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A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas,
principalmente os inibidores da sintese de aminoéacidos
ramificados (isoleucina, leucina e valina), esti se
propagando no Brasil. A literatura propdem que a resisténcia
aos herbicidas ocorre devido a sele¢ao de individuos
mutantes ja presentes na comunidade vegetal aspergida
pelo herbicida. Contudo, durante a replicagdo do DNA
ocorrem erros que sao corrigidos por diversas proteinas.
Ja foi identificada a composi¢cao de aminoéacidos das
proteinas do grupo MutS, responsaveis pela corregcdo de
erros replicativos em Arabidopsis thaliana. Com base na
elevada composi¢cdo dos aminoacidos ramificados nas
proteinas do grupo MutS, este trabalho questiona se a
auséncia desses aminoacidos em momentos criticos da
replicagcdo do DNA pode estar prejudicando a correcao
dos erros do DNA das plantas daninhas. Compara¢des
sdo feitas entre possiveis efeitos de inibidores de
acetolactato sintase (ALS) e de enol-piruvil-shiquimato-
fosfato-sintase (EPSPS). Com base nessas informacdes
sugere-se que herbicidas inibidores da sintese de
aminodacidos ramificados podem propiciar o aparecimento
de mais individuos mutantes resistentes aos mesmos.
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1INTRODUCAO

A resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas consiste na
ocorréncia de biétipo com habilidade de sobreviver a aplicacdo de
composto quimico, ao qual a populacéo original era suscetivel (LEBARON
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e GRESSEL, 1982). Sua ocorréncia foi teorizada por HARPER (1956) e
documentada pela primeira vez no Canada e nos Estados Unidos da
Américaem 1957 (HILTON, 1957; SWITZER, 1957). A partir de 1970 os
eventos de resisténcia passaram a ser documentados, continuadamente,
sendo registrados cerca de 10 novos casos por ano (VIDAL e FLECK,
1997).

No Brasil, ja estdo documentadas nove espécies resistentes
aos herbicidas, ou seja, leiteira (Euphorbia heterophylla), picao-preto
(Bidens pilosa e Bidens subalternans), papua (Brachiaria plantaginea),
sagitéria (Sagittaria montevidensis), capim-arroz (Echinochloa spp),
junquinho (Cyperus difformis), milh& (Digitaria spp) e cuminho (Fimbristylis
miliacea) (CHRISTOFFOLETI etal., 1996; VIDAL e FLECK, 1997; NOLDIN
etal., 1999; MEROTTO JR. etal., 2000; CORTEZ et al., 2002; NOLDIN
etal., 2002a,b), sendo que a maioria dos casos concentram-se na regiao
centro-sul do pais. Dessas, as espécies mais preocupantes sdo E.
heterophylla e Bidens spp devido sua origem abranger a regido Brasil-
Paraguai (KISSMANN e GROTH, 1992), pela abundancia das infestagdes
e impacto econdmico na agricultura nacional (WINKLER et al., 2002). E.
heterophylla e Bidens spp estdo presentes em 74% e 77%,
respectivamente, das areas de soja na regido do Planalto do Estado do
Rio Grande do Sul (BIANCHI, 1996). Ambas espécies sdo alégamas,
produzindo mais de 2000 sementes por planta, podendo reduzir o
rendimento de graos da cultura da soja em até 80%.

Os fatores que favorecem a selecao de bidtipos resistentes
envolvem caracteristicas relacionadas as plantas daninhas, aos herbicidas
e as praticas culturais. Uma das caracteristicas inerentes as plantas
daninhas é a diversidade genética, porque desenvolvem-se e evoluem
em ambiente hostil. A diversidade genética € comum principalmente entre
as plantas daninhas anuais, que sao as espécies pioneiras na sucessao
ecoldgica do ambiente agricola. Isso explica, a0 menos em parte, porque
em nivel mundial, a maioria dos bidtipos resistentes aos herbicidas sao
de espécies anuais. Grande diversidade genética favorece a sele¢éo de
individuos resistentes aos herbicidas devido maior probabilidade de se
encontrar alelo inerentemente insensivel ao produto utilizado. Da mesma
forma, grandes infesta¢des favorecem o aumento dos riscos de sele¢cdo
pararesisténcia (VIDAL e MEROTTO JR., 2001; WINKLER et al., 2002).

Como os herbicidas sao selecionadores dos biétipos resistentes,
aintensidade de sele¢do depende do nimero de anos de uso de produtos
com 0 mesmo mecanismo de acdo em determinada area. Além de outros
aspectos negativos, a pratica de monocultura condiciona a utilizagéo de
herbicidas com o mesmo mecanismo de acdo durante muitos anos,
favorecendo o desenvolvimento de resisténcia. A utilizac&o de herbicidas,
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principalmente no sistema de semeadura direta ou de preparo minimo do
solo, tornou-se método predominante no controle de plantas daninhas.
Assim, esses sistemas de manejo da lavoura apresentam maior risco de
ocorréncia de resisténcia devido a dependéncia de um Unico método de
controle de plantas daninhas (BROWN, 1996).

2 HERBICIDAS QUE INIBEM A SINTESE DE AMINOACIDOS EM
PLANTAS

No Brasil, ha herbicidas que inibem a rota de sintese de
aminoacidos ramificados e de aminoacidos aromaticos.

2.1 INIBIDORES DE AMINOACIDOS RAMIFICADOS

A enzima acetolactato sintase (ALS), também chamada
acetohidroxibutirato sintase (AHAS), € a primeira enzima da rota de
sintese dos amino4cidos de cadeia ramificada: valina, leucina e
isoleucina. Esses amino4cidos econtram-se entre os dez essenciais
para mamiferos, pois ndo sao sintetizados pelos mesmos (VIDAL e
MEROTTO JR., 2001).

Os herbicidas inibidores da enzima ALS compdem uma das
classes mais numerosas de herbicidas registrados atualmente, somando
20 ingredientes ativos (VIDAL, 2002). Os herbicidas que atuam nessa
enzima estdo reunidos em cinco grupos quimicos, ou seja,
imidazolinonas, sulfoniluréias, sulfonanilidas, pirimidiniloxi-benzoatos e
sulfonilaminocarboniltriazolinonas. Entretanto, no Brasil s6 estéo
disponiveis para venda produtos pertencentes aos quatro primeiros grupos
(VIDAL e MEROTTO JR., 2001).

A inibicdo do crescimento das plantas é detectada 1 a 2 horas
apos o tratamento com herbicidas, muito antes de qualquer efeito sobre
outros processos, como as reacgdes fotossintéticas, respiragdo aerobica
ou a sintese do RNA ou de proteinas. Estudos revelaram que o herbicida
bloqueia rapidamente o ciclo celular de G2 para a mitose e de G1 paraa
sintese de DNA. Mesmo sem nenhum efeito direto sobre o aparato
mitético é possivel que haja fungao regulatdria sobre o controle da divisdo
celular (BROWN, 1990).

Os herbicidas inibidores da ALS controlam plantas daninhas
dicotileddneas, além de gramineas e ciperaceas. No Brasil, cerca de
44% dos herbicidas dessa classe estéo registrados para utilizacdo na
cultura da soja, 28% para a cana-de-agucar, 22% para o arroz irrigado,
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havendo também registros para algodao, feijao, milho e espécies arbéreas
(RODRIGUES e ALMEIDA, 1998; LORENZI, 2000).

O mecanismo mais comum de toleréncia de culturas aos herbicidas
inibidores da ALS é a metabolizagdo da molécula. Entre as reacdes
metabdlicas mais comuns, envolvidas na seletividade de culturas aos
inibidores da ALS, estéo a hidroxilacéo do anel aromatico, a hidroxilagao
alifatica, a desalquilagdo, a deesterificacdo e a conjugacgdo. A enzima
citocromo P450 monooxigenase muitas vezes esta associada com
reacdes de hidroxilagdo das moléculas de herbicida (VIDAL, 2002).

2.2 INIBIDORES DE AMINOACIDOS AROMATICOS

A enzima 5-enolpiruvilshiquimato 3-fosfato sintase (EPSPS) esta
presente na rota de sintese dos aminoacidos arométicos fenilalanina,
tirosina e triptofano. EPSPS ocorre em plantas, fungos e na maioria das
bactérias, mas ndo em animais. Assim, mamiferos devem ingerir dieta
contendo aqueles aminoacidos para suprir suas necessidades nutricionais
(KRUSE et al., 2000).

Os herbicidas inibidores da enzima EPSPS tém como ingrediente
ativo o &cido glifosato (N-(fosfonometil) glicina). Os inibidores de EPSPS
perfazem 12 % das vendas globais de herbicidas, sendo distribuidos em
119 paises diferentes e somando mais de 150 marcas comerciais (FRANS
etal., 1997).

Os sintomas nas plantas tratadas desenvolvem-se lentamente.
Sob condic¢des de clima quente e tmido ocorrem em até 10 dias, mas
sob clima frio e/ou seco podem levar até 30 dias para se manifestarem
(VIDAL, 2002).

Os inibidores de EPSPS séo herbicidas de acéo total, de amplo
espectro, que controlam plantas mono e dicotiledéneas anuais e perenes.
Sao aplicados em poOs-emergéncia de plantas daninhas e antes da
semeadura ou emergéncia das culturas para o controle da vegetagéo
(manejo ou dessecacdo) e antes da semeadura no sistema de plantio
direto. Também sao utilizados para manejo da vegetacéo em areas ndo
cultivadas e para situacGes de renovacdo de pastagens (VIDAL e
MEROTTO JR., 2001).

As espécies vegetais apresentam diferentes graus de
metabolizacao dos inibidores de EPSPS. Células de trigo, soja, feijao e
milho em meio de cultura mostraram taxas varidveis de metabolizacao
do herbicida. O conteddo de metabdlitos inativos em soja foi de 50%,
enquanto que em trigo e milho foi menor do que 5%. A elevacdo da
temperatura aumenta a metabolizacéo de glifosato (FRANS et al., 1997).
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3INDUCAO A RESISTENCIA OU APENAS SELECAO?

Um dos dogmas preconizados na herbologia (ciéncia que estuda
as plantas daninhas) é de que os herbicidas ndo induzem mutacdes
para resisténcia, mas apenas selecionam individuos com alelos que
conferem resisténcia e que sao previamente existentes na comunidade
vegetal. Argumenta-se, para suportar essa afirmacgéo, que os herbicidas
devem demonstrar, mediante testes, que ndo sdo mutagénicos para serem
comercializados (MATIELLO et al., 1999). Contudo, convém salientar
gue os testes de mutagenicidade séo feitos principalmente em tecidos
de mamiferos (teste UDS) ou com bactérias (teste Ames) para prevenir
problemas a satde humana (MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

A anélise do mecanismo de agéo dos herbicidas inibidores de
ALS sugere que, em plantas aspergidas com esses produtos, nao é
ilégico prever mutagdes em taxas superiores as normalmente observaveis
em individuos nao tratados. A enzima DNA polimerase, responséavel pela
replicacéo (duplicagédo) do DNA pode introduzir nucleotideos incorretos
na nova fita de DNA formada na proporcao de 108. Diversas proteinas
(oriundas dos genes mutH, mutL e mutS, por exemplo) séo responsaveis
pela correcao de erros replicativos, reduzindo sua ocorréncia para 101
(MATHEWS e VAN HOLDE, 1990; CULLIGAN e HAYS, 1997; CULLIGAN
e HAYS, 2000; ADE et al., 2001). Varios herbicidas inibem enzimas
necessarias para biossintese de aminoacidos e as proteinas corretoras
de erros replicativos sdo formadas por aminoacidos. Assim, havendo
falta de aminoéacidos na formacgéo das proteinas corretoras de erros
replicativos pode ocorrer caréncia dessas proteinas e consegiientemente
falhas na correcéo dos erros replicativos.

4 CONSTITUICAO DAS PROTEINAS CORRETIVAS DO DNA E SUA
RELACAO COM OS HERBICIDAS INIBIDORES DA SINTESE DE
AMINOACIDOS

Analisou-se, para desenvolver esse tépico, a seqiéncia de
aminoacidos publicados na literatura (CULLIGAN e HAYS, 1997;
CULLIGAN e HAYS, 2000; ADE et al., 2001) para as enzimas oriundas
dos genes MutS e determinou-se o percentual de amino&cidos ramificados
e aromaticos na composicao das referidas enzimas (Tabela 1).

As enzimas MSH2, MSH3 e MSh6 apresentam 937, 1081 e 1362
aminodcidos, respectivamente (Tabela 1). Como existem na natureza
vinte aminoacidos, a andlise da composicao de certa proteina deveria
indicar a presenca de 5% de cada aminoéacido caso houvesse composi¢céo
aleatéria dos mesmos na enzima.
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TABELA 1- COMPOSICAO* DE AMINOACIDOS RAMIFICADOS E
AROMATICOS EM TRES PROTEINAS MutS DE
Arabidopsis thaliana— UFRGS - 2002

Fam lia de prote nas MutS em Arabidopsis thaliana

MSH2 MSH3 MSH6 M@tlia

AminoZgidos naenero % noeero % Noenero % %
Isoleucina 46 5 58 5 57 4 5
Leucina 104 11 111 10 134 9 10
Valina 58 6 81 7 98 7 7
Total dos ramificados 208 22 250 23 289 21 22
Fenilalanina 49 5 48 4 44 3 4
Triptofano 6 0,6 5 0,4 11 0,8 0,6
Tirosina 20 2 25 2 37 3 2
Total dos aromAicos 75 8 78 7,2 92 6,7 7
Total de aminoZEidos

937 100 1081 100 1362 100 -

na prote na

* Adaptado de CULLIGAN e HAYS, 1997; CULLIGAN e HAYS, 2000; ADE et al., 2001.

As enzimas avaliadas apresentaram elevado percentual (>20%)
dos aminoécidos valina, leucina e isoleucina. Tal fato deve-se a presenca
do aminoacido leucina em niveis superiores a 10% em quaisquer das
trés enzimas avaliadas. Comparativamente, 0s aminoacidos aromaticos
apresentaram niveis muito baixos (< 8%) nessas enzimas, principalmente
pela baixa presenca (< 0,6%) de triptofano (Tabela 1).

Os resultados apresentados sugerem que os herbicidas inibidores
de ALS podem prejudicar, indiretamente, a correcéo dos erros replicativos
pelas enzimas do grupo MutS. Essas enzimas corrigem as bases
nitrogenadas incorporadas erroneamente na nova molécula de DNA,
durante o processo de replicacdo. Como conseqiiéncia da auséncia de
correcao, seria de se esperar a ocorréncia de elevado nimero de genes
com bases nitrogenadas erradas nas plantas tratadas com esses
herbicidas.

As mutac¢des que seriam preocupantes, sob o ponto de vista do
controle de plantas daninhas, ocorreriam na enzima ALS (alvo da acéo
dos herbicidas), pois estaria configurada indugéo a resisténcia com a
aplicacédo dos mesmos. Estudos com o gene da enzima ALS de plantas
daninhas indicam que a troca de apenas uma base nitrogenada no
DNA tornam o biétipo resistente a esses herbicidas (DEVINE e
SHUKLA, 2000).
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Argumenta-se que inibidores de ALS aplicados em doses sub-
letais (de modo a ndo matar a planta), mas que impecam a formacgéo dos
amino&cidos necessarios a sintese das enzimas corretoras dos erros
replicativos poderia resultar em elevada freqiiéncia de bases nitrogenadas
incorretas nas fitas de DNA replicadas (em fungéo da falta de corre¢éo
do DNA). Com maior nimero de bases erradas maior a probabilidade de
se obter plantas mutantes resistentes aos herbicidas (WINKLER et al.,
2002). Essa hipotese nao foi investigada até o momento, mas foi verificado
gue herbicidas inibidores de ALS interferem na incorporacdo de
nucleotideos no DNA (RAY, 1982, SHANER e REIDER, 1986; PILLMOOR
e CASELEY, 1987). A suplementacdo de meio de cultura com os
aminoacidos valina, leucina e isoleucina reverte os efeitos dos herbicidas
inibidores de ALS na sintese de DNA (PILLMOOR e CASELEY, 1987;
ROST e REYNOLDS, 1985). Cinco herbicidas inibidores de ALS
apresentaram evidéncias de promoverem alteragfes cromossdmicas nos
testes de mutagenicidade (VENCILL, 2002).

5 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho apresenta a hipdtese, nédo testada, de que herbicidas
inibidores de ALS sejam indutores de mutac¢ao, favorecendo o
aparecimento de plantas daninhas resistentes aos herbicidas. Evidéncias
demonstram que ocorre elevada percentagem (22%) dos aminoacidos
ramificados em proteinas do grupo MutS de Arabdopsis Thaliana,
responsaveis pela correcao dos erros replicativos em plantas. Assim, a
acao dos herbicidas inibidores de ALS em fases criticas da sintese de
proteinas poderia deixar incorrigidas as trocas de bases nitrogenadas
durante o processo replicativo. Como conseqiiéncia haveria maior
freqiiéncia de genes mutantes, o que aumentaria a probabilidade de
selecionar plantas insensiveis aos inibidores de ALS apds a aplicagéo
do herbicida.

Caso seja comprovada a ocorréncia do fenédmeno de inducao de
muta¢des que conferem resisténcia, as recomendac¢des no uso de
herbicidas deverao ser revisadas e estratégias desenvolvidas para evitar
gue os herbicidas induzam a resisténcia.

Fatores agricolas que favoreceriam a ocorréncia de mutantes
resistentes aos herbicidas inibidores de ALS incluem: a utilizacdo de
doses sub-letais dos mesmos, o momento de sua aplicacéo na ontogenia
da planta, a aplicacéo desses compostos no solo e a freqiiéncia de uso.

A utilizaco dos herbicidas inibidores de ALS deveria ser indicada
apenas para controle de espécies altamente sensiveis, de forma a
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controlar todas as plantas tratadas com o produto. Caso seja utilizada
dose subletal, plantas com inibicdo parcial da enzima poderiam apresentar
limitacdo dos aminoacidos ramificados para formacao das proteinas
corretoras dos erros replicativos.

O momento para aplicagdo dos herbicidas inibidores da sintese
de valina, leucina e isoleucina deveria restringir-se ao inicio do
desenvolvimento da planta daninha para evitar o risco de sua utilizacdo
ocorrer durante fases criticas na ontogenia da planta. A aplicacéo desses
compostos no solo deveria ser evitada porque durante o processo de
degradacado microbiana, a dose residual no solo poderia diminuir para
concentracdes ndo letais a algumas espécies, incrementando o risco de
induzir a resisténcia. Assim, o uso desses herbicidas deveria restringir-
se as aplica¢des em pds-emergéncia.

A freqiiéncia de utilizagcdo dos inibidores de ALS deveria ser
reduzida, ficando restrita a apenas uma aplicagdo durante varios ciclos
de rotacdo de herbicidas com outros mecanismos de a¢do. Conforme
ponderado na discusséo, herbicidas inibidores da enzima EPSPS
apresentam menor probabilidade de induzir resisténcia e poderiam ser
empregados em rotacdo com os herbicidas inibidores de ALS.

Abstract

WEED RESISTANCE: SELECTION OR INDUCTION TO MUTATION BY
INHIBITORS OF ACETO LACTATE SYNTASE HERBICIDES

The weed resistance to herbicides is widely spread in Brazil, mainly for the compounds
inhibitors of the synthesis of branched-chain amino acids, isoleucine, leucine and
valine. The literature proposes that the resistance to herbicides appears as result of
selection of mutant individual plants existent in the weed flora prior to herbicide
application. However, during DNA replication occur replication errors, that are corrected
by several proteins. It is already known the amino acid composition of the proteins
from the group MutS, responsible for the correction of replication errors in Arabidopsis
thaliana. Based on the high composition of branched-chain amino acids on the group
MutS proteins, in this work it is hypothesized that the absence of these amino acids on
critical moments of the DNA replication can be interfering on the correction of the DNA
replication errors in weeds. Possible effect of aceto lactate syntase (ALS) and enol-
pyruvil-shiquimato-phosphate syntase (EPSPS) inhibithing herbicides are compared.
This review suggests that herbicides inhibitor of branched chain amino acid synthesis
can trigger the appearance of more mutant weeds resistant to the herbicides when
sprayed by these compounds.

KEY WORDS: HERBICIDE; WEED RESISTANCE.
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