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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressão de genes relacionados à 

detoxificação de imazetapir em plantas resistentes de capim-arroz (Echinochloa crus-galli). 

A expressão de genes CYP e GST foi avaliada em plantas resistentes e suscetíveis, 24 

horas após a aplicação de 106 g de imazetapir ha-1. O resultados obtidos indicam que os 

genes CYP81A6 e LrGSTF1 estejam envolvidos no processo de resistência de capim-arroz 

a este herbicida. Além disso, a maior expressão de um fator de iniciação de tradução 

(EpIF4B) também pode estar relacionada ao processo de resistência.  
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INTRODUÇÃO 

A resistência de plantas daninhas a herbicidas pode estar relacionada ao local de 

ação (resistência RLA) ou não relacionada ao local de ação do herbicida (NRLA). Entre os 

mecanismos RLA estão as mutações no gene que codifica a enzima alvo do herbicida, além 

da sua maior expressão e o maior número de cópias. Por outro lado, os mecanismos NRLA 

dizem respeito a mutações que alteram características como a absorção e translocação do 

herbicida, assim como a maior ação de enzimas detoxificadoras de herbicidas, tais como as 

enzimas citocromo-P450-monoxigenase (P450 ou CYP) e glutationa-S-transferase (GST) 

(POWLES; YU, 2010). 

Algumas espécies de plantas daninhas resistentes a herbicidas ainda não 

apresentam os seus mecanismos de resistência totalmente elucidados, como é o caso de 

populações de capim-arroz (Echinochloa crus-galli) resistentes a imazetapir (HEAP, 2014). 

O capim-arroz é uma das principais plantas daninhas da cultura do arroz irrigado no sul do 

Brasil (AGOSTINETTO et al., 2010). Essa planta daninha pode provocar perdas de até 90% 

na produtividade do arroz, dependendo da densidade da infestante, cultivar e manejo da 

irrigação da lavoura (PINTO et al., 2008). Há indícios de que a resistência de E. crusgalli a 

imazetapir em algumas populações do RS seja devida ao incremento de metabolização 

desses herbicidas por enzimas P450 (MATZENBACHER et al., 2012). Da mesma forma, 



biótipos resistentes de E. crusgalli nos Estados Unidos demonstraram como mecanismo 

parcial de resistência a herbicidas inibidores da enzima ALS a metabolização por P450 

(RIAR et al., 2012). Na China, biótipos de E. crusgalli, resistentes a herbicidas inibidores da 

enzima ACCase, apresentaram maior atividade da enzima GST, ao serem comparados com 

biótipos de populações suscetíveis (HUAN et al., 2011). Dessa forma, o objetivo desse 

trabalho é identificar e avaliar a expressão de genes que codificam enzimas detoxificadoras 

de herbicidas (P450 e GST), possíveis responsáveis pela resistência e de capim-arroz ao 

herbicida imazetapir.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

As populações de capim-arroz foram selecionadas baseando-se em estudos prévios 

realizados. Estes estudos demonstraram que a resistência a imazetapir não está 

relacionada à insensibilidade da enzima, já que não foram constatadas mutações no gene 

ALS (BORTOLY, 2013). Além disso, a utilização de produtos inibidores de enzimas P450 

reverteu a resistência em plantas da população resistente (MATZENBACHER et al., 2012). 

Baseado nisso, foi selecionada a população ARRGR01, resistente a imazetapir e quinclorac, 

originária de Arroio Grande (RS) e a população suscetível SUSSP01, oriunda de São Paulo 

(São Paulo).  

 Estudos de revisão de literatura levaram à seleção dos genes candidatos CYP e 

GST. Foram considerados genes que são citados como responsáveis tanto pela resistência 

de plantas daninhas quanto pela tolerância de culturas a herbicidas. A partir dessa revisão 

foram selecionados quatro genes CYP (P450) e três genes GST (Tabelas 1). Além dos 

genes CYP e GST, foi a analisada a expressão do gene EpEIF4B, que codifica para um 

fator de iniciação de tradução. 

 

Tabela 1. Genes CYP e GST candidatos avaliados e espécies em que esses genes estão   

relacionados em processos de detoxificação de herbicidas. 

Gene Código GenBank Espécie Referência 

CYP81A6 DQ341412 Oryza sativa 

 

Digitaria nuda 

PAN et al. (2006) 

Liu et al. (2012) 

Souza (2011) 

CYP71C30 AF321858 Lolium rigidum FISHER et al. (2001) 

CYP71Ak2 AB733990 E. phyllopogon IWAKAMI et al. (2014) 

CYP72A254 AB755796.1 E. phyllopogon IWAKAMI et al. (2014) 

OsGSTL1 DQ319906 Oryza sativa HU et al., 2009 

LrGSTF1 HF548530 Lolium rigidum CUMMINS et al., 2013 

EcGST1 JX518596 Echinochloa crus-galli LI et al., 2013 

 



Os primers foram desenhados a partir do programa Primer3Plus a partir de 

sequências depositadas no Genbank. Alguns primers disponíveis na literatura foram 

diretamente sintetizados, sem a necessidade de serem desenhados. 

As sementes de capim-arroz foram acondicionadas em placas de Petri e mantidas 

em BOD (25°C) até a germinação. As plântulas foram transplantadas em copos perfurados 

na base, com volume de 200 mL, contendo como substrato a mistura de solo, composto 

orgânico e fertilizante. As plantas foram mantidas em casa de vegetação e irrigadas 

diariamente até o estádio de três a quatro folhas, momento em que foi realizada a 

pulverização do herbicida. 

A aspersão dos herbicidas foi realizada em câmara de pulverização automatizada, 

utilizando-se volume de calda 200 L ha-1 e ponta de pulverização do tipo DG 110.02, com  

pressão  constante  de  50  lb  pol-2 e velocidade de deslocamento de  1  m s-1. A dose de 

imazetapir utilizada foi de 106 g de ingrediente ativo (ia) ha-1, acrescido de adjuvante Dash 

(0,5%). Os tratamentos constaram de plantas resistentes (ARRGR01) e suscetíveis 

(SUSSP01), tratadas e não tratadas com o herbicida. 

Amostras de aproximadamente 0,1g de folhas de plantas tratadas e não tratadas 

foram coletadas 24 horas após a aplicação dos herbicidas. A extração do mRNA foi 

realizada pelo método Trizol® (Invitrogen). A concentração de RNA extraído foi medida 

utilizando-se espectofotômetro Genesys 2® (Thermo Spectronic), em comprimento de onda 

de 260 nm e diluído a 1 µg µL-1. Uma alíquota de 3 µg de RNA total de cada tratamento foi 

tratada com DNAse® I (Invitrogen). Em seguida, foi realizada a formação da fita 

complementar (cDNA) com a enzima transcriptase reversa SuperScript® III (Invitrogen), a 

partir de 3 µg  de RNA utilizando iniciadores polidT. O cDNA obtido foi amplificado por 

reação de PCR e os produtos da reação para cada primer foram separados em gel de 

agarose (2%). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados obtidos apontam que dois genes podem estar envolvidos no processo 

de resistência de capim-arroz ao herbicida imazetapir. O gene CYP81A6 apresentou maior 

expressão nas plantas pertencentes à população resistente, quando comparado com as 

plantas da população suscetível (Figura 1a).  Esse gene já foi identificado como responsável 

pela detoxificação de sulfoniluréias e bentazon em plantas de arroz (LIU et al., 2012). 



 

S: suscetível; R: resistente; R: com herbicida. 

Figura 1. Expressão dos genes CYP81A6 (a), LrGSTF1 (b) e EpEIF4B (c) em plantas 

suscetíveis (S) e resistentes (R)  de capim-arroz em resposta à aplicação de 

imazetapir (H). 

Além do gene CYP81A6, um gene GST apresentou expressão diferencial em plantas 

resistentes. O gene LrGSTF1 foi expresso em plantas resistentes, tanto na presença quanto 

na ausência de herbicida (Figura 1b). Esse gene foi identificado como responsável pela 

resistência múltipla de azevém (Lolium rigidum) (CUMMINS et al., 2013). Além disso, ambos 

os genes (CYP81A6 e LrGSTF1) foram expressos em plantas suscetíveis que receberam o 

herbicida. Embora a expressão tenha sido em menor nível, a presença de herbicida induziu 

a expressão do gene mesmo em plantas suscetíveis. 

Além desses genes, foi identificada a expressão diferencial de um gene que codifica 

para um fator de iniciação de tradução. Resultados de análise em PCR em tempo real 

demonstraram que esse fator de iniciação foi expresso aproximadamente três vezes mais 

em plantas resistentes (dados não apresentados). O fator de iniciação de tradução EpEI4B 

(Figura 1c), juntamente com outras proteínas, é responsável pelo processo de 

reconhecimento do mRNA pelo ribossomo durante o processo de síntese protéica 

(SPRIGGS et al., 2010). Dessa forma, a maior expressão dessa proteína pode potencializar 

o efeito da maior expressão dos genes que codificam para enzimas de detoxificação, 

aumentando o conteúdo de enzimas de detoxificação. 

 

CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos indicam que tanto enzimas P450 quanto GST estejam 

envolvidas no processo de detoxificação do herbicida imazetapir em capim-arroz. Os genes 

CYP81A6 e LrGSTF1 foram mais expressos em plantas resistentes e em plantas suscetíveis 

tratadas com o herbicida. Além disso, a maior expressão de um fator de iniciação de 

tradução (EpIF4B) pode estar envolvida nesse processo de resistência. 
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