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RESUMO 
 

A espécie Digitaria insularis é uma espécie invasora que diminui o rendimento das 

lavouras devido à sua elevada capacidade competitiva por recursos naturais, 

podendo reduzir a produtividade em até 80% em culturas anuais e perenes. O 

controle dessa planta invasora é frequentemente realizado com herbicidas inibidores 

de ACCase, que interferem na síntese de ácidos graxos e levam à morte celular de 

plantas suscetíveis, sem afetar as culturas cultivadas. No entanto, o uso contínuo e 

repetitivo desses herbicidas tem selecionado genótipos resistentes, reduzindo a 

eficácia do controle químico. A resistência está associada a mutações no gene que 

codifica a enzima ACCase, comprometendo sua ligação com o inibidor e diminuindo 

a eficiência dos herbicidas. Diante desse cenário, o monitoramento da resistência 

em D. insularis é fundamental para a implementação de estratégias de manejo mais 

eficientes e para a compreensão dos mecanismos genéticos envolvidos. O presente 

estudo teve como objetivo validar por meio de teste PCR e sequenciamento genes 

de resistência a herbicidas inibidores de ACCase em D. insularis. Foram analisadas 

18 amostras de possíveis genótipos resistentes, comparando com seis amostras de 

plantas controle, sabidamente suscetíveis. O DNA foi extraído por meio do QIAcube 

utilizando o DNeasy Plant Kit. A análise foi feita por meio de alinhamento e 

comparação de sequências, revelando que oito amostras apresentaram pelo menos 

um alelo resistente associado à mutação Trp2027Cys, enquanto uma amostra 

demonstrou resistência completa. Concluindo que a resistência de plantas invasoras 

a herbicidas é um problema que tem se tornado cada vez mais preocupante no 

campo. Com isso, faz-se necessário desenvolver testes rápidos e eficazes para o 

monitoramento do surgimento de genótipos resistentes entre as invasoras. O teste 

usado nesse projeto mostrou-se eficiente em detectar polimorfismos do gene da 

ACCAse em genótipos de D. insularis, indicando que pode ser usado como um 

aliado em estratégias de monitoramento de genótipos resistentes. 

 
Palavras-chave: resistência à herbicidas, monitoramento, capim-amargoso, 

inibidores de ACCase 
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1. INTRODUÇÃO 
O capim-amargoso (Digitaria insularis (L.) Fedde) é uma espécie nativa de 

regiões tropicais e subtropicais da América, onde é frequentemente encontrado em 

pastagens, cafezais, pomares e em áreas ruderais como beira de estradas e 

terrenos baldios (Machado et al., 2008). D. insularis traz grandes prejuízos para as 

lavouras, por se tratarem de uma espécie com grande capacidade competitiva para 

as culturas anuais e perenes (Christoffoleti et al., 2016).  

Gemelli et al. (2012) destaca que com a inserção do sistema plantio direto a 

espécie cresceu sua importância na agricultura brasileira, em consequência das 

suas características agressivas como a formação de touceiras, rizomas e a 

disseminação de propágulos, uma vez que a planta se estabelece com o início da 

formação dos rizomas e posterior formação de grandes touceiras, tornando-se de 

difícil controle. 

Mais recentemente, a importância da infestação de áreas agrícolas por 

capim-amargoso foi elevada devido à manifestação da resistência ao herbicida 

glyphosate, detectada em lavouras de soja e milho, além de pomares de citros 

(Melo, 2011; Carvalho et al., 2011; Heap, 2015). Como local alternativo de ação 

pós-emergência, os herbicidas inibidores do grupo A/1 ou da acetilCoA carboxilase 

(ACCase) têm sido amplamente utilizados para controlar a D. insularis resistente a 

glyphosate nos campos de soja da América do Sul (Gemelli et al., 2012; Takano et 

al., 2020). 

A acetil-CoA carboxilase (ACCase) é uma enzima ubíqua que, na 

dependência de biotina, catalisa duas reações irreversíveis, comprometendo a via 

de síntese de ácidos graxos (Christoffoleti et al., 2016). Os herbicidas inibidores de 

ACCase foram introduzidos na agricultura a partir de 1978 (Powles et al., 2010) e 

são utilizados no controle de plantas daninhas gramíneas, em condições de 

pós-emergência, em culturas dicotiledôneas (Kukorelli et al., 2013) 

Em 2016, na região Centro Oeste do país, foi registrado resistência de 

capim-amargoso aos herbicidas inibidores da ACCase, como fenoxaprope e 

haloxifope (Heap, 2020). Mais recentemente, foi relatado biótipo resistente, no 

estado do Mato Grosso, resistente ao haloxifope e pinoxadem (Takano et al., 2020). 

A resistência de plantas daninhas a herbicidas representa um problema 

crescente, afetando diretamente a produtividade agrícola e a sustentabilidade dos 
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sistemas de cultivo. Problemas relacionados ao manejo inadequado, como o uso 

repetitivo de herbicidas com o mesmo mecanismo de ação, têm favorecido a seleção 

de biótipos resistentes de Digitaria insularis. Essa seleção resulta na diminuição da 

eficácia dos compostos químicos disponíveis e no aumento da infestação da espécie 

nas áreas agrícolas. Diante desse cenário, o presente estudo tem como objetivo 

validar um teste de PCR aliado ao sequenciamento, visando o monitoramento de 

mutações no gene da enzima acetil-CoA carboxilase (ACCase) em genótipos de 

capim-amargoso. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 

2.1 Digitaria insularis 

O Brasil é o país com maior diversidade de espécies do gênero Digitaria sp., 

sendo constatada a presença de 26 espécies nativas e de 12 exóticas. Entre estas 

espécies, atualmente, uma das que apresenta ampla distribuição geográfica é a 

Digitaria insularis (capim amargoso)(Figura 1), ocorrendo na maioria dos ambientes 

favoráveis à agricultura, desde o continente asiático ao americano (Mondo et al., 

2010). 

Nas últimas décadas, principalmente após o advento do sistema de plantio 

direto, esta espécie vem apresentando maior relevância dentro da agricultura 

brasileira, sendo este aumento de ocorrência relacionado às suas características de 

agressividade. Entre elas destaca-se a capacidade de formação de rizomas, que 

apesar de curtos são bem evidentes, formando notáveis touceiras (Clayton et al., 

2006) e a capacidade de disseminação de propágulos (sementes) praticamente 

durante todo o verão (Kissmann; Groth, 1997; Lorenzi, 1984). As sementes desta 

espécie são revestidas por muitos pêlos, os quais auxiliam sua dispersão a longas 

distâncias, o que, aliado ao grande percentual germinativo, permite que essa planta 

se dissemine com grande facilidade (Kissmann; Groth, 1997). Plantas jovens, 

provenientes de sementes, são mais facilmente controladas com o uso de 

herbicidas. Porém, plantas adultas com touceiras perenizadas e presença de 

rizomas, têm seu controle dificultado (Machado et al., 2008; Timossi et al., 2009; 

Gemelli et al., 2012). 
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A repetida utilização dos herbicidas com o mesmo mecanismo de ação, nos 

últimos anos, tem causado a pressão de seleção em algumas espécies de plantas 

daninhas, com consequente surgimento de populações resistentes. Em 2016, na 

região Centro Oeste do país, foi registrado resistência de capim-amargoso aos 

herbicidas inibidores da ACCase, como fenoxaprope e haloxifope (Heap, 2020). 

Mais recentemente, foi relatado biótipo resistente, no estado do Mato Grosso, 

resistente ao haloxifope e pinoxadem (Takano et al., 2020). 

 
Figura 1: Capim- Amargoso 

 
Fonte: Do autor 

 

2.2 Herbicidas inibidores da Acetil-CoA carboxilase  
Nas últimas duas décadas, os herbicidas inibidores da enzima acetil-CoA 

carboxilase (ACCase) têm assumido grande importância, por possibilitarem o 

controle seletivo em pós-emergência de espécies da família Poaceae em culturas 

dicotiledôneas e, em alguns casos, também em culturas monocotiledôneas (Kuk et 

aI., 2000). 
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A ACCase é uma enzima ubíqua que, na dependência de biotina, catalisa 

duas reações irreversíveis que determinam o comprometimento da via de síntese de 

ácidos graxos (Christoffoleti et al., 2016). Esses herbicidas bloqueiam a biossíntese 

de ácidos graxos, impossibilitando a formação de lipídios e metabólitos secundários 

nas plantas suscetíveis. Como resultado, a integridade da membrana celular é 

afetada, acarretando no extravasamento de metabólitos intracelulares, e morte 

celular (Délye, 2005; Kaundun, 2014). 

A enzima é composta por três domínios funcionais: proteína transportadora 

biotina-carboxila (BCCP), biotina carboxilase (BC) e carboxiltransferase (CT) 

(Ohlrogge; Browse, 1995) (Figura 2). Na maioria dos casos, mutações pontuais em 

um desses domínios podem conferir resistência a esses herbicidas. Resíduos 

Ile1781, Trp1999, Trp2027, Ile2041, Asp2078, Cys2088 e Gly2096, presentes no 

domínio CT da ACCase plastídica têm sido associados à resistência cruzada aos 

herbicidas ACCase em várias espécies de ervas daninhas gramíneas (Beckie; Tardif, 

2012; Délye, 2005; Kaundun, 2014; Liu et al., 2007; Powles; Yu, 2010; Takano et al., 

2020). 

 
Figura 2: Estrutura terciária da enzima ACCase e seus domínios: proteína 

transportadora biotina-carboxila (BCCP), biotina carboxilase (BC) e carboxil transferase (CT). 

 

 
Fonte: Takano et al. (2020) 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo geral 
Avaliar a eficiência de um teste de PCR aliado ao sequenciamento de DNA 

para o monitoramento de mutações no gene da ACCase em plantas de 

capim-amargoso (D. insularis), relacionando os resultados moleculares com dados 

de campo sobre resistência ou suscetibilidade a herbicidas inibidores da ACCase. 

 

3.2 Objetivos específicos 

●​ Realizar a extração do DNA. 

●​ Amplificar regiões específicas do DNA por meio da técnica de PCR 

utilizando primers apropriados. 

●​ Purificar os produtos amplificados da PCR. 

●​ Submeter os produtos amplificados ao sequenciamento. 

●​ Realizar o alinhamento das sequências obtidas e identificar seis 

mutações específicas associadas à resistência ou susceptibilidade. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Material Vegetal e Crescimento 

Sementes de D. insularis com suposta resistência a Inibidores de Accase 

foram coletadas em campo em Primavera Leste (MT), Araguari (MG), Amambaí 

(MS), Chapadão do Sul (MS) e Chapadão do Céu (GO). 

Os biótipos de capim amargoso foram semeados em bandejas com adubo 

comercial e mantidas em estufa localizada na Estação de Pesquisa da Bayer em 

Paulínia, após a germinação foram transplantadas em vasos individuais e 

armazenadas em casa de vegetação com regime de irrigação de 5 minutos de 

manhã e na parte da tarde. Após o crescimento (Figura 3), as plantas foram 

submetidas a um bioensaio de curva de dose-resposta, para as populações de D. 

insularis o tratamento de herbicida foi constituído de 7 doses de Haloxifop: 480, 240, 

120, 60, 30, 15, 7.5 g i a ha-1, e avaliadas no intervalo de 7, 14 e 28 após a 

aplicação (DAA)., Das plantas sobreviventes, folhas jovens foram coletadas como 

material biológico, estocadas em tubo eppendorf® de 1,5 ml ® e em seguida foram 
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armazenadas em um freezer à temperatura de -80ºC para posterior extração do 

material genético. As amostras suscetíveis utilizadas como controle encontram-se 

disponíveis no banco de dados da Bayer, na mesma estação experimental. 

 

 

 
Figura 3: Plantas de D. insularis analisadas 

 
Fonte: Base de dados da pesquisa.  
 

4.2 Amplificação do gene ACCase  
O DNA genômico foi extraído de 18 plantas com suposta resistência e 6 

plantas suscetíveis. O tecido foliar (50 mg) foi triturado com a ajuda de nitrogênio 

líquido e beads, sempre mantendo as amostras resfriadas evitando a ação das 

nucleases e destruição de material genético. Ao final da trituração foi utilizado o kit 

DNeasy® Plant Mini Kit para extração do DNA conforme orientação do fabricante. 

Após a extração do DNA, foi utilizado o espectrofotômetro (NanoDrop® 2000C) para 

quantificação da concentração do ácido nucleico e sua pureza. 

Um par de iniciadores universais da ACCase previamente relatados em 

TAKANO et al., (2020) foram utilizados para amplificar a sequência do gene ACCase 

em D insularis: ACCase F2 

(5′-CAGCCTGATTCCCACGAGCGGTCTGTTCCTCGTCCAGGGCAAGTTTG-3′), e 

ACCase R2 (5′-CCATGCAITCTTIGAGITCCTCTGA-3′). O PCR foi realizado em 

volume final de 12,5 μL utilizando Kit Promega com Master Mix de 10,5 μL e 2,0 μL 
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de molde de DNA a 10 ng μL−1. As configurações de ciclagem de PCR foram: um 

ciclo a 94°C por 4 min, 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 58 °C por 30 s, 72 °C por 60 s, e 

extensão final a 72 °C por 7 min. A base I se refere desoxiinosina que possui a 

capacidade de parear com todas as quatro bases; entretanto ela apresenta 

afinidades variadas. Ordem da estabilidade para as diferentes combinações da mais 

estável para menos estável relatada por Martin et al: I:C, I:A, I:T, e I:C. O par I:C foi 

relatado como levemente menos estável que o par I:A. (Martin et al., 1985). 

 
Figura 4: Montagem da reação de PCR  

​

Fonte: Base de dados da pesquisa.  

 

4.3 Alinhamento do gene ACCase  
Após a amplificação, as amostras foram enviadas ao Laboratório Central de 

Tecnologias de Alto Desempenho em Ciências da Vida (LaCTAD) localizado na 

Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) para sequenciamento, utilizando o 

método de Sequenciamento Sanger.  Os resultados do sequenciamento foram 

analisados com a ajuda do Software Genomics Workbench Premium e 

compararam-se os biótipos suscetíveis e resistentes  

As mutações analisadas neste estudo foram Ile1781, Trp1999, Trp2027, 

Ile2041, Asp2078 e Cys2088, previamente descritas por Takano et al. (2020). O 

método de análise adotado seguiu os procedimentos estabelecidos por essa 

pesquisa, permitindo a comparação direta dos resultados obtidos com os dados já 

existentes na literatura. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
5.2 Amplificação e alinhamento dos produtos de PCR contendo sequência do 
gene que codifica ACCase 

Com base nos resultados apresentados por Takano et al.(2020), na Figura 3 

de seu trabalho, observa-se que a principal mutação ocorre no terceiro nucleotídeo 

do códon correspondente ao aminoácido na posição 2027. Na sequência da 

ACCase da população resistente de Digitaria insularis, foi identificada a substituição 

de uma guanina por uma citosina na terceira posição do códon. Essa alteração 

resulta na troca do aminoácido triptofano (Trp) por cisteína (Cys), na posição 2027 

(Trp2027Cys), caracterizando uma mutação associada à resistência. 

 

Figura 3: Alinhamento de sequências de genes ACCase. 

 

 

 
Fonte: Takano et al. (2020). 
 

Após a amplificação por PCR e o subsequente alinhamento dos fragmentos 

de DNA, foi elaborada uma tabela que reúne as amostras analisadas e as 

respectivas mutações observadas. Na tabela, as amostras marcadas com "S" 
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indicam suscetibilidade, aquelas com "H" indicam heterozigose para a mutação 

analisada, e as com "R" indicam resistência. As amostras numeradas de 1 a 6 

correspondem aos controles suscetíveis utilizados como referência, enquanto as 

amostras 7 a 24 referem-se às plantas suspeitas de apresentarem resistência aos 

herbicidas inibidores de ACCase. 

Foram analisadas seis mutações pontuais previamente descritas na literatura 

como associadas à resistência a herbicidas inibidores da ACCase em espécies de 

plantas daninhas. A mutação Trp1999Cys resulta da substituição do códon TGG por 

TGT ou TGC, promovendo a troca do aminoácido triptofano por cisteína. A mutação 

Trp2027Cys é caracterizada pela alteração do códon TGG para TGT ou TGC, 

ocasionando igualmente a substituição de triptofano por cisteína. No caso da 

mutação Ile2041Asn, observa-se a substituição do códon ATN (onde N representa 

qualquer nucleotídeo) por AAT ou AAC, resultando na troca da isoleucina por 

asparagina. A mutação Asp2078Gly envolve a mudança do códon GAT para GGT ou 

GGC, levando à substituição do ácido aspártico por glicina. A mutação Cys2088Phe 

decorre da troca do códon TGC por TTC ou TTT por TTC, ocasionando a 

substituição do aminoácido cisteína por fenilalanina. Por fim, o sítio Gly2096 

refere-se a possíveis alterações no códon GGN, que codifica glicina. Essas 

alterações são conhecidas por modificar a conformação da enzima ACCase, 

reduzindo a afinidade dos herbicidas pelo sítio-alvo e conferindo resistência aos 

compostos inibidores. 

Dentre as seis mutações analisadas, apenas a mutação Trp2027Cys foi 

identificada nas amostras avaliadas. As amostras 13, 14, 17, 19 ,21, 22 e 23 

apresentaram-se heterozigotas para essa mutação, conforme determinado por 

Sequenciamento Sanger. Entre as 18 amostras suspeitas de resistência, apenas a 

amostra 24 foi homozigota para a mutação Trp2027Cys, caracterizada pela 

substituição do códon TGG por TGT ou TGC, sendo proveniente de Primavera do 

Leste (MT). 

Esta alteração foi associada à resistência aos herbicidas inibidores de 

ACCase, conforme descrito anteriormente por Takano et al. (2020), o qual relatou 

que todas as plantas da população suscetível eram homozigotas para o alelo 

suscetível (TGG/TGG), enquanto plantas resistentes eram homozigotas para o alelo 

mutado (TGC/TGC). Os resultados obtidos neste estudo corroboram essas 
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observações, além de identificar oito amostras heterozigotas para a mutação, ou 

seja, indivíduos que possuem simultaneamente um alelo suscetível e um alelo 

resistente. 
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Tabela 1: Análise genotípica de amostras de Digitaria insularis quanto à resistência a herbicidas inibidores de ACCase. s = plantas suscetíveis; h = 
plantas heterozigotas; r = plantas resistentes. 
 

Amostra Trp1999Cys 

(TGG -> TGT/C) 

Trp2027Cys 

(TGG->TGT/C) 

Ile2041Asn 

(ATn->AAT/C) 

Asp2078Gly 

(GTA->GGn) 

Cys/Phe2088 

(TGC/T ou TTT/C) 

Gly2096 

(GGn->GCn)  

Localidade 

1 s s s s s s Banco de dados 

b s s s s s s Banco de dados 

3 s s s s s s Banco de dados 

4 s s s s s s Banco de dados 

5 s s s s s s Banco de dados 

6 s s s s s s Banco de dados 

7 s s s s s s Araguari - MG 

8 s s s s s s Araguari - MG 

9 s s s s s s Araguari - MG 

10 s s s s s s Amambaí - MS 

11 s s s s s s Amambaí - MS 

12 s s s s s s Amambaí - MS 

13 s h s s s s Chapadão do Sul - MS 
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Tabela 1 (continuação) 

14 s h s s s s Chapadão do Sul - MS 

15 s s s s s s Chapadão do Sul - MS 

16 s s s s s s Chapadão do Céu - GO 

17 s h s s s s Chapadão do Céu - GO 

18 s s s s s s Chapadão do Céu - GO 

19 s h s s s s Primavera do Leste -MT 

20 s h s s s s Primavera do Leste -MT 

21 s h s s s s Primavera do Leste -MT 

22 s h s s s s Primavera do Leste -MT 

23 s h s s s s Primavera do Leste -MT 

24 s r s s s s Primavera do Leste -MT 
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Esses achados reforçam a importância da detecção molecular de mutações 

associadas à resistência para o desenvolvimento de estratégias de manejo mais 

eficientes e sustentáveis para populações de D. insularis. 

 
6. CONCLUSÕES 
A análise molecular realizada neste estudo permitiu a identificação da 

mutação Trp2027Cys em uma amostra de Digitaria insularis com suspeita de 

resistência a herbicidas inibidores da ACCase. Essa mutação, já descrita por Takano 

et al. (2020) como responsável pela resistência a esse grupo de herbicidas, foi 

encontrada de forma homozigota na amostra 24, enquanto outras sete amostras 

apresentaram-se heterozigotas. Esses resultados indicam que, embora a resistência 

associada a essa mutação ainda não esteja amplamente disseminada na população 

avaliada, há um potencial significativo para sua propagação. 

A presença de indivíduos heterozigotos na população é um fator de 

preocupação, especialmente considerando a alta capacidade reprodutiva de D. 

insularis. O cruzamento entre plantas heterozigotas pode rapidamente gerar 

descendentes homozigotos para a mutação de resistência, favorecendo a 

disseminação de biótipos resistentes nas áreas agrícolas.  

O teste de PCR seguido de sequenciamento mostrou-se uma ferramenta 

confiável e eficiente na identificação de mutações no gene da ACCase, permitindo a 

correlação dos dados moleculares com as informações de resistência observadas 

em campo. 

Diante dos resultados, reforça-se a necessidade de adotar práticas de manejo 

integrado de plantas daninhas, que envolvam o monitoramento de biótipos 

resistentes, a rotação de culturas e a rotação de herbicidas com diferentes 

mecanismos de ação. Além disso, práticas culturais e mecânicas que promovam a 

diversificação das estratégias de controle de plantas invasoras devem ser 

incentivadas, a fim de retardar a evolução e disseminação da resistência e garantir a 

sustentabilidade dos sistemas produtivos. 
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