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Avaliacdo do perfil genético de regibes de microssatélites em amostras de
Conyza spp.

RESUMO

O género Conyza possui aproximadamente 50 espécies distribuidas por quase todo 0 mundo.
Neste género podem ser destacadas algumas espécies por infestarem areas agricolas, podendo
causar graves perdas econdmicas para a agricultura. No presente estudo, locos de
microssatélites (Simples sequéncias repetidas - SSR) foram utilizados para investigar a
divergéncia genética e a estrutura de populagdes entre populacGes de Conyza spp coletadas
em cinquenta diferentes regides do Brasil: Rio Grande do Sul (trés), Santa Catarina (seis),
Parana (trinta e cinco), Sao Paulo (dois) e Mato Grosso do Sul (trés). Os primers selecionados
para o estudo foram: HW02, HW04, HW06, HW21, HW27, HW29, HWSSR01, HWSSRO03,
HWSSR04, HWSSRO09. A anélise de dez microssatélites foi realizada em 10 plantas de cada
um dos diferentes locais, totalizando 500 amostras de Conyza spp. Esta analise resultou na
amplificacdo de 42 alelos, com uma media de 4,2 alelos polimorficos por loco. O Primer
HWSSRO1 teve o maior numero de alelos (6). Cinco alelos foram identificados utilizando os
primers HW02, HW21 e HW27; quatro alelos utilizando os primers HWO04, HWO06,
HWSSRO03 e HWSSRO04; trés alelos com primers HWSSR09. O primer HW29 teve o menor
namero de alelos (2). O polimorfismo entre as 50 popula¢fes analisadas variou de 30% a
100%. A heterozigosidade média esperada estimada pelo indice de Nei foi de 0,6287, e a
heterozigosidade média observada (He) foi de 0,2222, portanto, houve uma grande
diminuicdo de locos com fenétipos heterozigotos. O microssatélite HW29 apresentou excesso
de heterozigotos (FIS -0,8954). A analise da diversidade genética entre as populacdes
mostrou-se muito elevada, com indice Fst de 0,4208, indicando que existe um elevado grau de
diferenciacdo entre as popula¢des estudadas. Os resultados da analise de variancia molecular
(AMOVA) mostraram que a diversidade genética dentro das populacdes é mais elevada
(54%) do que entre as populacGes (46%). A maior parte das populacbes foi altamente
diferenciada conforme o esperado para espécies que apresentam autopolinizacdo. Além disso,
para as espécies invasoras que crescem sobre forte pressdo de sele¢do por aplicagdo constante
de herbicida, espera-se que se apresentem altamente diferenciadas. A menor similaridade
genética (0,1644) foi observada entre as populacdes de Sdo José do Ouro-RS e Maringa-PR, a
maior similaridade genética foi 0,9174, e foi observada entre as populacGes de Palotina-PR e
Mamboré-PR. O teste de Mantel mostrou uma correlagdo de R? = 0,1032, indicando que a
diversidade genética ndo esta correlacionado com a distancia geografica. A andlise das 50
populacdes de Conyza spp. de acordo com o modelo de estatistica Bayesiana, indicou que as
500 plantas foram agrupadas em 11 subpopulagdes (AK11 = 8,362483), é possivel observar
que nos diferentes estados, bem como em diferentes areas de um mesmo estado (PR), ocorre
uma selecdo diferencial de genétipos de Conyza spp. e estes foram organizados em onze
grupos ancestrais diferentes.

Palavras-chave: Diversidade genética, Plantas daninhas, Marcadores moleculares, Conyza
canadensis, Conyza bonariensis, Conyza sumatrensis



Genetic profile in microsatellite regions of samples Conyza spp.

ABSTRACT

Conyza genus has about 50 species distributed almost worldwide. In this genus can be
highlighted some species infest agricultural areas, potentially causing serious economic
losses in agriculture. In the current study, microsatellite loci (Simple sequences repetitive
SSR) were used to investigate the molecular divergence genetics and structure of populations
of Conyza spp collected in fifty different regions of Brazil: Rio Grande do Sul state three,
Santa Catarina state six, Parana state thirty five, Sdo Paulo state two and Mato Grosso do Sul
three. Primers selected for the study were: HW02, HW04, HWO06, HW21, HW27, HW29,
HWSSRO01, HWSSR03, HWSSR04, HWSSR09. The analysis of ten microsatellite loci was
performed on 10 plants each of the different locations, totaling 500 samples Conyza spp. This
analysis resulted in the amplification of 42 alleles, with an average of 4.2 polymorphic alleles
per locus. Primer HWSSRO1 had the highest number of alleles (6). Five alleles were
identified using the primers HWO02, HW21 and HW27; four alleles using primers HWO04,
HWO06, HWSSR03 and HWSSRO04; three alleles with primer HWSSR09. The HW29 primer
had the lowest number of alleles (2). Polymorphism among the 50 studied populations ranged
from 30% to 100%. The average expected heterozygosity estimated by Nei index was 0.6287,
and average observed heterozygosity (He) was 0.2222, so there, was a large decrease of loci
with phenotypes heterozygous. The HW29 microsatellite presented excess of heterozygotes
(Fis -0.8954). Analysis of genetic diversity amongst populations proved to be very high with
index Fst 0.4208, indicating that there is a high degree of differentiation among the
populations studied. The results of the analysis molecular variance (AMOVA) showed that
the genetic diversity within populations is higher (54%) than among populations (46%). Most
populations were highly differentiated as expected for selfing species. Moreover, invasive
species that are developed under strong selection pressure by herbicide application are
expected to show high genetic differentiation. The smallest genetic similarity (0.1644) was
observed between populations of S&o José do Ouro-RS and Maringa-PR, the largest genetic
similarity was 0.9174, among populations Palotina-PR and Mamboré-PR. Mantel test showed
a correlation of R? = 0.1032 indicating that genetic diversity is not correlated with the
geographic distance. The analysis of 50 populations of spp. according to the model of the
statistics Bayesian, indicated that 500 plant were grouped into 11 subpopulations (AK11 =
8.362483), it is possible that in different states as well as in different areas of the same state
(PR) , there is a differential selection of genotypes of Conyza spp. there is a differential
selection of genotypes of Conyza spp. and these were organized in eleven different ancestral
groups.

Keywords: Genetic Diversity, Weed, Molecular Markers, Conyza canadensis, Conyza
bonariensis, Conyza sumatrensis
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1 — Introducéo;

2 — Reviséo Bibliografica;



1. Introducéo

A familia Asteraceae possui cerca de 1600 géneros e aproximadamente 23.000
espécies, representando cerca de 10% da flora mundial (BREMER, 1994). No Brasil, a
familia é representada por, aproximadamente, 180 géneros e 1.900 espécies, distribuidas em
diferentes formagdes vegetais (BARROSO et al., 1991; NAKAJIMA e SEMIR, 2001).

Pertencente a essa familia, 0 género Conyza possui aproximadamente 50 espécies e
estas se encontram distribuidas por quase todo o mundo (KISSMANN e GROTH, 1999).
Dentro deste género as espécies mais importantes sdo as espécies C. canadenses, C.
sumatrensis e C. bonariensis, conhecidas popularmente por “buva”, destacam-se por
infestarem dareas abandonadas (constituidas por terrenos baldios e margens de estradas),
pastagens, culturas perenes (citros e café) e lavouras anuais (algoddao, milho, soja e trigo)
(THEBAUD e ABBOTT, 1995). No mundo todo, estas espécies de daninhas infestam mais de
40 culturas (HOLM et al., 1997).

O grau de interferéncia das plantas daninhas nas culturas depende da comunidade
vegetal infestante (espécie, densidade e distribui¢do), da cultura (cultivar, espagamento e
densidade), do ambiente (solo, clima e manejo) e do periodo de convivéncia. Essa competicdo
impede o desenvolvimento normal das plantas, promove decréscimo na qualidade do produto
colhido, como também provoca dificuldades durante a realizacdo da colheita (PITELLI, 1985;
LORENZI, 2000).

O género Conyza € evidentemente, propenso para selecionar genotipos que apresentam
resisténcia ao glifosato. Nesse género verifica-se a resisténcia para os inibidores do
fotossistema 11, bipiridilios (paraquat), uréias, amidas, e os inibidores da ALS e glifosato
(HEAP, 2015). A grande producdo de sementes (cerca de 150 mil por planta), e a rapida
dispersdo destas pelo vento facilitam a rapida disseminacdo de resisténcia de Conyza ao longo
das paisagens agricolas do mundo (BUHLER e OWEN, 1997; WEAVER, 2001; DAUER e
MORTENSEN 2005). Biotipos das trés espécies de Conyza, também ja foram relatados como
resistentes ao glifosato no Brasil (CHRISTOFFOLETI et al., 2006; MONTEZUMA et al.,
2006; MOREIRA et al., 2006; VARGAS et al., 2007, SANTOS et al., 2014).

Os microssatélites (Simples Sequéncias Repetidas — SSR) tém sido usados como
marcadores moleculares para avaliar polimorfismos de DNA, em estudos com diferentes
finalidades, e em diversas espécies de plantas (DEMORE, 2008; CARVALHO, 2007)

incluindo espécies de plantas daninhas (GOULART et al., 2011). De maneira geral, 0s



microssatélites sdo considerados como os marcadores moleculares mais informativos para
estudos de genética em nivel de espécies, porque sdo marcadores codominantes e
multialélicos, de alto polimorfismo, apresentando maior contetdo informativo por loco génico
entre todas as outras classes de marcadores moleculares (GOLDSTEIN e SCHLOTTERER,
1998).

Pesquisas feitas com o género Conyza foram realizadas recentemente por Okada et
al. (2013) com a espécie C. canadensis para obtencdo de informacbes sobre a evolugdo, a
origem e a propagacdo da resisténcia. Nesse estudo foi investigada a distribuicdo geogréfica
da resisténcia ao glifosato em C. canadensis no Vale Central da Califérnia, CA, USA,
também foi avaliada a diversidade genética e a estrutura de populacbes utilizando o0s
marcadores microssatélites desenvolvidos por esse grupo de trabalho. Analises da estrutura
genética populacional revelaram varias origens independentes para a resisténcia dentro do
Vale Central da California.

Okada et al. (2015) usaram os mesmos marcadores microssatélites para elucidar as
origens evolutivas e a disseminacao espacial da resisténcia, ao glifosato em C. bonariensis no
Vale Central da California, CA, USA. Nesse estudo foram analisadas trinta e cinco
populacdes coletadas em pomares e parreirais de todo o Vale Central. Os resultados indicaram
que a baixa taxa de autopolinizacdo em C. bonariensis, 0 que segundo os autores pode
explicar o aumento substancial da diversidade genética dessa espécie quando comparada com
C. canadensis, e essa maior diversidade genética propicia um maior potencial para a evolucéao
de biotipos resistentes em periodos de tempo mais curtos.

O aparecimento de biotipos de plantas daninhas resistentes aos herbicidas pode estar
condicionado também a mudancas genéticas nas populacBes, impostas pela pressdo de
selecdo, causada pela repetitiva aplicacdo dos herbicidas. A proposta do presente estudo foi
avaliar o perfil genético de regibes de microssatélites em populacdes de Conyza spp. coletadas
de 50 diferentes localidades nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand, S&o
Paulo e Mato Grosso do Sul, e em funcdo da analise da diversidade genética verificar como

estas populacdes se encontram geneticamente estruturadas.



2. Revisao Bibliografica

2.1 Plantas Daninhas e seu controle

Planta daninha é qualquer espécie vegetal, que cresca espontaneamente e que, de
alguma forma, interfere negativamente em alguma atividade humana e cause prejuizos a
essa atividade (CARVALHO, 2013; FONTES et al., 2003). Portanto, todos 0os conceitos
baseiam-se na sua indesejabilidade em relacdo a uma atividade humana. Uma planta pode
ser daninha em determinado momento se estiver interferindo negativamente nos objetivos do
homem, porém esta mesma planta pode ser Gtil em outra situacdo ou cenario biolégico
(SILVA et al., 2006).

Para Silva et al. (2006) e Carvalho (2013) o estudo das plantas daninhas € uma
ciéncia multidisciplinar que depende de conhecimentos de botéanica, biologia, mecanizagéo
agricola, fisica e quimica do solo, quimica organica, bioquimica, fisiologia vegetal,
climatologia, fitotecnia, técnicas de biologia molecular e sensoriamento remoto. Estes
mesmos autores ressaltaram também, que como toda ciéncia, o estudo das plantas daninhas é
dindmico e novas técnicas estdo sempre sendo pesquisadas e incorporadas, como as técnicas
de biologia molecular (biotecnologia) e o sensoriamento remoto, que tem sido Uteis na
identificacdo de plantas daninhas.

Com o desenvolvimento da sociedade humana, ocorreu ndo s6 a continuidade como a
expansdo geografica das areas de agricultura e pecuaria, 0 que permitiu a evolucdo das plantas
pioneiras e o aparecimento de novas especies. Assim, as comunidades infestantes foram se
tornando cada vez mais densas, diversificadas e especializadas na ocupacdo dos
agroecossistemas, passando a interferir profundamente nas atividades agricolas. Esse tipo de
vegetacdo passou a ser alvo de controle (GALLI e MONTEZUMA, 2005).

De acordo com Galli e Montezuma (2005), no inicio a atividade de controle
restringia-se a capina das plantas daninhas que se destacavam em termos de tamanho. Esse
tipo de manejo promoveu uma selecdo antropogénica das plantas de pequeno porte ou de
habito mais prostrado. A queima dos restos culturais logo apds a colheita representava outra
pratica agricola com grande impacto de controle das plantas daninhas, promovendo uma acéo
de selecdo para plantas de ciclo mais curto, com rapida producdo de propagulos, as queimadas

também afeta a biodiversidade local com intensa mortalidade de insetos e outros animais.



Na primeira metade do século 20, a mecanizacdo agricola foi a grande arma para o
controle das plantas daninhas, devido a forca e a diversidade dos equipamentos de preparo do
solo, os quais eram eficientes nas mais diversas situacoes da agricultura mundial. No final do
século XIX, iniciaram-se as primeiras pesquisas com controle quimico de plantas daninhas,
utilizando sais de cobre para o controle de algumas eudicotiledéneas. No inicio do século XX,
0 sulfato ferroso foi testado para o controle dessas plantas em trigo, mas foi apenas durante a
Segunda Guerra Mundial que cresceu o interesse em produzir herbicidas, principalmente para
desfolhar florestas. Por volta de 1942, foi descoberto o 2,4-Diclorofenoxiacetico (2,4-D),
dando inicio a produgdo de herbicidas em escala comercial. A partir de 1950, surgiram
herbicidas dos grupos amidas, carbamatos, triazinas etc. Com o desenvolvimento de novos
produtos e com a adoc¢éo do controle quimico como o principal método de controle de plantas
daninhas. Hoje, quase 50% dos defensivos agricolas comercializados séo herbicidas
(CARVALHO, 2013).

Segundo Silva et al. (2006), a dificuldade de se encontrar mao-de-obra no campo, no
momento preciso e na quantidade necessaria, além da eficiéncia e, principalmente, a
economia do controle quimico, tornou o uso de herbicidas uma préatica indispensavel, sendo
necessarios, entretanto, cuidados técnicos para atingir a maxima eficiéncia com o minimo
impacto negativo ao solo, a &gua e aos organismos que ndo séo alvos.

A evolucdo dos implementos de cultivo do solo, preparo do solo e controle de plantas
daninhas também permitiu a evolugdo das plantas daninhas, sempre pensando no fator de
pressdo de selecdo. Nesse sentido, com advento do arado e outros implementos de cultivo do
solo, sementes de algumas espécies de plantas daninhas eram enterradas devido a inversao do
solo. Assim, espécies de plantas que germinavam e emergiam em grandes profundidades
passaram a se adaptar a essas areas. Mais recentemente, com o advento do plantio direto, sem
revolvimento do solo, observou-se uma mudanca na flora de plantas daninhas. Essa mudanca
deve-se a alteracdo na intensidade de estresse e distirbio em comparacdo ao plantio
convencional. Nos ultimos anos, o principal fator de selecdo tem sido os herbicidas. A alta
pressdo de selecdo exercida por esses produtos, aliada ao seu uso inadequado, tem contribuido
com a selecdo de bidtipos resistentes, tornando-se, talvez, o principal problema atual
relacionado ao manejo de plantas daninhas (CARVALHO, 2013).

Para Galli e Montezuma (2005), toda e qualquer técnica de manejo de plantas

daninhas somente terd sucesso se for aplicada levando-se em conta conhecimentos
detalhados da biologia das plantas infestantes da éarea, envolvendo principalmente

conhecimentos nas areas de morfologia e fisiologia.



2.2 Familia Asteracea

A familia Asteraceae possui cerca de 1600 géneros e aproximadamente 23.000
espécies, representando cerca de 10% da flora mundial (BREMER, 1994). No Brasil, a
familia é representada por, aproximadamente, 180 géneros e 1.900 espécies, distribuidas em
diferentes formacdes vegetais (BARROSO et al., 1991; NAKAJIMA e SEMIR, 2001). Vérias
caracteristicas morfologicas em Asteraceae suportam seu monofiletismo, entre elas a presenca
de um capitulo altamente modificado, ovéario bicarpelar infero que se desenvolve em uma
cipsela com 6vulo basal e reto e anteras sinanteras (JANSEN e PALMER, 1988).

Constituida de ervas perene, subarbustos, e arbustos, mas ocorrem também ervas
anuais, lianas e arvores. Devido ao seu extraordinario poder de adaptacdo ambiental, as
Asteraceae apresentam distribuicdo cosmopolita, encontrando-se disseminadas por todos 0s
continentes, com exce¢do da Antartida, porém com representacdo mais ampla nas regides
temperadas e semi-aridas dos trépicos e subtropicos (MONDIN, 2006).

Seu sucesso biologico e evolutivo por ser atribuido em partes: primeiro por sua
grande capacidade de producéo e dispersdo de sementes, devido a presenca de sementes com
papus plumosos, apéndices e estruturas de aderéncia; segundo o desenvolvimento de um
sistema quimico de defesa que inclui a producdo combinada de compostos secundarios muitos
derivados, do tipo poliacetilenos e lactonas sesquiterpénicias. (VENABLE e LEVIN, 1983;
ROQUE E BAUTISTA, 2008).

2.2.1 O Género Conyza

O género Conyza possui aproximadamente 50 espécies e estas se encontram
distribuidas por quase todo o0 mundo (KISSMANN e GROTH, 1999). Dentro deste género as
espécies mais importantes sdo C. canadenses, C. sumatrensis e C. bonariensis, conhecidas
popularmente por “buvas”, destacam-se por infestarem areas abandonadas (constituidas por
terrenos baldios e margens de estradas - Figura 1a, Figura 1d, Figura 1e, Figuralf), pastagens,
culturas perenes (citros e café — Figura 1b) e lavouras anuais (algodao, milho, soja e trigo —
Figura 1c) (THEBAUD e ABBOTT, 1995). No mundo todo, estas espécies de daninhas
infestam mais de 40 culturas (HOLM et al., 1997).



Citrus — Municipio de Castelo Branco-PR. ¢) Conyza spp em plantagdo de soja. — Municipio
de Floresta-PR. d) e ) Conyza spp no campus da Universidades Estadual de Maringa. f) Area
rural no municipio de Mandaguari-PR totalmente infestada por buva.

2.2.2 Conyza canadensis

Conyza canadensis (L.) é nativa da América do Norte (NOYES, 2000), esta presente
em quase todas as regides do Canada (ROULEAU e LAMOUREUX, 1992), Estados Unidos
(USDA, 1970), oeste da Europa e Planicie Mediterranea (THEBAUD e ABBOTT, 1995),
Australia e Japdo (HOLM et al., 1997). Também ¢ frequente em regibes subtropicais do
hemisfério sul, mas é pouco frequente em regides tropicais (KISSMANN e GROTH, 1999).

Trata-se de uma espécie diploide, com um numero cromossémico de 2n = 18
(THEBAUD e ABBOTT, 1995). C. canadensis possui ciclo anual, ocorrendo no inverno e no
verdo, infestando mais de 40 tipos de culturas diferentes; sdo encontradas em pomares,
vinhedos, campos agricolas, pastagens, estradas e margens de canais (WEAVER, 2001). A
germinacdo ocorre no outono, e forma uma roseta basal para sobreviver durante o inverno.
Embora tenha a capacidade de germinar durante todo o ano a pequena fracdo da populacdo
gue emerge nha primavera produz sementes, mas as plantas morrem no verdo (REGEHR e
BAZZAZ, 1979, HOLM et al., 1997, WEAVER, 2001). E uma espécie autégama, com
estimativas que variam de 85-99% de autofecundagdo em ambientes naturais, dependendo da



altura da planta e proximidade com a planta vizinha, e se reproduz apenas por sementes
(WEAVER, 2001). Cada planta é capaz de produzir mais de 200.000 sementes que podem se
dispersas pelo vento ou pela dgua (DAVIS et al., 2009), sendo que regularmente a sua
dispersdo pode atingir de 100 a 500 metros da planta de origem (DAUER et al., 2007).

Segundo Vangessel (2001), essa foi a primeira espécie de folha larga anual a
apresenta resisténcia ao glifosato. A resisténcia foi descrita em sistemas de cultivo de soja em
Delaware (EUA). Atualmente, considera-se que C. canadensis esteja entre as dez mais
importantes plantas daninhas resistentes a herbicidas, esta espécie evoluiu aos mecanismos de
acdo dos herbicidas inibidores fotossistema | e Il, inibidores da sintese da enzima 5-
enolpiruvoil-shikimato-3-fosfato sintetase (EPSPS), inibidores da enzima acetolactato sintase
(ALS), apresentando relatos de multipla resisténcia (POWLES e YU, 2010; HEAP, 2015). A
espécie C. canadensis tem sessenta relatos de resisténcia a diferentes herbicidas, sendo trinta e
seis nos Estados Unidos, trés no Canada e Polonia, dois na Bélgica, Republica Checa, Franca,
Japéo e Espanha, e o um relato no Brasil, China, Grécia, Israel, Italia, Portugal, Suiga e Reino
Unido (HEAP, 2015).

2.2.3 Conyza bonariensis

A espécie C. bonariensis € nativa da América do Sul e ocorre de forma abundante na
Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil. Ela também esta presente na Colémbia e na Venezuela,
onde infesta lavoura de café. No Brasil, sua presenca é mais intensa nas regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste (KISSMANN e GROTH, 1999, VARGAS, et al., 2007).

A espécie C. bonariensis foi descrita como sendo hexaploide, com o nimero de
cromossomos 2n = 54 (GOLDBLATT, 1985). O nimero médio de sementes por capitulo é de
190 e 550 sementes, com média de 400 sementes (WU e WALKER, 2004) e a sua propagacao
ocorre somente via semente.

A temperatura 6tima para a germinacdo das sementes é 20° C, com emergéncia de
plantulas no inicio do outono e no inicio da primavera (ROLLIN e TAN, 2004). O ciclo de
vida de C. bonariensis se completa na primavera ou no verdo. Em relacdo ao porte da planta,
esta foi descrita como apresentando altura do caule variando entre 40 e 60 cm de altura,
podem apresentar ramificacdo no caule onde os ramos laterais ultrapassam o ramo central
(WALKER et al., 2004).

Como a C. canadensis, a espécie C. bonariensis se destaca por infestar areas
abandonadas como terrenos baldios e margens de estradas, pastagens, culturas perenes, citros,

café e lavouras anuais como algodéo, milho, soja, e trigo (THEBAUD e ABBOTT, 1995). Em



termos mundiais, os relatos sdo de que esta espécie de daninha infesta mais de 40 culturas. No
Brasil apresenta-se como importante planta daninha infestante de lavouras de trigo, soja e
milho (HOLM et al., 1997).

C. bonariensis apresenta biotipos com resisténcia a quatro mecanismos de agdo a
herbicidas diferentes: inibidores do fotossistema | e |1, inibidores da enzima ALS e inibidores
da EPSPS, com relatos de casos de multipla resisténcia. Essa espécie apresenta dezoito
relatos de resisténcia, sendo trés Australia e Israel, dois na Africa do Sul, Estados Unidos e
Espanha e um caso no Brasil, Colémbia, Egito, Grécia, Israel, Japdo e Portugal (HEAP,
2015).

2.2.4 Conyza sumatrensis

Conyza sumatrensis é considerada uma espécie nativa da America do Sul, mas que se
espalhou por todas as areas tropicais e subtropicais em todos os continentes (THEBAUD e
ABBOTT, 1995; PRUSKI e SANCHO 2006). Essa espéecie € descrita como uma planta
herbacea com ciclo anual ou bianual. Descrita com hexaploide, com o numero de
cromossomos 2n=54. Se reproduzem apenas por sementes, principalmente de autopolinizagédo
(GOLDBLATT, 1985; THEBAUD et al., 1996; CASE e CRAWLEY, 2000).

Como ocorre com as espécies de C. canadensis e C. bonariensis a C. sumatrensis
torna-se invasiva de areas abandonadas, pastagens, culturas perenes, citros, café e lavouras
anuais de algodao, milho, soja, trigo em especial nas zonas subtropicais e temperadas
(THEBAUD et al., 1996; CASE e CRAWLEY, 2000; DING et al., 2008). A C. sumatrensis
apresenta biotipos com resisténcia a mecanismos de acdo diferentes: inibidores da enzima
ALS, inibidores da EPSPS e inibidores do fotossistema I, com casos de multipla resisténcia,
apresentando relato de resisténcia no Brasil, Franca, Grécia, Japdo, Malasia, Espanha, Siri
Lanka, Taiwan (SANTOS et al, 2014; HEAP 2015).

2.3 Interferéncias das plantas daninhas nas culturas

A interferéncia das plantas daninhas em culturas pode ocorrer de duas maneiras
distintas: competicdo e alelopatia. As plantas competem com outras por recursos necessarios
ao crescimento, porém presentes em quantidades insuficientes no ambiente para atender as
suas exigéncias. Os principais recursos para o crescimento sdo agua, nutriente e luz. Como as
plantas cultivadas tém menor capacidade de competicdo, em razdo do processo de

melhoramento pelo qual passaram, do que as plantas daninhas, elas sofrem mais os efeitos da



competicdo (FONTES, 2003). De acordo com Ferreira et al. (2000), competicdo por recursos
é diferente de alelopatia. Para este autor, alelopatia seria qualquer efeito direto ou indireto,
danoso ou benéfico, que uma planta (incluindo microrganismos) exerce sobre outra pela
producdo de compostos quimicos liberados no ambiente.

O grau de interferéncia das plantas daninhas nas culturas depende da comunidade
vegetal infestante (espécie, densidade e distribuicdo), da cultura (cultivar, espacamento e
densidade), do ambiente (solo, clima e manejo) e do periodo de convivéncia. Essa competicdo
impede o desenvolvimento normal das plantas, promove decréscimo na qualidade do produto
colhido, como também provocar dificuldades durante a realizacdo da colheita (PITELLI,
1985; LORENZI, 2000).

C. canadensis e C. bonariensis podem competir diretamente com arvores jovens de
vinhas por nutrientes, agua e luz, esta competicdo pode reduzir o vigor dessas plantas
especialmente em campos onde as plantas sd@o jovens. Em parreirais de videira se nao for
realizado o controle adequado, as plantas de C. bonariensis crescem mais que o dossel das
videiras, interferindo na colheita e outras operacdes de campo. Em pomares de nozes na
California, USA, por exemplo, a forte concorréncia com essas plantas daninhas podem reduzir
a altura dessas arvores no primeiro ano em até 30 cm (SHRESTHA et al., 2008).

Quando C. canadensis est4 em uma densidade de 211 plantas m?, tem mostrado uma
reducdo de 71% no rendimento e na producdo de Soja (Glycine max (L.) Merrill) (BRUCE e
KELLS, 1990). Trezzi et al. (2013) verificaram em seu trabalho um reducdo média na
produtividade de 25%. Este fato foi verificado quando estes autores analisaram sete diferentes
cultivares de soja, cultivadas na presenca de C. bonariensis.

Segundo Trezzi et al. (2014) o maior impacto no rendimento de gréos de soja foi
observado quando a planta daninha foi introduzida entre 18 e 38 dias antes da semeadura da
soja. A perda de rendimento de soja foi proporcional a densidade de C. bonariensis. O
namero de vagens por planta é o componente de producdo de soja mais afetado pela

interferéncia das plantas daninhas.

2.4 Resisténcia a herbicidas

A Weed Science Society of America (WSSA) definiu resisténcia de plantas daninhas
a herbicidas como “a habilidade de uma planta sobreviver e reproduzir-se, ap0s exposi¢ao a
uma dose de herbicida normalmente letal para o biotipo selvagem da planta” (WEED
SCIENCE, 2015).



Kissmann (2003) salienta que a sensibilidade natural de espécies de plantas a um
herbicida é varidvel e por isso existem herbicidas seletivos para determinadas culturas, mas
efetivos para a eliminacdo de certas espécies de plantas daninhas. Este autor ressalta que
convencionou-se designar esses aspectos como tolerancia e suscetibilidade, reservando-se o
termo resisténcia para biétipos resistentes dentro de uma populacéo de bidtipos suscetiveis, da
mesma espécie.

O género Conyza (Asteraceae) €, evidentemente, propenso para selecionar genotipos
que apresentam resisténcia ao glifosato. Este género evoluiu resisténcia para os inibidores dos
fotossistemas | e Il, bipiridilios (paraquat), uréias, amidas, inibidores da ALS, inibidores da
EPSPS (glifosato) (HEAP, 2015). A grande producdo de sementes (cerca de 150 mil), e a
rapida dispersdo destas pelo vento facilitam a rapida disseminacdo de resisténcia de Conyza
ao longo das paisagens agricolas do mundo (BUHLER e OWEN, 1997; WEAVER, 2001,
DAUER e MORTENSEN 2005). Biotipos das trés espécies de Conyza, de ocorréncias no
Brasil também ja foram relatados como resistentes ao glifosato (CHRISTOFFOLETI et al.,
2006; MONTEZUMA et al., 2006; MOREIRA et al., 2006; VARGAS et al., 2007, SANTOS
et al., 2014).

O glifosato pertence ao grupo de produtos quimicos inibidores da sintese de
aminodacidos e contém N-(Fosfonometil) glicina como ingrediente ativo (BRIDGES, 2003).
Depois de ser absorvido pelas plantas, ele € prontamente translocado, juntamente com o0s
fotossintetizados, do ponto de aplicacdo que sdo as folhas para os drenos distantes. Em plantas
sensiveis ao glifosato, a atividade da enzima plastidica 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato
sintase (EPSPs) é inibida, esta enzima € responsavel pela reacdo de condensacdo do
chiquimato-3-fosfato e fosfoenolpiruvato em 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSPS) e
fosfato inorganico (Pi), na etapa de formacao de corismato da rota do chiquimato (SHANER e
BRIDGES, 2003).

Dois grupos de resisténcia, envolvendo sitio especifico e sitio ndo especifico, foram
descobertos e validados. O grupo de resisténcia sitio especifico, resulta em mutacdes que
produzem uma enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs) fracamente
resistente ao glifosato. A resisténcia conferida para grupo sitio ndo especifico, envolve um
mecanismo de reducdo de translocacdo do herbicida para os tecidos meristematicos
(DINELLI et al., 2006; POWLES e PRESTON 2006).

Com base em investigacdes recentes sobre bi6tipos de C. canadensis dos EUA que
apresentam resisténcia ao glifosato, o principal mecanismo de resisténcia é a baixa

translocacdo deste herbicida para o tecido meristematico, com o seu maior acumulo nas folhas



(FENG et al., 2004; KOGER e REDDY, 2005; DINELLLI et al., 2006). Quando o herbicida é
absorvido pela planta ele deve ser translocado pelos tecidos vasculares para os sitios alvos
onde ird exercer a sua atividade (SATICHIVI et al., 2000). A translocacdo € um processo
essencial para a eficicia do herbicida (WANAMARTA e PENNER, 1989). A diminuicdo da
translocacdo de glifosato para o tecido meristematico é o principal mecanismo de resisténcia
descrito para buva e para outras plantas daninhas. O glifosato move-se pelo floema, seguindo
a rota dos produtos da fotossintese, isto €, das folhas fotossinteticamente ativas, para as partes
da planta que estdo em crescimento (HETHERINGTON et al., 1998). Assim, mudancgas na
absorcédo do herbicida, no metabolismo e na translocacdo podem afetar a sensibilidade de uma
planta, pois para a sua eficAcia o herbicida precisa chegar ao local de acdo e em uma
concentracdo adequada.

Adicionalmente, o papel complementar de altos niveis de transcritos constitutivos para
5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs) foram descritos para quatro biotipos de C.
canadensis resistentes ao glifosato (DINELLI et al., 2006). Tal como acontece com C.
canadensis, C. bonariensis, C. sumatrensis sdo plantas daninhas presentes
predominantemente em sistemas de cultivo de plantio direto tanto de verdo como de inverno.

Os resultados de Dinelli et al. (2008) mostraram que ao nivel molecular, a abundancia
relativa de RNAm que codifica para EPSPs antes do tratamento com glifosato foi
aproximadamente o dobro em dois bidtipos R quando comparados com o padréo de plantas S
e outros bidtipos. Além disso, os dois biotipos R que apresentaram tanto translocacdo e que
possuem niveis duplicados de RNAm para EPSPs também apresentaram o maior indice de
resisténcia. Estes resultados sugerem que dois fatores podem estar relacionados com
resisténcia ao glifosato em biotipos R: (1) alteracdo no mecanismo de translocacdo para o
herbicida e (2) altos niveis basais de transcricdo para EPSPs.

A regido conservada do gene para EPSPs, em que as mutacbes sdo conhecidas por
conferir resisténcia ao glifosato em algumas espécies de plantas, foi amplificada a partir de
amostras dos dois gendtipos de plantas (S e RS), e o produto da amplificacdo foi seqiienciado
por Chodov et al. (2009), mas estes autores ndo encontraram nenhuma mudanca para a
sequencia codificadora de aminoacido, indicando que mutagcdes em outros pontos do gene
para EPSPS possam ser responsaveis pela resisténcia observada. Chodov et al. (2009),
acreditavam que a sensibilidade reduzida ao glifosato possa ser devida as alteracbes na
translocacdo do herbicida, fato este ja observado em estudos de buva nos Estados Unidos por
outros autores. Por outro lado a comparagdo entre estes resultados e os resultados obtidos

anteriormente para 0 mecanismo de resisténcia ao glifosato em bi6tipos de C. canadensis dos



Estados Unidos, fizeram Dinelli et al. (2008) sugerirem que fatores agrondmicos como
repetidas aplicacdes de glifosato, sem rotaces de culturas e de herbicidas e plantio direto,
tém selecionado caracteristicas semelhantes em diferentes grupos genéticos do género Conyza

que apresentam resisténcia.

2.5 Diversidade Genética em plantas daninhas

Segundo os preceitos basicos da genética de populacdes e evolutiva, a existéncia de
variabilidade genética em individuos de uma populacdo aumenta a chance de alguns para
responder diferentemente frente a alteragdes do meio ambiente, de modo que isto possa
garantir a preservacdo da espécie (ALLENDORF e LUIKART, 2007).

De acordo com esse preceito, plantas daninhas com alta variabilidade genética,
podem indicar que essas plantas tém provavelmente uma significativa quantidade de variagédo
genética para escapar dos efeitos do agente de controle e também pode favorecer a selegéo de
genotipos resistentes. 1sso explica, a0 menos em parte, porque em nivel mundial, a maioria
dos biotipos resistentes aos herbicidas € de espécies anuais (VIDAL e MEROTTO Jr. 2001).

O aparecimento de bidtipos de plantas daninhas resistentes aos herbicidas esta
condicionado a uma mudanca genética na populacdo, imposta pela pressdo de selecéo,
causada pela aplicacdo repetitiva do herbicida na dose recomendada. Da mesma forma,
grandes infestacbes favorecem o aumento dos riscos de selecdo para resisténcia
(CHRISTOFFOLETI, et al. 2008 KISSMANN, 2003).

Vidal e Winkler (2002) descreveram que uma das caracteristicas inerentes as plantas
daninhas é a diversidade genética, porque se desenvolvem e evoluem em ambiente hostil. A
diversidade genética é comum principalmente entre as plantas daninhas anuais, que séo as
espécies pioneiras na sucessdo ecoldgica do ambiente agricola.

Frigo et al. (2009), identificou os polimorfismos em locos a- ¢ B-esterase em tecidos
de folhas de plantas de leiteiro (Euphorbia heterophylla) para a analise da diversidade
genética e estrutura de populacdes. Verificaram que as populacdes analisadas séo
geneticamente estruturadas e apresenta deficiéncia de heterozigotos, o que pode ser o
resultado da aplicacdo frequente do herbicida em areas onde as sementes foram coletadas.

Circunvis et al. (2014), estimaram a variabilidade genética de amostras de C.
sumatrensis provenientes de municipios (Guarapuava, Astorga e Nova Esperanca) do Estado
do Parana, usando quatro sistemas enzimaticos (MDH, PGM, GPI e ACP). As enzimas
analisadas no presente estudo indicaram que as plantas das trés cidades, sdo geneticamente

uniformes, e a uniformidade genética verificada para os locos enziméaticos é um indicativo



prévio de que é possivel utilizar doses equivalentes do glifosato para controlar o crescimento
desses biotipos.

Soares et al. (2015), determinaram a diversidade genética e a estrutura de populagdo
em amostras de C. canadensis e C. bonariensis. Os resultados desse estudo revelaram um alto
valor de identidade genética entre as espécies C. canadensis e C. bonariensis, 0 que evidéncia

uma alta taxa de fluxo génico entre amostras analisadas dessas espécies.

2.6 Marcadores moleculares

Até a década de 60, os estudos de polimorfismos nas populacdes baseavam-se em
avaliacdes de diferentes fendtipos morfoldégicos dos organismos (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998). Entretanto, o numero reduzido de marcadores fenotipicos
disponiveis, classificavam as populagdes como geneticamente homogéneas e a auséncia de
ligagdo destes com caracteres de importancia econdomica, bem como os efeitos deletérios das
mutacOes restringiam a sua utilizacdo. A revolucdo para este quadro teve inicio com o
desenvolvimento de marcadores moleculares (MARKERT e MOLLER, 1959).

Os marcadores moleculares apresentam vantagens sobre os marcadores morfolégicos
porque fornecerem um namero ilimitado de polimorfismos distribuidos aleatoriamente ao
longo de todo o genoma, e também por serem independentes dos efeitos ambientais e do
estado fisiologico da planta, permitindo a identificacdo precisa e precoce dos genotipos de
interesse (FUTUYMA, 1992; GUIMARAES e MOREIRA, 1999). De acordo com a definigéo
de Ferreira e Grattapaglia (1998), um marcador molecular corresponde a qualquer fenotipo
decorrente da expressdo de um gene, como por exemplo, as proteinas, ou corresponde a um
segmento especifico de DNA (regides expressas ou ndo no genoma), cuja sequencia e funcao
podem ou ndo ser conhecidas. O interesse no uso de tais marcadores se concentra em
quantificar a variabilidade genética, descrever como esta se distribui entre e dentro de
populacdes e como esta pode ser manipulada (ROBINSON, 1998). A variabilidade contida na
amostra a ser analisada dependera do polimorfismo e da estrutura genética presente na
populacdo (MACHADO, 1982). O uso de marcadores moleculares tem sido bastante util nos
estudos de variabilidade, sendo capaz de detectar polimorfismos em varias espécies
(WALDSCHIMIDT et al., 2002).

O uso dos marcadores moleculares incitou o desenvolvimento de tecnologias que
podem revelar variabilidades em nivel gendmico de uma forma rapida, simples e eficaz. O
aprimoramento das técnicas de deteccdo de polimorfismos no DNA teve um grande avango

apo6s o surgimento da tecnologia do DNA recombinante e a amplificagdo da molécula de



DNA por PCR (Polimerase Chain Reaction), sendo que ambas as técnicas ajudaram a tornar
0 uso dos marcadores moleculares potencialmente ilimitados (FERREIRA e
GATTAPAGLIA, 1995).

Os microssatélites (Simples Sequéncias Repetidas — SSR) tém sido usados como
marcadores moleculares para avaliar polimorfismos de DNA, em estudos com finalidades
diferentes, e em diversas espécies de plantas (DEMORE, 2008; CARVALHO, 2007)
incluindo espécies de plantas daninhas (GOULART et al., 2011). Sdo marcadores moleculares
que consistem em motivos de sequéncias de 1 a 6 pares de bases que se repetem em tandem.
Estas regides ocorrem frequentemente e randomicamente nos genomas de plantas e animais e
tipicamente exibem uma grande variacdo. De maneira geral, os microssatélites tém sido
considerados como 0s marcadores moleculares mais informativos para estudos de genética em
nivel de espécies, porque sdo marcadores codominantes e altamente multialélicos, de alto
polimorfismo, apresentando maior contetdo informativo por loco génico entre todas as
classes de marcadores moleculares (GOLDSTEIN e SCHLOTTERER, 1998).

Os microssatelites apresentam numerosas vantagens quando comparados a outros tipos
de marcadores, eles sdo altamente polimorficos, informativos, a heranga é codominante o que
permite a discriminacdo entre homozigotos e heterozigotos, apresenta ocorréncia abundante
em genomas de eucariotos e sdo altamente reproduziveis (SALLES e BUSO, 2003). Por
apresentar uma elevada taxa de mutacdo, um mesmo locus SSR em uma populacdo, contém
geralmente diversos alelos, cada um com um nimero diferente de repeticdes e isso significa
que os marcadores de SSR ou microssatélite sdo muito Gteis para discriminar individuos
diferentes (JARNE e LAGODA, 1996). Diversos mecanismos tém sido sugeridos para
explicar a elevada taxa de mutacdo dos microssateélites, e as alteracdes podem ocorrer durante
a recombinacdo (crossing-over desiguais), por “derrapagem” da DNA polimerase durante a
replicacdo, ou durante o reparo do DNA (STRAND et al., 1993).

Missiagglia e Grattapaglia (2006) tém salientado que um dos fatores limitantes para
0 uso dos microssatélites é que o desenvolvimento inicial destes marcadores moleculares
demanda grande quantidade de trabalho e recursos financeiros. Por isso, alternativamente, tem
sido recomendado a utilizacdo de primers desenvolvidos originalmente desenvolvidos em
determinada espécie, para estudos em espécies similares. Outra limitacdo para estudos
relacionados a marcadores moleculares microssatélites salientado por Missiagglia e
Grattapaglia (2006), é a necessidade de utilizacdo de vérios oligonucleotideos iniciadores

(primers), o que contribui para a elevagdo do custo do estudo a ser realizado.



Na utilizagdo de marcadores microssatélites em plantas daninhas, Goulart et al.
(2011) descreveram a técnica da cauda fluorescente como forma de otimizacdo da utilizagdo
de marcadores moleculares microssatélites, utilizando como exemplo um estudo de
identificacdo de hibridos entre arroz-vermelho e cultivado. Foram utilizadas como modelo
plantas de arroz cultivado, arroz-vermelho e o hibrido originado do cruzamento artificial
dessas plantas. A técnica da cauda fluorescente consiste na sintese do iniciador forward com a
sequéncia desejada e a adicdo da sequéncia de um iniciador universal, que corresponde a
chamada cauda. A deteccdo da amplificacdo é realizada em equipamento de eletroforese
capilar automatizada, através da utilizacdo de um iniciador universal sintetizado com
fluoréforo.

Pesquisas feitas com o género Conyza foram realizadas recentemente por Okada et
al. (2013) desenvolveu marcadores microssatélites para a espécie C. canadensis com 0
objetivo de obter informacGes sobre a evolucdo, origem e propagacdo da resisténcia. Analises
da estrutura genética populacional revelaram varias origens independentes para a resitencia ao
glifosato dentro do Vale Central da California, C.A. USA.

Okada et al. (2015) usou 0s mesmos marcadores microssatelites para elucidar as
origens evolutivas e a disseminacao espacial da resisténcia, do glifosato em C. bonariensis no
Vale Central da California, CA, USA. Nesse estudo foram analisadas trinta e cinco
populacdes coletadas em pomares e parreirais de todo o Vale Central. Os resultados indicaram
que a baixa taxa de autopolinizacdo em C. bonariensis, 0 que segundo 0s autores pode
explicar o aumento substancial da diversidade genética dessa espécie quando comparada com
C. canadensis, e essa maior diversidade genética propicia um maior potencial para a evolugédo

de biotipos resistentes em periodos de tempo mais curtos.
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Avaliacdo do perfil genético de regides de microssatélites em amostras de
Conyza spp.
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1. Introducéo

A familia Asteraceae possui cerca de 1600 géneros e aproximadamente 23.000
espécies, representando cerca de 10% da flora mundial (BREMER, 1994). No Brasil, a
familia é representada por, aproximadamente, 180 géneros e 1.900 espécies, distribuidas em
diferentes formagdes vegetais (BARROSO et al., 1991; NAKAJIMA e SEMIR, 2001).

Pertencente a essa familia, 0 género Conyza possui aproximadamente 50 espécies e
estas se encontram distribuidas por quase todo o mundo (KISSMANN e GROTH, 1999).
Dentro deste género as espécies mais importantes para o Brasil sdo C. canadenses, C.
sumatrensis e C. bonariensis, conhecidas popularmente por “buva”, destacam-se por
infestarem dareas abandonadas (constituidas por terrenos baldios e margens de estradas),
pastagens, culturas perenes (citros e café) e lavouras anuais (algoddo, milho, soja e trigo)
(THEBAUD e ABBOTT, 1995). No mundo todo, estas espécies de daninhas infestam mais de
40 culturas (HOLM et al., 1997).

Conyza canadensis (L.) Cronquist é nativa da América do Norte (NOYES, 2000),
estd presente em quase todas as regibes do Canada (ROULEAU e LAMOUREUX, 1992),
Estados Unidos (USDA, 1970), oeste da Europa, Planicie Mediterranea (THEBAUD e
ABBOTT, 1995), Australia e Japdo (HOLM et al., 1997). Tambem é frequente em regides
subtropicais do hemisfério sul, mas é pouco frequente em regibes tropicais (KISSMANN e
GROTH, 1999).

A espécie Conyza bonariensis € nativa da América do Sul e é encontrada de forma
abundante na Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil. Ela também esta presente na Colémbia e
na Venezuela, onde infesta lavoura de café. No Brasil, sua presenca é mais intensa nas regides
Sul, Sudeste e Centro-Oeste (KISSMANN e GROTH, 1999, VARGAS, et. al. 2007).

A Conyza sumatrensis é considerada uma espécie nativa da América do Sul, mas que
se espalhou por todas as areas tropicais e subtropicais em todos os continentes (THEBAUD e
ABBOTT, 1995; PRUSKI e SANCHO 2006). Essa espécie € descrita como uma planta
herbacea com ciclo anual ou bianual, sendo hexapldide, com o nimero de cromossomos
2n=54. Se reproduzem apenas por sementes, sdo principalmente de autopolinizacdo
(GOLDBLATT, 1985; THEBAUD et al., 1996; CASE e CRAWLEY, 2000).

O grau de interferéncia das plantas daninhas nas culturas depende da comunidade
vegetal infestante (espécie, densidade e distribuicdo), da cultura (cultivar, espacamento e

densidade), do ambiente (solo, clima e manejo) e do periodo de convivéncia. Essa competicdo



impede o desenvolvimento normal das plantas, promove decréscimo na qualidade do produto
colhido, como também provocar dificuldades durante a realizacdo da colheita (PITELLI,
1985; LORENZI, 2000).

O género Conyza é evidentemente, propenso para evoluir genotipos que apresentam
resisténcia ao glifosato. Este género evoluiu resisténcia para os inibidores do fotossistema I,
bipiridilios (paraquat), uréias, amidas, e os inibidores da ALS e glifosato (HEAP, 2015). A
grande producdo de sementes (cerca de 150 mil), e a répida dispersdo destas pelo vento
facilitam a rapida disseminacdo de resisténcia de Conyza ao longo das paisagens agricolas do
mundo (BUHLER e OWEN, 1997; WEAVER, 2001; DAUER e MORTENSEN 2005).
Biotipos das trés espécies de Conyza, também ja foram relatados como resistentes ao glifosato
no Brasil (CHRISTOFFOLETI et al., 2006; MONTEZUMA et al., 2006; MOREIRA et al.,
2006; VARGAS et al., 2007, SANTOS et al., 2014).

O aparecimento de biotipos de plantas daninhas resistentes aos herbicidas esta
condicionado a uma mudanga genética na populacdo, imposta pela pressdo de selecéo,
causada pela aplicacdo repetitiva do herbicida na dose recomendada. Da mesma forma,
grandes infestacbes favorecem o aumento dos riscos de selecdo para resisténcia
(CHRISTOFFOLETI, et al 2008; KISSMANN, 2015).

Circunvis et al. (2014), estimou a variabilidade genética de amostras de C.
sumatrensis provenientes de municipios (Guarapuava, Astorga e Nova Esperanca) do Estado
do Parana, usando quatro sistemas enzimaticos (MDH, PGM, GPI e ACP). As enzimas
analisadas no presente estudo indicaram que as plantas das trés municipios, sdo geneticamente
uniformes, e a uniformidade genética verificada para os locos enzimaticos é um indicativo
prévio de que é possivel utilizar doses equivalentes do glifosato para controlar o crescimento
desses biotipos. Soares et al. (2015), determinaram a diversidade genética e a estrutura de
populacdo em amostras de C. canadensis e C. bonariensis. Os resultados desse estudo
revelaram um alto valor de identidade genética entre as espécies C. canadensis e C.
bonariensis, 0 que evidéncia uma alta taxa de fluxo génico entre amostras analisadas dessas
espécies.

Os microssatélites (Simples Sequéncias Repetidas — SSR) tém sido usados como
marcadores moleculares para avaliar polimorfismos de DNA, em estudos com diferentes
finalidades, e em diversas espécies de plantas (DEMORE, 2008; CARVALHO, 2007)
incluindo espécies de plantas daninhas (GOULART et al., 2011). De maneira geral, 0s
microssatélites tém sido considerados como 0s marcadores moleculares mais informativos

para estudos de genética em nivel de espécies, porque sdo marcadores codominantes e



altamente multialélicos, de alto polimorfismo, apresentando maior conteddo informativo por
loco génico entre todas as classes de marcadores moleculares (GOLDSTEIN e
SCHLOTTERER, 1998).

Pesquisas feitas com o género Conyza foram realizadas recentemente por Okada et
al. (2013) com a espécie C. canadensis para investigar a distribui¢do geogréfica da resisténcia
ao glifosato em C. canadensis no Vale Central da Califérnia, CA, USA, e avaliar a
diversidade genética e a estrutura de populacdes utilizando os marcadores microssatélites
desenvolvidos por esse grupo de trabalho. Andlises da estrutura genética populacional
revelaram varias origens independentes para a resisténcia dentro do Vale Central.

Okada et al. (2015) usou os mesmos marcadores microssatélites para elucidar as
origens evolutivas e a disseminacao espacial da resisténcia, do glifosato em C. bonariensis no
Vale Central da California, CA, USA. Nesse estudo foram analisadas trinta e cinco
populacdes coletadas em pomares e parreirais de todo o Vale Central. Os resultados indicaram
que a baixa taxa de autopolinizacdo em C. bonariensis, 0 que segundo os autores pode
explicar o aumento substancial da diversidade genética dessa espécie quando comparada com
C. canadensis, e essa maior diversidade genética propicia um maior potencial para a evolucéao
de biotipos resistentes em periodos de tempo mais curtos.

O aparecimento de biotipos de plantas daninhas resistentes aos herbicidas pode estar
condicionado também a mudancas genéticas nas populacfes, impostas pela pressdo de
selecdo, causada pela repetitiva aplicacdo dos herbicidas. A proposta do presente estudo foi
avaliar o perfil genético de regides de microssatélites em amostras de Conyza spp. coletadas
de 50 diferentes localidades nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao
Paulo e Mato Grosso do Sul, e em funcdo da analise da diversidade genética verificar como

estas populacdes se encontram geneticamente estruturadas.

2. Materiais e Métodos

2.1 Material Biologico

As sementes de Conyza spp. utilizadas no presente estudo foram coletadas em 50
localidades nos estados de Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Paulo e Mato
Grosso do Sul (Figura 1), organizadas em bulk, armazenadas em sacos de papel e
encaminhados a Universidade Estadual de Maringa. Para a analise foram utilizados 10

amostras de cada ponto de coleta, totalizando 500 amostras (Tabela 1).
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Figura 1: Mapa dos pontos de coletas de sementes de Conyza sp; 1 Séo José do Ouro, 2
Saldanha Marinho, 3 Lagoa Vermelha, 4 Santo Angelo, 5 Campos Novos*, 6 Campos Novos?,
7 Abelardo Luz, 8 Curitibanos®, 9 Curitibanos?, 10 Quilombo, 11 Campo Mourdo , 12
Janidpolis, 13 Goioeré, 14 Mariluz, 15 Rancho Alegre D’Oeste, 16 Sao Jodo do Ivai, 17
Quinta do Sol, 18 Alto Piquiri, 19 Toledo, 20 Mal. Candido Rondon, 21 Guaira®, 22 Guaira?,
23 Palotina’, 24 Palotina?, 25 Brasilandia do Sul, 26 Francisco Alves, 27 Maring4, 28 Céu
Azul, 29 Ouro Verde do Oeste’, 30 Ouro Verde do Oeste?, 31 Lindoeste, 32 Londrina®, 33
Londrina?, 34 Sertanépolis, 35 Bela Vista do Paraiso, 36 Cambé, 37 Mamboré', 38
Mamboré?, 39 Pato Branco, 40 Cambira, 41 Francisco Beltrdo, 42 Santa Helena, 43
Tamboara, 44 Assai, 45 Rolandia, 46 Palmital, 47 Campos Novos Paulistas, 48 Caarapd, 49
Itapord e 50 Itaquirai.



Tabela 1. Pontos de coletas de sementes de Conyza spp dos quais foram obtidas as amostras
utilizadas para a avaliagdo da diversidade genética com o marcador molecular microssatélite.
NUmero

Estado Municipios Amostras de %oeo Ordfg:c?éj ais
Plantas g
Rio Grande do Sul x ) 27°48'15.09" S
Brasil Sdo Jose do Ouro 1 10 51°34'30.09" O
Saldanha Marinho 2 10 25%35132226331 OS
Lagoa Vermelha 3 10 25810133;145780
Santo Angelo 4 10 5220 11 57 rjgn (S)
Santa Catarina 1 27° 25'06" S
Brasil Campos Novos > 10 51°09'18" O
Campos Novos® 6 10 ézofégg (S)
Abelardo Luz 7 10 égofggg (S)
Curitibanos® 8 10 égoégg'j (S)
Curitibanos? 9 10 ggoégfg (S)
Quilombo 10 10 25623162412180
Parana N 24°13'10" S
Brasil Campo Mourdo 1 10 52°14'29.4" O
Janiépolis 12 10 %2&1951231 OS
Goioeré 13 10 égoégggg CS)
Mariluz 14 10 ggo(l)gjsg CS)
Rancho Alegre 15 10 24°14'26" S
D’Oeste 52°52'20.9" O
Séo Jodo do lvai 16 10 521?; 4586373%%
Quinta do Sol 17 10 gg{lgez,gg CS)
s 24°03'32.2" S
Alto Piquiri 18 10 £3°20'05.9" O
Toledo 19 10 25433 f205307 OS
Mal. Candido 20 10 24°29'58.7" S
Rondon 54°17'12.5"0
L1 24°13'43.7" S
Guaira 21 10 54°17'19.2" O
Guaira’ 22 10 24°08:42.0" S

54°16'48.7" O




Palotina®

Palotina?

Brasilandia do Sul

Francisco Alves
Maringé

Céu Azul

Ouro Verde do
Oeste!
Ouro Verde do
Oeste?

Lindoeste
Londrina®
Londrina’

Sertandpolis

Bela Vista do
Paraiso
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Mamboré®
Mamboré?

Pato Branco
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Francisco Beltrao

Santa Helena
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Assai
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Séé)rl;’sililo Palmital

Campos Novos
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10
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24°15'41.3" S
53°48'01.3" O
24°14'13.4" S
53°46'27.4" O
24°13'04.1" S
53°34'39.2" O
24°05'11.9" S
53°54'25.0" O
23°25'30"S
51°5620"0
25°10'35" S
53°55'30" O
24°48'35.3" S
53°54'57.7" O
24°48'35.3" S
53°54'57.7" O
25°1029.2" S
53°35'05.8” O
23°27.729” S
51°09.1'52” O
23°28.125” S
50°59.3'8” O
22°58'59.43" S
51°08'34.03" O
23°01.52'8” S
51°14.68'3” O
23°04.89'9” S
51°17.20'9” O
24°26'53.3" S
52°33'30.6" O
24°01'45.6" S
52°36'59.8" O
26°13'44" S
52°40'15" O
23°34'58"S
51°34'40" O
26°4'51" S
53°3"18" O
24°53'11.6" S
54°22'45.0" O
23°8'42.57" S
52°31'19.09" O
23°22'22" S
50°50'27" O
23°18'36" S
51°22'08" O
22°45.29'01” S
50°11.31°06” O
22°35.52°01”S
50°04.50°4” O




Mato Grosso do Sul , 22°30'59.1" S
Brasil Caarapo 48 10 54°4527" O
. 22°04'30" S
Itaporé 49 10 54°46'30" O
L, 23°38'38" S
Itaquirai 50 10 54°11'40" O
Total 50 500

2.2 Plantio e coleta e armazenamento das plantas

Para a germinacdo, as sementes de cada local, foram distribuidas aleatoriamente em
vasos de 500 mL contendo solo estéril e mantidas a temperatura ambiente em casa de
vegetacdo no CTI (Centro de Treinamento e Irrigacdo) da Universidade Estadual de Maringa
e irrigadas diariamente (Figura 2). Aproximadamente 30 dias apds a emergéncia as folhas das
plantas foram coletadas e acondicionadas em papelotes de papel aluminio, em seguida
congeladas instantaneamente em nitrogénio liquido e armazenadas em ultra freezer -80°C.

Figura 2. Tamanho aproximado das plantas de Conyza spp utilizadas para a extracdo de DNA.

2.3 Extracédo do DNA

A extracdo de DNA de plantas de Conyza spp foi realizada utilizando o protocolo
descrito por Doyle e Doyle (1990) e modificado por Cullings (1992). Para a extracdo de DNA
foi utilizado aproximadamente 50 mg de folhas que foram trituradas utilizando nitrogénio
liquido, em seguida foi adicionado 500 pL de Tampdo CTAB de extracdo (Tabela 2). As
amostras foram incubadas em banho-maria na temperatura de 55 °C por um periodo de 1 hora.

Em seguida foi realizada uma lavagem com 500 pL de cloroférmio:alcool isoamilico na



proporcdo de 24:1. As amostras foram centrifugadas por 5 minutos com 14.000 r.p.m. para a
separagdo da fase aquosa. Apls esse processo foi adicionado 0,08 vezes do volume
recuperado de acetato de amonia 7,5 M gelado, e 0,54 do volume de isopropanol gelado e
incubadas em temperatura de -20 °C por um periodo de 1 hora.

As amostras foram lavadas novamente com etanol 70% por duas vezes e uma vez com
etanol 95% gelado. Em seguida as amostras foram ressuspendidas com 50 pL de tampdo TE
tampao (Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8,0) e mantidas em um freezer a -20°C.
As amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro UV-visivel modelo Picodrop®, para
uso nas reacdes as amostras foram diluidas para a concentragdo de 10 ng/uL.

Tabela 2. Tampdo utilizado para o processo de extracdo de DNA das amostras de Conyza
segundo a metodologia descrita por Doyle e Doyle (1990) e modificada por Cullings (1992).

Tampéo PVP B-mercaptoetanol
CTAB Estoque
0,5mL 0,02 g 2,5 L
5mL 0,29 25 pL
20 mL 0,89 100 pL

2.4 Anélise dos locos microssatélites via PCR
Para a amplificacdo dos locos de microssatélites foram testados 12 pares de primers de
microssatélites: HWO02, HWO04, HWO06, HWO07, HW14, HW21, HW27, HW?29
(ABERCOMBIE et al., 2009), HWSSR01, HWSSR03, HWSSR04, HWSSR09, (OKADA et
al., 2013).
As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Veriti 96 Well,
Apllied Biosystens. As reacdes foram realizadas em placas multiplex, sendo utilizado para a
reacdo 2 ng de DNA, tampéo de reacdo 1X (10 mM de Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM de KCI), 2
mM de MgCl,, 1 mM de cada dNTP, 1U de Tag-DNA Polimerase (Invitrogen), 0,4 pM de

cada um dos primers Foward e Reverse especificos e agua mili-Q para um volume final de 20
pL de solucéo.

Os ciclos de PCR foram realizados com uma desnaturacao inicial das amostras com
94°C por 5 minutos, desnaturacdo a 94 °C por 40 segundos; o anelamento foi realizado com
55 °C por 40 segundos e a extensdo foi com 72 °C por trinta segundos, foram realizados 34
ciclos com estas trés etapas e a extensdo final em 72 °C por 30 segundos.

Apoés a amplificagdo as amostras foram aplicadas em gel de agarose com concentragdo

de 4%, preparado com 50% de agarose UltraPure™ Invitrogem e 50% de agarose



Metaphor™ Lonza . O gel foi corado em banho de Brometo de Etidio (0,5 pg/mL) e
fotografado sob luz UV, usando um fotodocumentador L-Pix HE (Loccus) utilizando o
software L-Pix Image.

2.5 Analise estatistica

A partir do padrdo de bandas obtido para cada loco de microssatélites foram
calculados os indices de diversidade em cada populacdo estudada. A variabilidade genética foi
estimada por meio de uma estatistica descritiva que determinou o numero de locos
polimérficos, nimero de alelos por loco, nimero efetivo de alelos por loco, nimero efetivo de
alelos (Ne) que foi estimado como N.=1/(1-H,), heterozigosidade observada (H,) e esperada
(He), distancia genéetica entre populacdes, frequéncias alélicas e o afastamento do equilibrio de
Hardy-Weinberg para cada loco; todos estes parametros foram calculados utilizando o
programa POPGENE 1.32 (YEH et al., 1999). Neste mesmo programa, foi construido um
dendrograma e uma matriz de distancia e identidade genética de Nei (1972) usando o método
de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using na Arithmetic Average).

Foi utilizado também o programa STRUCTURE v 2.3.2. (PRITCHARD et al., 2000),
que baseia-se na determinacdo de grupos heteroticos a partir de dados moleculares. Evanno et

al. (2005) sugeriram estimar AK como:

[arg [L(x + 1}] —2arg BT +arg [L(x-1]]}

4K= 2 LK)

Onde avg € a media aritmética nas repeticoes e sd é o desvio padrdo da repeticdo
L(K). O valor de K corresponde ao valor médio da distribuicio de AK (RODRIGUEZ-
RAMILO et al., 2009).

Por meio desses conceitos, foi realizada a analise implementada pelo programa
STRUCTURE v. 2.3.2. (PRITCHARD et al., 2000), que tem como base 0 modelo de
separacdo de grupos (clusters), que atribui individuos a um nimero K de populacdes, com
base na estimativa Bayesiana em conformidade aos equilibrios esperados de Hardy-Weinberg
e auséncia de desequilibrio de ligacdo entre os locos analisados, dentro de cada populacéo.
Esta andlise foi realizada com valor de lenght burning de 5000, com valor de MCMC de
50.000 e valor de corte de 10%; foram testados de K= 2 a K= 20. O software STRUCTURE
HARVESTER v.0.6.1 (EARL e VON, 2009) foi usado para processar 0s arquivos de
resultados do STRUCTURE v 2.3.2. O programa GenAlEx 6.5 (Peakall e Smouse 2006) foi
utilizado para calcular a percentagem de variancia molecular dentro e entre as populagdes, por

meio da analise da variancia molecular (AMOVA). Com este programa, também foram



construidas as matrizes de distancia genética e a de distancia geogréfica. A correlacdo entre
estas matrizes foi calculada utilizando o teste de Mantel. Para estimar a diversidade genética
dentro das populac6es usando os 10 locos de microssatélites, riqueza alélica (A), He, Ho, Fis
foram calculados para cada populagdo usando o programa Fstat 2.9.3 (Goudet, 2002).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise do DNA e da diversidade genética entre as plantas e Conyza sp.

A metodologia descrita por Doyle e Doyle (1990) e modificado por Cullings (1992),
empregando-se folhas como material biologico, utilizada no presente trabalho foi eficiente
para produzir DNA de qualidade para a amplificacdo, utilizando primers microssatélites, e 0s
resultados destas amplificagdes foram reproduziveis. As concentracdes de DNA nas amostras
de Conyza spp. variaram de 34,2 ng/pL a 1550,6 ng/pL.

Para avaliar a diversidade genética dentro e entre as populacGes de Conyza spp.,
foram testados um total de 12 pares de primers microssatélite. Destes, 10 foram selecionados
(Figura e Tabela 3) estes apresentaram locos bem definidos e com a possibilidade de avaliar
os diferentes alelos destes locos entre as amostras amplificadas.

A analise dos dez locos de microssatélites em 500 amostras de plantas de diferentes
localidades de Conyza spp. resultaram na amplificacdo de 42 alelos, com uma média de 4,2
alelos por loco polimorfico. O primer HWSSRO01 apresentou o maior namero de alelos (6).
Cinco alelos foram identificados usando os primers HW02, HW21, HW27, quatro alelos
usando os primers HWO04, HW06, HWSSR03 e HWSSRO04, trés alelos com o primer
HWSSRO09. O primer HW29 apresentou o menor nimero de alelos (2) (Tabela 3).
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Figura 3. Geis de agarose concentrado 4% (50% agarose comum e 50% agarose Metaphor)
para separar o produto da amplificacdo dos DNAs de diferentes plantas das populacdes de
Conyza spp com os primers A) HW02, B) HW04, C) HWO06, D) HW21, E) HW27, F) HW29,
G) HWSSRO01, H) HWSSRO03, 1) HWSSR04, J) HWSSRO09. A primeira amostra do gel indica
o marcador ladder 100 pb (Invitrogen), as demais amostras indicam os alelos (homozigotos e
heterozigotos) presentes nas plantas das diferentes populacoes.



Tabela 3. Primers de Microssatélites usados para a analise de plantas de Conyza spp.
repeticbes amplificadas para cada microssatélite e o nimero de alelos por locos

Primer Sequencia de nucleotideos r-gélzgig;o (’j\leﬂ;;glzos
oz ASTATTOCAATCATS onmen, s
wos L SCCACCCTATIGTTTISCTIAT (D,
HWO06 F: CTTGCATGGTAGTCAACGTCAT (AT); (GT)s 4

R: CAGAGGTGGTCATGTGATGTG (GT)s (CT)1o
e ATACTCOANTICSTOACGATITS s
T ACTOGAATTeSTOACS s
ey STACTICTTCAATTATCCATAC eoraAcr 2
wssror . TATSTICTACGACTeACToAGATE S
wssros . TICACTCOACTCOTACTGTATS (o) ETATAD,
wssro £ SOAMAACTOCTSTCATACTAT AC wan.
wssros AT oS ATCCAoAT .

Para o loco de microssatélite HWSSRO1 foi observado alelos nulos, isto €, apos
quatro tentativas de amplificacdo nédo foi observado o produto da amplificacdo. Esta auséncia
de amplificacdo deve ocorrer em funcdo de alteragbes nas regides complementares aos
primers de microssatélite. Uma vez que este primer ndo anelou, ndo foi observado produto de
amplificacdo. Foram observados alelos nulos para plantas de 16 populacfes sendo que a
frequéncia deste alelo variou de 0,1000 (populacbes 1, 3, 5, 12, 19, 22, 28, 45) a 0,7000
(populacdo 39). A frequéncia global de alelos nulos para as 50 populacgdes foi de 0,0680.

Para quase todos os locos estudados foram observados alelos com frequéncia igual a
1,000 ou (locos monomorficos), portanto, séo alelos fixos, (Tabela 4); o Unico loco que ndo
apresentou alelo fixado foi o loco HW29. No loco HW02 o alelo “b” encontra-se fixado nas
populacdes 11 e 17, alelo “c” nas populacBes 37, 46 e 48, e 0 alelo “e” somente na populacéo
1. No loco HW04 o alelo “a” foi fixado nas populagdes 9, 10, 37, 39, 41, 43, 46, 49, 50 e 0
alelo “b” nas populacGes 11 e 36. Somente o alelo “b” estd fixo no loco HWO06 nas
populacdes 1, 2, 9, 10, 18, 19, 49, 50. Para o loco HW21 o alelo “a” estd fixado nas
populacdes 2 e 50, alelo “b” nas populagdes 11, 23, 27, e 37, e alelo “c” somente na
populacdo 46. O loco HW27 foi o que apresentou o maior nimero de populacGes com alelos
monomorficos (16), onde o alelo “a” esta fixado nas populagdes 2, 3, 19, 49 e 50, o alelo “b”
nas populagdes 38, 39, 43, 44, 46 e 48, e o alelo “c” nas populagbes 4, 26, 33, 35 e 36. No
loco HWSSROL1 o alelo “a” encontra-se fixado nas populagdes 11, 15, 17, 21, 37 e 48 e o alelo



“d” na populacdo 46; esse foi o Unico loco que apresentou o alelo “d” fixado. No loco
amplificado com o primer HWSSRO03 o alelo “a” foi observado fixado nas populactes 11 e
46 e o alelo “b” nas populagdes 41, 47 e 48. No loco HWSSR04 os alelos “b” e “c” estéo
fixados: “b” nas populagdes 2, 4, 6, 17, 24 e 40 e o0 alelo “c” somente na populacdo 15. No
loco HWSSR09 o alelo “a” esta fixado na populacdo 48, o alelo “b” estd fixado nas
populacdes 2, 3, 4, 8,9, 17, 37 e 48 e 0 alelo “c” nas populagdes 11, 47 e 50. A populacdo 37
(Mamboré'-PR) foi a que apresentou o maior nimero de locos com alelos fixados, 7 no total
de 10, seguida pelas populagdes 11 (Campo Mouréo -PR) e 46 (Palmital-SP) (com 6 locos).

A fixacdo de alelos é um pardmetro que é usado frequentemente para estimar a
resposta genética a processos de selecdo de genoétipos, e € decorrente de uma reducdo na
variabilidade genética (Carneiro et al., 2006; 2007). No melhoramento genético assistido por
marcadores moleculares, a fixacdo de alelos € usada de forma associada com caracteristicas
fenotipicas favoraveis no decorrer de um determinado nimero de geragGes. Em Conyza spp.
os alelos HW04%, HWO06, e HWSSR09® foram fixados em 18% para o primeiro e em 16% das
populacdes analisadas para os dois ultimos. A Tabela 4 ilustra um processo de fixagcdo dos 21
alelos aleatdria nas 33 populacdes de Conyza spp., sugerindo que a fixacdo de alelos nestas
populacdes pode ser decorrente de deriva genética, ou de processos de selecdo diferenciais
nas entre as diferentes populacdes. A hipdtese de deriva genética € um mecanismo plausivel
para populacdes de Conyza spp. as quais podem sofrer efeitos gargalo (por acéo de herbicidas
que reduz periodicamente o tamanho da populacéo) e/ou efeito fundador (por dispersdo de
amostras e invasao de novas areas).

O polimorfismo entre as 50 populacdes analisadas variou de 30% a 100%. As
populacdes com maior polimorfismo foram: 5, 7, 12, 13, 14, 16, 20, 22, 25, 28, 29, 30, 31, 32,
34, 42 e 45 com 100% dos locos polimoérficos. A populagdo com menor polimorfismo foi a 37
(Mamboré-PR) com 30% de locos polimérficos (Tabela 5). Dentro das populacGes a riqueza
alélica (A) variou de 1,4 (11-Campo Mour&o -PR) a 3,1 (29-Ouro Verde do Oeste!-PR). A
heterozigosidade média observada variou de 0,0800 na populacdo 33 (Londrina-PR), a 0,4200
na populacdo 29 (Ouro Verde do Oeste'-PR). A heterozigosidade média esperada estimada
pelo indice de Nei foi de 0,6287, e a heterozigosidade média observada (He) foi de 0,2222,
portanto houve uma grande diferenca entre o esperado e o observado para os fendtipos
heterozigotos. No loco HW27 o alelo “e” (0,250) foi exclusivo da populagdo 8 (Curitibanos’-
SC) e no loco HWSSR04 o alelo “d” (0,100) foi exclusivo da populacdol3 (Goioeré-PR).



Tabela 4: Alelos fixados nos 10 locos de microssatélites analisados nas 50 populac6es de Conyza spp.

Locos Alelos HWO02 HWO04 HWO06 HWO021 HWO027 HWSSRO1 | HWSSR03 | HWSSR04 HWSSRO09
Populagdes
b c e a b b a b a b c a d a b b c a b c
1 Séo José do Ouro-RS 100
2 Saldanha Marinho-RS 100 | 100 100 100 100
3 Lagoa Vermelha-RS 100 100
4 Santo Angelo-RS 100 100
6 Campos Novos®-SC 100
8 Curitibanos'-SC 100 100
9 Curitibanos*-SC 100 100 100
10 Quilombo-SC 100 100
11 Campo Mouréo -PR 100 100 100 100 100 100
15| Rancho Alegre do Oeste-PR 100 100
17 Quinta do Sol-PR 100 100 100 | 100
18 Alto do Piquiri-PR 100
19 Toledo-PR 100 100
21 Guaira'-PR 100
23 Palotina'-PR 100
24 Palotina®-PR 100
26 Francisco Alves-PR 100
27 Maringa-PR 100
33 Londrina®-PR 100
36 Cambé-PR 100 100
37 Mambore-PR 100 100 100 100 100 100 100
38 Mambore*-PR 100
39 Pato Branco-PR 100
40 Cambira-PR 100
41 Francisco Beltrdo-PR 100 100
43 Tamboara-PR 100 100

Total

[uny
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44 Assai-PR 100

46 Palmital-SP 100 100 100 100 100 | 100

47| Campos Novos Paulista-SP 100

48 Cararap6-MS 100 100 100 100 100

49 Itapor&-MS 100 100 100 100

50 Itaquarai-MS 100 100 | 100 100 100
Total por alelos 3 9 8 2 115 6 6 1 2 3 1 8 3

o b~ O P O -



Tabela 5: Parametros médios de diversidade genética avaliados nas 50 popula¢bes de Conyza
spp. e obtidos mediante analise dos dez locos microssatélites, onde P: Proporcdo de locos
polimorficos; Na: nimero médio de alelos observados; Ne: nimero efetivos médio de alelos;
Hom Obs: Homozigosidade Observada; Hom Esp: Homozigosidade Esperada Ho:
heterozigosidade média observada; Nei: heterozigosidade media esperada; A: Riqueza
Alélica;

Hom Hom

Populag¢des P Na Ne Obs Esp Ho Nei A

Sao José do Ouro-
RS

[EEN

80% 1,9 1,4061 0,8700 0,7395 0,1300 0,2475 1,9

Saldanha

Marinho-RS 50% 1,8 1,5189 0,8600 0,7532 0,1400 0,2345 1,8

Lagoa Vermelha-
RS

80% 2,3 1,8311 0,8600 0,6042 0,1400 0,3760 2,3
4 Santo Angelo-RS 80% 2,2 1,6412 0,7600 0,6389 0,2400 0,3430 2,2

Campos Novos'-

sc 100% 3,0 1,9596 0,8700 0,5258 0,1300 0,4505 3,0

Campos Novos*-

sc 90% 3,0 2,2682 0,7400 0,4874 0,2600 0,4870 3,0

7 Abelardo Luz-SC 100% 3,0 2,4195 0,7400 0,4195 0,2600 0,5515 3,0
8 Curitibanos'™-SC  80% 2,1 11,6598 0,7700 0,6316 0,2300 0,3500 2,1
9 Curitibanos®>-SC  70% 2,4 11,8427 0,7600 0,6116 0,2400 0,3690 2,4

10  Quilombo-SC  80% 2,1 1,6241 0,7500 0,6742 0,2500 0,3095 2,1

Campo Mouréo -

1 PR

40% 14 11,3374 0,8500 0,8111 0,1500 0,1795 1,4
12 Janiopolis-PR  100% 2,6 1,8421 0,7600 0,5358 0,2400 0,4410 2,6
13 Goioeré-PR 100% 2,9 2,239 0,6900 0,4579 0,3100 0,5150 2,9

14 Mariluz-PR 100% 2,7 2,0929 0,8000 0,5321 0,2000 0,4445 2,7

Rancho Alegre

1 DOeste-PR

80% 2,1 1,5957 0,7200 0,6821 0,2800 0,3020 2,1



16

1

~N

18

19

20

21

22

23

24
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26

27

28

29

30

31

32

33

Sao Jodo do Ivai-

PR

100%

Quinta do Sol-PR  60%

Alto Piquiri-PR

Toledo-PR

Mal. Candido
Rondon-PR

Guaira’-PR

Guaira®>-PR

Palotinal-PR

Palotina®-PR

Brasilandia do
Sul-PR

Francisco Alves-
PR

Maringa-PR

Céu Azul-PR

Ouro Verde do
Oeste!-PR

Ouro Verde do
Oeste®-PR

Lindoeste-PR

Londrinal-PR

Londrina®>-PR

90%

80%

100%

90%

100%

90%

90%

100%

90%

90%

100%

100%

100%

100%

100%

90%

2,6

1,7

2,4

2,5

2,8

2,2

3,1

2,1

2,4

2,4

2,2

2,1

2,5

3,1

3,1

2,4

2,8

2,0

1,7292

1,3244

1,7185

1,8136

2,1347

1,6069

2,3196

1,6843

1,8302

1,7106

1,911

1,5824

1,9407

2,4022

2,2761

1,874

2,0763

1,477

0,8300

0,8700

0,8600

0,7700

0,7700

0,7500

0,6000

0,8400

0,8600

0,6800

0,8000

0,8100

0,7400

0,5800

0,6700

0,6500

0,6400

0,9200

0,5711

0,7984

0,5958

0,6084

0,4779

0,6616

0,4568

0,6347

0,6086

0,6105

0,5453

0,6705

0,5312

0,4174

0,4574

0,5337

0,4805

0,6937

0,1700

0,1300

0,1400

0,2300

0,2300

0,2500

0,4000

0,1600

0,1400

0,3200

0,2000

0,1900

0,2600

0,4200

0,3300

0,3500

0,3600

0,0800

0,4075

0,1915

0,3840

0,3720

0,4960

0,3215

0,5160

0,3470

0,3715

0,3700

0,4320

0,3130

0,4445

0,5535

0,5155

0,4430

0,4935

0,2910

2,6

1,7

2,4

2,5

2,8

2,2

3,1

2,1

2,4

2,4

2,2

2,1

2,5

3,1

3,1

2,4

2,8

2,0



34 Sertanopolis-PR 100% 2,6 2,0655 0,6800 0,4947 0,3200 04800 2,6
35 oAV g0 20 1544 08100 06711 01900 03125 2,0
36 Cambé-PR  80% 20 16252 0,8400 0,6511 0,600 0,3315 2,0
37 MamboréPR  30% 14 11735 0,9000 0,8926 0,1000 0,1020 1,4
33 Mamboré PR 90% 2,3 1,8241 0,8400 05942 0,1600 0,3855 2,3
39 PatoBranco-PR  90% 23 16772 0,8000 0,6468 0,2000 0,3355 2,3
4  CambiraPR  90% 2,4 1,6813 0,7200 0,6305 0,2800 0,3510 2,4
ap Francisco BelliA0™ oo 20 1,5207 06900 0,6911 0,3100 0,2035 2,0
42 SantaHelena-PR 100% 2,1 1,7629 0,7400 0,5837 0,2600 0,3955 2,1
43 TamboaraPR  80% 2,1 1,6128 0,8200 0,6616 0,1800 0,3215 2,1
44 Assai-PR  90% 2,1 1,5368 0,8400 0,6758 0,1600 0,3080 2,1
45 Rolandia-PR  100% 2,4 1,8211 0,8100 0,5716 0,1900 0,4070 2,4
46  PalmitakSP  40% 14 1,2305 0,9000 0,8663 0,1000 0,1270 1.4
47 ngl‘ﬁ?:ta';'_os"gs 50% 22 1,8659 0,8100 0,5668 0,1900 0,4115 2,2
48  Caarapé-MS ~ 50% 1,6 1,4587 0,7200 0,7674 0,2800 0,2210 1,6
49 ltapori-MS  60% 1,9 1639 0,7500 0,6763 0,2500 0,3075 1,9
50 ltaquira-MS ~ 50% 1,6 1537 0,7800 0,7316 0,2200 0,2550 1,6

Média 42 27656 07778 0,3706 02222 06287 2.3




A homozigosidade observada foi maior do que a esperada, o indice de
homozigosidade observada (Hom Obs) foi de 0,7778, e a esperada foi de 0,3706, esse fato
indica que existe uma porcentagem maior de locos monomorficos nas populagdes avaliadas.
O déficit de heterozigotos também foi indicado pelos valores positivos para o coeficiente de
endogamia (Fis). O loco HW29, foi o Unico que apresentou Fis negativo (-0,8954), indicando
um excesso de heterozigotos. Os demais locos apresentaram valores positivos e a média para
0 Fis foi de 0,3899. O excesso de heterozigotos foi observado apenas na populagdo 41 (-
0,004) coletada em Francisco Beltrdo-PR, e na populacdo 48 (-0,217) coletada em Caarap6-
MS. As 50 populagdes de Conyza spp coletadas nos cinco diferentes estados do Brasil
apresentaram uma alta divergéncia genética evidenciado pelo elevado valor de Fst(0,4208). De
acordo com o postulado de Wright (1978), valores de Fsr menores ou igual a 0,05 correspondem a
uma diferenciagdo genética baixa; valores entre 0,05 a 0,15 correspondem a uma diferenciagdo
genética moderada; valores entre 0,15 a 0,25 correspondem a uma alta diferenciacdo genética, e
maiores do que 0,25 sdo encontrados quando as frequéncias dos alelos nas populagdes
comparadas sdo altamente divergentes. Foi detectado um nivel relativamente elevado de
diferenciacdo entre as populacbes de Conyza spp., sugerindo que as 50 popula¢Ges formam
populacBes geneticamente estruturadas. A analise dos dados realizada no programa GenAlEx
6.5 mostrou a porcentagem de variancia molecular dentro e entre as populacées de Conyza
(Tabela 6). A variancia molecular observada entre as 50 populacdes foi 46%, e a variancia
molecular observada dentro das 50 populacdes avaliadas foi de 54%. A analise da variancia
molecular é também um indicativo de que as populacbes analisadas sdo geneticamente

estruturadas.

Tabela 6. Analise da variancia molecular (AMOVA), valores de grau de liberdade (GL), soma
dos quadrados (SQ), variancia e porcentagem de varidncia molecular dentro e entre as
populacdes de Conyza spp.

Fontes de Variagédo GL SQ Variancia %
Entre as PopulacGes 49 2645,558 53,991 46%
Dentro das Populagdes 450  2530,800 5,624 54%
Total 499 5176,358 100%

O valor do fluxo génico (Nm = 0,3441) indica um fluxo génico intermediario. De
acordo com Govindaraju (1989), os valores de Nm > 1,0 indicam alto fluxo génico entre as
populagdes; Nm < 0,25 indicam um fluxo baixo de genes e valores que variam de 0,25 - 0,99

indicam um fluxo génico intermediario (Tabela 7). Cada planta de Conyza é capaz de produzir



mais de 200.000 sementes que podem se dispersas pelo vento ou pela agua (DAVIS et al.,
2009), sendo que regularmente a sua dispersdo pode atingir de 100 a 500 metros da planta de
origem (DAUER et al., 2007) e podem se deslocar a uma distancia de 2 a 122 km (DAUER et
al., 2009). Este fluxo génico intermediario ainda pode ser realizado pela dispersdo de
sementes promovida pelo intercambio entre as maquinas e equipamentos de controle e de

colheita.

Tabela 7: Parametros médios de coeficiente de endogamia (Fis), proporcao de diversidade
génica entre as populagdes (Fst), fluxo génico entre as populacdes (Nm) avaliados para os dos
dez locos SSRs

Locos Fis Fst Nm

HWO02 0,6106 0,4403 0,3178
HWO04 0,6110 0,4104 0,3592
HWO06 0,4820 0,3769 0,4132
HW21 0,3584 0,5212 0,2297
HW27 0,5703 0,6453 0,1374
HW?29 -0,8954 0,0204 12,0000
HWSSRO01 0,7107 0,3790 0,4096
HWSSRO03 0,7894 0,3891 0,3926
HWSSR04 0,7625 0,3685 0,4283
HWSSR09 0,2771 0,5412 0,2120
Média 0,3899 0,4208 0,3441

Os valores de similaridade genética variaram de 0,1644, entre as plantas das
populacdes 1 (Sado Jose do Ouro-RS) e 27 (Maringa-PR) a 0,9174 entre as plantas das
populacdes 23 (Palotina’-PR) e 38 (Mamboré?-PR). O dendrograma obtido a partir da analise
das similaridades genéticas mostra a formacéo de dez grupos (Figura 4). O baixo valor obtido
para 0 teste de Mantel R?= 0,1032, realizado com o programa GenAlEx 6.5, foi obtido
comparando a matriz de distancia genética e a de distancia geogréafica. O resultado obtido
mostra que a diferenciacdo encontrada para as 50 popula¢es ndo esta relacionada com a
distancia geogréafica que separa as mesmas. Este resultado pode ser observado nos grupos

formados no dendrograma (Figura 3).
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Figura 4: Dendrograma baseado no complemento aritmético da distancia genética de Nei
(1978), entre as 50 populacbes de Conyza sp. O agrupamento foi realizado por meio do
método UPGMA, empregando o programa POPGENE 1.32 (Yeh, et al.,1999).



O primeiro grupo foi formado pelas populages 2, 3, 5, 6, 8, 9, 10, 49 e 50 (Saldanha

Marinho, Lagoa Vermelha, Campos Novos' e % Curitibanos' e ?

, Quilombo, Itapora, e
Itaquirai). O grupo 2 foi formado com as populacdes 4, 7, 15, 16, 17, 26, 33 e 42 (Santo
Angelo, Abelardo Luz, Rancho Alegre D’Oeste, Sdo Jodo do Ivai, Quinta do Sol, Francisco
Alves, Londrina’ e Santa Helena). O grupo 3 foi formado pelas populagdes 12, 18, 22 e 24
(Janiépolis, Alto Piquiri, Guaira® e Palotina?). O grupo 4 foi formado pelas populacdes 13, 14,
20, 21 e 25 (Goioeré, Mariluz, Mal. Candido Rondon, Guaira® e Brasilandia do Sul), o grupo
5 foi formado pelas populacdes 19, 23, 38 e 39 (Toledo, Palotina', Mamboré? e Pato Branco).
O grupo 6 foi formado pelas populacdes 27 e 35 (Maringa e Bela Vista do Paraiso), o grupo 7
foi formado pelas populagcdes 44 e 45 (Assai e Rolandia). O grupo 8 foi formado pelas
populagbes 28, 30 e 43 (Céu Azul, Ouro Verde do Oeste’ e Tamboara). O grupo 9 foi
formado pelas populacdes 29, 31, 32, 34, 36 e 48 (Ouro Verde do Oeste', Lindoeste,
Londrina®, Sertandpolis, Cambé e Caarap6) e o grupo 10 foi formado pelas populagdes 40, 41
e 47 (Cambira, Francisco Beltrdo e Campos Novos Paulistas). As populacdes 1 (So José do
Ouro), 11 (Campo Mourfo ), 37 (Mamboré') e 46 (Palmital) ndo formaram grupos e
permaneceram como populagdes individuais.

O agrupamento das 50 popula¢bes de Conyza spp. de acordo com o modelo de analise
Bayesiana esta apresentado na Figura 5. Cada barra no gréafico representa uma planta e suas
inferidas proporcbes de mistura alélica. As 11 diferentes cores representam os 11 grupos
correspondendo a proporcao diferencial de cada grupo de plantas. O valor 6timo de K
determinado pela analise Bayesiana indicou que as 500 plantas de Conyza foram agrupadas
em 11 subpopulagdes (AK11 = 8,362483).

A andlise do polimorfismo usando o Structure mostra que as maiores proporcoes de
plantas nos cinco estados estdo em grupos ancestrais diferentes. No estado do RS 36,3% e
31,2% das plantas estdo nos grupos ancestrais 1X e X, respectivamente. No estado de SC,
38,4% e 24,4% estdo nos grupos IX e Il. No estado de SP 73,2% das plantas estdo no grupo
I11, e no estado de MS 56,6% das plantas e 31,2% estdo nos grupos ancestrais Il e V,
respectivamente. No estado do PR onde foram coletadas popula¢es de Conyza spp. em 35
localidades diferentes, propor¢des de plantas menores do que 15% (entre 10,8% a 14,5%)
foram distribuidas nos grupos ancestrais I, 1V, VI, VII, VIII e XI (Tabela 8). Desta forma, é
possivel observar que nos diferentes estados, bem como em diferentes areas de um mesmo
estado (PR), ocorre uma selecdo diferencial de gendtipos de Conyza spp. que foram

organizados pela analise Bayesiana em grupos ancestrais diferentes.



Saldanlu Marinho-RS Lagoa Vermelha-RS Campos Novos*-SC

Mamboré?-PR Pato Branco-PR Cambira-PR

Santa Helena-PR

Figura 5: Grafico de barra as 50 populacdes agrupadas em 11 grupos.



Tabela 8: Agrupamento das 50 popula¢Ges de Conyza spp de acordo com o modelo de anélise
Bayesiana em 11 diferentes grupos.

Grupos

Regido/estado
| I i v \% VI VL VL IX X XI

1 SdoJosedo 14010 606 0,010 0.006 0.005 0.016 0.006 0.004 0.031 0.888 0.011
Ouro/RS
Saldanha
Mari e [0.010 0.355 0.006 0.007 0.005 0.008 0.016 0.006 0576 0.005 0.007
Lagoa
3 0.014 0.215 0.015 0.021 0.009 0.034 0.053 0.010 0.598 0.010 0.020
Vermelha/RS
Santo
4 0.014 0.074 0.010 0.086 0.066 0.013 0.037 0.028 0.044 0.552 0.076
Angelo/RS
5 Campos 1y 33 0117 0.016 0.008 0.007 0.025 0.053 0.007 0.538 0.069 0.126
Novos/SC
Campos 14 508 0.102 0.043 0.025 0.086 0.057 0.074 0.046 0.527 0.016 0.016
Novos“/SC
540 0.052 0.184 0.025 0.037 0.138 0.169 0.054 0.055 0.124 0.050 0.113
Lourengo/SC

8 Curitibanos’/SC [ 0.005 0.214 0.005 0.006 0.029 0.009 0.013 0.028 0.681 0.005 0.006

9 Curitibanos’SC | 0.055 0.285 0.014 0.010 0.030 0.011 0.014 0.008 0.155 0.404 0.014

10 Quilombo/SC |0.016 0.563 0.024 0.013 0.009 0.014 0.012 0.006 0.284 0.051 0.009

Campo

11 Mourdo/PR

0.006 0.012 0.006 0.008 0.005 0.008 0.893 0.012 0.023 0.003 0.024
12 Jardiopolis/PR |0.022 0.011 0.039 0.052 0.100 0.237 0.081 0.316 0.025 0.024 0.092

13  Goiuere/PR |0.077 0.052 0.047 0.146 0.045 0.082 0.053 0.314 0.019 0.019 0.147

14 Mariluz/PR |0.048 0.016 0.010 0.052 0.011 0.023 0.081 0.259 0.031 0.095 0.373

15 Boa 0.012 0.005 0.007 0.785 0.075 0.030 0.050 0.009 0.004 0.011 0.011
Esperanga/PR

16 Saf\’/;g?,‘;do 0.008 0.023 0.030 0.086 0.022 0.133 0.636 0.007 0.038 0.008 0.009

17 Quintado 1, 006 6016 0.006 0.007 0.006 0.006 0.921 0.005 0.008 0.012 0.007

Sol/PR
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27
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31

32

33

34

35

36

Alto do
Piquiri/PR

Toledo/PR

Porto
Mendes/PR

Guaira/PR

Guaira¥PR

Palotina/PR

Palotina®PR

Brasilandia do
Sul/PR

Francisco
Alves/PR

Maringd/PR

Céu Azul/PR

QOuro Verde do
Oeste!'/PR

QOuro Verde do
Oeste?/PR

Lindoeste/PR

Londrina'/PR

Londrina?PR

Sertandpolis/PR

Bela Vista do
Paraiso/PR
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0.165

0.257

0.100

0.136

0.172

0.552

0.028

0.015

0.023

0.187

0.068

0.026

0.021

0.015

0.027

0.010

0.043

0.016

0.010

0.032

0.164

0.070

0.021

0.064

0.113

0.031

0.013

0.081

0.049

0.012

0.015

0.089

0.006

0.032

0.027

0.010

0.011

0.010

0.185

0.031

0.025

0.010

0.216

0.151

0.184

0.057

0.026

0.024

0.035

0.105

0.028

0.012

0.029

0.014

0.028

0.006

0.019

0.025

0.038

0.041

0.033

0.021

0.018

0.016

0.015

0.562

0.025

0.459

0.315

0.364

0.205

0.159

0.025

0.039

0.045

0.007

0.097

0.006

0.012

0.040

0.068

0.017

0.048

0.007

0.013

0.016

0.043

0.193

0.069

0.249

0.139

0.012

0.277

0.018

0.014

0.027

0.047

0.089

0.074

0.035

0.021

0.057

0.017

0.011

0.129

0.062

0.075

0.033

0.171

0.317

0.016

0.393

0.836

0.893

0.041

0.011

0.024

0.093

0.023

0.007

0.061

0.037

0.048

0.008
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As quatro populacdes coletadas no Rio Grande do Sul (1, 2, 3 e 4) apresentaram

maiores propor¢des de plantas nos grupos IX e X. As plantas coletadas em Sao José do Ouro

foram agrupadas 88,80% no grupo 10, 57,60% das plantas de Saldanha Marinho estdo no

grupo 9, 59,80% das plantas de Lagoa Vermelha estdo no grupo 9 e 55,20% das plantas de

Santo Angelo estdo no grupo 10, 36,37% das plantas deste estado estdo agrupadas no grupo

10, 31,22% estdo no grupo 9 e 16,25% das plantas estdo no grupo 2, as demais plantas

(16,16%) estdo distribuidas nos demais grupos. As seis popula¢bes coletadas em Santa

Catarina estdo distribuidas preferencialmente nos grupos 2, 9 e 10. A maior parte das plantas

(38,48%) esta no grupo 9; 24,41% das plantas encontra-se no grupo 2. A amostra coletada em



Abelardo Luz apresentou uma grande diversidade de plantas, sendo que a maior porcentagem
destas (18,40%) foi encontrada no grupo 2, 16,90% destas plantas foram encontradas no
grupo 6, a menor proporgéo destas plantas (2,5%) foi encontrada no grupo 3.

Em determinados locais no estado do PR, pode ser verificado que mais de 50% dos
genotipos (entre 50,7% a 92,1%) estd num determinado grupo, enquanto em outros locais
ocorre uma distribuicdo de plantas relativamente menor do que 50% nos 11 grupos
identificados, indicando a ocorréncia de mistura de gendtipos e consequentemente, de maior
variabilidade genética local (Janiopolis, Goioeré, Mariluz, Alto Piquiri, Toledo, Mal. Candido
Rondon, Guaira, Palotina, Céu Azul, Ouro Verde do Oeste, Lindoeste, Londrina,
Sertanopolis, Francisco Beltrdo, e Rolandia). A evidéncia de plantas com genoma de grupos
ancestrais diferentes em algumas localidades (Figura 4) ilustra a maior variabilidade genética
nestas populacBes e sugere a ocorréncia de uma hibridacdo entre gendtipos de grupos
ancestrais diferentes, ou de uma menor pressdo de selecdo de plantas de um ou dois grupos
ancestrais. Em apenas 51% dos acessos coletados no Parana (Campo Mourdo, Boa Esperanga,
S&o0 Jodo do Ivai, Quinta do Sol, Palotina’, Brasilandia do Sul, Francisco Alves, Maringa,
Londrina®, Bela Vista do Paraiso, Cambé, Mambore', Mambore?, Pato Branco, Cambira,
Santa Helena, Paranavai, e Assai), foi verificado maiores proporg¢des de plantas em um dos 11
grupos ancestrais, sugestivo de auséncia de hibridizacdo ou de um processo de selecdo
artificial de plantas de grupos ancestrais especificos. Considerando a hipdtese de processos de
selecdo de genomas ancestrais, estes foram marcantes (mais de 75% das plantas) nas
populacdes de Campo Mourdo, Boa Esperanca, Quinta do Sol, Bela Vista do Paraiso, Cambé,
Mambore!, e Cambira (Tabel 8; Figura 4). As 35 populacdes de Conyza spp coletadas no
estado do Parana sdo altamente estruturadas e apresentaram uma alta divergéncia genética
evidenciada pelo elevado valor de Fst(0,3741).

As duas populacdes coletadas no estado de Sdo Paulo estdo distribuidas em maior
proporcao no grupo 3 com 87,70% e 58,70%. As trés populacBes coletadas no Mato Grosso
do Sul estdo distribuidas nos grupos 2 e 5; 91,10% das plantas analisadas de Caarapd
apresentam genoma ancestral do grupo 5. As plantas de Itapord estdo agrupadas 76,40% no
grupo 2 e 93,20% das plantas de Itaquirai também estdo presentes neste mesmo grupo.

Portanto as plantas coletadas em 50 areas foram organizadas em 11 grupos ancestrais
altamente diferenciados (Tabela 9), os grupos Il e IX apresentaram o menor valor de
divergéncia genética (0,1167), enquanto os grupos VIII e X foram os mais divergentes
(0,4495).



Tabela 9: Divergéncia genética entre 0s 11 grupos ancestrais de Conyza spp.

Grupos I 1 1! v Vv VI VI VI IX X Xl
| - 02628 0,1487 0,1651 0,2039 0,1804 0,3209 0,1967 0,3236 0,3662 0,2133
I - 02174 0,2809 0,336 0,2678 0,2769 0,3439 0,1167 0,2886 0,2738
i - 0,239 02283 0,178 0,2993 0,2087 0,3123 0,3626 0,2178

v - 0,1835 10,1858 0,2007 0,2372 0,325 0,2432 0,2169
V - 0,1565 0,2731 0,1805 0,3519 0,3792 0,2793
VI - 0,1942 10,1937 0,1937 0,3412 0,1521
Vi - 0,2832 0,2167 0,2641 0,1449
VI - 0,3345 0,4495 0,1709
IX - 0,3355 0,2638
X - 0,2878
Xl -

A analise do polimorfismo nos 10 locos microssatélites foi importante para evidenciar
0 panorama genético de populagdes de Conyza spp. que infestam areas de plantio nos estados
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand, S&o Paulo e Mato Grosso do Sul. A analise
mostrou que as 500 amostras de Conyza spp. formam subpopulacdes geneticamente
estruturadas.

O panorama genético para as plantas de Conyza spp. coletadas nos estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul, bem como em 35
regibes dentro do estado do Parana é de populagdes com alta divergéncia genética tanto entre
elas como também dentro das populacGes. Esta é uma descricdo que pode ter interesse pratico
porque populagdes geneticamente divergentes podem responder de forma diferenciada aos
mesmos mecanismos de controle. A alta variabilidade genética dentro e entre populagdes de

espécies de Conyza spp deve ser um dos fatores que limitam o seu controle.
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requirements, of the study country.

All studies using human or animal subjects should include an explicit statement in the Material and Methods
section identifying the review and ethics committee approval for each study, if applicable. Editors reserve the right
to reject papers if there is doubt as to whether appropriate procedures have been used. When experimental
animals are used the methods section must clearly indicate that adequate measures were taken to minimize pain
or discomfort. Experiments should be carried out in accordance with the Guidelines laid down by the National
Institute of Health (NIH) in the USA regarding the care and use of animals for experimental procedures or with the
European Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in accordance with local laws
and regulations. Papers not in agreement with the guidelines of the Helsinki Declaration as revised in 1975 will
not be accepted for publication.



2.3. DNA Sequences and Crystallographic Structure Determinations

Papers reporting protein or DNA sequences and crystallographic structure determinations will not be accepted
without a Genbank or Brookhaven accession number, respectively. Other supporting data sets must be made
available on the publication date from the authors directly.

2.4. Conflict of Interest and Source of Funding

Conflict of Interest: Weed Research requires that sources of institutional, private and corporate financial support
for the work within the manuscript must be fully acknowledged, and any potential conflicts of interest noted. As of
1st March 2007, this information will be a requirement for all manuscripts submitted to the Journal. Please include
this information in the Acknowledgements section, prior to the References.

If the author does not include a conflict of interest statement in the manuscript then the following statement may
be included by default: “No conflicts of interest have been declared”.

Source of Funding: Authors are required to specify the source of funding for their research when submitting a
paper. Suppliers of materials should be named and their location (town, state/county, country) included. The
information will be disclosed in the published article.

2.5. Appeal of Decision

Authors who wish to appeal the decision on their submitted paper may do so by e-mailing the Editor with a

detailed explanation for why they find reasons to appeal the decision.

2.6. Permissions

If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be obtained from the copyright holder
concerned. It is the author's responsibility to obtain these in writing and provide copies to the Publishers.

2.7. Copyright Assignment

Authors submitting a paper do so on the understanding that the work and its essential substance have not been
published before and is not being considered for publication elsewhere. The submission of the manuscript by the
authors means that the authors automatically agree to assign copyright to the European Weed Research Society
if and when the manuscript is accepted for publication. The work shall not be published elsewhere in any
language without the written consent of the publisher. The articles published in this journal are protected by
copyright, which covers translation rights and the exclusive right to reproduce and distribute all of the articles
printed in the journal. No material published in the journal may be stored on microfilm or videocassettes, in
electronic databases and the like, or reproduced photographically without the prior written permission of the
publisher.

Correspondence to the journal is accepted on the understanding that the contributing author assigns the publisher
to publish the letter as part of the journal or separately from it, in the exercise of any subsidiary rights relating to

the journal and its contents.



For questions concerning copyright, please visit Copyright FAQs
2.8. Copyright Transfer Agreement

Authors will be required to assign copyright to the European Weed Research Society. Copyright assignment is a
condition of publication and papers will not be passed to the publisher for production unless copyright has been
assigned. Government employees in both the US and the UK need to complete the Author Warranty sections,
although copyright in such cases does not need to be assigned. For multi-author papers, it is the responsibility of
the corresponding author to submit a signed CTA, on behalf of all contributors. Production will not start on your
paper until we are in receipt of a signed copyright transfer agreement.

2.9. OnlineOpen

OnlineOpen is available to authors of primary research articles who wish to make their article available to non-
subscribers on publication, or whose funding agency requires grantees to archive the final version of their article.
With OnlineOpen the author, the author's funding agency, or the author's institution pays a fee to ensure that the
article is made available to non-subscribers upon publication via Wiley Online Library, as well as deposited in the
funding agency's preferred archive.

For the full list of terms and conditions, see http://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-406241.html.

Prior to acceptance there is no requirement to inform an Editorial Office that you intend to publish your paper
OnlineOpen if you do not wish to. All OnlineOpen articles are treated in the same way as any other article. They
go through the journal's standard peer-review process and will be accepted or rejected based on their own merit.

3. SUBMISSION OF MANUSCRIPTS

Manuscripts should be submitted electronically via the online submission sitehttp://mc.manuscriptcentral.com/wre.

The use of an online submission and peer review site enables immediate distribution of manuscripts and
consequentially speeds up the review process. It also allows authors to track the status of their own manuscripts.
Complete instructions for submitting a paper are available online and below. Further assistance can be obtained
from Dr Jon Marshall at the Editorial Office of WRE (jon.marshall@agroecol.co.uk).

For those using Word, a document template is provided here.

3.1. Getting Started

* Launch your web browser (supported browsers include Internet Explorer 6 or higher, Netscape 7.0, 7.1, or 7.2,
Safari 1.2.4, or Firefox 1.0.4) and go to the journal's online Submission Site: http://mc.manuscriptcentral.com/wre

* Log-in or click the 'Create Account' option if you are a first-time user.
« If you are creating a new account.

- After clicking on 'Create Account', enter your name and e-mail information and click 'Next'. Your e-mail
information is very important.

- Enter your institution and address information as appropriate, and then click 'Next.'
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- Enter a user ID and password of your choice (we recommend using your e-mail address as your user ID), and
then select your area of expertise.

- Click 'Finish'.
« If you have an account, but have forgotten your log in details, go to Password Help on the journals online

submission system (http://mc.manuscriptcentral.com/wre) and enter your e-mail address. The system will send

you an automatic user ID and a new temporary password.
* Log-in and select 'Author Centre'

3.2. Submitting Your Manuscript

« After you have logged in, click the 'Submit a Manuscript' link in the menu bar.
 Enter data and answer questions as appropriate. You may copy and paste directly from your manuscript and
you may upload your pre-prepared covering letter.
* Click the 'Next' button on each screen to save your work and advance to the next screen.
* You are required to upload your files.
- Click on the 'Browse' button and locate the file on your computer.
- Select the designation of each file in the drop-down menu next to the Browse button.
- When you have selected all files you wish to upload, click the '‘Upload Files' button.
* Review your submission (in HTML and PDF format) before sending to the Journal. Click the 'Submit' button

when you are finished reviewing.

3.3. Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word (.doc) or Rich Text Format (.rtf) files (not write-protected) plus separate
figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are acceptable for submission, but only high-resolution TIF or EPS
files are suitable for printing. The files will be automatically converted to HTML and PDF on upload and will be
used for the review process. The text file must contain the entire manuscript including title page, summary, text,
references, tables, and figure legends. Figures may be embedded at the end of the manuscript. Figure tags
should be included in the file. Manuscripts should be formatted as described in the Author Guidelines below.

For those using Word, a document template is provided here.

3.4. Blinded Review

All manuscripts submitted to Weed Research will be reviewed by two experts in the field. Weed Research uses
single-blinded review. The names of the reviewers will thus not be disclosed to the author submitting a paper,
unless the reviewers so wish.

Please upload:

* Your manuscript with title page and Summary with line numbers under the file designation 'main document'

* Figure files under the file designation ‘figures'

» The Acknowledgements and any Conflict of Interest Statement where applicable, should be uploaded within
your main manuscript

All documents uploaded under the file designation 'title page' will not be viewable in the HTML and PDF format
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you are asked to review at the end of the submission process, so please include all these details in the ‘main
document’. The files viewable in the HTML and PDF format are the files available to the reviewer in the review

process.

3.5. Suggesting Reviewers

Weed Research attempts to keep the review process as short as possible to enable rapid publication of new
scientific data. Our average time to first decision is 72 days. In order to facilitate this process, you may suggest

the names and current e-mail addresses of up to 3 potential international reviewers (preferred) whom you
consider capable of reviewing your manuscript. You may also list the names and e-mail addresses of reviewers

that you do not wish to review your manuscript (non-preferred).

3.6. Suspension of Submission Mid-way in the Submission Process

You may suspend a submission at any phase before clicking the 'Submit' button and save it to submit later. The
manuscript can then be located under 'Unsubmitted Manuscripts' and you can click on 'Continue Submission' to
continue your submission when you choose to.

3.7. E-mail Confirmation of Submission

After submission you will receive an e-mail to confirm receipt of your manuscript. If you do not receive the
confirmation e-mail after 24 hours, please check your e-mail address carefully in the system. If the e-mail address
is correct please contact your IT department. The error may be caused by spam filtering software on your e-mail
server. Also, the e-mails should be received if the IT department adds our e-mail server (uranus.scholarone.com)
to their whitelist.

3.8. Manuscript Status

You can access ScholarOne Manuscripts (formerly known as Manuscript Central) any time to check your 'Author
Centre' for the status of your manuscript. The Journal will inform you by e-mail once a decision has been made.

3.9. Submission of Revised Manuscripts

Revised manuscripts must be uploaded within 3 months of authors being notified of conditional acceptance
pending satisfactory revision. Locate your manuscript under '‘Manuscripts with Decisions' and click on 'Submit a
Revision' to submit your revised manuscript. Please remember to delete any old files uploaded when you upload
your revised manuscript. Please also remember to upload your manuscript document separate from your title
page.

4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Original Research Articles: Original and innovative research papers relevant to weed biology, ecology and
management are sought. There should be sufficient material presented so that the information is of wider interest
than just for local conditions. Thus, single experiments are unlikely to be acceptable. Research should cover
sufficient temporal and spatial variation to be able to make sound generalisations. For example, evaluation of



herbicide efficacy should be over more than one year at more than one site or soil type. Original research papers
should be no longer than 6000 words in total, including all tables, legends and references. We suggest a

maximum of 35 references.

Methods papers: We encourage the submission of methods papers and should be prepared as original research
articles. These should evaluate new techniques against existing methods, where possible, so that any
advantages or disadvantages are clear.

Review Articles: Review articles are encouraged. Reviews should critically evaluate the subject area and
identify new conclusions and gaps in knowledge, rather than simply presenting summaries of previous work.

Papers may be longer than research articles at the discretion of the editors.

Insights: The journal will accept short Insights articles up to 2500 words in total covering personal views, new

methods and breaking news in weed science. These articles may cover scientific opinions, new methods or
proof-of-concepts, as well as important and topical pieces of research that require further validation. Key criteria
are that the content is of wide interest to weed scientists, is novel and is likely to significantly advance weed
science.

5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1. Format

Language:The language of publication is UK English. Authors for whom English is a second language should
consider having their manuscript professionally edited by an English speaking person before submission, to make
sure the English is of high quality. A list of independent suppliers of editing services can be found
athttp://authorservices.wiley.com/bauthor/english _lanqguage.asp. All services are paid for and arranged by the

author and use of one of these services does not guarantee acceptance or preference for publication.

Abbreviations, Symbols and Nomenclature: Abbrevations should be written in full at first mention. Spellings
should conform to those used in the Concise Oxford Dictionary. Sl units should be used throughout. Do not start a

sentence with an abbreviation.

Scientific Names:

Weed names Latin names should be used throughout the paper, either in italic or underlined. Attribution should
be given at the first mention in the main text (not the title or summary). The English common name may also be
given in parentheses after the first mention in the text. Thereafter the generic name of the weed may be
abbreviated to its initial letter, e.g. S. media, provided that there is no possibility of confusion with another generic
name, but Stellaria mediastarting a sentence. Note: broad-leaved weeds, not broad-leaf weeds; monocotyledons,
not monocots.

Crop plant names The common name should be used throughout the paper, but the scientific name with
attribution should be given in parentheses at the first mention in the main text (not the title or summary), e.g.
sunflower (Helianthus annuus L.). Note: maize, not corn; lucerne, not alfalfa: oilseed rape, not canola; soyabean,
not soybean, Flax crops should be identified as either fibre flax or linseed flax. Published growth stage keys may
be used with the appropriate reference.


http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp

Herbicides, desiccants and growth regulators Use the common name if one has been approved by BSI, WSSA or
ISO, as listed in Weed Abstracts . Otherwise give the full chemical name (IUPAC nomenclature) at the first
mention in the title or the abstract and again in Materials and methods , where it should be accompanied by a
code number. Thereafter use only the code number. For each chemical (e.g. pendimethalin), the product name
(Stomp 400 SC) formulation used (SC), its concentration (400 g a.i. L-1 and the supplier (BASF plc) should be
stated in Materials and methods, e.g. pendimethalin (Stomp 400 SC, 400 g a.i. L-1, SC, BASF plc) Trade names
should not be used elsewhere in the paper.

Application Details should be presented in Materials and methods of spray volume (in L ha -1), nozzle type and
size, and spray pressure (in kPa). Doses of herbicides and other chemicals should be expressed throughout the
paper in terms of active ingredient, g a.i. ha -1, not as weight or volume of product. This applies also to cited

references.

5.2. Structure

All manuscripts submitted to Weed Research should include: Title, Keywords, Summary, Main Text (divided by
appropriate sub headings) and References. A Word template is available (see links above).

Title Page: This should give the title of the article, the names and initials of each author, the department and
institution to which the work should be attributed, the name, address, international telephone and fax numbers
and e-mail address of the author for correspondence, proofs and free copies, and a short title of 40 characters or
less if the paper title exceeds this limit. Up to two lines of keywords (not key phrases) should be listed below the

summary. Please include a total word count.

Summary: the summary should be on a separate page and should not exceed 230 words. Complete the summary
with a clear presentation of the implications of the work for scientific theory and practical weed management.
Avoid statements such as “the results are discussed”.

Optimising Your Abstract for Search Engines

Many students and researchers looking for information online will use search engines such as Google, Yahoo or
similar. By optimising your article for search engines, you will increase the chance of someone finding it. This in
turn will make it more likely to be viewed and/or cited in another work. We have compiled these guidelines to
enable you to maximise the web-friendliness of the most public part of your article.

Main Text of Original Research Article and Methods papers

This should begin on a separate page, and include an introduction, materials and methods, results and
discussion. Research papers should be no longer than 6000 words in total, including all tables, legends and
references.

Introduction: Place the work in context and clearly state the questions addressed within the paper, preferably

expressed as hypotheses to be tested.
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Material and Methods: The objective in writing the Methods is that there is sufficient information presented for a

reader to be able to repeat the work.

Statistics: The Methods should include full details of the statistical techniques used and authors are advised to
refer to the article ‘Current statistical issues in Weed Research’ Weed Research 50, 5-24. Onofri A, Carbonell EA,
Piepho H-P, Mortimer AM & Cousens Rd (2010). We anticipate that authors, wherever possible, fully discuss the
analysis of their results with statisticians within their own institutions. All estimated values (e.g. model parameters,
means, differences etc.) should be presented together with an appropriate measure of variability in text, tables
and graphs. We require the presentation of standard errors of differences between means with appropriate
degrees of freedom where possible; authors may also include least significant differences or other measures of
variability in tables, etc. Standard errors, etc., should be given to one more decimal place than the means to
which they apply. Please only use multiple comparison procedures where appropriate, as these may create a
‘multiplicity problem’, because the number of statistical tests increases progressively as the number of means to
be compared increases (see Onofri et al. (2010) for further discussion).

Results: Results should be separated from discussion. Present the key analysed results objectively. Do not

repeat data in both tables and figures.

Discussion: Discuss the implications of the results in the context of previous research. Critically evaluate the

methods employed.

Conclusion: This section is optional.

Main Text of Review Article
This should follow the structure of an Original Article, unless other sub-headings are more appropriate. Papers

may be longer than research articles at the discretion of the editors.

Main Text of Insights
Insights papers should be no more than 2500 words in total, have a flexible format, but must have a Summary.
They may also follow the separate sections of Introduction, Methods, Results, Discussion and References at the

discretion of editors.

Acknowledgements: Please see above under Authorship and Ethical Guidelines.



5.3. References

The Journal follows the Harvard reference style. In the text, cite authors' names followed by the date of
publication, e.g. in the text Author and Author (1994) or in parentheses (Author & Author, 1994). Where there are
three or more authors, the first author's name followed by et al. will suffice. Where more than one reference is
cited they should be listed in chronological order. References to unpublished work should be cited only in the text
as 'A. Author pers. comm.' or 'A. Author unpubl. obs.". Reference lists should be ordered alphabetically. Journal

tittes should be quoted in full. 'In press' is only acceptable if a volume number can be quoted.

Examples

AUTHOR AB & AUTHOR BC (1989) Title of article with lower-case initials to all words. Journal Title in Italics in
Full Volume No. in bold, 123-129.

AUTHOR A, AUTHOR B, AUTHOR C et al. [if more than 6] (1994) Book Title in italics (ed. A B Editor). Publisher,
Place, Country.

AUTHOR A & AUTHOR B, Jr (1989) Chapter title. In: Book Title in Italics, Vol. 1. Upper-case Initials to Nouns etc.
(eds AB EDITOR & CD EDITOR), 2nd edn, 21-34. Publisher, Place, Country.

AUTHOR A (1989) Paper title with lower-case initials to all words and in italics. PhD thesis, University, Town,
Country.

AUTHOR A (1992) Title of article. In: Proceedings 1991 Title of Conference in italics (ed AB Editor)(20-22
November, Location City, Country). 158-165. Publisher Location, City, Country.

AUTHOR A (2005) Online database title or webpage title. Available at: http//www.webaddress (last accessed day

month year).

The editor and publisher recommend that citation of online published papers and other material should be done
via a DOI (digital object identifier), which all reputable online published material should have -
see www.doi.org/ for more information. If an author cites anything which does not have a DOI they run the risk of

the cited material not being traceable.

We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for reference management and

formatting.

EndNote reference styles can be searched for here: www.endnote.com/support/enstyles.asp

Reference Manager reference styles can be searched for here:www.refman.com/support/rmstyles.asp
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5.4. Tables, Figures, Figure Legends and Supporting Information

Tables: should only be used to clarify important points. Tables must, as far as possible, be self-explanatory. The
tables should be numbered consecutively with Arabic numerals.

Figures: All graphs, drawings and photographs are considered figures and should be numbered in sequence with
Arabic numerals in order of appearance in the text.

Preparation of Electronic Figures for Publication

Although low quality images are adequate for review purposes, print publication requires high quality images to
prevent the final product being blurred or fuzzy. Submit EPS, PDF or Excel files (for line art figures); TIFF files (for
halftone/photographs figures) only. MS PowerPoint and Word Graphics are also suitable for printed pictures. Do
not use pixel-oriented programmes. Scans (TIFF only) should have a resolution of at least 300 dpi (halftone) or
600 to 1200 dpi (line drawings) in relation to the reproduction size (see below). Please submit the data for figures
in black and white or submit a Colour Work Agreement Form (see Colour Charges below). EPS files should be
saved with fonts embedded (and with a TIFF preview if possible).

For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be as follows to ensure good
reproduction: line art: >600 dpi; halftones (including gel photographs): >300 dpi; figures containing both halftone
and line images: >600 dpi.

Further information can be obtained at Wiley Blackwell’s guidelines for
figures:http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp

Check your electronic artwork before submitting it: http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp

Permissions: If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be obtained from the
copyright holder concerned. It is the author's responsibility to obtain these in writing and provide copies to the
Publisher.

Colour Charges: It is the policy of Weed Research for authors to pay the full cost for the reproduction of their
colour artwork. Therefore, please note that if there is colour artwork in your manuscript when it is accepted for
publication, Wiley Blackwell require you to complete and return a Colour Work Agreement Form before your

paper can be published. Please post or courier all pages of your completed form to Customer Services (OPI).

Note that electronic or faxed copies cannot be accepted. The address for mail is as follows: Customer Services

(OPI), John Wiley & Sons Ltd, European Distribution Centre, New Era Estate, Oldlands Way, Bognor Regis, West
Sussex, PO22 9NQ

Any article received by Wiley Blackwell with colour work will not be published until the form has been returned. If
you are unable to access the internet, or are unable to download the form, please contact the Production Editor.
Figure Legends: Each figure should have a legend and all legends should be typed together on a separate sheet
and numbered correspondingly.

Supporting information: Supporting Information can be a useful way for an author to include important but
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ancillary information with the online version of an article. Examples of Supporting Information include additional

tables, data sets, figures, movie files, audio clips, 3D structures, and other related nonessential multimedia files.

Supporting Information should be cited within the article text, and a descriptive legend should be included. It is
published as supplied by the author, and a proof is not made available prior to publication; for these reasons,
authors should provide any Supporting Information in the desired final format.

The journal will take limited supporting information in print within the 6000 word limit as appendices. We will also
take online-only supporting information, where the information is directly linked to and important for understanding
the paper. This can be in the form of any electronic data, ranging from appendices, tables, figures, to photographs
and computer code. These are stored online with the published version of the paper on Wiley Online Library. We
can provide an online link to webdata hosted elsewhere, but as these links often cannot be guaranteed in
perpetuity, we do not favour these. We do not provide a repository for base research data, as this ought to be

provided by researchers’ organisations.

For further information on recommended file types and requirements for submission, please

visit: http://authorservices.wiley.com/bauthor/suppinfo.asp

6. AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forwarded to the Production Editor who is

responsible for the production of the journal.

At the same time, the author identified as the formal corresponding author for the paper will receive an email
prompting them to login into Author Services; where via the Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be
able to complete the license agreement on behalf of all authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement

If the OnlineOpen option is not selected the corresponding author will be presented with the copyright transfer
agreement (CTA) to sign. The terms and conditions of the CTA can be previewed in the samples associated with
the Copyright FAQs below: CTA Terms and

Conditionshttp://authorservices.wiley.com/bauthor/fags copyright.asp.

For authors choosing OnlineOpen
If the OnlineOpen option is selected the corresponding author will have a choice of the following Creative
Commons License Open Access Agreements (OAA):

Creative Commons Attribution License OAA
Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA
Creative Commons Attribution Non-Commercial -NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open access agreements please visit the Copyright FAQs hosted on

Wiley Author Services http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags copyright.aspand

visit http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--License.html.
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If you select the OnlineOpen option and your research is funded by The Wellcome Trust and members of the
Research Councils UK (RCUK) you will be given the opportunity to publish your article under a CC-BY license
supporting you in complying with Wellcome Trust and Research Councils UK requirements. For more information
on this policy and the Journal’s compliant self-archiving policy please

visit: http://www.wiley.com/go/funderstatement.

6.1. Proof Corrections

The corresponding author will receive an e-mail alert containing a link to download their proof as a PDF(portable
document format). Corrections must be returned to the Author Corrections Team (bpcorrections@sps.co.in) within

3 days of receipt.
6.2. Offprints

Free access to the final PDF offprint of your article will be available via Author Services only. Please therefore
sign up for author services if you would like to access your article PDF offprint and enjoy the many other benefits

the service offers.

Additional paper offprints may be ordered online. Please click on the following link fill in the necessary details and
ensure that you type information in all of the required
fields:http://offprint.cosprinters.com/cos/bw/main.jsp?SITE ID=bw&FID=USER HOME PG

If you have queries about paper offprints please email offprint@cosprinters.com

6.3. Author Services

For more substantial information on the services provided for authors, please

seehttp://authorservices.wiley.com/bauthor/

6.4. Note to NIH Grantees

Pursuant to NIH mandate, Wiley Blackwell will post the accepted version of contributions authored by NIH grant
holders to PubMed Central upon acceptance. This accepted version will be made publicly available 12 months
after publication. For further information, seehttp://olabout.wiley.com/WileyCDA/Section/id-406074.html.
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6.5. Early View

Weed Research is covered by Wiley Blackwell’s Early View service. Early View articles are complete full-text
articles published online in advance of their publication in a printed issue. Articles are therefore available as soon
as they are ready, rather than having to wait for the next scheduled print issue. Early View articles are complete
and final. They have been fully reviewed, revised and edited for publication, and the authors’ final corrections
have been incorporated. Because they are in final form, no changes can be made after online publication. The
nature of Early View articles means that they do not yet have volume, issue or page numbers, so Early View
articles cannot be cited in the traditional way. They are therefore given a Digital Object Identifier (DOI), which
allows the article to be cited and tracked before it is allocated to an issue. After print publication, the DOI remains
valid and can continue to be used to cite and access the article. For more information on DOI, click here.
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