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RESUMO: O capim-amargoso vem sendo um dos principais redutores de produtividade e
uma das maiores preocupacfes quanto a estabilidade dos sistemas de producdo no Brasil,
principalmente devido sua habilidade de sobrevivéncia e reproducdo apds aplicacbes de
glyphosate. Diante disso, foi realizada a presente pesquisa, com o intuito de verificar se as
mutacBes documentadas na literatura estdo presentes no gene que codifica a EPSPs em
bidtipos de capim-amargoso. Através do sequenciamento parcial da EPSPs, realizado no
“Weed Molecular Laboratory” na Colorado State University, ndo foi possivel encontrar

mutacdes nas posicdes 106 e 182 nos bibtipos resistente e suscetivel estudados.
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INTRODUCAO

As plantas daninhas, como quaisquer outros seres vivos, estdo continuamente
evoluindo, portanto, sujeitas a selecdo natural. A resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas nada mais € do que a sele¢cdo natural atuando em uma populagdo selvagem
devido & acdo de um agente selecionador. O resultado dessa sele¢do, neste caso a
presenca de biotipos resistentes, vem sendo um dos maiores desafios nos sistemas
agricolas recentemente, sobretudo pelo fato de um ndamero exponencial de novos casos de
resisténcia terem sido reportados nas Ultimas décadas nos mais diversos sistemas de
producédo, associados principalmente a alta dependéncia de herbicidas (JASIENIUK et al.,
2008). Até o momento, 218 espécies de plantas daninhas em 65 paises foram identificadas
como sendo resistentes a herbicidas em pomares, lavouras, pastagens e areas néo
agricolas (HEAP, 2014).



Os mecanismos que conferem resisténcia aos herbicidas nas plantas daninhas
podem ser classificados como: (i) alteracao no sitio de acdo que o herbicida atua (NG et al.,
2003; KAUNDUN et al., 2008; GAINES et al., 2010); ou (ii) diminuicdo da quantidade de
herbicida que chega ao sitio de acéo (GE et al., 2010; SHANER; LINDENMEYER; OSTLIE,
2011). Pesquisas apontam que o manejo no sistema de produgcdo pode determinar se
havera o aparecimento de bibtipos resistentes devido a alteracdo no sitio de acdo do
herbicida ou na quantidade que atinge o sitio de acdo. O uso de dosagens de herbicidas
superiores aquelas recomendadas em rétulo podem selecionar biétipos com resisténcia por
alteracao no sitio de acéo do herbicida e doses abaixo da recomendada tendem a selecionar
bi6tipos com a habilidade de diminuir a quantidade de herbicida que atinge o sitio de acéo
(GARDNER; GRESSEL; MANGEL, 1998).

O capim-amargoso (Digitaria insularis) pode ser considerado com uma das grandes
ameacas da produtividade de culturas agricolas importantes no Brasil, com énfase naquelas
mais dependentes do herbicida glyphosate, uma vez em que esta planta daninha ja foi
previamente documentada como resistente ao glyphosate e esses bidtipos estédo
amplamente distribuidos por todas as regifes agricolas importantes no pais. Portanto, o
objetivo dessa pesquisa foi constatar um dos possiveis mecanismos que confere essa

habilidade ao capim-amargoso.

MATERIAL E METODOS

Foram exportadas do Brasil aos Estados Unidos da América através do
departamento de agricultura daquele pais (USDA) e por meio de sua agéncia especializada
na fiscalizacdo de plantas e animais que regula a entrada e saida de material biol6égico
(APHIS — Animal and Plant Health Inspection Service). As sementes dos biétipos suscetivel
e resistente ao glyphosate foram coletadas, respectivamente, na cidade de Piracicaba-SP
(21°37° 57" S; 48° 28’ 46” W) e Matdo-SP (22° 42’ 30”S; 47° 38’ 00” W).

As amostras dos biétipos foram coletadas de plantas cultivadas em casa-de-
vegetacdo, da qual foi escolhido o tecido vegetal mais jovem, na quantidade de quatro
repeticdes por bidtipo. Este tecido vegetal amostrado foi estocado em um tubo eppendorf® e
imediatamente mergulhado em nitrogénio liquido até o fim da coleta, dos quais em seguida
foram armazenados em um freezer & temperatura de -80°C para posterior extracdo do

material genético.



As amostras congeladas foram maceradas e em seguida foi usado o kit RNeasy® Plant Mini
Kit, para a extracdo do RNA mensageiro das amostras (mMRNA), conforme orientagdo do
fabricante. Ap6s a extragdo do RNA com a ajuda do kit acima citado, foi necesséaria a
utilizacdo de outro kit, o0 DNase |, Amplification Grade®, para a digestdo de DNA com uma e
duas fitas para formas menores, ou seja, eliminacdo do DNA presente nas amostras, para
gue nelas contenham apenas RNAm, segundo especifica¢cdes do fabricante. Apds obter-se
apenas RNA de fita simples, foi utilizado o ultimo kit qScript™ cDNA SuperMix para a
obtencdo de DNA complementar (cDNA), conforme recomendacdes do fabricante. Com o
cDNA sintetizado, procedeu-se com a confeccdo de primers especificos para amplificar
apenas a sequéncia de acidos nucleicos referentes ao gene que codifica a EPSPs. Através
de diversas tentativas e erros, o primer que melhor amplificou a sequencia desejada foi o
seguinte: 5- AGCTGTAGTCGTTGGCTGTG-3' representando o primer “forward” e 5'-
GCCAACAAATAGCTCGCACT -‘3 representando o primer “reverse”.

Em seguida, foi realizado o PCR tradicional (MyCycler™, Bio-Rad, EUA), em que
foram utilizados os seguintes reagentes: 25uL de EconoTaq® PLUS Green Master Mix, 2uL
dos primers forward e reverse (20mM), 1uL de cDNA (50ng uL™) e o restante com agua pura
até completar 50 uL por reacdo. O ciclo que obteve melhor desempenho dos primers foi o
seguinte: 5 minutos a 95°C, 1 minuto a 95°C, 30 segundos a 60°C, 1 minuto a 72°C e 3
minutos a 72°C. Os produtos foram submetidos a eletroforese, com solucéo tampdo TAE
(Tris-Acetato-EDTA, pH 8,0) e gel de agarose a 1,5% para a separac¢do do cDNA segundo
seu tamanho em relagédo a fragmentos de DNA de tamanhos conhecidos (GeneRuler™1kb
DNA Ladder). As bandas obtidas por eletroforese em gel de agarose foram recortadas e
purificadas através do kit QIAquick®Gel Extraction, seguindo orientacées do fabricante, e em
seguida enviadas para sequenciamento em departamento especializado da Colorado State
University (PMF — Proteomics and Metabolomics Facility). Os resultados do sequenciamento
foram analisados com a ajuda do software CHROMAS®, e comparou-se 0s bi6tipos
suscetivel e resistente, a partir das quais foram tiradas conclusdes sobre mutacdes nesse
gene. Foi utilizado o software online ClustalW?2 (LARKIN et al., 2007) para alinhamento das

sequéncias obtidas com as sequéncias encontradas na literatura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura a seguir (Figura 1) ilustra as sequéncias obtidas de cDNA de ambos os
bidtipos suscetivel e resistente, onde a sigla “DIGIN_S” representa o bidtipo suscetivel e
“‘DIGIN_R” representa o bidtipo resistente, além de um sequenciamento encontrado na

literatura que é representado pela planta daninha Lolium multiflorum (LOLMU) (PEREZ-



JONES et al.,, 2007). O quadrado desenhado na posicdo superior da figura destaca a

posicdo 106, comumente documentada como a posicdo em que ocorre substituicdo do

aminoacido prolina por outro aminoacido e que confere resisténcia de planta daninhas ao
glyphosate (PEREZ-JONES et al., 2007; WAKELIN; PRESTON, 2006; KAUNDUN et al.,

2008).

O quadrado na parte inferior da imagem ilustra a posigdo 182, da qual foi

documentada uma mutacdo e que esta esta relacionada com a resisténcia do capim-

amargoso ao glyphosate em biétipos do estado de Sdo Paulo (CARVALHO et al., 2012).
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GTGCAGCTCTTCTTGGGGAATGCTGGAACGGCAATGCGGCCATTGACAGCAGCCGTAACT
GTGCAGCTCTTCTTGGGGAATGCTGGAACGGCAATGCGGCCATTGACAGCAGCCGTAACT

GTCAAGCTCTTCTTGGGCAACGCTGGAACTGCAATGCGGCCATTGACGGCTGCTGTAGTA
Kk kkkkkkkkkhkkkk kk  kkkkkkkk  kkkkfkkkkkkkkkkkkk kk kk kkk

GCTGCTGGAGGAAATGCAACTTATGTGCTTGATGGAGTGCCAAGAATGCGGGAGAGACCC
GCTGCTGGAGGARAATGCAACTTATGTGCTTGATGGAGTGCCAAGAATGCGGGAGAGACCC

GCTGCTGGTGGAAATGCGACTTATGTTCTTGATGGAGTACCAAGAATGAGGGAGCGACCT
*hkkkkkkh Khkkkhkhhk khkhkhkkkhkh Kkhkkkkhhkkhdk kkkkkkkkk kkkkk kkkk

ATTGGCGACTTGGTTGTCGGATTGAAACAGCTCGGTGCGGATGTTGATTGCTTCCTTGGC
ATTGGCGACTTGGTTGTCGGATTGAAACAGCTCGGTGCGGATGTTGATTGCTTCCTTGGC

ACCGGTGACTTAGTTGTCGGTTTGAAACAGCTAGGTGCGAATGTTGATTGTTTCCTTGGC
kL kk kkokkk kkkkkkokk  kokkkkkkokkkk  kkkkkk kkkkkkkkkk kkkkkkkkok

ACTGACTGCCCACCTGTTCGTGTCAAGGGAATTGGAGGGCTACCTGGTGGCAAGGTTAAG
ACTGACTGCCCACCTGTTCGTGTCAAGGGAATTGGAGGGCTACCTGGTGGCAAGGTTAAG

ACTGACTGCCCACCTGTTCGGATCAACGGCATTGGAGGGCTACCTGGTGGCAAGGTTAAG
khkokkokkkkkkkkkh Ak kkkk kkkk dk kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkx

CTATCTGGCTCTAT TCAGTACTTGAGTGCCTTGC 280
CTATCTGGCTCTATCAGCAGTCAGTACTTGAGTGCCTTGC 280

CTGTCTGGTTCCATCAGCAGCCAATACTTGAGTTCCTTGC 280
Kk kkkkk  kk kkkklkkok{k kk kkkkkkkkk kkkkkk

Figura 1 — Sequenciamento parcial do gene que codifica a EPSPs. Fort Collins, 2014
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A partir dos resultados obtidos, ndo foi possivel encontrar mutacdes no gene que

codifica a EPSPs nos bi6tipos de capim-amargoso estudados, podendo-se concluir que este

nao é o mecanismo que confere resisténcia dessa planta daninha ao glyphosate.
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