XVIil

A Evoluir sem extinguir:

v poruma ciéncia do devir
C I C XI ENPOS
I MOSTRA CIENTIFICA e vihv

A X

MECANISMO DE RESISTENCIA DE Cyperus difformis L. RESISTENTE A
PYRAZOSULFURON-ETHYL

POLIDORO, Edimara !, DAL MAGRO, Taisa !, AGOSTINETTO, Dirceu !, TAVARES
DE REZENDE, Sebastido 2, VARGAS, Leandro 3, FALKOSKI, Daniel Luciano 2

Centro de Herbologia (CEHERB)-DFs/FAEM/UFPel,Campus  Universitario — Caixa Postal 354 -
CEP 96010-900. “Universidade Federal de Vicosa. °*EMBRAPA Trigo.

INTRODUCAO

Os herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS), por
apresentarem amplo espectro de controle de plantas daninhas, serem utilizados em
baixas doses e apresentaram elevada seletividade as culturas (VIDAL & MEROTTO
JR, 2001), representam o maior grupo de herbicidas em uso no mercado (DEVINE &
SHUKLA, 2000).

O controle de plantas daninhas é realizado quase exclusivamente com
herbicidas, o que acarretou aumento no nimero de casos de resisténcia, dentre
elas, as resistentes a herbicidas inibidores de ALS, que representam cerca de 52%
dos casos registrados mundialmente (HEAP, 2009).

A enzima ALS catalisa a descarboxilagcdo da molécula de piruvato e sua
condensacdo com a de piruvato ou a-cetobutirato. A primeira reacdo produz
acetolactato (precursor da valina e leucina), e a segunda reacdo produz
acetohidroxibutirato (precursor de isoleucina) (CHIPMAN et al., 1998). A inibicdo
dessa enzima leva a falta desses aminoacidos essenciais a planta, causando a
morte das mesmas.

Outros possiveis efeitos decorrentes de mutacdo na enzima ALS poderdo
ser alteracbes nas caracteristicas cinéticas da enzima, como a quantidade do
inibidor necesséria para inibir 50% da atividade da enzima (lsg). Estudos realizados
para determinar o lsgp, demonstraram que o biotipo resistente apresentou, em geral,
valores superiores ao suscetivel (LAMEGO, 2008; MEROTTO et al., 2007),
sugerindo que a resisténcia € decorrente de alteracdo na sensibilidade da enzima
pelo inibidor.

A hipétese dessa pesquisa € que o bidtipo de C. difformis, resistente a
herbicidas inibidores de ALS, ndo diferem do bibtipo suscetivel quanto as
caracteristicas cinéticas da ALS e que o mecanismo de resisténcia € decorrente da
insensibilidade da enzima ao herbicida.

Assim, o objetivo da pesquisa foi determinar as bases bioquimicas da
resisténcia de C. difformis a herbicidas inibidores da enzima ALS.

MATERIAL E METODOS
Foi realizado experimento em laboratério no Instituto de Biotecnologia
Aplicado a Agropecuéria (BIOAGRO), pertencente a Universidade Federal de Vigosa
(UFV), no Municipio de Vigosa — MG, no periodo de marco a julho de 2008.



Para a obtencdo do material vegetal foram utilizadas sementes de C.
difformis resistente e suscetivel aos herbicidas inibidores da enzima ALS. A extracéo
da enzima ALS foi realizada quando as plantas estavam com aproximadamente 15
cm de estatura. O método utilizado baseou-se na metologia empregada por Carey et
al., (1997) e adaptada por Vargas et al. (1999), com algumas modifica¢cdes. Foram
utilizadas 20g de material vegetal, congelado em nitrogénio liquido (N2) e macerado
em almofariz. Ao material, foi acrescido 80mL (1:4 p/v) do tampao de extracdo
fosfato 100mM, com pH 7,5, a 4°C, contendo: 0,5mM de cloreto de magnésio; 1mM
de piruvato de sédio; 0,5mM de tiamina pirofosfato (TPP); 10uM de flavina adenina
dinucleotideo (FAD); 10% v/v de glicerol; 1mM de ditiotreitol; e, 5% (p/v) de
polivinilpolipirolidona (PVPP). Posteriormente, o material foi homogeneizado
lentamente e mantido sob agitagdo por 20 minutos a 4°C, sendo a mistura filtrada
em gaze para remocdo e descarte dos residuos sélidos, e a fracdo liquida foi
centrifugada a 13.500rpm por 20 minutos a 4°C. ApGs a centrifugacao, retirou-se o
sobrenadante e o residuo foi descartado.

Para o bioensaio foram preparadas rea¢gdes em tubos de ensaio, onde cada
tubo recebeu 600uL da solucdo enzimatica, volumes variados da solucdo herbicida e
volume de solucdo tampéao para volume final de reagédo de 1mL. Foram preparadas
duas solucdes estoque do herbicida pyrazosulfuron-ethyl, a 5mM e 0,25mM, sendo
que a partir dessas solugdes foram calculadas as quantidades de herbicidas a seres
adicionadas a cada tubo de ensaio. Para o biétipo suscetivel as doses foram de 0,0;
0,5; 1,0; 2,5; 5; 10; 15; 25 e 50uM e para o biotipo resistente de 0; 25; 50; 100; 150;
250; 500; 750 e 1000uM. O bioensaio conteve dois tratamentos padrbes sem o
herbicida, denominados 0 (zero) e 100% (cem) de atividade, onde 0 primeiro
recebeu 50uL de solucédo de H,S04 3M no inicio do bioensaio, antes da adicdo do
piruvato (substrato), e o segundo foi o tratamento-padrao, testemunha sem inibidor.
Os valores de absorvancia desse tratamento foram descontados dos valores das
leituras dos demais. Os resultados da atividade de cada tratamento constituem a
média de trés repeticoes.

ApOs o preparo da reacdo, iniciou-se o primeiro periodo de incubacao, por
45 minutos a 30°C. Interrompeu-se a reagdo com adicdo de 50uL de solugcéo de
H.S0, 3M em cada tubo de ensaio, exceto no controle zero, que ja continha o acido
antes da incubacao. A segunda incubagéo, por 15 minutos a 60°C, foi realizada para
a formacdo da acetoina, a partir da reacdo do acido sulfurico com o acetolactato,
formado durante a primeira reacao.

Para a formacdo do complexo colorido foram adicionados 1mL de solucéo
de creatina 0,5% p/v e 1mL de 1l-naphtol 5% p/v, preparado em NaOH 2,5M no
momento do uso. Apds, a mistura foi novamente incubada por 15 minutos a 60°C,
para o desenvolvimento da cor, que variou em tons de rosa claro a vermelho claro,
contrastando com a cor marrom-esverdeada do padrdo zero. Os tubos foram
resfriados a temperatura ambiente, e a absorvancia lida em espectrofotdmetro a 530nm.

Os valores referentes a atividade da enzima ALS foram apresentados por
quantidade de acetoina produzida (umol.min™.mL).

Os valores de absorvancia foram corrigidos por meio da subtracdo do valor
do controle zero. Os valores obtidos foram usados para calcular o Isp, 0 qual
representa a quantidade do inibidor necessaria para inibir 50% da atividade da
enzima, utilizando o modelo de regressdo néao linear (SEEFELDT et al., 1995),
conforme segue:
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onde: y= atividade da enzima ALS (%); a= assintota de maxima; x= dose do
herbicida pyrazosulfuron-ethyl (UM); xIsp= dose do herbicida pyrazosulfuron-ethyl (uM)
correspondente a 50% da inibicdo da enzima ALS; b= declividade da curva.

Foi determinado também, o fator de resisténcia (FR), o qual foi calculado
pela divisdo do Iso do bidtipo resistente pelo correspondente ao do bidtipo suscetivel.
O FR expressa o numero de vezes em que a dose necessaria para inibir 50% da
atividade da enzima do biotipo resistente é superior a dose que inibe 50% do biétipo
suscetivel (HALL et al., 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade da enzima ALS, extraida de bidtipos de C. difformis suscetivel,
foi inibida pelo herbicida pyrazosulfuron-ethyl, apresentando Isp de 0,57uM (Figura
1A). Entretanto, para o biotipo resistente, foram necessarias doses maiores do
herbicida para ocorrer inibicdo, sendo o valor do Isp de 73,38uM (Figura 1B). Dessa
forma, a dose de pyrazosulfuron-ethyl necesséria para inibir 50% da atividade da
enzima ALS do bidtipo resistente foi 128,74 vezes a dose necessaria para inibir a
enzima ALS do bidtipo suscetivel (Tabela 1).

Diante dos resultados obtidos evidencia-se que a resisténcia apresentada
pelo biotipo de C. difformis a pyrazosulfuron-ethyl foi, provavelmente, devido a
insensibilidade da enzima ALS a esse herbicida e ndo € decorrente de super
expressao da enzima ALS.
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Figura 1 — Atividade da enzima acetolactato sintase (ALS) em bi6tipo de C. difformis
suscetivel (A) e resistente (B) a herbicidas inibidores da enzima ALS em
funcao de doses de pyrazosulfuron-ethyl. UFV, Vicosa — MG, 2008.

Tabela 1 — Concentracdo do herbicida pyrazosulfuron-ethyl necessaria para inibir
50% da atividade da enzima acetolactato sintase (ALS) (lsp) de C.
difformis em bidtipos resistente (R) e suscetivel (S) e fator de resisténcia
(FR). URV, Vicosa — MG, 2008

Bidtipos lso (LM)"
Resistente 73,38
Suscetivel 0,57
FR® 128,74

' Dados obtidos pela equacéo sigmoidal y = a/(1 + (x/Xaso)"), (p<0,05); * Fator de resisténcia = lsoR/
|505.



Elevado fator de resisténcia pode inviabilizar o controle de C. difformis com
herbicidas inibidores de ALS, os quais se apresentam como 0 principal grupo de
herbicidas recomendados para manejo da espécie (SOCIEDADE..., 2007). Entre os
fatores responsaveis pelo aumento dos casos de resisténcia a este grupo de agéo,
encontram-se as caracteristicas desses herbicidas, tais como utilizacdo em baixas
doses e alta seletividade as culturas (VIDAL & MEROTTO JR, 2001). Ainda, o
aumento de casos de resisténcia pode ser decorrente do desenvolvimento de
culturas resistentes a herbicidas inibidores de ALS, que resulta em acréscimo na
pressdo de selecdo de espécies daninhas (DEVINE & SHUKLA, 2000). Medidas
relacionadas a utilizacdo ponderadas de manejo quimico de plantas daninhas,
tornam-se necessarias para prorrogar o surgimento da resisténcia.

CONCLUSOES
A resisténcia de C. difformis ao pyrazosulfuron-ethyl decorre da
insensibilidade da enzima ALS ao herbicida.
A resisténcia de C. difformis ao herbicida pyrazosulfuron-ethyl € elevada
inviabilizando o controle desta espécie por esse herbicida.
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