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INTRODUGAO

Algumas espécies de plantas daninhas resistentes a herbicidas ainda n&o apresentam
0s seus mecanismos de resisténcia totalmente elucidados, como é o caso de populagdes de
capim-arroz (Echinochloa crus-galli) resistentes a imazetapir (Heap, 2015). 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).

Ha indicios de que a resisténcia de E. crus-galli a imazethapyr em algumas populagdes
do RS seja devida ao incremento de metabolizacdo desses herbicidas por enzimas P450
(Matzenbacher et al., 2012). Da mesma forma, bittipos 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, biétipos
de E. crusgalli, resistentes a herbicidas inibidores da enzima ACCase, apresentaram maior
atividade da enzima GST, ao serem comparados com biétipos de populagfes suscetiveis
(Huan et al.,, 2011). Dessa forma, o objetivo desse trabalho é 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 imazethapyr.

MATERIAL E METODOS

As populacdes de capim-arroz foram selecionadas baseando-se em estudos realizados
previamente. Esses estudos demonstraram que, em algumas dessas populacfes, a
resisténcia a imazetaphyr ndo esta relacionada a insensibilidade da enzima, ja que nao
foram constatadas mutacdes no gene que codifica a enzima acetolactato sintase (ALS)
(Bortoly, 2013). Além disso, a utilizagédo de produtos inibidores da agdo de enzimas P450
(malathion) reverteu a resisténcia em plantas de populagdes resistentes (Matzenbacher et
al.,, 2012). Baseado nisso, foi selecionada a populagdo ARRGRO1 (Arroio Grande, RS),
caracterizada como resistente a imazetaphyr, com auséncia de mutagdo no gene ALS e
com ocorréncia de reversdo da resisténcia ao se utilizar inibidores de enzimas de
metabolizacdo, indicando que o mecanismo de resisténcia poderia ser o metabolismo
diferencial. Como suscetivel, foi utilizada a populagdo SUSSPO1, oriunda de Sdo Paulo
(Sé&o Paulo).

Foram avaliados quatro genes CYP (P450) e trés genes GST (Tabela 1). Os primers
foram desenhados a partir do programa Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) a partir de sequéncias depositadas no Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

Para a producéo das plantas, 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 vasos perfurados na base, com volume de 200 mL, contendo como
substrato a mistura de solo e composto organico (3:1), além de fertilizante mineral. As
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plantas foram mantidas em casa de vegetagéo climatizada, em temperatura de 25°C, até o
estadio de trés a quatro folhas, momento em que foi realizada a asperséo do herbicida. Os
tratamentos constaram de plantas resistentes (ARRGRO1) e suscetiveis (SUSSPO01),
tratadas e ndo tratadas com o herbicida. Para cada tratamento foram utilizadas trés
repeticdes bioldgicas. A aspers@o do herbicida imazetaphyr foi realizada em camara de
pulverizagdo automatizada, utilizando-se volume de calda 200 L ha’ e ponta de
pulverizagdo do tipo DG 110.02. A pulverizacéo foi realizada em pressao constante de 50 Ib
pol”® e velocidade de deslocamento de 1 m s™. A dose de imazethapyr utilizada foi de 106 g
de ingrediente ativo (ia) ha™, acrescido de adjuvante Dash (0,5%).

Tabela 1. Genes CYP e GST avaliados e espécies em que esses genes estao relacionados
em processos de detoxificacdo de herbicidas.

Gene Codigo GenBank Espécie

Oryza sativa
CYP81A6 DQ341412

Digitaria nuda
CYP71C30 AF321858 Lolium rigidum
CYP71Ak2 AB733990 E. phyllopogon
CYP72A254 AB755796.1 E. phyllopogon
OsGSTL1 DQ319906 Oryza sativa
LrGSTF1 HF548530 Lolium rigidum
EcGST1 JX518596 Echinochloa crus-galli

Amostras de aproximadamente 0,1g de folhas de plantas tratadas e nao tratadas com
imazetaphyr foram coletadas 24 horas ap6s a aplicacdo dos herbicidas. A extracdo do
mRNA foi realizada pelo método Trizol® (Invitrogen). A concentragdo de RNA extraido foi
quantificada utilizando-se espectofotometro Genesys 2® (Thermo Spectronic), em
comprimento de onda de 260 nm e diluido a 1 ug uL'l. Uma aliquota de 3 ug de RNA total
de cada tratamento foi tratada com DNAse® | (Invitrogen). Em seguida, foi sintetizada a fita
complementar (cDNA) com a enzima transcriptase reversa SuperScript® Il (Invitrogen), a
partir de 3 pg de RNA, utilizando iniciadores polidT. As rea¢des de PCR (Polimerase Chain
Reaction) foram realizadas com a programacao inicial de 94°C por 3 minutos, seguido de 35
ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C e 1 minuto a 72°C. Cada reacéo foi realizada
com 50 ng de DNA, 10 uM de cada sequéncia nucleaotidica iniciadora (primers forward e
reverse), 10 uM deoxinucleotideos trisfosfatos (dNTPs), 0,2 uL de DNA polimerase, 1,5 uL
de tampéo (10x), e 2,5 mM de cloreto de magnésio, em um volume final de 15 pL por
reacdo. Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 2%,
O fragmentos amplificados foram comparados com o padréo DNA ladder 100 bp.

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em volume final de 20 pL, formado
por 10 pL da amostra de cDNA (diluida 1:100) em agua MiliQ e 10 pL dos constituintes da
reagdo composta de 2 pL tampéo 10X, 0,5 yL dNTPs (10 uM cada nucleotideo), 1,2 yL de
solugéo de MgCI2 (50 mM), 2 pL de SYBR Green® (Invitrogen) diluido 1:100 (preparado no
momento da utilizagdo a partir de solugéo diluida 100X), 0,2 yL de ROX Reference Dye, 0,1
puL Taq Platinum® (Invitrogen) e 0,4 pyL da combinagdo de primers forward e reverse. O
equipamento utilizado foi o 7300 Real-Time PCR System® (Applied Biosystems) em placas
contendo 96 pogos PCR-96M2 — HS - c® (Axygen) com selador MicroAmp® Optical
Adhesive Film (Applied Biosystems).

As etapas de amplificagéo incluiram um ciclo inicial de 95°C durante 5 minutos, seguido
de uma sequéncia de 40 ciclos: iniciado com 94°C por 15 segundos, 60°C por 10 segundos,
72°C por 15 segundos e 60°C por 35 segundos, e um ciclo final de desnaturagao de 95°C
por 15 segundos, 60°C por 60 segundos, 95°C por 15 segundos e 60°C por 15 segundos.

A amplificagdo realizada pela reacdo de PCR em tempo real foi analisada pela
quantificacéo relativa (expressao relativa), a qual determina o nimero de copias de um gene



alvo em relagdo a um controle endégeno, no caso 28S rRNA. A andlise de expresséo
relativa foi realizada através da formula de Dussault & Pouliot (2006), onde 0 AACt = (Ctayo -
Ctzss) - (Cteaiibradgor - Ctoss), sendo o AACt a expressao relativa do gene, e a aplicagcao do
resultado em 2"%*Y fornece a dimens&o de variago.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos apontam que dois genes codificantes de enzimas detoxificadoras
possam estar envolvidos no processo de resisténcia de capim-arroz ao herbicida
imazetaphyr. Entre os genes avaliados até o momento, um gene CYP e outro GST
apresentaram expressédo diferencial em plantas resistentes, tanto na presenca quanto na
auséncia de imazetaphyr. Ainda, plantas suscetiveis tratadas com o herbicida também
apresentaram a expressdo desses genes (Figura 1), indicando que a expressdo pode ser
induzida na pela presenca do herbicida.
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S: suscetivel; R: resistente; H: com herbicida imazetaphyr.

Figura 1. Express@o dos genes CYP81A6 (a), LrGSTF1 (b) e EpEIF4B (c) em plantas
suscetiveis (S) e resistentes (R) de capim-arroz em resposta a aplicacdo de imazethapyr.

O gene CYP81AG6 (Figura 1la) apresentou maior expressdo nas plantas resistentes. Na
populacao resistente as bandas relativas & amplificagdo do gene foram mais pronunciadas,
indicando a sua maior expressdo. Na analise de PCR em tempo real (Figura 2), a expressao
em plantas resistentes que receberam a aplicacdo do herbicida foi 3,6 vezes maior, quando
comparada a populagdo suscetivel, sem herbicida. Nas plantas resistentes, sem herbicida, a
expressédo desse gene foi 1,7 vezes maior. Sendo assim, a presenca do herbicida aumentou
a expressdao relativa do gene CYP81A6 em 1,9 vezes. Esse gene ja foi identificado como
responséavel pela detoxificagéo de herbicidas em arroz (Oryza sativa) (Liu et al., 2012).

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). O gene LrGSTF1 apresentou expresséo relativa na
ordem de 2,8 vezes nas plantas resistentes que receberam herbicida, quando comparadas
as plantas suscetiveis, ndo tratadas (Figura 2). Além disso, plantas resistentes que nado
receberam a aplicagdo de herbicida, assim como plantas suscetiveis tratadas, apresentaram
expressdo relativa de aproximadamente 1,5 vezes quando comparadas as plantas
suscetiveis ndo tratadas com o herbicida imazetaphyr. Esse gene foi identificado como
responséavel pela resisténcia multipla de azevém (Lolium rigidum) a herbicidas (Cummins et
al., 2013). Plantas suscetiveis que ndo aspergidas com o herbicida imazetaphyr néo
apresentaram expresséo dos genes CYP81A6 e LrGSTF1.

Além desses genes, foi constatada a expresséo diferencial do gene EpEI4B (Figura 1c),
que codifica para um fator de iniciagcdo de tradugéo. A expresséo desse gene foi observada
tanto em plantas suscetiveis quanto em resistentes, independentemente da presenca ou
auséncia de herbicida. Esse resultado poderia ser esperado, uma vez que se trata de um
gene constitutivo, essencial para o processo de sintese protéica. No entanto, observa-se
que plantas suscetiveis ndo tratadas apresentaram menor expressdo do gene. Plantas
resistentes que receberam a pulverizagéo do herbicida, a expresséo foi aproximadamente



10 vezes maior, quando comparada as plantas suscetiveis, sem herbicida (Figura 2). Nas
plantas resistentes que ndo foram tratadas, a expresséo foi 8,7 vezes maior, demonstrando
que esse gene foi altamente expresso nas plantas resistentes, mesmo na auséncia de
herbicida. Por outro lado, plantas suscetiveis que foram tratadas apresentaram alta
expressdo desse gene (5,63 vezes), indicando que a sua expressdo foi induzida na
presenga de imazetaphyr, mesmo em plantas suscetiveis.
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Figura 2. Expresséo relativa dos genes CYP81A6, LrGSTF1l e EpEI4B em plantas
suscetiveis (SUSSPO1) e resistentes (ARRGRO01) de capim-arroz (Echinochloa crus-galli)

em resposta a aplicacao de imazethapyr.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que a maior expressdo do gene EpEI4B, que codifica
para um fator iniciador de tradugdo, juntamente com a maior expressdo dos genes
CYP81A6 e LrGST1, que codificam para enzimas detoxificadoras, possam explicar a
resisténcia a imazetaphyr de plantas de capim-arroz na populagao resistente usada neste
estudo. Com o conhecimento do mecanismo de resisténcia em plantas da capim-arroz torna
necesséria a tomada medidas que visem evitar a selecdo e a dispersao da resisténcia para
outras populagdes. Essas agGes sdo fundamentais no combate a resisténcia, uma vez que
mecanismos de resisténcia nédo relacionados ao local de agdo do herbicida podem causar
resisténcia mdltipla a varios herbicidas, estreitando as opgdes de controle.
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