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1. INTRODUCAO

O nabo (Raphanus sativus L.) é uma planta de cobertura de solo
importante dos sistemas agricolas do Sul do Brasil. Entretanto, pode ser
considerada uma das principais plantas daninhas quando presente nos cultivos de
inverno causando prejuizos consideraveis (VARGAS; ROMAM, 2005). O controle
quimico é essencial para controle de nabo onde o uso repetido de herbicidas
inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS) favoreceu a selecdo de biotipos
resistentes (PANDOLFO et al.,, 2013). O herbicida metsulfurom-metilico atua
inibindo a sintese dos aminoacidos de cadeia lateral valina, leucina e isoleucina
onde é amplamente utilizado devido a sua alta eficiéncia e seletividade, baixa
dose aplicada e baixo impacto ambiental (POWLES; YU, 2010).

A resisténcia acarreta em aumento da dose herbicida (Iso - inibicdo de 50%
da atividade da enzima) em bibtipos resistentes quando comparado a biétipos
suscetiveis podendo inviabilizar a utilizacdo de determinados herbicidas em
alguns cultivos (PANDOLFO et al., 2013). Dessa forma, a detecgéo da resisténcia
€ considerada uma etapa importante afim de evitar a disseminacado e auxiliar na
busca por estratégias de manejo sustentaveis para agricultura.

Ensaios in vitro envolvendo a extracdo da enzima-alvo de acdo do
herbicida pode ser considerado um método rapido e pratico na identificacdo da
resisténcia (MONQUEIRO; CHRISTOFFOLETI, 2002). O ensaio in vitro da
enzima ALS baseia-se no acumulo de acetoina na presenca e na auséncia da
molécula herbicida inibidora da enzima onde apenas biGtipos resistentes
acumulam acetoina (GERWICK et al., 1993).

O objetivo do estudo é identificar a resisténcia de bi6tipos de nabo ao
herbicida metsulfurom-metilico através de bioensaio in vitro da enzima ALS.

2. METODOLOGIA

As sementes dos bidtipos de nabo com suspeita de resisténcia ao herbicida
metsulfurom-metilico foram coletadas de lavouras de trigo do Noroeste do RS sendo
devidamente identificadas e georreferenciadas. A semeadura ocorreu em maio de
2013 em vasos plasticos com capacidade para 0,75L preenchidos com
substrato+solo. Os bibtipos cresceram em casa de vegetacdo pertencente ao
Departamento de Fitossanidade da FAEM/UFPel por um periodo de 40 dias e apés
foi executado o ensaio in vitro em laboratorio.

O método de extracdo enzimatica seguiu a metodologia descrita por
SINGH et al. (1988) com modificacbes. Para cada um dos biotipos testados foram
utilizados 7g de folhas novas, congeladas em nitrogénio liquido (N2) e maceradas
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até formar po fino. Ao material macerado foi acrescido 70mL (1:10 p/v) do tampéao
de extracdo fosfato 100mM, pH 7,5 a 4°C contendo: 0,5mM de cloreto de
magnésio (MgClz2); 10mM de piruvato de sodio; 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). O material foi
homogeneizado e mantido sob agitacado por 20 minutos a 4°C em banho de gelo
onde a mistura foi filtrada com gaze para remocdo e descarte dos residuos
sélidos. A fracado liquida foi centrifugada a 12000 rpm por 20 minutos a 4°C em
centrifuga refrigerada onde o sobrenadante foi reservado e o residuo sélido foi
descartado.

O bioensaio in vitro da enzima foi realizado em experimento conduzido
em delineamento experimental completamente casualizado com trés repeti¢coes,
seguindo a metodologia proposta por GERWICK et al. (1993) com algumas
modificagdes. O bioensaio foi realizado em tubos de ensaio onde os tratamentos
foram arranjados em esquema fatorial onde o fator A foi composto da solucdo
enzimatica dos diferentes bi6tipos (B1; B4 e Bi13) onde cada tubo recebeu 600uL
da solucédo (enzima) e, o fator B foi composto de diferentes concentracdes do
herbicida metsulfurom-metilico (0; 0,01; 0,1; 1,0; 5,0; 10; 50 e 100uM) onde foi
acrescido 100uL da solucéo herbicida em cada tubo de ensaio. Além disso, cada
tubo recebeu 300pL do tampéo de reacdo fosfato 80uM totalizando 1000pL
(volume final da reacédo). O bioensaio conteve dois tratamentos padrdo sem
herbicida: o primeiro denominado O (zero) e o segundo com 100% de atividade,
sendo que o primeiro recebeu 50uL de solucdo de &cido sulfurico (H2SO4) 3M no
inicio do bioensaio para impedir a atividade da enzima e, o segundo, considerado
o tratamento padréo, correspondendo a testemunha sem inibidor foi adicionado
100uL de agua milli-Q.

Os valores de absorbancia (zero atividade) foram descontados dos
valores das leituras dos demais tratamentos com herbicida ou inibidor enzimético.
Apoés o preparo da reacédo, os tubos de ensaio foram incubados por 60 minutos a
30°C. A reacao foi interrompida com adi¢cdo de 50uL de solug¢éo de H2SO4 3M em
cada tubo de ensaio, exceto no controle zero onde a reacdo ja havia sido
interrompida inicialmente. A segunda incubacdo, por 15 minutos a 60°C, foi
realizada para a formacdo da acetoina. Para formacdo do complexo colorido
foram adicionados 1000uL de solugéao de creatina a 0,5% e 1000uL de 1-naphtol
a 5% plv preparado em hidroxido de sédio (NaOH — 2,5M) no momento do uso. A
reacao foi novamente incubada por 15 minutos a 60°C para o desenvolvimento da
cor. Os tubos foram resfriados a temperatura ambiente e a absorbancia lida em
espectrofotdmetro a 530nm.

A atividade da enzima ALS obtida através da quantidade de acetoina
produzida (umol mint mL?) foi expressa em percentagem (%) e determinada em
funcédo da curva padréo de acetoina e de proteina (ndo demonstrado). Os valores de
absorbancia foram corrigidos subtraindo-se o valor do controle zero e, o Iso foi
calculado através da regressao nao linear do tipo logistico (SEEFELDT et al.,
1995) utilizando o software SigmaPlot 12.3 (SIGMAPLOT, 2012). O fator de
resisténcia (FR) foi calculado pela divisdo do Iso do bidtipo resistente pelo valor
correspondente do biétipo suscetivel (HALL et al., 1998).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos para o ensaio in vitro da enzima ALS na presenca do
herbicida evidenciou interacdo entre o fator bidtipos e doses do herbicida
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metsulfurom-metilico (Figura 1). Os resultados demonstraram que foi necessario
0,038uM do herbicida metsulfurom-metilico para inibir 50% (lso) da atividade da
enzima ALS do bidtipo suscetivel enquanto que a Iso dos biotipos resistentes (B4 e
Bis) foi de 1,70 e 1,69uM, respectivamente (Tabela 1). Resultados semelhantes
foram obtidos em bibtipos de R. raphanistrum L. onde a Iso da enzima ALS do
biotipo resistente e suscetivel ao herbicida clorosulfurom foi de 1,55 e 0,009uM,
respectivamente, (YU et al., 2012).

Com base na nao sobreposicao dos intervalos de confianca (IC) (Figura 1,
Tabela 1) entre o biotipo suscetivel (B1) e os resistentes (B4 e Bis) foi possivel
estabelecer o fator de resisténcia (FR). O valor de FR constatado foi de 45 e 44
para o Bs e Bais, respectivamente (Tabela 1). Resultados similares foram
constatados em plantas daninhas resistentes a herbicidas inibidores da ALS com
local de acéo alterado onde apresentaram elevado FR (HAN et al., 2012). Com
base no FR obtido, pode-se afirmar que os bibtipos B4 e B13z sdo resistentes ao
herbicida metsulfurom-metilico pois apresentaram FR superior a 10, critério usado
para confirmar a resisténcia de plantas daninhas a herbicidas (BECKIE et al.,
2012) sendo possivel sua detecc¢éo através do bioensaio in vitro da enzima ALS.
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Figura 1- Inibicdo in vitro da atividade da enzima ALS (%) em biotipos de nabo
suscetivel (B1) e resistentes (B4 e Bi3) submetido a doses (uM) do herbicida
metsulfurom-metilico. FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2016.

Tabela 1- Valores do Iso, intervalo de confianga (IC) e fator de resisténcia (FR)
dos biotipos de nabo suscetivel (B1) e resistentes (B4 e B13) submetidos a
aplicacdo de diferentes doses do herbicida metsulfurom-metilico. FAEM/UFPel,
Capao do Ledo, RS, 2016.

Bi6tipo Iso® Fator de resisténcia?
UM 95 IC (FR)
Suscetivel (By) 0,038 0,07 - (10,007 -
Resistente (Ba) 1,70 2,14 - 1,26 45,00
Resistente (Bis) 1,69 2,04 -1,34 44,00

Is0 = dose necesséria para obter uma inibicdo de 50% da atividade da enzima ALS.
°FR obtido pela divisdo do Iso do biotipo resistente pelo Iso do bidtipo suscetivel.
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4. CONCLUSAO

O ensaio in vitro pode ser usado para detec¢do da resisténcia em biétipos de
nabo onde foi constada a suscetibilidade para B1 enquanto os bi6tipos B4 e Bis
sao resistentes ao herbicida metsulfurom-metilico apresentando Iso de 1,70 e
1,69uM e FR de 45 e 44, respectivamente.
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