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Biologia molecular aplicada a ciéncia das plantas daninhas

Molecular biology applied to weed science
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Resumo - As plantas daninhas possuem elevada variabilidade genética, e principalmente por este
motivo, sdo adaptadas a ambientes com intensa atividade humana. Embora o controle de plantas
daninhas tenha evoluido de maneira positiva nos ultimos anos, elas continuam a interferir na
producio agricola. O objetivo desta revisdo bibliografica ¢ apresentar a contribui¢ao da biologia
molecular nos estudos aplicados a herbologia. Ha lacunas entre o que aprendemos sobre genomica
de plantas daninhas e como esses conhecimentos poderiam nos auxiliar no manejo ¢ melhorar a
competividade de culturas agricolas frente as plantas daninhas. Muitos estudos na area da ciéncia
das plantas daninhas podem ser realizados com o emprego de técnicas de biologia molecular, sendo
eles: caracterizacdo do genoma de espécies de plantas daninhas, visando a identificagdo destes com
maior acuracia, identificacdo de espécies resistentes a herbicidas e seu mecanismo de resisténcia,
variabilidade e similaridade genética entre populacdes de plantas daninhas, identificacdo de genes
envolvidos nos processos de interagdo entre plantas, dentre outros.
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Abstract - The weeds have high genetic variability, mainly for this, they are adapted to environments
disturbed by humans. Although weed control has evolved positively in recent years, they continue
to interfere with agricultural production. The objective of this bibliographic review is to present
the contribution of molecular biology in the studies applied to herbology. There area gap in what
we learn about weed genomics, which could help us manage and improve the competitiveness of
weed crops. Many studies in the field of weed science can be carried out using molecular biology
techniques. The characterization of the genome of weed species, aiming to identify species with
higher accuracy, identification of herbicide resistant species and its mechanism of resistance, genetic
variability and similarity among weed populations, identification of genes involved in the interaction
processes between plants, among other.
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Introduciao

Nos ultimos anos, o mundo esta presenciando
acentuados avangos na agricultura em geral,
avalizados pelas praticas de melhoramento vegetal,
modernizagdo nos processos de semeadura e
colheita. Ainda, apresenta grande evolugdo nos
conhecimentos basicos de fisiologia vegetal,
bioquimica, genomica, genética, cultura de
tecidos e biologia molecular. Ap6s o surgimento
da engenharia genética, inimeras areas da
ciéncia passaram a ser estudados e elucidados
com o emprego da biotecnologia. Nas ciéncias
agrondmicas, a aplicabilidade da biotecnologia é
fundamental nas diversas areas como fruticultura,
zootecnia, fisiologia, fitotecnia e fitossanidade,
visando o melhoramento genético, na descoberta
de resisténcia a doengas, variabilidade genética,
expressao génica e transformagao genética (Zanatta
e Zanatta, 2012).

De acordo com a expressao do lendario Sun
Tzu, “uma das chaves para o sucesso na batalha
¢ conhecer seu inimigo” (Ames, 1993), este fato
¢ igualmente verdadeiro na luta entre os seres
humanos e as plantas daninhas. Um conceito
fundamental na gestdo integrada de pragas ¢
que a mesma deve ser bem compreendida, nos
seus pontos fortes e fracos (Norris et al., 2002).
Desta forma, a medida que as plantas daninhas
tornaram os complexos manejos dificultados,
pesquisas sdo conduzidas para identificar os
fatores envolvidos nos processos. Isso porque
a principal caracteristica das plantas daninhas ¢
a elevada variabilidade genética (Baker, 1974;
Vidal e Merotto Junior, 2001). A diversidade
genética existente em uma populagdo € resultado
do processo de evolugao natural da espécie, que
deriva da variagdo mendeliana, da hibridagao
interespecifica e da poliploidia (Winkler et al.,
2003).

Muitos estudos na area da ciéncia das plantas
daninhas podem ser realizados com o emprego de
técnicas de biologia molecular. A caracterizacao
do genoma de espécies de plantas daninhas,
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visando a identificagdo de espécies com maior
acuracia, identificagcdo de espécies resistentes e
seu mecanismo de resisténcia, modo de agao de
herbicidas, variabilidade e similaridade genética
entre populagdes de plantas daninhas, identificacdo
dos genes envolvidos nos processos de interacao
entre plantas.

Frente ao exposto, objetivou-se com esta revisao
bibliogréfica, apresentar a contribui¢ao da biologia
molecular nos estudos aplicados a herbologia,
relatando as principais técnicas utilizadas.

Marcadores moleculares

Marcadores moleculares sao caracteristicas de
DNA que diferenciam dois ou mais individuos e
sao herdadas geneticamente. Os distintos tipos
de marcadores moleculares diferenciam-se pela
tecnologia utilizada para revelar variabilidade a
nivel de DNA, e assim variam quanto a habilidade
de detectar diferencgas entre individuos, custo,
facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade
(Milach, 1998).

As principais técnicas empregadas com a
utilizacdo de marcadores moleculares serao
discutidas a seguir. A técnica de polimorfismo
no comprimento de fragmentos de restrigdo
(Restriction Fragment Length Polymorphism -
RFLP) ¢ uma ferramenta molecular simples e
eficiente que pode ser empregada para detectar
variabilidade genética em regides conservadas ndo
especificas, como também em regides especificas
entre individuos de uma mesma espécie, entre
espécies diferentes ou mesmo entre populagoes,
através da restricao de fragmentos e hibridizacao
(Picchi, 2002).

Na herbologia, a técnica de RFLP foi empregada
com o intuido de identificar variabilidade genética
entre populacdes. Principalmente na identificagao
de resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas
por meio de um diagnostico molecular na busca de
um individuo resistente dentro de uma determinada
populagdo (Cheung et al., 1993).

A técnica de polimorfismo de DNA amplificado
ao acaso (Random Amplified Polymorphic

Rev. Bras. Herb., v.17, n.1, p.12-24, jan./mar. 2018



Schneider et al. 14

DNA- RAPD) ¢ baseada na técnica de Reacao
em Cadeia pela Polimerase (Polymerase Chain
Reaction — PCR) com duas caracteristicas
distintas. Apresenta uma varia¢do da PCR, pois o
oligonucleotideo tinico tem sequéncia arbitraria,
portanto sua sequéncia alvo ¢ desconhecida
(Ferreira e Grattapaglia, 1998). E utilizada para
a caracterizacdo genética de espécies quando se
desconhecem maiores informagdes genéticas.
Outras fontes de polimorfismo incluem delec¢des
de sitios de iniciagdo ou inser¢des que colocam
dois sitios de inicia¢@o adjacentes a uma distancia
acima daquela que a DNA polimerase é capaz de
percorrer. Assim, o polimorfismo genético detectado
pelos marcadores RAPD tem natureza binaria,
isto ¢, o segmento amplificado (banda no gel)
estd presente ou ausente (Ferreira e Grattapaglia,
1998). Marcadores deste tipo permitem caracterizar
plantas e microrganismos e avaliar a diversidade
genética entre individuos de uma mesma espécie
ou diferentes espécies (Williams et al., 1990).
Em trabalhos envolvendo a caracterizagao
da variabilidade genética com plantas daninhas,
a técnica de RAPD oportunizou a andlise da
variabilidade genética entre populagdes de
Commelina benghalensis em comparagao a
resposta ao herbicida glifosato, revelando elevada
variabilidade entre as populagdes (Vieira, 2003).
Ainda, estes marcadores moleculares foram
utilizados para verificar relagdo entre a distancia
genética e a geografica em bidtipos de Bidens
pilosa resistentes e suscetiveis aos herbicidas
inibidores da enzima aceto lactato sintase - ALS
(Lamego et al., 2006). Em plantas daninhas, esta
técnica ¢ atrativa em um primeiro momento,
pois ndo se necessita conhecer sobre a sequéncia
nucleotidica da planta, fato comum as plantas
daninhas. A técnica RAPD foi eficiente para
agrupar diferentes biotipos de Conyza bonariensis
devido a variabilidade genética, além de que
todos os bidtipos sao mesmo da mesma espécie
apresentado variedade distinta (Silva et al., 2016).
Entretanto, as limitacdes em relacdo a
reprodutibilidade dos resultados e a dificuldade de
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explicar a informagao biologica dos marcadores
RAPD o tornam pouco efetivos no avango do
conhecimento molecular dentro da Ciéncia das
Plantas Daninhas. A técnica de polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados (AFLP)
¢ uma técnica na qual fragmentos de DNA, entre
80 e 500 pb, sdo obtidos a partir da digestao do
DNA com enzimas de restri¢ao, normalmente uma
de corte raro e uma de corte frequente. AFLP ¢
uma técnica para estudar polimorfismo genético
em populagdes que retine algumas estratégias
empregadas pelas técnicas de RFLP e RAPD,
com as vantagens de detectar multiplos locos por
reagdo e apresentar alta repetibilidade (Jain et al.,
1994; Hill et al., 1996).

O polimorfismo gerado por AFLP apresenta
heranga mendeliana e pode ser usado para
estudar similaridade ou dissimilaridade genética
dentro e entre populacdes, para desenvolver
marcadores moleculares € para o mapeamento de
genes de interesse (Karam et al., 2004). Entre os
diferentes tipos de marcadores moleculares, o
AFLP apresenta algumas vantagens para uso na
caracterizagao de recursos genéticos, como a
deteccdo de grande numero de bandas informativas
por reacao, com ampla cobertura do genoma e
consideravel reprodutibilidade e principalmente
por ndo necessitar de dados de sequenciamento
prévio da espécie para a construcao de primers
(Spooner et al., 2005; Vuylsteke et al., 2007).

A técnica de AFLP ¢ muito util para estudar
a variabilidade genética e estabelecer relagdes
entre populagdes de plantas daninhas. Os perfis
de banda AFLP resultam de variagdes nos locais
de restri¢do das enzimas que sdo utilizadas e da
amplificagdo seletiva dos fragmentos de DNA
obtidos (Spooner et al., 2005). Outra vantagem
deste tipo de marcador molecular, ¢ que pode ser
utilizado em organismos para quais ndo existe
informagdes genéticas prévia (Bonin et al., 2007;
Vuylsteke et al., 2007).

Os marcadores moleculares microssatélites
ou simple sequence repeat (SSR) sdo repeti¢des
variaveis em fandem de uma pequena regido de
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um a seis pares de nucleotideos repetidos muitas
vezes (Jones et al., 2009). Devido a alta taxa de
mutacoes, essas regides sao de grande interesse
na genética de populacdes. As mutagdes resultam
de marcadores altamente polimoérficos e permitem
discriminagdo genética de individuos proximamente
relacionados, mesmo com 0 emprego um nimero
relativamente baixo de marcadores microssatélite
permite a distingdo entre populacoes (Varshney et al.,
2005). Ja a presenga de multiplos alelos por locus
favorece a avaliacdo da diversidade genética entre
populagdes e subpopulacdes mesmo em espécies
com alto grau de autogamia como a maioria das
plantas daninhas (Zhang et al., 2009).

Marcadores SSR apresentam algumas vantagens
em suas analises, como: possuir expressao
codominante; sdo hipervariaveis no que diz
respeito ao numero de alelos por locus e, por
isso, tém se tornado uma fonte importante de
marcadores genéticos polimorficos; sdo muito
frequentes e distribuidos ao acaso ao longo de
todo o genoma e a existéncia de conservagao de
sitios de microssatélites entre espécies relacionadas
torna possivel, em alguns casos, a utilizacao de
iniciadores obtidos em uma espécie para outras
espécies afins (iniciadores heterologos). Contudo, ha
limitac¢des nas analises de microssatélites, como:
necessidade do desenvolvimento de iniciadores para
cada espécie (ou grupos de espécies relacionadas),
o que implica no sequenciamento prévio de partes
especificas do DNA e ndo se conhece o papel
funcional das sequéncias estudadas (Freitas e
Bered, 2003). Este tipo de marcador molecular
quando utilizados juntamente com a técnica da
cauda fluorescente permite de forma simples,
rapida e barata a identificagdo de hibridos daninhos
oriundos de fluxo génico de plantas cultivadas
resistentes aos herbicidas para plantas daninhas
suscetiveis (Goulart et al., 2011).

Entretanto, com o avang¢o das técnicas de
biologia avangada e gendmica funcional tem
reduzido a necessidade do uso de marcadores
moleculares. Técnicas mais precisas e com
maior relagdo bioldgica como a expressao
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génica e sequenciamento do DNA colaboram
de forma efetiva no entendimento dos processos
fisiologicos das plantas. Das quatro técnicas de
marcadores moleculares aqui apresentados apenas
os microssatélites (SSR) e RFLP ainda possuem
uso significativo nas pesquisas relativas a biologia
molecular. Com a forte atuacao da bioinformatica,
associada aos seqiienciamentos de inimeras
espécies, permitiu que a cada ano diminua as
buscas na rede mundial de computadores sobre
os principais marcadores moleculares (Figura 1).
Aredugdo dos custos de sequenciamento genético
e 0 maior aporte financeiro para as pesquisas
relacionadas a biologia molecular tem limitado o
uso de marcadores moleculares somente para as
situagdes em que os mesmos trazem informagdes
rapidas e efetivas.

Tecnologia RNAI no controle de
plantas daninhas

Através da biologia molecular, estd em estagios
iniciais de desenvolvimento a utilizacado de RNA
de interferéncia (RNA1) no controle de plantas
daninhas. A tecnologia de silenciamento de genes
¢ uma das mais recentes novidades proporcionadas
pela pesquisa. A tecnologia permite aplicagao
de produtos especificos e eficazes com ampla
gama de aplicagdes, incluindo controle de plantas
daninhas, insetos e virus. Atua destruindo RNA
mensageiros especificos para uma determinada
proteina, sendo uma maneira muito efetiva de
direcionar a determinados genes e desliga-los
(Reddy e Jha, 2016). O uso de RNAi no controle
de plantas daninhas envolve a aplicagdo topica
de uma associagdo de glifosato com um RNA
para interferir na expressao de genes associados
aresisténcia de plantas daninhas a este herbicida.
Estudos preliminares demonstram que a tecnologia
de RNAi1 quando combinada com um herbicida,
pode reverter a resisténcia. A tecnologia também
foi demonstrada com plantas daninhas resistentes
aos herbicidas inibidores da ALS, HPPD e Protox
(Green, 2014; Shaner e Beckie, 2014).
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Figura 1. Interesse de pesquisa no mundo sobre as distintas técnicas de marcadores moleculares

aplicados em biologia molecular obtido por meio do Google Trends. Os valores no eixo

(Y4

y
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relativos ao ponto mais alto no grafico no periodo de 01/01/2004 a 19/01/2017. O valor de 100 ¢ o
pico de popularidade de um termo no periodo. Um valor de 50 significa que o termo teve metade
da popularidade. Da mesma forma, uma pontuacao de 0 significa que o termo teve menos de 1% da

popularidade que o pico.

RNAI1 ¢ uma tecnologia revolucionaria para
manejo de plantas daninhas, principalmente, para
aquelas resistentes aos herbicidas. Quando disponivel
a comercializagdo seu uso podera ser realizado da
mesma forma como sao utilizados os defensivos
agricolas. O produtor adquirird o RNAI para o
controle de plantas daninhas e realizara a aplicagao
através da pulverizagdo como realizada atualmente.
Entretanto, o sucesso comercial desta tecnologia
depende ainda da capacidade de formular grandes
quantidades de RNAi. Além disso, € necessario
manter o RNAI estavel para que o produto
formulado possa ser estocado.

Sequenciamento de genes

As plantas daninhas sobrevivem a aplicag@o
de herbicidas devido a diversos fatores, os quais
podem estar relacionados ou ndo ao local de agado
do herbicida. Quando relacionado ao local de agao,
a resisténcia pode ser decorrente da diminui¢ao
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de afinidade do herbicida pelo local de a¢dao na
enzima, que resulta de uma mutag¢ao na sequéncia
nucleotidica do DNA, ou devido a superexpressao
desta enzima (Powles e Yu, 2010).

Desta forma, o sequenciamento de genes
relacionados ao local de agao de herbicidas ¢ uma
das ferramentas da biologia molecular empregada
na ciéncia das plantas daninhas. O sequenciamento
do gene alvo do herbicida pode identificar
mutagdes conhecidas que causam a insensibilidade
ao herbicida. Entretanto, esta técnica requer o
conhecimento prévio da sequéncia nucleotidica
do gene de interesse da espécie em estudo para a
obtencao dos oligonucleotideos iniciadores que
proporcionem a amplificagdo do gene.

Por meio do sequenciamento do gene ALS
em Sagittaria montevidensis verificou-se que
o mecanismo de resisténcia aos herbicidas era
a insensibilidade dos herbicidas a enzima ALS
devido a mutacao Pro197Phe (Merotto Junior et al.,
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2010). A ferramenta de sequenciamento de
sequenciamento de DNA proporciona inumeras
facilidades para a identificagdo e alteragdes na
composicdo nucleotidica de genes (Carvalho
e Silva, 2010). O DNA da planta em estudo ¢
extraido e posteriormente realizada a etapa de
reacdo da PCR através da utilizacao de primers
iniciadores que sdo sintetizados com a sequéncia
conhecida do gene de interesse. Posteriormente,
¢ realizada a etapa do sequenciamento que ¢ a
unido de um grande nimero de sequéncias de
DNA que sdo unidas para criar uma representacao
do cromossomo original do DNA em estudo
(Ronaghi et al., 1996). A proxima etapa consiste
em comparar as sequéncias de DNA do gene em
estudo de um bidtipo conhecidamente suscetivel com
amesma sequéncia do biotipo resistente. A partir
da alteragdo em alguma das bases nitrogenadas
do biotipo suscetivel, ¢ confirmada a resisténcia
devido a alteragao no local de acao do herbicida
(Powles e Yu, 2010).

Intimeros trabalhos sdo relatados confirmando
a resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas
em fun¢ao de mutacao no gene alvo do herbicida.
Aresisténcia de plantas daninhas aos herbicidas
inibidores da aceto lactato sintase (ALS) e da
acetil coenzima A carboxilase (ACCase) sdo os
mecanismos com mais mutagdes identificadas
como o mecanismo de resisténcia (Powles e Yu,
2010). Ainda, diferentes mutagdes no gene da
EPSPs tém sido relatadas por conferir resisténcia
ao glifosato em inimeras espécies como:
Eleusine indica, Lolium rigidum, L. multiflorum,
Echinochloa colona, dentre outras (Baerson et al.,
2002; Perez- Jones et al., 2005; Kaudum et al.,
2011; Alarcon-Reverte et al., 2013).

Atualmente, hd uma nova ferramenta da engenharia
genética utilizada para o sequenciamento de genes,
que ¢ a tecnologia CRISPR/Cas9. Ao comparar
bactérias, pesquisadores observaram certo padrao em
regides do DNA: trechos formados por sequéncias
palindromas espagadas entre si por sequéncias
unicas, nomeadas de Repeti¢des Palindromicas
Curtas Agrupadas e Regularmente Interespagadas ou
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(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats — CRISPR). Essas sequéncias tinicas sao
idénticas ao DNA de virus que atacam bactérias
e funcionam como “etiqueta” para identificar
os virus invasores. As enzimas Cas (proteinas
associadas a CRISPR) reconhecem a “etiqueta”
e usam essa informagao para localizar e clivar o
DNA do virus, impedindo sua agdo nas bactérias
(Yanagui, 2016).

O sistema CRISP/Cas9 emergiu como
ferramenta para criar mutagdes direcionadas
em plantas (Lozano-Justle e Cutler, 2014).
Ao co-expressar multiplos RNAs guia (gRNA) com
a enzima Cas9 em plantas, a mutagao multiplex
eficiente de familia de genes pode ser realizada.
Ainda, taxas de mutagoes fora do local alvo em
plantas, sdo baixas ou indetectaveis, no entanto,
esta avaliagdao € em pequena escala (Feng et al.,
2014; Nekrasov etal., 2013). Em muitos sistemas
nao vegetais, o uso de Cas9 na mutagénese alvo
¢ compensado por taxas consideraveis de eventos
fora do alvo. Varias abordagens que visam Cas9 ou
0 gRNA foram criadas por diferentes grupos que
levam a taxas reduzidas fora do alvo em sistemas
nao-vegetais (Ran et al., 2013; Fu et al., 2014).

Apesar desta tecnologia ainda ndo ser empregada
em estudos com plantas daninhas, esta ferramenta
¢ promissora nesta area. Uma vez que a técnica
pode ser empregada em inimeros casos com
o objetivo de melhorar a eficiéncia de culturas
competirem com plantas daninhas, tolerancia a
herbicidas, dentre outras situagoes.

Expressao génica

A expressao génica € o processo pelo qual a
informagao hereditaria contida em um gene, como
sequéncia de DNA, ¢ processada em produto génico,
tal como proteinas ou RNA. Varios passos no
processo de expressao génica poder ser modulados,
como a transcricdo do RNA mensageiro ¢ a
modificagdo pos-traducional de uma proteina.
A regulagdo génica controla a estrutura e funcao
dos genes responsaveis por diferenciagao celular,
morfogénese e para a versatilidade e adaptabilidade
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de qualquer organismo. Pode também servir como
substrato para mudancas evolutivas, em funcao da
quantidade de expressao dos genes com efeitos
nas func¢des do gene em um organismo.

Como a gendmica tem o objetivo de entender
como os genes e as informacdes genéticas estao
organizados dentro do genoma, e ainda como essa
organizacao determina a sua funcao, ha o desafio
de identificar a fungao dos genes e entender essas
sequéncias para reduzir a distdncia existente
entre genotipo e fendtipo. Entretanto, um grande
nimero de genes sequenciados possui funcao
desconhecida (Carrer et al., 2010).

Aanalise da expressao génica, também chamada
de andlise de transcriptoma, ¢ uma metodologia
significante para identificar genes candidatos,
predi¢do da funcao de genes e regides regulatdrias
(Mochida e Shinozaki, 2010). Vérias sdo as técnicas
empregadas na analise da expressdo génica,
sendo que o método baseado na hibridiza¢ao nos
microarranjos permite analisar a expressao de
dezenas de milhares de genes simultaneamente.
Genes identificados com expressdo diferencial
podem ser clonados e analisados funcionalmente
no metabolismo celular e, quando associados
com aa transgenia também ¢ um dos métodos
rotineiramente utilizados (Carrer et al., 2010).

Na érea da ciéncia das plantas daninhas, inimeros
trabalhos sdo e podem ser realizados para avaliar
a expressao de diversos genes. Uma vez que as
plantas daninhas competem com as culturas pelos
recursos do meio, através da quantificacao do nivel
de expressao de determinados genes, € possivel
identificar quais sdo os genes responsivos ao
estresse ocasionado pela competicao (Nohato et al.,
2016). Assim, o conhecimento da expressao dos
genes envolvidos em cada processo pode levar
a elaboracao de estratégias de melhoramento de
plantas visando maior habilidade competitiva frente
as plantas daninhas, bem como ao incremento de
produtividade nas diversas culturas.

Do mesmo modo, as diversas culturas também
possuem potencial para melhorar sua competitividade
contra as plantas daninhas. Uma tecnologia ainda
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em estagios iniciais de pesquisa € a transformagao
genética para competir com as plantas daninhas
por nutrientes essenciais. Todas as plantas podem
utilizar o fosfato (PO, ) como fonte de fosforo, mas
nenhuma pode utilizar fosfito (PO,~). No entanto,
alguns microrganismos oxidam o fosfito em fosfato,
e as culturas geneticamente modificadas com o
gene destes microrganismos podem superar as
plantas daninhas em uma situagao de fertilizagao
fosfatadas a base de fosfito como tnica fonte de
fosforo (Lopes-Arredondo e Herrera-Estrella,
2012). Potencialmente esta técnica permitira que
os produtores manejem plantas daninhas durante
a fertilizagdo (Green, 2014).

Ainda, em trabalhos com resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas, a expressao de genes pode
ser uma alternativa para identificar o mecanismo
de resisténcia envolvido, principalmente pela
superexpressao de genes que codificam proteinas
alvo de herbicidas ou até mesmo genes que estao
envolvidos na metabolizagdo de herbicidas (Délye,
2013; Gaines et al., 2014; Tani et al., 2015).

Aplica¢ao da genomica no manejo de
plantas daninhas resistentes

Atualmente vivencia-se o inicio de uma nova
eraem que as “Omicas” (gendmica, metabolomica,
protedmica e transcriptomica) estdo inseridas no
contexto do manejo de plantas daninhas resistentes a
herbicidas. Estas tecnologias permitirao a elaboragao
de estratégias, como técnicas bioquimica, moleculares
e computacionais, que incorporem modelagem de
proteinas e cristalografia como formas de prever
mutacdes em plantas daninhas, o que possibilitard
aidentificagdo precoce de resisténcia antes que um
herbicida seja comercializado (Hollomon, 2012).

Ainvestigacdo da resisténcia de plantas daninhas
devido a metabolizacdo do herbicida tem sido
dificultada pela auséncia de recursos de “Omicas”
para a maioria das espécies de plantas daninhas
(Délye et al., 2013). Através destas técnicas, a
identificagdo de genes relacionados a resisténcia
metabolica, pelo aumento da acessibilidade da
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gendmica e transcriptomica, gerard informagdes
de tecnologias para o sequenciamento de gene,
uma vez que a andlise do perfil de expressao de
genes ¢ uma importante ferramenta na identificacdo
dos mecanismos da resisténcia metabolica
(Délye et al., 2013).

Portanto, a melhor compreensdo das bases
genéticas envolvidas nos mecanismos de resisténcia
€ 0 primeiro passo necessario no desenvolvimento
de estratégias de manejo de plantas daninhas
resistentes a herbicidas. A aplicagao mais ampla
destas “Omicas” no manejo da resisténcia deve
seguir, como por exemplo, a melhor compreensao
dos mecanismos de resisténcia, o impacto da rotagdo
de herbicidas e doses dos herbicidas na sele¢ao
de plantas daninhas resistentes (Stewart et al.,
2009). O sequenciamento rapido e barato de
genomas inteiros das espécies de plantas daninhas
mais importantes, proporcionara longo avango na
aplicacdo da ciéncia das plantas daninhas.

Culturas resistentes a herbicidas

O surgimento da biologia molecular, como
uma area especifica da biotecnologia representa
uma nova estratégia para o manejo de plantas
daninhas. As melhores ferramentas de manejo
de plantas daninhas estavam entre as primeiras
realizagdes da biotecnologia para a agricultura
(James, 1997). Em particular, a soja Roundup
Ready (RR) deu inicio a era moderna de manejo
de plantas daninhas no ano de 1996, sendo que
a resisténcia a herbicidas destaca-se como a
principal caracteristica em culturas geneticamente
modificadas comercializadas (James, 2006).

Anteriormente ao advento de culturas transgénicas
resistente a herbicidas, a biologia molecular € o
melhoramento vegetal tradicional foram usados
para desenvolver culturas resistentes a herbicidas
ndo transgénicas. A primeira fonte de resisténcia
originou de uma populacao de planta daninha da
espécie Brassicacampestris que foram selecionadas
por um herbicida do grupo quimico das triazinas.
Por meio de retrocruzamento entre a planta
daninha e a cultura, conduziu-se a estabilizagao
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do gene de resisténcia para a cultura (Tranel e
Horvath, 2009).

A grande revolucdo nas culturas geneticamente
modificadas com resisténcia a herbicidas esté
baseada praticamente em poucos genes. Até o
momento o grande impacto de culturas resistentes
¢ devido unicamente ao gene CP4 EPSPS, que
codifica a enzima 5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato
sintetase resistente ao glifosato. No entanto, o
valor do CP4 EPSPS sozinho em culturas com
resisténcia somente ao glifosato esta reduzindo
com a ocorréncia de inimeras espécies de plantas
daninhas com resisténcia ao glifosato (Green e
Castle, 2010; Que et al., 2010).

O sucesso de culturas resistentes a herbicidas ¢
extremamente ligado ao excesso da dependéncia
criada na utilizagdo de apenas um herbicida.
Como exemplo, antes da introducdo de culturas
resistentes ao glifosato, haviam mais de 5 mecanismos
de acdo de herbicidas utilizados na cultura da
soja, e apos ¢ introdu¢do da soja RR, somente o
glifosato passou a ser utilizado. Isso gerou forte
pressao de selecao sobre as populagdes de plantas
daninhas, aumentando os casos de resisténcia ao
glifosato (Powles, 2008).

Ressalta-se que as principais companhias estao
trabalhando para desenvolver tecnologias com
novas caracteristicas de resisténcia a herbicida
em combinacdo com a resisténcia ao glifosato
(Service, 2013). Devido a falta de novos herbicidas
com amplo espectro uma das estratégias atuais
mais comuns ¢ desenvolver varias culturas com
resisténcia ao glifosato e glufosinato (Tabela 1.)
As culturas com multiplas resisténcias a herbicidas
permitirdo maior numero de opgdes com o0s
herbicidas existentes, mas logicamente que nao
serdo a solugdo total de manejo de plantas daninhas,
uma vez que ha resisténcia de plantas daninhas
para varios herbicidas utilizados nas transgenias
(Duke e Powles, 2008; Green, 2011).

As duas primeiras novas tecnologias de
culturas com resisténcia a herbicidas que terao
impacto significativo serdo a resisténcia a
herbicida mimetizadores de auxinas, uma com
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Tabela 1. Culturas geneticamente modificadas com resisténcia multipla a herbicidas. Adaptado de

Green, 2014,

Herbicidas

Cultura(s)

Glifosato e glufosinato
Glifosato e inibidores da ALS
Glifosato, glufosinato e 2,4-D
Glifosato, glufosinato e dicamba
Glifosato, glufosinato e inibidores de HPPD
Glifosato, glufosinato, 2,4-D e inibidores da ACCase
Glufosinato e dicamba

Soja, milho e algodao
Soja, milho ¢ canola
Soja e algodao
Soja, milho e algodao
Soja e algodao
Milho
Trigo

resisténcia ao 2,4-D e a outra com resisténcia ao
dicamba, ambas tecnologias para o controle de
espécies dicotiledoneas (Behrens et al., 2007).
Culturas dicotiledoneas sdo geralmente sensiveis
aos mimetizadores de auxinas, ¢ assim soja
e algodao resistentes permitirdo o uso destes
herbicidas. Apesar do seu uso ha mais de 60 anos,
relativamente poucas espécies de plantas daninhas
desenvolveram resisténcia a estes herbicidas,
principalmente devido a complexidade do local
e modo de agdo das auxinas (Heap, 2016). Novas
formulagdes menos volateis e adjuvantes com
controle de deriva ajudardo a reduzir o movimento
fora do alvo auxiliando n sucesso desta tecnologia
(Lietal., 2013).

Para a agricultura ¢ importante a criagcdo de
novos herbicidas, de novos mecanismos de acao
e de novas culturas com resisténcia a herbicidas
que as plantas daninhas ndo possuam resisténcia.
No entanto, o posicionamento da industria ¢
desenvolver culturas com varias resisténcia a
herbicidas (Grenn, 2009). Ha além das culturas RRs,
a introdugdo no mercado de inlimeras alternativas
de transgenias e dentre estas, muitas relacionadas
com a introdugao de genes com capacidade de
detoxificar ou metabolizar herbicidas, como a
resisténcia ao 2,4-D, amonio glufosinato, dicamba
dentre outros (Brunharo et al., 2014; Queiroz e
Vidal, 2014). Em adicao, ha a formagao de culturas
resistentes aos herbicidas através de mutagénese,
como ¢ o exemplo da cultura do arroz resistente
a imidazolinonas, pertencente ao mecanismo de
ac¢ao dos herbicidas inibidores da enzima ALS.
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Consideracoes finais

A utilizagdo de técnicas de Biologia Molecular
tem influenciado positivamente as linhas de estudos e
pesquisas basicas na area da herbologia. O emprego
de técnicas seja na utilizacdo de marcadores
moleculares em estudos de variabilidade genética,
caracteriza¢do do genoma de espécies daninhas,
identificacdo de espécies, sequenciamento de genes
de interesse, criagdo de culturas geneticamente
modificadas, entre outras, possibilita um importante
avancgo na elucidacdo e resolugdo de problemas
praticos e basicos da area.

As plantas daninhas possuem rapida evolucdo
na agricultura, e o seu entendimento no nivel
gendmico ¢ de extrema valia, uma vez que através
da biotecnologia o descobrimento de respostas
que anteriormente limitavam em muitas vezes a
eficacia de praticas aplicadas no manejo de plantas
daninhas. Através das técnicas apresentadas, as
principais espécies de plantas daninhas ocorrentes
nas principais culturas agricolas que apresentam
resisténcia a herbicidas podem ser caracterizadas
com o objetivo de reverter o processo de resisténcia.

Abiologia molecular e a gendmica abrem novas
oportunidades de explorar a fisiologia, a biologia
e a genética de plantas daninhas. As informagdes
obtidas nestes campos ird aprofundar a compreensao
das interagoes de plantas daninhas com o ambiente,
bem como o desenvolvimento de processos em
plantas em geral. O uso dessas informacdes para
desenvolver variedades de cultivo e estratégias
culturais que permitam as culturas competir melhor
com as plantas daninhas e melhorar as previsdes
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de alteragdes ambientais que provavelmente
ocasionardo problemas com plantas daninhas,
e conduzira a uma agricultura mais eficiente e
sustentavel no futuro.
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