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RESUMO

Cyperus difformis L. é uma planta daninha
ocorrente em lavouras de arroz irrigado, que tem apresentado
dificuldade de controle devido à resistência a herbicidas
inibidores da enzima ALS. Os objetivos deste trabalho foram
investigar características cinéticas da enzima ALS de biótipos
de C. difformis e determinar as bases bioquímicas da resistência
da espécie ao herbicida pyrazosulfuron-ethyl. Para isso, foram
conduzidos experimentos em laboratório do BIOAGRO/UFV.
O método utilizado baseou-se na metologia utilizada por
CAREY et al. (1997) e adaptada por VARGAS et al. (1999),
com algumas modificações. Foram avaliadas a concentração
de substrato (piruvato) que fornece velocidade inicial igual à
metade da velocidade máxima de reação (KM) e velocidade
máxima de reação (Vmáx), bem como a atividade da enzima
ALS na presença do inibidor (pyrazosulfuron-ethyl). Diante
dos resultados, pode-se observar que a resistência de C.
difformis a pyrazosulfuron-ethyl é decorrente da insensibilidade
da enzima ALS ao herbicida, não acarretando, porém, prejuízo
aos parâmetros cinéticos KM e Vmáx da enzima ALS.

Palavras-chave: acetolactato sintase, arroz irrigado, enzima,
junquinho.

ABSTRACT

Cyperus difformis L. is a weed that occurs in flooded
rice, which has presented difficulty in controlling due to the
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resistance to ALS inhibiting herbicides. The objectives of this
research were to investigate kinetic characteristics of ALS
enzyme from C. difformis biotypes and to determine the
biochemical bases of resistance from the species to
pyrazosulfuron-ethyl herbicide. For that, experiments were
conducted at the BIOAGRO/UFV laboratory. The method used
was based on the methodology used by CAREY et al. (1997)
and adapted by VARGAS et al. (1999), with some modifications.
It was evaluated substratum concentration (pyruvate) that
provides initial velocity equal to half the speed reaction (KM)
and maximum velocity of reaction (Vmáx), as well the activity of
the ALS enzyme in the presence of the inhibitor (pyrazosulfuron-
ethyl). According to the results, it is possible to observe that C.
difformis resistance to pyrazosulfuron-ethyl is due to the
insensibility of the ALS enzyme to the herbicide, however without
penalty to KM and Vmáx  kinetic parameters of the ALS enzyme.

Key words: acetolactate synthase, enzyme, flooded rice,
smallflower umbrella sedge.

INTRODUÇÃO

Os herbicidas inibidores da enzima
acetolactato sintase (ALS) representam o maior grupo
de herbicidas em uso no mercado (DEVINE &
SHUKLA, 2000), por apresentarem amplo espectro de
controle de plantas daninhas, serem utilizados em
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baixas doses e por serem também altamente seletivos
às culturas (ROMAN et al., 2007).

A enzima ALS, também conhecida como
acetohidroxiacido sintase (AHAS), atua na rota da
síntese dos aminoácidos valina, leucina e isoleucina
(DEVINE & SHUKLA, 2000), a qual representa o local
de ação de muitos herbicidas, como os pertencentes
aos grupos químicos das imidazolinonas,
pyrimidiltiobenzoatos, sulfoanilidas, sulfoniluréias e
trazolopirimidinas (ROMAN et al., 2007).

O controle de plantas daninhas é realizado
quase exclusivamente com herbicidas, o que aumentou
o número de casos de resistência de plantas daninhas,
entre elas, as resistentes a herbicidas inibidores de ALS,
que representam cerca de 52% dos casos registrados
mundialmente (HEAP, 2009). O panorama brasileiro não
se distingue do mundial, onde os herbicidas inibidores
de ALS perfazem 47% dos casos de resistência (HEAP,
2009).

Dentre os mecanismos de resistência, a
alteração do local de ação contempla a maioria dos
casos elucidados de resistência aos inibidores de ALS
(TAN & MEDD, 2002; WARWICK et al., 2005;
CHRISTOFFERS et al., 2006; TRUCCO et al., 2006;
LAMEGO, 2008).

Alterações no local de ação geralmente
decorrem de mutações nos genes que codificam a enzima
(DEVINE & SHUKLA, 2000), resultando em redução
da afinidade da enzima com os inibidores, porém com
ausência ou reduzida perda da função enzimática
(TRANEL & WRIGHT, 2002). Dessas alterações, foram
encontrados seis aminoácidos conservados, que, na
substituição, tornaram-se responsáveis pela
resistência, sendo eles: alanina 122 (Ala122), alanina
205 (Ala205), prolina 197 (Pro197), serina 653 (Ser653),
triptofano 574 (Trp574) (TRANEL & WRIGHT, 2002) e
aspartato (Asp376) (WHALEY et al., 2007).

Outros possíveis efeitos decorrentes de
mutação na enzima ALS poderão ser alterações nas
características cinéticas da enzima, como na
concentração de substrato (piruvato), que fornece
velocidade inicial igual à metade da velocidade máxima
de reação (KM) e a quantidade do inibidor necessária
para inibir 50% da atividade da enzima (I50). Em estudos
realizados para determinar o KM da enzima ALS em
biótipos resistentes e suscetíveis, observaram-se, em
geral, valores similares (EBERLEIN et al., 1997; VARGAS
et al., 1999), demonstrando que não há perda de funções
enzimáticas decorrentes da resistência do biótipo. No
entanto, quando se refere ao I50, é possível observar
que o biótipo resistente apresentou, em geral, valores
superiores ao suscetível (VARGAS et al., 1999; TRUCCO
et al., 2006; LAMEGO, 2008), sugerindo que a

resistência é decorrente de alteração na sensibilidade
da enzima pelo inibidor.

As hipóteses desta pesquisa são as de que
o biótipo de C. difformis resistente a herbicidas
inibidores de ALS não difere do biótipo suscetível
quanto às características cinéticas da ALS e que o
mecanismo de resistência decorre da insensibilidade
da enzima ao herbicida.

Assim, o objetivo da pesquisa foi investigar
características cinéticas da enzima ALS em biótipos de
C. difformis e determinar as bases bioquímicas da
resistência da espécie a herbicidas inibidores de ALS.

MATERIAL    E   MÉTODOS

O material vegetal consistiu de sementes de
C. difformis resistentes e suscetíveis aos herbicidas
inibidores de ALS, oriundas do Município de Meleiro
(49º33’LW e 28º53’LS), que resistiram a aplicações de
16 vezes a dose comercial de pyrazosulfuron-ethyl (20g
ha-1) e do município de Itajaí (48º45’LW e 26º56’LS),
ambos no Estado de Santa Catarina (SC).

O método empregado baseou-se na
metologia utilizada por CAREY et al. (1997) e adaptada
por VARGAS et al. (1999), com algumas modificações.
Foram utilizados 20g de material vegetal (folhas jovens),
congelado em nitrogênio líquido (N2) e macerado em
almofariz. Ao material macerado, foram acrescidos 80mL
(1:4 p/v) do tampão de extração fosfato 100mM, com
pH 7,5, a 4ºC, contendo: 0,5mM de cloreto de magnésio;
1mM de piruvato de sódio; 0,5mM de tiamina
pirofosfato (TPP); 10µM de flavina adenina
dinucleotídeo (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 agitação por 20 minutos a
4ºC, sendo a mistura filtrada em gaze para remoção e
descarte dos resíduos sólidos. A fração líquida foi
centrifugada a 12.270xg por 20 minutos, a 4ºC. Após a
centrifugação, retirou-se o sobrenadante e o resíduo
foi descartado.

Para os bioensaios, in vitro  foram
preparadas reações em tubos de ensaio, onde cada
tubo recebeu 600µL da solução enzimática, volumes
variados do substrato ou da solução herbicida e volume
de solução tampão para volume final de reação de 1mL.
Foram adicionados ao tratamento zero (testemunha)
50µL de uma solução de H2S04 3M para impedir a
atividade da enzima. Os valores de absorvância desse
tratamento foram descontados dos valores das leituras
dos demais. Os experimentos foram realizados em
delineamento experimental completamente casualizado,
com três repetições.
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Após o preparo da reação, iniciou-se o
primeiro período de incubação, por 45 minutos, a 30ºC.
Interrompeu-se a reação com adição de 50µL de solução
de H2S04 3M em cada tubo de ensaio, exceto no controle
zero, que já continha o ácido antes da incubação. A
segunda incubação, por 15 minutos a 60ºC, foi realizada
para a formação da acetoína, a partir da reação do ácido
sulfúrico com o acetolactato, formado durante a
primeira reação. A etapa seguinte foi realizada para a
formação do complexo colorido, onde foram
adicionados 1mL de solução de creatina 0,5% p/v e
1mL de 1-naphtol 5% p/v, preparado em NaOH 2,5M
no momento do uso. Após isso, a mistura foi
novamente incubada por 15 minutos a 60ºC, para o
desenvolvimento da cor, que variou em tons de rosa
claro a vermelho claro, contrastando com a cor marrom-
esverdeada do padrão zero. Os tubos foram resfriados à
temperatura ambiente e a absorvância lida em
espectrofotômetro a 530nm.

Os valores referentes à atividade da enzima
ALS foram apresentados por quantidade de acetoína
produzida (µmol min-1 mL-1), determinada pela curva
padrão de acetoína. Para a determinação da curva padrão,
foram preparadas reações em tubos de ensaio, com
três repetições. Cada tubo recebeu 0, 10, 20, 40, 60, 80 e
100µM de acetoína e volumes variados da solução
tampão para volume final de reação de 1mL. Para a
formação do complexo colorido, foram adicionados 1mL
de solução de creatina 0,5% p/v e 1mL de 1-naphtol 5%
p/v, preparado em NaOH 2,5M no momento do uso. A
seguir, a mistura foi incubada por 15 minutos a 60ºC,
para o desenvolvimento da cor. Os tubos foram
resfriados à temperatura ambiente e a absorvância lida
em espectrofotômetro a 530nm. Os valores adotados
foram de 0,0058µM de acetoína para cada nm de
absorvância (dados não apresentados).

Os parâmetros cinéticos KM e Vmáx informam
a afinidade da enzima com o substrato. Para a obtenção
do KM e Vmáx, os ensaios foram realizados com diferentes
concentrações do substrato. Dez concentrações finais
de piruvato foram utilizadas: 0, 4, 8, 10, 15, 25, 40, 55, 75
e 100mM para ambos os biótipos (resistente e
suscetível). Os valores de KM e Vmáx foram
determinados a partir da equação de Michaelis Menten
(P?0,05) (NELSON & COX, 2006), conforme segue:

em que: y = atividade da enzima ALS (µmol.min-1.mL-1);
Vmáx = velocidade máxima de reação; x= concentração
do substrato (piruvato) e KM= concentração de
substrato (piruvato) que fornece uma velocidade inicial
igual à metade da velocidade máxima de reação. As

reações foram realizadas com tempo de 45 minutos de
reação para a primeira incubação, temperatura de 30ºC
e pH 7,5 (dados não apresentados).

Foram preparadas duas soluções estoque
do herbicida pyrazosulfuron-ethyl (Sirius®), a 5mM e
0,25mM, sendo que a partir dessas soluções foram
calculadas as quantidades de herbicida a serem
adicionadas em cada tubo de ensaio. Para o biótipo
suscetível, as concentrações foram de 0,0; 0,5; 1,0; 2,5;
5; 10; 15; 25 e 50µM e, para o biótipo resistente, as
concentrações  foram de 0; 25; 50; 100; 150; 250; 500;
750 e 1000µM. O bioensaio conteve dois tratamentos-
padrão sem o herbicida, denominados 0 (zero) e 100%
(cem) de atividade, sendo que o primeiro recebeu 50µL
de solução de ácido sulfúrico 3M no início do
bioensaio, antes da adição do piruvato (substrato)
utilizado na concentração de 40 e 35µM para os
biótipos resistente e suscetível, respectivamente, e o
segundo foi o tratamento padrão correspondendo à
testemunha sem inibidor.

Os valores de absorvância foram corrigidos
por meio da subtração do valor do controle zero. Os
valores obtidos foram usados para calcular o I50, o qual
representa a quantidade do inibidor necessária para
inibir 50% da atividade da enzima, utilizando o modelo
logístico de regressão não linear (SEEFELDT et al.,
1995), conforme segue:

em que: y= atividade da enzima ALS (%); a= assíntota
de máxima; x= dose do herbicida pyrazosulfuron-ethyl
(µM); xI50= dose do herbicida pyrazosulfuron-ethyl
(µM) correspondente a 50% da inibição da enzima ALS
e b= declividade da curva.

Foi determinado também o fator de
resistência (FR), o qual foi calculado pela divisão do I50
do biótipo resistente pelo correspondente ao do biótipo
suscetível. O FR expressa o número de vezes em que a
dose necessária para inibir 50% da atividade da enzima
do biótipo resistente é superior à dose que inibe 50%
do biótipo suscetível (HALL et al., 1998).
Adicionalmente, calculou-se o teor de proteínas totais
pelo método de BRADFORD (1976).

RESULTADOS   E   DISCUSSÃO

Para os parâmetros cinéticos KM (piruvato)
e Vmáx da enzima ALS de C. difformis, resistente e
suscetível a herbicidas inibidores de ALS, o biótipo
resistente apresentou superioridade ao suscetível em
21,5 e 51,9%, respectivamente (Figura 1). Estes valores
podem ser decorrentes da quantidade de enzima
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presente no ensaio, que foi 59% superior no biótipo
resistente, determinado pelo teste de proteína - Bradford
(dados não apresentados).

Trabalhos realizados com ALS de E.
heterophyla (VARGAS et al., 1999), Lactuta serriola
(EBERLEIN et al., 1997) e Scirpus juncoides (TANAKA,
2003) demonstraram resultados semelhantes aos
observados para C. difformis, nos quais a cinética da
enzima do biótipo resistente a herbicidas inibidores de
ALS não foi alterada, descartando a hipótese de
resistência decorrente de “superexpressão” da enzima
ALS.

A atividade da enzima ALS, extraída do
biótipo de C. difformis suscetível, foi inibida pelo
herbicida pyrazosulfuron-ethyl, apresentando I50 de
0,57µM (Figura 2A). Entretanto, para o biótipo
resistente, foram necessárias doses maiores do
herbicida para ocorrer inibição, sendo o valor do I50 de
73,38µM (Figura 2B). Dessa forma, a dose de
pyrazosulfuron-ethyl necessária para inibir 50% da
atividade da ALS do biótipo resistente foi 128,7 vezes
a dose necessária para o biótipo suscetível (Tabela 1).

Diante dos resultados obtidos,
evidencia-se que a resistência apresentada
pelo biótipo de C. difformis a pyrazosulfuron-
ethyl é devida à insensibilidade da enzima
ALS a esse herbicida e não é decorrente da
superexpressão da mesma.

Biótipos que apresentam
resistência decorrente de alteração na
composição da enzima ALS apresentam, em
geral, elevado fator de resistência, resultante
de mutações ocorridas na enzima (DEVINE &
SHUKLA, 2000). Mutações alteram o ponto
de acoplamento da enzima ALS, reduzindo a
afinidade com os inibidores (TRANEL &
WRIGHT, 2002). DEVINE & SHUKLA (2000)
relatam que a substituição da Prolina na
posição 197 resultou em alto nível de
resistência a herbicidas do grupo das
sulfonilureias em diversas espécies.

Elevado fator de resistência pode
inviabilizar o controle de C. difformis com
herbicidas inibidores de ALS, que é o principal
grupo de herbicidas recomendados para
manejo da espécie (SOCIEDADE..., 2007).

Entre os fatores responsáveis pelo aumento dos casos
de resistência a este grupo de ação, encontram-se as
características desses herbicidas, tais como utilização
em baixas doses e alta seletividade às culturas
(ROMAN et al., 2007). Ainda, o aumento de casos pode
decorrer do desenvolvimento de culturas resistentes a
herbicidas inibidores de ALS, o que resulta em
acréscimo na pressão de seleção de espécies daninhas
(DEVINE & SHUKLA, 2000). Medidas relacionadas à
utilização ponderada de manejo químico de plantas
daninhas, como a rotação de mecanismo de ação de
herbicidas, tornam-se necessárias para prorrogar o
surgimento da resistência.

No presente trabalho, verificou-se que não
houve prejuízo à atividade da enzima ALS de C.
difformis oriundo de lavouras orizícolas de Santa
Catarina, o que permite inferir que a resistência decorre
de mutações nos genes que codificam a enzima.
Resultados semelhantes encontram-se na literatura para
resistência aos herbicidas inibidores de ALS em
Amaranthus hybridus (TRUCCO et al., 2006), B.
subalternans (LAMEGO, 2008) e R. raphanistrum
(TAN & MEDD, 2002).

Figura 1 - Atividade da enzima acetolactato sintase (ALS) de Cyperus
difformis resistente (  ) e suscetível (   ) ao herbicida
pyrazosulfuron-ethyl expressa em produção de acetoína
em função de diferentes concentrações de substrato
(piruvato). KM= concentração de piruvato que fornece a
velocidade inicial igual à metade da velocidade máxima de
reação e Vmáx= velocidade máxima da reação. UFV, Viçosa
– MG, 2008. (Os pontos representam os valores médios
das repetições e as barras verticais os intervalos de
confiança).
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CONCLUSÃO

A resistência de Cyperus difformis
ao herbicida pyrazosulfuron-ethyl não altera os
parâmetros cinéticos KM (concentração de
piruvato que fornece a velocidade inicial igual
à metade da velocidade máxima de reação) e
Vmáx (velocidade máxima da reação) da enzima
ALS. A resistência do biótipo de C. difformis a
pyrazosulfuron-ethyl decorre da insensibilidade
da enzima ALS ao herbicida.
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