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Introducéo

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas tem se intensificado no Brasil, tornando-
se uma das principais limitagcdes ao manejo eficiente das culturas agricolas. Nas areas de arroz
irrigado, especialmente em terras baixas do sul do pais, as espécies de capim-arroz,
(Echinochloa colona e Echinochloa crus-galli) estdo entre as espécies mais problematicas
(Cortes et al., 2023; Shelter et al., 2024; Bortoly, et al., 2024). Além disso, essas espécies tem
apresentado nas Ultimas safras um aumento expressivo também em areas de coxilha. O uso
continuo de herbicidas como o glifosato tem favorecido a sele¢cdo de bibtipos resistentes,
agravando os desafios no controle quimico (Oliveira et al., 2025). Diante desse cenario, 0s
objetivos deste trabalho foram identificar a ocorréncia de biétipos de capim-arroz com resisténcia
ao glifosato no estado do Rio Grande do Sul, a partir de coletas realizadas nas safras 2021/2022
e 2022/2023, avaliar a distribuicao de biétipos resistentes das espécies E. colona e E. crus-galli,
e investigar a presenca de mecanismos de resisténcia associados a alteragcédo no local de agéo
do herbicida.

Material e Métodos

O material vegetal constituiu de 100 populacdes de capim-arroz coletadas em 38
municipios no estado do Rio Grande do Sul, nas safras 2021/2022 e 2022/2023 em é&reas de
coxilha, produtoras de soja e milho, e em areas de terras baixas, produtoras de arroz e soja. Os
estudos foram realizados na casa de vegetacdo climatizada do Departamento de Plantas de
Lavoura e no Laboratério de Biologia Molecular da Faculdade de Agronomia, da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) em Porto Alegre/RS. Cada ponto de coleta foi composto
por cinco plantas, coletadas individualmente e uma amostra coletada em “bulk” (amostra
mistura), que foi composta por ~10 plantas. A coleta de bidtipos de capim-arroz escapes foi
realizada quando a planta daninha apresentava sementes maduras.

Inicialmente as sementes das populagfes foram submetidas a quebra de dorméncia.
Ap0s a germinagéo, as plantulas com uma folha foram transplantadas em copos de 200 ml, com
furos na parte inferior e adicionado como substrato uma mistura com argissolo + composto
organico na propor¢cdo de 10:1, acrescido de fertilizante mineral. Cada vaso conteve duas
plantas, que correspondeu a uma unidade experimental. Os vasos foram acondicionados em
bandejas plasticas, e receberam uma lamina de 4gua de 1 cm. As plantas permaneceram em
casa de vegetacao climatizada em temperatura de 25°C + 5°C, umidade relativa do ar de 60 a
80% e luminosidade de 700 a 1000 umol/cm?/s, obtida através da suplementacéo da iluminacéo
natural, com lampadas de vapor de sodio.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com oito repeti¢des.
A aplicacé@o do herbicida glifosato foi realizada quando as plantas estavam no estadio de trés a
guatro folhas, através de camera de pulverizagdo automatizada (Greenhouse Spray Chamber,
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modelo Generation III), com volume de calda de 200 L ha' e velocidade de deslocamento de
1,16 m s. A ponta de pulverizacéo utilizada foi a do tipo TI8002E. As doses utilizadas foram
1041,6, 1736,0 e 3472,0 g ha'! de equivalente acido (e.a.) de glifosato e um tratamento
testemunha.

As variaveis avaliadas foram controle visual (%) aos 14 e 28 dias ap0s a tratamento (DAT)
e massa fresca da parte aérea (MFPA) aos 28 DAT. A avaliagdo de controle visual foi realizada
através da atribuicdo de notas em escala percentual onde zero correspondeu a auséncia de
efeito, e 100 correspondeu a morte total da planta. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), quando verificada a significancia (p<0,05) foi realizada a comparacdo de
médias através Teste de Dunnett 5%. Ainda, os resultados foram agrupados considerando
plantas resistentes como aquelas que apresentaram controle < 80%, intermediarias plantas que
apresentaram controle entre 81% a 98% e que apresentavam sobrevivéncia, e suscetiveis as
plantas que morreram pela acdo do tratamento herbicida. As populacées que sobreviveram a
dose comercial de glifosato foram multiplicadas para a obtencdo da geragédo 1, o mesmo
processo foi repetido para a obtencao da geracdo 2. Durante o processo de floragéo as espécies
foram identificadas através de caracteristicas morfologicas.

Para identificagdo dos mecanismos de resisténcia a glifosato por local de agéo alterado
o material vegetal foi coletado de plantas sobreviventes ao herbicida glifosato na geragéo 2.
Apos, foi realizada a extracdo de DNA conforme o protocolo CTAB modificado
(cetyltrimethylammonium bromide) (Doyle & Doyle, 1987), e a quantificacdo do DNA foi realizada
em espectrofotbmetro (Libra S80, Biochrom). Para a realizacdo da PCR (Polymerase Chain
Reaction) foi utilizado o Termociclador (Bio-Rad C1000 - Touch Thermal Cycler). Os produtos da
amplificacdo foram purificados e encaminhados ao sequenciamento, realizado pela empresa
Macrogen Inc, (Gasan-dong, Geumchen-gu seoul, Korea). O resultado do sequenciamento foi
analisado feito pelo alinhamento das sequéncias no programa 121 BioEdit de forma a alinhar
com gene referéncia e contrastar as sequencias com o biotipo suscetivel (versdo 7.0.5.3) (Hall,
1999).

Resultados e Discusséo

Das 100 populacdes analisadas 24,4%, 4,9% e 9,8% apresentaram resisténcia
intermediaria nas doses de 1041,6, 1736,0 e 3472,0 g ha e. a. de glifosato, respectivamente.
Ja 41,5%, 26,8% e 12,2% das populacbes foram classificadas como resistentes nas respectivas
doses. Por outro lado, a suscetibilidade ao herbicida aumentou com o incremento da dose, com
34,1%, 70,7% e 82,9% das populagdes sendo controladas de forma eficaz nas doses de 1041,6,
1736,0 e 3472,0 g ha™ e.a. de glifosato, respectivamente. I1sso provavelmente indica que os
niveis de resisténcia da maioria dessas populacfes sdo baixos (<10), pois houve aumento no
controle com o dobro da dose comercial.

Dentre as populagfes sobreviventes a aplicagédo de glifosato em dose comercial verificou-
se que 29,6% delas sé@o da espécie E. colona, e 70,4% da espécie E. crus-galli (Figura 1). Assim,
€ perceptivel maior incidéncia de E. crus-galli com resisténcia a glifosato no estado do Rio
Grande do Sul. Além disso, essa espécie mostrou maior distribuigcdo, com presenca de biétipos
resistentes em lavouras de norte a sul do estado, nos diferentes sistemas de cultivo avaliados.
No entanto, salienta-se que a resisténcia de E. colona a glifosato ainda ndo foi reportada no
Brasil e existe a necessidade de confirmacédo da resisténcia através de curva dose resposta.

Dentre as populacdes resistentes, 27 foram sequenciadas para a identificagdo do
mecanismo de resisténcia por local de acdo alterado. Dessas populacbes apenas duas
populagcbes (24 e 45) apresentaram mutacdo no gene EPSPS (Figura 2B e 2C). Ambas as
populagbes apresentaram alteracdo na posicdo 106. Para a populacdo 24 verificou-se a
substituicdo Pro-106-Ser, e para a populacéo 45 Pro-106-Leu. As popula¢des que apresentaram
picos duplos no cromatograma podem estar em heterozigose, uma vez que a geracao utilizada
para o sequenciamento foi a G1. Outro aspecto importante a ser considerado é que os primers
utilizados amplificam simultaneamente os trés genomas do capim-arroz, o que dificulta a
distincdo entre alelos e pode apresentar inclusive uma dificuldade de identificar a mutacéo por
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um efeito de diluigdo. Estudos anteriores identificaram resisténcia ao glifosato em E. colona,
associadas as mutacdes Pro-106-Thr e Pro-106-Leu (Han et al., 2016). Os préximos passos
serdo conduzir essa analise com a G2 e com primers que amplificam o gene EPSPS em cada
um dos genomas.
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Figura 1. Frequéncia de populagbes de capim-arroz resistentes (controle < 80%) (R), intermediarias
(controle entre 81% a 98% com sobrevivéncia) (1), e suscetiveis (S) a glifosato aplicado em 1041,6, 1736,0
e 3472,0ghale. a.
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Figura 2: Mapa da distribuicdo de popula¢bes de capim-arroz com resisténcia a glifosato. Em laranja a
distribuicdo de E. colona e em azul E. crus-galli no estado do Rio Grande do Sul.
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Figura 2: Cromatograma do fragmento do gene EPSPS dos bittipos A) IRGA-02 (S), B) 24M
(R) e C) 45M (R).

Conclusdes

O estudo confirmou a presenca de bidtipos de capim-arroz com resisténcia ao glifosato
no Rio Grande do Sul nos diferentes sistemas de cultivo e municipios onde foram realizadas as
coletas. A espécie E. crus-galli foi a mais frequentemente associada a resisténcia e apresentou
ampla distribuicdo geogréfica no estado. J& E. colona foi menos frequente entre as populagbes
resistentes, e sua resisténcia ainda precisa ser confirmada por curvas dose-resposta. A maioria
das populacdes apresentou niveis baixos de resisténcia, com aumento no controle a medida que
a dose do herbicida foi elevada. Entre as populacdes resistentes, poucas apresentaram
mutagbes no gene EPSPS associadas a resisténcia, indicando o envolvimento de outros
mecanismos de resisténcia. As mutagdes identificadas ocorreram na posi¢cao 106, uma regido ja
reconhecida por conferir baixo nivel de resisténcia ao glifosato.
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