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1. INTRODUCAO

O glyphosate é um herbicida de amplo espectro, ndo seletivo e sistémico,
amplamente utilizado no manejo de plantas daninhas em diferentes sistemas
agricolas (AMARANTE JR et al., 2001; POWLES; YU, 2010). O mecanismo de acdo
consiste na inibicdo da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS),
a qual atua na via do acido shiquimico, bloqueando a sintese dos aminoacidos
aromaticos essenciais (fenilalanina, tirosina e triptofano) (AMRHEIN et al., 1980).

A utilizacdo continua e repetitiva de glyphosate, sem a rotacdo de
mecanismos de acdo, aumenta a pressao de selecdo e como consequéncia, causa
evolucdo para resisténcia ao herbicida, observada em gramineas e dicotiledéneas
anuais e perenes (HEAP, 2024). Os mecanismos de resisténcia aos herbicidas
podem ser classificados naqueles relacionados ao alvo (Target-Site Resistance —
TSR) e néo relacionados ao alvo (Non-Target-Site Resistance — NTSR) (DELYE,
2013). TSR envolve alteracdes no gene ou na expressdo da EPSPS, incluindo
mutacdes pontuais que modificam a afinidade do herbicida pelo sitio ativo
(POWLES; YU, 2010). A mutacdo mais comum descrita para resisténcia ao
glyphosate é a substituicdo do aminoacido prolina na posicdo 106 (Pro106X), X
equivalendo a leucina, serina, alanina ou treonina (BAERSON et al., 2002).

No capim-annoni, planta invasora perene de elevada rusticidade e
disseminacdo no Bioma Pampa, a utilizacdo do glyphosate é parte de programa de
recuperacdo de pastagens degradadas ou da integracdo lavoura-pecuéaria,
antecedendo a semeadura da soja (LAMEGO et al., 2020). Relatos recentes de
falhas no controle da invasora (MACHADO et al., 2022) motivam a investigacéo de
possiveis mecanismos de resisténcia, incluindo mutacdes na EPSPS. O
sequenciamento parcial do gene da EPSPS é, portanto, uma ferramenta essencial
para verificar a presenca de alteracdes conhecidas. Deste modo, o objetivo deste
trabalho e compreender a base molecular da resposta diferenciada ao herbicida
entre bidtipos de capim-annoni.

2. METODOLOGIA

Foi coletado tecido vegetal (folhas) de quatro plantas de capim-annoni
definidas como AS1, AS2, AS3 e AS4 - com auséncia de controle e as suscetiveis
ao herbicida S1, S2, S3 e S4, conforme um estudo prévio, sendo armazenado em
ultrafreezer a -80°C, no Laboratério de Biologia Molecular do CPACT.
Posteriormente, o material foi utilizado para extracdo de RNA total a partir de
protocolo PureLink™ Plant RNA Reagent (ThermoFisher Scientific), com
modificacdes para a extracao de capim-annoni.
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O RNA extraido foi utilizado para a sintese de cDNAs, utilizando o kit
comercial Super Script ™ Ill Reverse Transcriptase (TermoFisher Scientific),
conforme protocolo do Kkit.

Os primers utilizados para a amplificacdo parcial do gene da EPSPS de
capim-annoni foram desenhados utilizando a ferramenta Primer Designing Tool
(NCBI, https://www.ncbi.nim.nih.gov/) e Benchling. Para isso, a coding DNA
sequence (CDS) do gene da enzima EPSPS, obtida do transcriptoma do capim-
annoni (Lamego et al., 2022) foi utilizada como referéncia. Os primers desenhados
foram: primer forward (F) 5- GCCGACAAAGAGGCCAAAAG-3’ e primer reverse
(R) 5-GCACCGAGCTGTTTCAATCC-3, tendo como fragmento amplificado
esperado o tamanho de 236 pb.

A amplificacdo parcial do gene foi realizada usando o Kit Taq Super Fi |
(Invitrogen) com as seguintes concentragdes no volume final da reagcéo de 50ul:
2L de cDNA, 10uL de Tampéo (5X), 1uL de dNTPs (10mM), 2uL de Primer Fe R
(10puM), 1uL de Taq Super Fi | (2U/uL) e 32uL de agua DEPC, em termociclador
(Veriti Applied Biosystems), com as seguintes condi¢des: 95°C por 30s, 40 ciclos
de 95°C por 30s, 60°C por 20s e 72°C por 45s, com uma extensao final de 72°C
por 5min. Uma aliquota dos produtos de PCR foi submetida a eletroforese em gel
de agarose 2%, usando TBE 1X, Gelred e o marcador molecular 1Kb Plus DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific) e, posteriormente analisada em
fotodocumentador Infinity (Vilber). Confirmada a presenca do amplicon esperado,
as reacoes de PCR foram submetidas para purificacdo e sequenciamento Sanger
na empresa GenOne Biotech. As sequéncias obtidas foram alinhadas a sequéncia
do gene da EPSPS de bibtipos suscetiveis (KM387414.1, KM387415.1) e
resistentes (KM387413.1; KM387412.1) de Eleusine indica depositadas no
GenBank (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), assim como a sequéncia de
EPSPS de capim-annoni (ainda nao liberada publicamente). Foram utilizados os
softwares Sequencher para gerar sequéncias contig das sequéncias forward e
reverse, e, posteriormente alinhadas usando o software Mega X (KUMAR et al.,
2018).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O sequenciamento parcial do gene da EPSPS resultou na obtencédo de um
fragmento de 236 pares de bases (pb). As sequéncias obtidas foram primeiramente
analisadas usando a ferramenta BLAST do NCBI (www.ncbi.org), para verificacao
de sua correspondéncia ao gene da EPSPS. Apos esta confirmacao, sequéncias
da EPSPS de E. indica (KM387413.1; KM387412.1; KM387415.1 e KM387414.1
(NCBI,) de bittipos suscetivel e resistentes a glyphosate descritas por CHEN et al.
(2015) foram utilizadas para verificacdo de mutacdo na posicdo 106, uma das
principais responsaveis pela resisténcia ao herbicida por TSR.

As sequéncias contig geradas para o bibtipo suscetivel (S1, S2, S3 e S4),
apresentam o aminoéacido Prolina na posi¢cédo 106, com o codon equivalente a CCG
(Figura 1). Para o bibtipo AS, as plantas analisadas apresentaram um pico duplo
na posicao 106, indicando haver dois possiveis alelos (Figura 1). A presenca de um
“Y” indica timina (T) ou citosina (C), onde o cédon CCG corresponde a prolina;
CTG, indica uma alteragdo para o aminoacido leucina, a qual caracteriza
resisténcia ao herbicida, ja reportada previamente na literatura (CHEN et al., 2023).
Outras duas posicoes de mutacdo conhecidas para EPSPS (Thrl02 e Leul03)
foram analisadas, mas nédo foram vistas mutac¢des nas populacdes investigadas.
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A mutacéo identificada ja foi amplamente descrita em espécies resistentes a
glyphosate, como Eleusine indica (BAERSON et al., 2002; CHEN et al., 2015),
sendo reconhecida como um dos principais mecanismos de resisténcia do tipo
TSR, por reduzir a afinidade do glyphosate pelo sitio ativo da EPSPS (POWLES,;
YU, 2010). A ocorréncia em heterozigose indica a presenca simultanea de alelos
mutado e ndo mutado, situacdo que pode conferir niveis intermediarios de
resisténcia em comparagao a plantas em homozigose (GAINES et al., 2010). No
capim-annoni, a deteccao dessa alteracdo em todos os biotipos classificados como
de auséncia de controle, aliada a auséncia de outras mutagBes no fragmento
sequenciado, reforca a hipotese de que a mutacdo ProlO6Leu seja a base
molecular responsavel pelas falhas de controle observadas (MACHADO et al.,
2022). Assim, os resultados confirmam a relevancia dessa alteracéo especifica na
EPSPS como fator determinante da auséncia de controle ao glyphosate nessa
espécie.

Figura 1 —Alinhamento de sequéncias génicas parciais do gene da enzima
EPSPS de biotipos de capim-annoni (S e AS) com sequéncias suscetivel e
resistente ao glyphosate de Eleusine indica (NCBI: KM387414 (S),
KM387415.1(S), KM387412.1 (R) e KM387413.1 (R)). O alinhamento abrange a
regido de mutacao associada a resisténcia ao glyphosate (Prolina 106).
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4, CONCLUSOES

O biotipo de capim-annoni AS, suspeito de resisténcia ao herbicida
glyphosate, apresenta mutagao pontual heterozigética (CCA — CTA) na posicao
106 do gene da enzima EPSPS, resultando na substituicdo de prolina por leucina,
0 que indica que a alteracdo no sitio alvo herbicida é a causa da falha de controle
observada a campo e confirma a resisténcia.
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