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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi determinar a resposta da enzima ALS aos
herbicidas imazapyr e imazethapyr, em bi6tipos de leiteiro (Euphorbia heterophylla
L.) com resisténcia multipla. O experimento ocorreu em laboratério e consistiu de
ensaio in vitro da enzima acetolactato sintase (ALS) em bibétipos de Euphorbia
heterophylla. Utilizou-se, para este trabalho, os herbicidas inibidores da ALS
imazapyr e imazethapyr para o ensaio da atividade relativa da enzima e os bidtipos
oriundos de Vitorino (PR) e Bom Sucesso do Sul (PR) (com resisténcia multipla a
inibidores da ALS e Protox) e Sao Paulo (suscetivel). A enzima ALS do biétipo Sao
Paulo apresentou Vs de 0,26 U/mg na maior dose testada de piruvato, de 0,45
U/mg para o bi6tipo Vitorino e para Bom Sucesso do Sul foi de 0,49 U/mg na maior
dose testada. Isto demonstra que a resisténcia ndo afetou a afinidade da enzima
pelo substrato. Os resultados encontrados com o estudo da atividade relativa da
enzima ALS pelos herbicidas imazapyr e imazethapyr evidenciam o efeito reduzido
dos inibidores da ALS sobre sua atividade em bidtipos R e, em contrapartida, alto
efeito inibitério para o bidtipo S. Os FR’s observados para os herbicidas testados
foram superiores a 295 e 903 para os bidtipos Vitorino e Bom sucesso do Sul,
respectivamente. Concluiu-se que a resisténcia observada a campo deve-se a
insensibilidade da enzima ALS aos herbicidas inibidores da ALS estudados.
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INTRODUCAO

O leiteiro ou amendoim bravo (Euphorbia heterophylla) (EPHHL) é uma planta
daninha que causa grande preocupacdo pela sua alta capacidade e habilidade
competitiva com as culturas de lavoura (CHEMALE & FLECK, 1982).

Os primeiros casos de plantas daninhas resistentes a herbicidas, detectados no
Brasil ttm como causa mais provavel o uso frequente de herbicidas inibidores da
acetolactato sintase - EC 2.2.1.6 (ALS) (VARGAS, 2000). Suspeita-se que em biétipos
de E. heterophylla com resisténcia multipla a inibidores da ALS e da Protox,
detectados na regido Sudoeste do Parana, a resisténcia tenha ocorrido em um sistema
de cascata (TREZZI et al., 2005). Ou seja, primeiramente houve grande presséo de
selecdo causada por inibidores da ALS e, posteriormente, por inibidores da Protox o
gue, provavelmente, resultou em resisténcia aos dois mecanismos de acdo, em
momentos distintos, na mesma populacdo. No entanto, estes bibtipos ainda nao
tiveram seu mecanismo de resisténcia elucidado.

A andlise e identificacdo do mecanismo de resisténcia pode ser uma grande
ferramenta para um manejo mais eficiente desta espécie, podendo proporcionar,
primeiramente, melhor prevencdo de ocorréncias de casos de resisténcia e também
para melhor controle dos casos ja existentes.

O objetivo deste trabalho foi determinar a resposta da enzima ALS aos
herbicidas imazapyr e imazethapyr, em bi6tipos de leiteiro (Euphorbia heterophylla L.)

com resisténcia multipla.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e no Laboratério de
Bioquimica e Fisiologia Vegetal da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana,
Céampus Pato Branco. Foram utilizados bi6tipos de Euphorbia heterophylla (EPHHL)
oriundos de Bom Sucesso do Sul (PR) e Vitorino (PR) (com resisténcia multipla a
inibidores da ALS e Protox) e Sdo Paulo (SP) (suscetivel).

A extracdo da enzima ALS ocorreu com maceracdo do material vegetal de
EPHHL congelado em nitrogénio liquido, com tampao fosfato de potassio 50 mM, pH
7,6 (3:1 v/m), contendo, para cada 100 mL de solugéo, 2,2 g de piruvato de sédio (200
mM), 0,025 g de cloreto de magnésio (1,25 mM), 0,0576 g de tiamina pirofosfato (TPP)
(1,25 mM), 0,207 mg de flavina adenina dinocleotideos (FAD, 2,5 uM). No processo de
maceracéo foi adicionado polivinilpolipirrolidona (PVPP) na propor¢cdo de 0,25 g para
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cada grama de material vegetal. O material macerado foi filtrado e centrifugado a
15.500 rpm, por 15 minutos a 4 °C.

Para o ensaio in vitro da ALS, em tubos de ensaio, adicionou-se 500 pL de
agua (para os controles positivos — 100% da atividade da ALS) ou 500 pL de solucdo
herbicida, acrescentando-se 250 pL de H,SO,; 1,8 N aos controles denominados
negativos com (0% de atividade da enzima ALS). Em seguida, foram adicionados 500
ML de extrato enzimético nos tubos, os quais foram incubados por um periodo de 120
min a 37 °C. Decorrido este tempo, as reac¢Bes foram interrompidas com 250 uL de
H,SO, 1,8 N, exceto nos controles negativo. Todos os tratamentos constaram de trés
repeticbes. Em seguida, iniciou-se a segunda incubacdo por 15 min a 60 °C. Depoaois,
adicionaram-se 700 pL de uma solucédo de hidroxido de sddio 2 N contendo creatinina
a 0,25% e naftol a 2,5%. Apds, os tubos foram novamente incubados por 15 min a 60
°C. Posteriormente, foram obtidas as absorbancias através de leituras em
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1800) a 535 nm.

Foram preparadas solucdes aquosas dos herbicidas imazethapyr e imazapyr
para o ensaio in vitro da ALS. As concentracdes finais dos herbicidas nos tubos de
ensaio foram de 0 (100% da atividade da enzima); 0,5; 1; 2; 4; 6 e 8 UM para o biétipo
S e 0; 500; 1000; 1500; 2000 e 3000 pM para os R.

Para o ensaio de atividade enzimética utilizou-se diferentes concentraces de
substrato piruvato (0; 2,5; 5; 10; 15; 20 ; 40; 60; 80; 100; 160 mM para o bi6tipo S; e 0;
2,5; 5; 10; 15;20; 40; 60 mM para os R), seguindo os mesmos procedimentos descritos
anteriormente.

Nos ensaios de inibicAo os resultados foram calculados em porcentagem,
considerando-se como 100% de atividade o ensaio realizado sem presenca do
inibidor. Os valores de atividade da ALS foram expressos em unidade enzimatica por
miligrama (U/mg), em que uma unidade da acetolactato sintase foi definida como a
guantidade de enzima capaz de produzir 0,1 unidade de absorbancia por minuto,
expresso em funcdo da concentracdo de proteinas totais (atividade especifica). O teor
de proteinas foi determinado pelo método de Bradford (1976).

Os dados foram submetidos a analise da variancia, pelo teste F (P<0,05). As
médias entre os tratamentos foram comparadas utilizando-se o teste da diferenca
minima significativa (DMS) a 5% de probabilidade. As regressfes entre variaveis
dependentes e as concentracdes de herbicidas foram ajustadas através de modelos
nao lineares, empregou-se o modelo logistico de quatro pardmetros e, no caso onde
nao houve ajustamento a este modelo, priorizando-se, em ordem decrescente, 0

modelo logistico de trés parametros e os sigmoidais, de quatro e trés parametros. Os
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fatores de resisténcia (FR’s) foram calculados por meio do quociente entre os

parametros lso dos bibtipos R, pelo Iso do bidtipo S.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade da enzima ALS apresentou grande variacdo entre os bibtipos
testados (Figura 1). A velocidade maxima (Vna) da atividade da enzima ALS
observada no biotipo S foi de 0,26 U/mg com a concentragdo de 160 mM de piruvato.
Para o biétipo Vitorino obteve-se 0,45 U/mg e para Bom Sucesso do Sul 0,49 U/mg
isto com a concentragdo maxima de 60 mM de piruvato (Figura 1).

Com base nestes resultados, levanta-se a hipétese de que a possivel mutacao
de resisténcia provocou alteracdo na enzima ALS que ndo modificou de maneira
significativa a sua afinidade pelo substrato. E também a eficiéncia de conversédo do
piruvato néo foi afetada uma vez que o Vméax da enzima dos biétipos R foi maior que o

da enzima do bi6tipo S.
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Figura 1. Atividade da enzima acetolactato sintase de bidtipo Suscetivel (A) e
resistentes, Vitorino (B), Bom Sucesso do Sul (C) de E. heterophylla L., em funcéo das

diferentes concentracdes de piruvato.

Entretanto, nos estudos da atividade relativa da enzima (%), ou seja, a
atividade enzimatica com a adigdo dos herbicidas inibidores da ALS (imazapyr e
imazethapyr), constatou-se que a enzima do bi6tipo S teve sua atividade altamente
inibida por ambos os herbicidas, sendo que com a maior dosagem utilizada (8 uM de
herbicida) houve uma reducéo da atividade da ALS de 86% para o imazethapyr e 80%
para o imazapyr (Figura 2 A). O bi6tipo Vitorino com a maior dosagem utilizada (3000
MM de herbicida) reduziu a atividade da enzima de 42% para o herbicida imazethapyr

e 45% para o imazapyr (Figura 2 B). E o biétipo Bom Sucesso com a maior dosagem
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utilizada (3000 pM de herbicida) houve uma reducéo da atividade da enzima de 31%

para o herbicida imazethapyr e 42% para o imazapyr (Figura 2 C).
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Figura 2. Atividade relativa da en;ima acetolactato sintase de biétipos de E.
heterophylla L. suscetivel (A), e resistentes, Vitorino (B) e Bom Sucesso do Sul (C),

em funcdo das doses crescentes dos herbicidas imazethapyr e imazapyr.

A atividade da ALS variou entre os bibtipos testados, e os herbicidas
imazapyr e imazethapyr apresentam alto efeito inibitério sobre esta enzima do biétipo
S e baixo efeito inibitério sobre a enzima dos biétipos R (Figura 2). A enzima do biotipo
Bom Sucesso do Sul foi a menos sensivel, seguida por Vitorino.

Os bidtipos possuem grandes diferengas de Iso para esses herbicidas (Tabela
1), que podem ser atribuidas a variagdes intrinsecas da ALS, e as diferencas na
estabilidade da enzima (STIDHAM & SINGH, 1991).

O maior FR observado para o biétipo Vitorino foi de 899,9 para o herbicida
imazapyr. E para o bidtipo Bom Sucesso do Sul foi de 3051,7 para o herbicida
imazethapyr. Isto demonstra alta resisténcia nesses bibtipos aos herbicidas inibidores

da ALS, imazapyr e imazethapyr.

Tabela 1. Niveis de Imazethapyr e Imazapyr, necessarios para reduzir em 50% a
atividade da enzima acetolactato sintase (ALS) (Isp) dos biotipos resistentes e

suscetivel de E. heterophylla, e os fatores de resisténcia (FR).

Valores de | 50* FR**
Resistentes Suscetivel Resistentes
Vitorino Bom Sucesso do Sul Vitorino Bom Sucesso do Sul

Imazethapyr Imazapyr Imazethapyr Imazapyr Imazethapyr Imazapyr Imazethapyr Imazapyr Imazethapyr Imazapyr

1359,9¢  3761,5¢ 14037,8Y 3774,9% 4,6% 4,18% 295,6 899,9 3051,7 903,1
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* Nivel de herbicida que produz 50% de controle (lso); ** FR = |50 resistente/ lsg
suscetivel. ¥ Modelo logistico de quatro parametros. # Modelo logistico de trés

parametros. ¥ Modelo sigmoidal de quatro parametros.

CONCLUSOES
A resisténcia dos biétipos de E. heterophylla testados aos herbicidas inibidores
da ALS é atribuida a menor sensibilidade desta enzima a estes herbicidas. Nao houve

mudanca na afinidade da enzima ALS pelo substrato, originada pela resisténcia.
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