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Isolamento do gene ALS e investigacdo do mecanismo de resisténcia a herbicidas em
Sagittaria montevidensis

Isolation of the ALS gene and investigation of the mechanism of herbicide resistance in
Sagittaria montevidensis

Aldo Merotto Junior' Valmir Kupas" Anderson Luis Nunes™
Ives Clayton Gomes dos Reis Goulart™

-NOTA -

RESUMO

Diversos biotipos de sagitaria (Sagittaria
montevidensis Cham. & Schlecht) foram constatados como
resistentes a herbicidas inibidores da enzima ALS no Brasil e
em outros locais do mundo. Os objetivos deste trabalho foram
isolar e sequenciar o gene ALS de sagitaria de forma a
identificar a ocorréncia de mutagoes relacionadas ao
mecanismo de resisténcia de insensibilidade do local da agdo
de herbicidas. O material vegetal consistiu de sementes de
sagitaria coletadas em lavouras de arroz irrigado localizadas
na regido Sul do Estado de Santa Catarina. Nove pares de
sequéncias nucleotidicas iniciadoras foram desenhadas para
a amplificagdo dos dominios C, A e D do gene ALS. As
sequéncias nucleotidicas dos fragmentos amplificados com
quatro pares de oligonucleotideos inciadores resultaram em
amplicons com 360 a 393 nucleotideos. Essas sequéncias
apresentaram homologia com o gene ALS padrdo de
Arabdopsis thaliana e arroz, possuindo apenas trés mutagées
de ponto. Uma dessas alteragdes foi a mutagdo Pro . Phe, que
é relacionada a ocorréncia de resisténcia a herbicida em
diversas espécies vegetais. As sequéncias obtidas evidenciaram
que o gene ALS avaliado encontrava-se em heterozigose. Esses
resultados sugerem a ocorréncia de insensibilidade do local
de agdo como mecanismo de resisténcia a herbicidas inibidores
de ALS em sagitaria. A prevengdo e o controle da resisténcia a
herbicidas inibidores da ALS em sagitiria devem ser
fundamentados na rotag¢do de herbicidas com diferentes
mecanismos de agdo.

Palavras-chave: 4HAS, acetolactato sintase, pyrazosulfuron-
ethyl, sagitaria.

ABSTRACT

California arrowhead (Sagittaria montevidensis
Cham. & Schlecht) is an aquatic weed often found in rice
paddy fields. Several biotypes of California arrowhead resistant
to ALS-inhibiting herbicides were found in Brazil and in several
rice fields worldwide. The objective of this study was to sequence
the ALS gene of California arrowhead and to identify the
occurrence of mutations related to target site insensitivity as
the mechanism of herbicide resistance. The plant material
consisted of seeds collected in rice paddy fields located in the
state of Santa Catarina, Brazil. Nine pairs of primers were
designed for the amplification of the domains C, A and D of the
ALS gene. PCR reactions with four pairs of primers resulted in
amplification of fragments with size close to expected, ranging
from 360 to 393 nucleotides. These sequences showed high
homology to the standard ALS gene Arabdopsis thaliana and
rice having only three point mutations. One of these mutations
was Pro,, Phe that is related with herbicide resistance in several
weeds. The sequences obtained indicated that the ALS gene
evaluated was heterozygous. These results suggest the
occurrence of insensitivity of the site of action as the mechanism
of resistance to ALS-inhibitors herbicides in California
arrowhead. The prevention and control of resistance to ALS-
inhibitors in California arrowhead should be based on the
rotation of herbicides with different mechanisms of action.

Key words: acetolactate synthase, AHAS, California
arrowhead, giant arrowhead, pyrazosulfuron-
ethyl.
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Sagittaria montevidensis Cham. &
Schlecht., conhecida como sagitaria, aguapé de flexa
ou flexa, ¢ uma planta daninha aquatica encontrada
frequentemente em lavouras de arroz irrigado cultivadas
no sistema pré-germinado ou de transplante. Sagitaria
¢ considerada como uma planta com baixa capacidade
de competicdo com o arroz em comparagao com outras
plantas daninhas dessa cultura (GIBSON et al., 2001).
No entanto, a elevada frequéncia de altas infestagdes
de sagitaria tem resultado em intensificagdo da
utilizagdo de herbicidas para o seu controle. Diversos
biotipos de sagitaria foram constatados como
resistentes a herbicidas inibidores da enzima ALS.
Inicialmente, trés e quatro anos apo6s a utilizagdo do
herbicida bensulfuron, plantas de sagitaria resistentes
a esse herbicida foram identificadas nos anos de 1993
e 1994, na Califérnia, nos Estados Unidos , e em New
South Wales, Australia, respectivamente (PAPPAS-
FADER etal., 1994; HEAP, 2010). No Brasil, populagdes
resistentes ao herbicida pyrazosulfuron-ethyl foram
identificadas em 1999, em areas tratadas com esse
herbicida por cinco safras consecutivas (NOLDIN et
al., 1999). Biotipos resistentes de sagitaria também foram
identificados na China, em 2003 (HEAP, 2010).
Atualmente, a infestagdo de sagitaria resistente a
herbicidas inibidores da ALS esta distribuida em varias
areas de cultivo de arroz pré-germinado no Estado de
Santa Catarina e em algumas areas no Rio Grande do
Sul.

O herbicida pyrasulfuron-ethyl aplicado em
um bidtipo de sagitaria resistente a esse herbicida
apresentou menor efeito quando a aplicagdo foi
realizada nas raizes em comparag@o com a aplicagdo na
parte aérea, indicando uma possivel restricdo de
absor¢do ou translocacdo do herbicida como
mecanismo de resisténcia (CONCENCO et al., 2007).
Nesse trabalho, o bidtipo resistente apresentou maior
velocidade de germinagdo, vigor inicial, altura e
producdo de sementes em relagdo ao bidtipo suscetivel,
indicando também que a diferente sensibilidade da
forma de aplicacdo do herbicida pode estar relacionada
ao conjunto de diferengas entre os bidtipos analisados.
O conhecimento do mecanismo de resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas ¢ necessario para a determinagio
de praticas de manejo que objetivem a prevengao da
ocorréncia de novos bidtipos resistentes e,
principalmente, para a correta determinagéo das praticas
de controle das plantas resistentes. O mecanismo de
resisténcia a herbicidas inibidores de ALS mais
frequente ¢ a insensibilidade do local de agdo
(POWLES & YU, 2010). Diversos procedimentos
podem ser utilizados para o diagnostico do mecanismo
de resisténcia a herbicidas em plantas (CORBETT &

TARDIFF, 2006). Entre essas técnicas, o isolamento e
sequenciamento do gene alvo do herbicida podem
identificar mutag¢des conhecidas que causam
insensibilidade ao herbicida. No entanto, essa
estratégia requer o conhecimento prévio da sequéncia
nucleotidica do gene de interesse da espécie em estudo
para a obtengao dos oligonucleotideos iniciadores que
proporcionem a amplificagdo do gene. As ferramentas
de sequenciamento de DNA de nova geracéo
proporcionardao maiores facilidades para a identificagdo
de mutagdes e alteragdes da composi¢do nucleotidica
de genes (CARVALHO & SILVA, 2010). Entretanto,
essas tecnologias ainda apresentam custo elevado e
dificuldade de operacionalizagdo em espécies com
genoma desconhecido. Até o momento, a sequéncia
nucleotidica do gene ALS de sagitaria ndo ¢ conhecida.
Os objetivos deste trabalho foram isolar e sequenciar
o gene ALS de sagitaria de forma a identificar a
ocorréncia de mutagdes nesse gene relacionadas a
ocorréncia do mecanismo de resisténcia de
insensibilidade do local da a¢do de herbicidas.

O material vegetal consistiu de sementes de
sagitaria coletadas de plantas individuais presentes
em lavouras de arroz irrigado localizadas na regido Sul
do Estado de Santa Catarina, no més de margo de 2008.
As lavouras onde a coleta foi realizada foram tratadas
por no minimo cinco anos com o herbicida
pyrazosulfuron-ethyl e apresentavam limitagdo de
controle a esse produto. As sementes foram semeadas
em vasos contendo solo hidromorfico, em casa-de-
vegetacdo. Quando as plantas possuiam trés a quatro
folhas, uma amostra de 100mg foi retirada para extragdo
de DNA. As amostras de DNA foram quantificadas em
gel de agarose a 2%, sendo utilizados marcadores de
tamanho de 100pb. As sequéncias oligonucleotidicas
iniciadoras utilizadas para o isolamento do gene ALS
foram desenhadas com base nas sequéncias
disponiveis no GenBank: AB049822, AB301496 e
AB477097, por meio do programa Primo Pro 3.4. Trés
sequéncias nucleotidicas iniciadoras foram obtidas para
o sentido senso (SagF1, SagF2 e SagF3) e trés para o
sentido reverso (SagR1, SagR2 e SagR3), com o
objetivo de ampliar o gene ALS correspondente aos
dominios C, Ae D descritos em MEROTTO et al. (2009).
As reagdes de PCR foram realizadas de acordo com o
protocolo descrito em MEROTTO et al. (2009). Os
produtos da reagdo foram separados em gel de agarose
(2%) corado com brometo de etidio. O gel foi
fotografado com o aparelho Kodak Digital Science 1D.
Os amplicons correspondentes aos tamanhos
esperados foram isolados do gel de agarose e
purificados por meio do procedimento de precipitagdo
com etanol. O sequenciamento de DNA foi realizado
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com o equipamento ABI 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems do Brasil). O alinhamento da
sequéncia obtida foi realizado com a sequéncia padrado
do gene ALS de Arabidopsis thaliana (X51514) e com
a proteina ALS de Oryza sativa (BAB20812). A
sequéncia obtida foi deposita no Genbank sob o
nimero HM212418.

As combinagdes dos trés oligonucleotideos
iniciadores senso e trés reverso resultaram em nove
pares de sequéncias a serem avaliadas nas amostras
de DNA das plantas de sagitaria coletas em areas com
evidéncias da ocorréncia de resisténcia ao herbicida
pyrazosulfuron-ethyl. Com base no conhecimento da
localizagdo de pareamento de cada oligonucleotideo
iniciador no gene ALS, foi estabelecido o tamanho
esperado do fragmento para cada par de

ogonucleotideos em avaliagdo. Os tamanhos esperados
variaram de 362 a 488pb (dados ndo apresentados).
Reagdes de PCR foram realizadas de forma a otimizar a
amplificagdo de fragmentos de DNA. As reagdes de
PCR com os pares de oligonucleotideos SagF1/SagR2,
SagF1/SagR3, SagF2/SagR2 e SagF3/SagR2 resultaram
em amplificag@o de fragmentos com tamanho préoximo
ao esperado para esses oligonucleotideos.

As sequéncias de DNA desses fragmentos
indicaram a ocorréncia de homologia com o gene ALS
padrdo da espécie Arabdopsis thaliana ¢ de arroz. O
fragmento amplificado com o oligonucleotideo senso
SagF2 (5"AAGGGCGCGGACATCCTCGT3") e reverso
SagR2 (5'CTGGTGGCGA GATAGAAGG3 ") resultouem
393 nucleotideos, correspondendo a 131 aminoacidos
(Figura 1A). Essa sequéncia apresentou alta homologia

(A)

Deminieo C

O.sativa PLERPWGPAEPRKGADILVEALERCGVSDVFAYPGGASMETHOQALTRSPVITNHLFRHEQG 120
S. montevidensis ------------c--ooomooooooo DVFAYPGGASMETHQALTRSPSIVNHLFRHEQG 33
EE R RS E S S SR SR LR T *'*********
Dominio A

O.sativa EAFAASGYARASGRVGVCVATSGPGATNLVSALADALLDSVPMVAITGOVPRRMIGTDAF 180

5. montevidensis EIFAREGYARATGRPGVCIATSGPGATNLVSGLADALLDSIPLVAITGQOVFRRMIGTDAF 93
* khkk khkhkkk.kEd khkk . kkhkhkhkkhkkhkkhkk dhkdkdkhkkhkk .k khkdhkhkhkhkk dhkhkhkhkhkik
Dominioc D

O.sativa QETPIVEVTRSITKHNYLVLDVEDIPRVIQEAFFLASSGRPGPVLVDIPKDIQQOMAVPV 240

S. montevidensis QETPIVEVTRSITKHNYLVLSVDDIPRIVHEAFYLATR------------—----—--—-—--- 131

(B)

hkkkkkkkkkhkkhkkkhkk ko khkk, .

.GGTGTCCCGCAG

skkk Lk

L4 | !

e N N

Figura 1 - (A) Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina ALS de O. sativa (BAB20812) e de
Sagittaria montevidensis, indicando os dominios C, A e D (sublinhado) e a mutagdo do amoniacido
prolina (P) para phenilalanina (F) na posi¢do 197 (Pro,,,Phe), no dominio A. (B) Cromatograma
de parte do dominio A do gene ALS de Sagittaria montevidensis, indicando a ocorréncia dos
nucleotideos C e T de forma heterozigota nas posigdes 265 ¢ 266.
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com o gene ALS de arroz, possuindo apenas trés
mutagdes de ponto. Duas dessas mutagdes estdo
localizadas fora dos dominios conservados do gene
ALS, onde a ocorréncia de mutagdes possui como
consequéncia a resisténcia de plantas a herbicidas
(MEROTTO et al., 2009). No entanto, uma mutacao
ocorreu no dominio A do gene ALS, correspondendo a
posicdo 197 originalmente codificada para o
aminoacido prolina e que, na sequéncia de sagitaria,
encontrou-se o aminoacido phenilalanina (Figura 1A).
Essa alteracdo caracteriza a ocorréncia da mutacao
Pro,,_Phe no gene ALS de sagitaria. A andlise da
sequéncia nucleotidica indicou que essa alteragdo
resultou da mutacdo dos nucleotideos CCC que
codificam para o aminoacido prolina em espécies
suscetiveis aos herbicidas inibidores da ALS para os
nucleotideos TCC que resultam no aminoacido
phenilalanina. Observou-se que o gene ALS, na planta
amostrada, encontrava-se em heterozigose (Figura 1B).

Atualmente sdo conhecidas sete mutag¢des
do gene ALS relacionadas com a resisténcia a herbicidas
(MEROTTO etal., 2009; POWLES & YU, 2010). As
consequéncias dessas mutagdes sdo a diminuigdo de
sensibilidade a inibi¢ao dos herbicidas que atuam nessa
enzima. Entre as mutagdes do gene ALS, a mutagdo
Proys; para os aminodcidos alanina, histidina, serina e
triptofano, principalmente, ¢ a que apresenta maior
frequéncia entre os casos de plantas daninhas
resistentes. No entanto, a mutagdo de prolina para
phenilalanina ndo é reportada na literatura (TRANEL
etal., 2010). Assim sendo, esses resultados sugerem a
ocorréncia de insensibilidade do local de agdo como
mecanismo de resisténcia a herbicidas inibidores de
ALS em sagitaria. Estudos adicionais de determinagdo
dos niveis de resisténcia e do padrdo de resisténcia
cruzada e multipla estdo em desenvolvimento. Os
resultados deste trabalho podem ser utilizados para o
monitoramento do mecanismo de resisténcia em
estudos de dindmica de populagdes de forma a
identificar a distribuigdo e a importancia da resisténcia
a herbicidas em sagitaria. A preven¢do do inicio da
evolugdo da resisténcia a herbicidas inibidores da ALS
em sagitaria e o controle de individuos resistentes
devem ser fundamentados na rotagdo de herbicidas
com diferentes mecanismos de agdo.
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