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Introducgao

A resisténcia de capim-arroz (Echinochloa crus-galli) ao herbicida glifosato (inibidor da 5-
enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintase — EPSPS) tem gerado preocupacao devido a importancia
desse herbicida nos sistemas agricolas do Brasil (Alarcon-Reverte et al., 2013; Heap, 2025).
Além disso, ha percepcdes de escape de bidtipos da espécie E. colona ao glifosato no sul do
pais. Tradicionalmente, o capim-arroz era encontrado predominantemente em areas de cultivo
de arroz. No entanto, atualmente, essas espécies tém aumentando a sua ocorréncia também em
areas de sequeiro, cultivadas com soja e milho, onde o uso de glifosato possui papel fundamental
no manejo de plantas daninhas (Sulzbach et al, em preparagao). Além disso, existe a percepcgao
de que as condi¢gdes ambientais de campo proximas a aplicacdo do glifosato afetam o nivel de
resisténcia do capim-arroz resistente a esse herbicida. Este estudo teve como objetivos: 1)
comprovar a resisténcia de bidtipos de E. colona ao glifosato; 2) avaliar o efeito da temperatura
nos fatores de resisténcia (FR); 3) identificar os mecanismos de resisténcia de biétipos de capim-
arroz (E. colona e E. crus-galli) oriundos de diferentes areas de cultivo, terras baixas e coxilhas,
com resisténcia ao herbicida glifosato.

Material e Métodos

As populagdes resistentes R1, R2, R3 e R4 foram coletadas nos municipios de Anta
Gorda, Teutbnia, Vale Verde e Itaqui/RS, respectivamente, em lavouras de soja/milho (R1-R3) e
arroz (R4) entre 2019-2021, enquanto as suscetiveis (S1 e S2) foram obtidas em areas préximas.
A confirmagédo das espécies foi realizada através de analise molecular e morfoldgica. As
sementes foram submetidas a superacao da dorméncia com H>SOs. As plantas foram cultivadas
em casa de vegetagdo climatizada (28 °C + 3°C; 500-600 umol m? s™; fotoperiodo 14h/10h) e
no estagio de quatro folhas foram tratadas com glifosato (0 ou 1.080 g ha™) em cémara de
pulverizagdo automatizada (volume de calda de 200 L ha™' e pontas de pulverizagdo TJ8002E).
As plantas sobreviventes a 1.080 g ha™ aos 28 dias apos o tratamento (DAT) foram crescidas e
autopolinizadas, sua progénie foi submetida a curva de dose resposta, para a comprovagao da
resisténcia. O fator A foi composto de seis populagdes de capim-arroz; o fator B pelas
temperaturas 25/20°C e 35/30°C e; o fator C por doses de glifosato de 0 a 2160 g ha™ (S1 e S2),
0 a4320 g ha' (R3 e R4) e 0 a 8640 g ha' (R1 e R2). As variaveis avaliadas foram controle
visual, massa fresca e seca da parte aérea aos 28 DAT. Os dados foram submetidos a ANOVA
e regressao log-logistica (p < 0,05).

Para a identificagdo dos mecanismos de resisténcia foram verificados a ocorréncia de
mecanismos relacionados ao local de agdo (RELA) e nao relacionados (N-RELA): a) os
fragmentos do gene EPSPS foram sequenciados apds extracdo de DNA (protocolo CTAB
modificado); b) O numero de copias de EPSPS foi quantificado via qPCR; c) A expressao génica
foi realizada 24 horas apés tratamento (HAT) sob diferentes temperaturas, extraiu-se RNA,
sintetizou-se cDNA e realizou-se qPCR com genes alvo (EPSPS, EcAKR4, EcAKR4C9,
EcAKR4C10, ABCCS8) e de referéncia EiF4B e GAPDH (Pan et al., 2019).
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Resultados e Discussao

As analises molecular e morfolégica indicaram que as populagbes S1, R1, R2 e R3
pertencem a espécie E. crus-galli e as populacdes S2 e R4 pertencem a espécie E. colona (dados
nao apresentados). Os valores de ED50 a 25/20°C para S1, R1, R2 e R3 foram 303,6; 1123,9;
1192,8 e 608,8 g ha™, respectivamente, enquanto a 35/30°C foram 339,1; 2553,7; 2564,6 e
1272,1 g ha™. Isso indica que R1, R2 e R3 foram 7,5; 7,6 e 3,7 vezes menos sensiveis a 35/30°C
comparado a 25/20°C (Tabela 1). Os GR50 para massa fresca e seca da parte aérea das plantas
também foram maiores a 35/30°C. O FR para as populacdes resistentes variaram com a
temperatura (Figuras 1A e 1C, Tabela 1), sendo esta variacdo associada a mutacdo Pro106
em E. colona (Han et al., 2016) e possivelmente a proteinas metabdlicas e de transporte (Pan et
al., 2021, 2019). A populagbes R4 exigiu dose duas vezes maiores para o controle eficaz a
35/30°C, enquanto S2 nao foi impactado pela temperatura (Tabela 1). Este estudo comprova a
resisténcia ao glifosato em populacao de E. colona no Brasil.
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Figura 1. Massa fresca e seca da parte aérea (%) de E. crus-galliS1, R1,R2e R3 (A e C) e E. colona S2 e R4 (B e D) em relagéo
a testemunha nao tratada, em doses crescentes de glifosato, aplicadas sob temperaturas de 25/20°C (A e B) e 35/30°C (C e D).

Tabela 1. Parametros da equagéo logistica e fatores de resisténcia (FR) das variaveis controle, massa fresca e seca da parte aérea
aos 28 dias apos os tratamentos (28 DAT) com glifosato em temperaturas de 25/20°C e 35/30°C. S1, R1, R2 e R3 sao populag¢des
E. crus-galli, S2 e R4 sao populagdes E. colona.

Temperatura 25/20 °C Temperatura 35/30 °C
e ED50 Limite ED50 Limite e ED50 Limite ED50 Limite
Pop (ED50) inferior superior FR  (ED50) inferior superior FR
E. crus-galli aos 28 DAT
Controle

S1 303.6 213.8 3934 339.1 3114 366.8
R1 1123.9 1095.6 1152.3 3.7* | 2553.7 2203.3 2904.1 7.5*
R2 1192.8 766.1 16.19.4 3.9* | 2564.6 2282.2 2847 1 7.6*
R3 608.8 450.4 757.2 2.0% | 12721 674.8 1869.4 3.7*

Massa fresca da parte aérea
S1 297.7 133.9 459.5 319.8 282.2 406.5
R1 989.8 862.9 1116.7 3.3* i 1228.0 800.7 1656.4 3.8*
R2 1242.9 1086.8 1399.1 4.2* { 1635.1 1393.5 1876.8 5.1*
R3 618.0 446.2 789.9 2.1% i 1292.8 554.8 2030.7 4.0*

Massa seca da parte aérea
S1 283.6 257.8 309.0 344.4 282.2 406.5
R1 1025.6 460.8 1590.3 3.6 | 1280.9 911.4 1650.5 3.7*
R2 1076.0 787.8 1364.2 3.8 | 1451.0 911.4 1692.2 4.2*
R3 610.5 521.6 699.5 2.2* | 12771 946.7 1607.6 3.7

E. colona aos 28 DAT
Controle

S2 303.7 2855 321.9 342.6 282.4 402.9
R4 628.7 534.2 723.1 2.1% | 1267.2 1060.3 14741 3.7*

Massa fresca da parte aérea
S2 281.5 241.7 321.3 302.9 2254 380.4
R4 620.9 4457 796.1 2.0* | 869.2 759.1 979.2 2.9*

Massa seca da parte aérea
S2 250.9 192.8 308.9 2771 191.2 363.0
R4 603.9 348.8 859.0 2.4* | 809.5 673.5 945.6 2.9*

O sequenciamento confirmou mutagdo no gene alvo nas populagdes R3 e R4
(substituicdo Pro106Ser e Pro106Ala, respectivamente) (Figura 2D e 2F). As substituicdes na
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Pro106 (Ser, Thr, Leu) geralmente conferem baixos niveis de resisténcia (RF=2-10) em varias
espécies (Han et al., 2016). A substituicdo Pro106Ala esta associada a FRs de 2,3-3,8
em Eleusine indica (Chen et al., 2021) e foi relatada pela primeira vez em Echinochloa em 2025.
Em alohexaploides como E. crus-galli e E. colona, mutagdes Unicas podem resultar em baixo FR
devido a expressao de multiplas copias do EPSPS, similar a Avena fatua (Yu e Powles, 2014).
As populacdes R1 e R2 n&o apresentaram mutag¢des no gene EPSPS e tiveram RFs entre 4-7,
que foram influenciados pela temperatura, sugerindo mecanismos NRELA ou variagdo no
numero de copias.
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Figura 2. (A e B) Cromatograma das populagdes suscetiveis (S1 e S2) sem mutagdo no gene EPSPS; (E e F) Populagdes R3 e R4
com a substituicdo de aminoacidos Pro-106-Ser e Pro-106-Ala, respectivamente, na enzima EPSPS; (C e D) Populagdes resistentes
(R1 e R2) sem a presenca de mutagéo.
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Com relacdo ao numero de cépias do EPSPS nao houve diferenca estatistica entre as
populagdes de E. crus-galli R1, R2, R3 quando comparadas a populagéo suscetivel (S1) (Figura
3A). A populacao de E. colona R4 apresentou 1,9 cépias a mais que a populacao suscetivel (S2),
no entanto, isso nao refletiu em aumento da expressao do gene EPSPS (Figura 3B). Variagbes
no numero de cépias conferindo resisténcia foram documentadas em outras espécies (Sulzbach
et al., 2024) mas nao foram relatadas em populagdes resistentes de Echinochloa. Assim, RELA
foi confirmada em R3 e R4, enquanto NRELA é provavel para R1 e R2.

A expressdo de EcAKR4, EcCAKR4C9, EcAKR4C10 e ABCCS8 foi similar entre as
populagdes suscetiveis e resistentes de ambas as espécies, com ou sem aplicagao de glifosato
(Figura 3). Estes genes estao associados a mecanismos NRELA. Os genes AKRs metabolizam
o glifosato em um metabdlito menos téxico, o acido aminometilfosfénico (AMPA) (Pan et al.,
2019), enquanto ABCC bombeia o glifosato para fora das células (Pan et al., 2021). Além disso,
mecanismos multiplos (RELA + NRELA) podem coexistir em um unico bidtipo resistente de E.
colona (Pan et al., 2019, 2021). A rapida selegdo de R1 e R2 (E. crus-galli) no sul do Brasil, sem
mecanismo identificado, sugere a necessidade de outros estudos com foco em resisténcia
NRELA, como a recente associagcao de CYP71AK44 a resisténcia em E. indica (He et al., 2024),
desafiando a visdo de metabolismo limitado de glifosato em plantas (Duke, 2019).

Conclusoes

Este estudo confirmou a resisténcia de bidtipos de Echinochloa colona ao herbicida
glifosato, evidenciando variagdes nos fatores de resisténcia (FR) influenciadas pela temperatura,
especialmente nos bidtipos R1 e R2, que apresentaram maiores FR e possivel resisténcia nao
relacionada ao local de agao (NRELA). Em contrapartida, os biétipos R3 e R4 demonstraram
resisténcia do tipo RELA, associada a mutacdes no gene EPSPS (Pro106Ser e Pro106Ala).
Esses resultados indicam que populacdes de E. colona e E. crus-galli oriundas de terras baixas
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e coxilhas no sul do Brasil nao compartilham os mesmos mecanismos de resisténcia, sugerindo
processos evolutivos distintos influenciados pelas diferentes pressbes de selecao e praticas de
manejo nessas regides. A identificacdo de mecanismos ainda n&o elucidados nos bidtipos
NRELA aponta para a necessidade de aprofundar os estudos sobre resisténcia metabdlica e por
transporte. Além disso, a influéncia da temperatura na eficacia do controle com glifosato reforca
a importancia de considerar fatores ambientais para as areas que apresentam esses
mecanismos de resisténcia a herbicidas. Assim, os resultados obtidos sustentam a necessidade
de estratégias especificas e regionais de controle de capim-arroz, além de contribuir para o
direcionamento de futuras pesquisas sobre os mecanismos moleculares envolvidos na
resisténcia ao glifosato.
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Figura 3. (A) Numero relativo de copias do EPSPS em populagdes suscetiveis (S1 e S2) e resistentes (R1, R2, R3 e R4). (B)
Expressdo do gene EPSPS, (C) AKR1, (D) EcAKR4c9, (E) EcCAKRc10 e (F) ABCC8 em populagdes suscetiveis (S1 e S2) e
resistentes (R1, R2, R3 e R4) 24 horas apoés a aplicagédo do glifosato.
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