG OPP5 CCCCGGTAAC
OPAG1 | CTACGGAGGA OPP 6 GTGGGCTGAC
OPAG 19 | GTCAGGGCAA OPP 8 ACATCGCCCA
OPAG 20 | TCTCCCTCAG OPP9 GTGGTCCGCA
OPAI 14 | TGACGGCGGT OPP 10 TCCCGCCTAC

As reacdes de PCR foram realizadas em
termociclador PTC-100 (Programmable
Thermal Controller MJ Research, INC) regulado
para 35 ciclos; na primeira etapa, foram
submetidos a temperatura de 94 °C por trés
minutos, para ocorrer a desnaturacao da fita
de DNA - depois, um minuto a 94 °C, um
minuto a 35 °C e dois minutos a 72 °C. Uma
incubacao de 10 minutos a 72 °C foi incluida
como etapa final.

Analise dos dados

Os produtos de amplificagcdo foram ana-
lisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%,
submetido a uma tensao elétrica de 100 Volts,
em tampao TBE 1x (Tris, acido borico, EDTA
e agua), padronizando-se a migracao do DNA
nos géis em 10 cm a partir do ponto de apli-
cacao. Os géis foram corados em brometo de
etidio (0,15 mL mL!) e visualizados em translu-
minador UV. Os tamanhos dos fragmentos
foram determinados com a utilizacao do
programa Kodak EDAS 290 (Eletrophoresis
Documentation and Analysis System), compa-
rando-se com o padrao de 1.000 pares de base
(Gibco BRL).

Os dados coletados foram relacionados
com a presenca (1) ou auséncia (0) de bandas.
O coeficiente para o calculo de similaridade
utilizado na analise dos individuos foi o de
Jaccard. Com os dados de similaridade foi feita
a analise de agrupamento (médulo SAHN do
NTSYS), utilizando o método da média das
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distancias (UPGMA-Unweighted Pair-Group
Method using and Arithmetic Average), e a
construcao dos dendogramas, com o auxilio
do programa computacional Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System —
NTSYSpc, versao 2.1 (Rohlf, 2000).

Para realizar a regressao entre a varia-
bilidade genética e a distancia geografica dos
acessos, foi calculada a distancia geografica en-
tre pontos de coleta das sementes e a variabili-
dade genética calculada através do coeficiente
de Jaccard, comparando-se todas as popula-
coes entre si através do programa Statisticals
Institute Analysis System (ISAS, 1999). Outra
analise foi a regressdo entre o coeficiente de
similaridade genética e distancia geografica
medida a partir dos bi6tipos localizados na area
com suspeita de introduc¢ao da resisténcia e os
demais acessos da gleba (Figura 1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anilise da similaridade genética entre
acessos

Em apenas 40 pontos de amostragem
havia plantas para coleta de sementes. O teste
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de verificacao da resisténcia realizado em
plantas oriundas dos pontos coletados confir-
mou que estas sao resistentes e indicou que a
resisténcia de Bidens spp. aos herbicidas inibi-
dores de ALS esta amplamente distribuida na
area amostrada.

Os vinte e seis primers utilizados no experi-
mento produziram um total de 142 bandas,
com tamanho dos fragmentos variando de
100 a 2.000 pares de base. O dendograma
obtido com as duas espécies do género Bidens
que ocorrem na area nao foi suficiente para
separar Bidens pilosa de Bidens subalternans
(Figura 2). Esses resultados sugerem que ocorre
fluxo génico entre as espécies se estas forem
geneticamente semelhantes. Segundo Ridley
(2003), espécie biologica é aquela em que ocorre
troca de genes (fluxo génico) entre as popu-
lacoes, originando descendentes férteis.

A analise conjunta dos 40 acessos indicou
similaridade média de 27% entre os acessos
de cada grupo (Figura 2). O valor de simi-
laridade entre os acessos foi baixo, o que
demonstra que Bidens spp. possui elevada
variabilidade genética mesmo dentro de uma
mesma populacao.
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Figura 2 — Dendograma dos 40 acessos de Bidens pilosa (p) e Bidens subalternans (s), coletados em uma propriedade no Planalto
Galicho, baseado nos dados de 142 bandas obtidas de 26 primers de RAPD, utilizando-se 0 método da média das distancias
UPGMA. A linha pontilhadaindica asimilaridade média entre os acessos, e letras com nimeros, o local de coleta das amostras.
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Resultados semelhantes foram encontra-
dos por Gustafson et al. (1999), que avaliaram
a diversidade genética de Andropogon gerardii
(planta alégama) coletada no estado de
Arkansas (EUA). Esses autores concluiram que
a variabilidade genética foi de 83 e 99% entre
e dentro das populagédes, respectivamente, o
que sugeriu a ocorréncia de elevado fluxo de
genes entre as populacoes.

A variabilidade de Bidens spp. dentro de
uma populacao é alta e ocorre fluxo génico
entre as espécies presentes na area, pois, ape-
sar de Bidens spp. ser uma planta autégama,
ela possui uma taxa de fecundacao cruzada
de aproximadamente 9% (Sun & Ganders,
1990).

Relacao entre a distancia geografica e a
similaridade genética numa mesma
populacao

A elevada dispersao dos dados da Figura 3
indica que nao ha relacao entre a distancia geo-
grafica e o coeficiente de similaridade genética.
E provavel que a significancia do coeficiente de
correlacao (P < 0,05) seja reflexo, apenas, do
elevado conjunto de dados amostrados.

Os resultados nao fornecem evidéncias
suficientes para suportar as hipoteses alter-
nativas apresentadas na introducao deste
artigo . E provavel que na area esteja ocorrendo
simultaneamente autofecundacio para homo-
geneizar os individuos, mas também forcas
heterogeneizadoras, fecundacao cruzada,
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Figura 3 - Regressdo entre distancia geogréfica e distancia
genéticaavaliada dentro da populagéo de plantas de Bidens
spp. * indicasignificancia estatistica (P < 0,05); nindicao
numero de pares de dados testados.
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migracao de sementes e recrutamento do banco
de semente. Provavelmente a fecundacao
cruzada seja mais importante na heteroge-
neidade genética entre os acessos, pois
contribui para a recombinacao génica.

Estimativas da correlacao entre variabi-
lidade genética e distancia geografica entre
biotipos de Andropogon gerardii indicam
valores de — 0,09 até — 0,16 entre essas medidas
avaliadas (Gustafson et al., 1999).

Nao houve regressao significativa entre o
coeficiente de similaridade genética e distancia
geografica medida a partir dos bi6tipos loca-
lizados na area com suspeita de introducao
da resisténcia e os demais acessos da gleba
(Figura 4). Os resultados dessa regressao nao
suportam a hipotese de dispersao da popula-
cao a partir do local de introducao/surgimento
relatado pelo agricultor (Figura 1). De fato, nao
houve significancia no coeficiente de correlacao
(P > 0,05). Além disso, ha grande dispersao
dos pontos na Figura 4.

As implicacoes dos resultados obtidos para
o manejo da resisténcia sao duas: apenas a
contencao do fluxo génico, seja prevenindo o
florescimento ou evitando a dispersao de
sementes na area, nao seria suficiente para
impedir a existéncia de plantas resistentes; e
a reducao da pressao de selecao, via rotacao
de herbicidas de diferentes mecanismos de
acao ou mistura de herbicidas diferentes, é
prioritaria para evitar novos focos de plantas
resistentes na area.
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Figura 4 - Regressdo entre distancia geogréfica e distancia
genéticaavaliada dentro da populagéo de plantas de Bidens
spp. nsindica ndo-significancia em nivel de probabilidade
(P> 0,05).




Relacéo entre distancia geografica e variabilidade ...

Os resultados permitem fazer trés espe-
culacoes. Primeiramente, pode ter ocorrido
mais de um evento de selecio de Bidens spp.
resistente ao herbicida chlorimuron na area.
Em segundo lugar, pode ter ocorrido a intro-
ducao da resisténcia aos inibidores de ALS na
area em local diferente do indicado pelo
agricultor. Finalmente, pode ter ocorrido fluxo
génico entre os bidtipos na area através de
maquinas, dispersao de poélen e fluxo migra-
toério de sementes.

Os fatores que independentemente favo-
recem a selecido de populacdes de plantas
daninhas resistentes sao variados, destacando-
se a frequiéncia inicial do alelo de resisténcia e
o fluxo génico de uma planta resistente para
outra nao-resistente. Além disso, o uso inten-
sivo de herbicidas pertencentes a um unico
mecanismo de acdao e a monocultura propor-
cionam elevada pressio de selecido e alteram
a populacao de plantas daninhas em uma
area, favorecendo a selecao das resistentes
(Gealy et al., 2003).

O efeito fundador provavelmente nao ocor-
reu na area em razao de dois fatores: a grande
variabilidade existente entre as plantas devido
ao fluxo génico entre as plantas da area; e a
dispersao de sementes entre areas da proprie-
dade e a gleba amostrada, por meio da elevada
atividade agricola desenvolvida e através de
passaros e outros animais.

Este trabalho demonstrou que: os acessos
de Bidens spp. apresentam grande variabili-
dade genética dentro da populacao; as espécies
Bidens pilosa e Bidens subalternans nao
puderam ser separadas pela analise molecular
com RAPD; plantas com resisténcia aos herbi-
cidas inibidores de ALS estao disseminadas em
toda a area amostrada dentro da propriedade;
e ndo existe relacdo entre distancia geografica
e similaridade genética entre os acessos da
populacao.
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