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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo de genes relacionados a
detoxificacdo de imazetapir em plantas resistentes de capim-arroz (Echinochloa crus-galli).
A expressdo de genes CYP e GST foi avaliada em plantas resistentes e suscetiveis, 24
horas ap6s a aplicacéo de 106 g de imazetapir ha™. O resultados obtidos indicam que os
genes CYP81A6 e LIGSTF1 estejam envolvidos no processo de resisténcia de capim-arroz
a este herbicida. Além disso, a maior expressdo de um fator de iniciacdo de traducao
(EpIF4B) também pode estar relacionada ao processo de resisténcia.
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INTRODUCAO

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas pode estar relacionada ao local de
acao (resisténcia RLA) ou néo relacionada ao local de acdo do herbicida (NRLA). Entre os
mecanismos RLA estdo as mutacdes no gene que codifica a enzima alvo do herbicida, além
da sua maior expressao e o maior nimero de copias. Por outro lado, os mecanismos NRLA
dizem respeito a mutacdes que alteram caracteristicas como a absor¢éo e translocacéo do
herbicida, assim como a maior a¢do 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 né&o
apresentam os seus mecanismos de resisténcia totalmente elucidados, como é o caso de
populagcbes 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
irrigacao da lavoura (PINTO et al., 2008). H& indicios de que a resisténcia de E. crusgalli a
imazetapir em algumas populacdes do RS seja devida ao incremento de metabolizacéo
desses herbicidas por enzimas P450 (MATZENBACHER et al., 2012). Da mesma forma,



bidtipos resistentes de E. crusgalli nos Estados Unidos demonstraram como mecanismo
parcial de resisténcia a herbicidas inibidores da enzima ALS a metabolizacdo por P450
(RIAR et al., 2012). Na China, bidtipos de E. crusgalli, resistentes a herbicidas inibidores da
enzima ACCase, apresentaram maior atividade da enzima GST, ao serem comparados com
bi6tipos de populacdes suscetiveis (HUAN et al., 2011). Dessa forma, o objetivo desse
trabalho € identificar e avaliar a expressdo de genes que codificam enzimas detoxificadoras
de herbicidas (P450 e GST), possiveis responsaveis pela resisténcia e de capim-arroz ao

herbicida imazetapir.

MATERIAL E METODOS

As populagfes de capim-arroz foram selecionadas baseando-se em estudos prévios
realizados. Estes estudos demonstraram que a resisténcia a imazetapir ndo esta
relacionada a insensibilidade da enzima, ja que ndo foram constatadas mutacdes no gene
ALS (BORTOLY, 2013). Além disso, a utilizacdo de produtos inibidores de enzimas P450
reverteu a resisténcia em plantas da populacéo resistente (MATZENBACHER et al., 2012).
Baseado nisso, foi selecionada a populacdo ARRGRO1, resistente a imazetapir e quinclorac,
originaria de Arroio Grande (RS) e a populacao suscetivel SUSSPO01, oriunda de S&ao Paulo
(Séo Paulo).

Estudos de revisdo de literatura levaram a selecao dos genes candidatos CYP e
GST. Foram considerados genes que sdo citados como responsaveis tanto pela resisténcia
de plantas daninhas quanto pela tolerancia de culturas a herbicidas. A partir dessa revisdo
foram selecionados quatro genes CYP (P450) e trés genes GST (Tabelas 1). Além dos
genes CYP e GST, foi a analisada a expressado do gene EpEIF4B, que codifica para um
fator de iniciagé@o de traducéo.

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

relacionados em processos de detoxificagdo de herbicidas.

Gene Cédigo GenBank Espécie Referéncia
CYP81A6 DQ341412 Oryza sativa PAN et al. (2006)
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 Ll etal., 2013




Os primers foram desenhados a partir do programa Primer3Plus a partir de
sequéncias depositadas no Genbank. Alguns primers disponiveis 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 germinacdo. As plantulas foram transplantadas em copos perfurados
na base, com volume de 200 mL, contendo como substrato a mistura de solo, composto
organico e fertilizante. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo e irrigadas
diariamente até o estadio de trés a quatro folhas, momento em que foi realizada a
pulverizacdo do herbicida.

A asperséo dos herbicidas foi realizada em camara de pulverizagdo automatizada,
utilizando-se volume de calda 200 L ha™ e ponta de pulveriza¢do do tipo DG 110.02, com
pressdo constante de 50 |b pol? e velocidade de deslocamento de 1 m s™. A dose de
imazetapir utilizada foi de 106 g de ingrediente ativo (ia) ha™, acrescido de adjuvante Dash
(0,5%). Os tratamentos constaram de plantas resistentes (ARRGRO01) e suscetiveis
(SUSSPO01), tratadas e nao tratadas com o herbicida.

Amostras de aproximadamente 0,1g de folhas de plantas tratadas e ndo tratadas
foram coletadas 24 horas apds a aplicacdo dos herbicidas. A extragdo do mRNA foi
realizada pelo método Trizol® (Invitrogen). A concentragdo de RNA extraido foi medida
utilizando-se espectofotdmetro Genesys 2® (Thermo Spectronic), em comprimento de onda
de 260 nm e diluido a 1 pg puL™. Uma aliquota de 3 ug de RNA total de cada tratamento foi
tratada com DNAse® | (Invitrogen). Em seguida, foi realizada a formacdo da fita
complementar (CDNA) com a enzima transcriptase reversa SuperScript® Il (Invitrogen), a
partir de 3 pg de RNA utilizando iniciadores polidT. O cDNA obtido foi amplificado por
reacdo de PCR e o0s produtos da reacdo para cada primer foram separados em gel de
agarose (2%).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos apontam que dois genes podem estar envolvidos no processo
de resisténcia de capim-arroz ao herbicida imazetapir. O gene CYP81A6 apresentou maior
expressao nas plantas pertencentes a populacdo resistente, quando comparado com as
plantas da populagéo suscetivel (Figura 1a). Esse gene ja foi identificado como responsavel

pela detoxificagdo de sulfoniluréias e bentazon em plantas de arroz (LIU et al., 2012).
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S: suscetivel; R: resistente; R: com herbicida.

Figura 1. Expresséo dos genes CYP81AG6 (a), LrGSTF1 (b) e EpEIF4B (c) em plantas
suscetiveis (S) e resistentes (R) de capim-arroz em resposta a aplicagéo de
imazetapir (H).

Além do gene CYP81A6, um gene GST apresentou expressao diferencial em plantas
resistentes. O gene LrGSTF1 foi expresso em plantas resistentes, tanto na presenca quanto
na auséncia de herbicida (Figura 1b). Esse gene foi identificado como responsavel pela
resisténcia multipla de azevém (Lolium rigidum) (CUMMINS et al., 2013). Além disso, ambos
0s genes (CYP81A6 e LrGSTF1) foram expressos em plantas suscetiveis que receberam o
herbicida. Embora a expressao tenha sido em menor nivel, a presenca de herbicida induziu
a expressao do gene mesmo em plantas suscetiveis.

Além desses genes, foi identificada a expressao diferencial de um gene que codifica
para um fator de iniciacdo de traducdo. Resultados de analise em PCR em tempo real
demonstraram que esse fator de iniciacdo foi expresso aproximadamente trés vezes mais
em plantas resistentes (dados ndo apresentados). O fator de iniciacdo de traducdo EpEI4B
(Figura 1c), juntamente com outras proteinas, € responsavel pelo processo de
reconhecimento do mRNA pelo ribossomo durante o processo de sintese protéica
(SPRIGGS et al., 2010). Dessa forma, a maior expressao dessa proteina pode potencializar
o efeito da maior expressdo dos genes que codificam para enzimas de detoxificacao,

aumentando o conteudo de enzimas de detoxificacao.

CONCLUSOES
Os resultados obtidos indicam que tanto enzimas P450 quanto GST estejam
envolvidas no processo de detoxificagdo do herbicida imazetapir em capim-arroz. Os genes
CYP81A6 e LrGSTF1 foram mais expressos em plantas resistentes e em plantas suscetiveis
tratadas com o herbicida. Além disso, a maior expressdo de um fator de iniciacdo de
traducdo (EplF4B) pode estar envolvida nesse processo de resisténcia.
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