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RESUMO

O objetivo da pesquisa foi verificar diferencas fisioldgicas entre mono (Digitaria
horizontalis) e dicotiledoneas (Emilia coccinea) em fungdo da aplicacdo da mistura de
herbicidas clomazone+ametrina e sua relagdo com a mortalidade dessas espécies. Para isso,
foram realizados dois experimentos, um para cada espécie, onde aplicou-se a mistura de
herbicidas clomazone e ametrina, em quatro doses: 0 (dgua); 2,5 L. ha' (0,5kgi.a ha! de
clomazone + 0,75 kg i.a.ha! de ametrina) ; 5 L. ha'! (lkgia ha! de clomazone + 1,5 kg
i.a ha' de ametrina) e 10 L. ha™* (2 kg i.a ha' de clomazone + 3 kg i.a ha" de ametrina),
aos 30 dias apds a semeadura. As varidveis fisioldgicas estudadas foram: teores de
pigmentos fotossintéticos, emissdo da fluorescéncia da clorofila a, proteinas soluveis,
atividade da superdxido dismutase (SOD), atividade da ascorbato peroxidase (APX),
extravasamento de eletrélitos e peroxidacdo de lipideos 72 horas ap6s a aplicacdo. Apds 25
dias da aplicagao foi contabilizada a frequéncia de plantas mortas e a matéria seca
acumulada por planta. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e andlise de
regressdo exponencial ou linear. Os teores clorofila totais e carotendides decresceram
exponencialmente com o aumento das doses da mistura de herbicidas, nas duas espécies
estudas. Os valores do rendimento quantico potencial (Fv/Fm), rendimento quantico
efetivo (YIELD) e fluorescéncia maxima (Fm) também decresceram exponencialmente
para as duas espécies, ja a fluorescéncia inicial (Fo) decresceu linearmente para ambas. A
atividade da SOD decresceu linearmente em ambas as espécies, porém esse decréscimo foi
mais acentuado na monocotiledonea. Nao houve alteracdo significativa da atividade da
APX. A dicotiledonea apresentou aumento linear mais acentuado no extravasamento de
eletrélitos comparado com a monocotiledonea. Para a peroxidacdo de lipidios, as espécies
apresentaram comportamento semelhante aos de extravasamento de eletrolitos. Em relagao
a mortalidade das plantas, a dose de 10 L.ha" eliminou apenas 53,84% da populagdo de D.
horizontalis enquanto a mesma dose eliminou 100% da populagdo de E. coccinea. Diante
das observacdes, conclui-se que a espécie que sofreu maior dano de membranas celulares
foi a que obteve maior redugdo na meteria seca por planta e maior percentual de
mortalidade. Outros mecanismos que ndo os avaliados nessa pesquisa podem estar
relacionados com a maior tolerancia de D. horizontalis a mistura de ametrina+clomazone.

Palavras-chave: fluorescéncia da clorofila, clorofila, carotendides, tolerancia a herbicidas,
plantas daninhas e estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Purpose of this research was to investigate physiological differences between monocots
(Digitaria horizontalis) and dicots (Emilia coccinea) in function on the application of the
mixture of herbicides clomazone + ametryn and its relation with mortality of these species.
For this, conducted two experiments, one for each species, where was applied the herbicide
mixture in four doses: 0 (water); 2.5 L. ha™ (0.5 kg a.i ha™ of clomazone + 0.75 kg a.iha’
of ametrina) ; 5 L. ha'! (1kgai ha! of clomazone + 1.5 kg a.i ha' of ametrina) e 10 L. ha
" (2 kg a.i ha' of clomazone + 3 kg a.i ha” of ametrina), when the plants were 30 days
after sowing. Physiological variables studied were levels of photosynthetic pigments,
chlorophyll fluorescence emission, superoxide dismutase (SOD) activity, ascorbate
peroxidase (APX) activity, electrolyte leakage and lipid peroxidation 72 hours after the
apliccation. After 25 days of the application were counted the frequency of dead plants and
dry matter accumulation per plant. The data were submitted to analysis of variance and
exponential or linear regression analysis. The total chlorophyll and carotenoids decreased
exponentially with increasing doses of the mixture in the two species studied. The values
of maximum fluorescence (Fm), maximum quantum yield (Fv/Fm) and effective quantum
yield (YIELD) also decreased exponentially for both species, since the minimal
fluorescence (Fo) decreased linearly for both. The SOD activity decreased linearly in both
species, but this decrease was more pronounced in monocots. The APX showed no
significant change in its activity. The dicots showed a linear increase more pronounced in
electrolyte leakage compared with the monocot. For lipid peroxidation, the species were
similar to those electrolyte leakage. In relation to plant mortality, the dose of 10 L.ha
eliminated only 53.84% of the population of D. horizontalis while the same dose for E.
coccinea eliminated 100% of the population. Given the observations, concluded that the
species that suffered the greatest damage of the cell membrane was obtained more
reduction in dry matter per plant and a higher percentage of mortality. And other
mechanisms than those evaluated in this study may be related to increased tolerance of D.
horizontalis to mixture of ametryn+clomazone.

Keywords: chlorophyll fluorescence, chlorophyll, carotenoids, herbicide tolerance, weed

and oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

As plantas daninhas sdo um dos principais fatores bidticos que interferem no
desenvolvimento dos cultivos em geral, e, especificamente da cana-de-actcar, cultura de
grande expressdo econdmica e de valor estratégico para o Brasil e para o estado de Alagoas
devido a producdo de agucar e dlcool, além da co-geracdo de energia elétrica. Nesse
agroecossistema, tais plantas competem por agua, luz, CO,, nutrientes, podendo também
apresentar efeitos alelopaticos sobre a cultura (KUVA et al., 2003).

Em uma comunidade de plantas infestantes existem espécies mono e dicotileddneas
que devem ser controladas para evitar a competicdo e os consequentes danos a cultura. O
controle quimico, através do emprego de herbicidas, € o principal e mais eficiente método
de controle de plantas daninhas. Atribui-se o sucesso de aceitacdo deste método pelos
produtores a menor dependéncia de mao-de-obra e alta eficiéncia mesmo em épocas
chuvosas (SILVA et al, 2007).

A atividade biolégica de um herbicida estd associada a sua absor¢ao, translocagao,
metabolizacdo e sensibilidade da planta. Assim a tolerancia a diferentes doses de
herbicidas € o resultado de variagdes nos processos citados (WARWICK, 1991). Dessa
forma, as espécies mono e dicotiledoneas podem apresentar respostas diferentes a
aplicagcdo de um herbicida.

A utilizacdo de misturas de herbicidas tem aumentado, com a finalidade de manejar
e prevenir a tolerancia e/ou resisténcia de plantas daninhas. Visto que a aplicacdo de um
mesmo ingrediente ativo por varios anos consecutivos aumenta a pressao de selecdo de
individuos tolerantes e resistentes em uma populacdo de plantas daninhas
(CHRISTOFFOLETI et al., 2009). Dentre essas misturas destaca-se a associacdo de
moléculas que interferem no fluxo de elétrons entre os fotossistemas (a exemplo da
ametrina) com moléculas inibidoras da sintese de pigmentos fotossintéticos (clomazone).

A ametrina € um inibidor do fluxo de elétrons no fotossistema II (FSII), bloqueando
a transferéncia de elétrons do doador de elétrons, Qa, para o carreador mével de elétron,
Qp (HOLT et al., 1993). O clomazone € um herbicida pertencente ao grupo dos inibidores
de pigmentos, bloqueando a formacdo de isoprendides cloroplastidicos incluindo
pigmentos fotossintéticos, carotendides, carreadores de elétrons e tocoferol em plantas
superiores (NORMAN et al., 1990).

Os herbicidas também podem levar as plantas, a aumentar a produgdo de espécies

reativas de oxigénio (EROs). Esses radicais podem reagir com varias macromoléculas de



importancia bioldgica como lipideos de membranas, proteinas e DNA, causando sérios
danos, podendo levar a morte dos tecidos. O monitoramento da atividade das enzimas que
catalizam a remog¢do desses compostos pode revelar o nivel de estresse em que o vegetal se
encontra (MITTLER, 2002).

Alteragdes no funcionamento do aparato fotossintético em condi¢des de campo e
em laboratério podem ser detectadas através de mudancas dos padrdes da emissdo de
fluorescéncia da clorofila a (MAXWELL & JOHNSON, 2000; BAKER & ROSENQVIST,
2004). A clorofila é a molécula responsédvel pela captagdo da energia luminosa, que ird ser
convertida em carboidratos (TAIZ & ZEIGER, 2009), dessa forma alteracdes na sintese de
tal pigmento podem ocasionar disturbios no desenvolvimento vegetal. Além disso, os
carotendides desempenham papel na protecdo da planta contra os efeitos nocivos do
excesso de radiacado (HAVAUX & NIYOGI, 1999), assim um decréscimo em sua
biossintese poderd causar danos as plantas.

O melhor entendimento das diferencas fisiolégicas entre monocotiledoneas e
dicotiledoneas frente a aplicacdo de herbicidas pode ser util para otimizar o uso dessa
ferramenta na agricultura. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi verificar diferencas na
fisiologia das espécies de plantas daninhas Digitaria horizontalis (monocotiledonea) e
Emilia coccinea (dicotiledonea), ambas infestantes da cultura da cana-de-agicar, em

resposta a aplicacdo de diferentes doses da mistura de herbicidas clomazone + ametrina.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Plantas daninhas e os impactos na cultura da cana-de-acicar

As plantas daninhas no agroecossistema da cana-de-acticar representam um dos
maiores fatores bidticos de interferéncia do crescimento e desenvolvimento, limitando a
produtividade dessa cultura (KUVA et al., 2003). Embora a cana-de-agtcar apresente o
metabolismo fotossintético C4, sendo esse altamente produtivo sob condi¢des tropicais,
deve-se ter aten¢do quanto a competicdo com as plantas invasoras, principalmente nos
estagios iniciais do estabelecimento da cultura, pois a brotacdo e o crescimento inicial sdo
lentos além, de varias espécies daninhas também apresentarem o metabolismo Cy
(PROCOPIO et al., 2003).

A interferéncia pode ser definida como um conjunto de acdes que a cultura recebe
das plantas daninhas, resultando em respostas diretas ou indiretas. A interferéncia direta
mais conhecida é a competicdo das plantas daninhas com a cana-de-agtcar pelos nutrientes
minerais essenciais, a luz, a d4gua e o espaco. A alelopatia é outra forma de interferéncia
direta, onde as plantas daninhas produzem compostos quimicos que podem reduzir ou
inibir o crescimento dos cultivos. Além desses, o parasitismo pode ser considerado de
importancia em cana-de-aguicar. Dentre as interferéncias indiretas estdo: hospedar pragas e
doencas as culturas, além de dificultar as colheitas (PITELLI, 1987).

De acordo com Sign & Kaur (2003) a alta competi¢do, nos estdgios iniciais de
crescimento entre 3 e 4 meses, causa redugdes substanciais no rendimento, e em ultimo
caso reduz a rentabilidade dos cultivos em longo prazo onde as perdas de produtividade
variam de 20 a 40%. Kuva et al., (2001) estudando a competicdo especifica e permanente
de Brachiaria decumbens, encontraram que esta reduz em 82% a produtividade do cultivo
de cana-de-agucar. Por isso a adoc¢do de medidas que interfiram no crescimento e
controlem o desenvolvimento de plantas daninhas devem ocorrer dentro de um periodo
critico para que nao ocorram danos a cultura e nem prejudiquem o ambiente (SILVA et al.,
2007).

Nesse contexto Pitelli & Durigan (1984) definiram periodo total de prevencao da
interferéncia (PTPI) como o tempo em que a cultura deve ser deixada livre de plantas
invasoras, para que o rendimento nao seja alterado tanto em sua qualidade como em sua
quantidade, a partir da emergéncia ou plantio da cultura. Apds esse o proprio

sombreamento da cultura ja bloqueia o desenvolvimento das invasoras. O periodo anterior



a interferéncia (PAI) € o tempo apds a semeadura, em que a cultura pode conviver com a
comunidade de plantas daninhas antes que a interferéncia se instale e reduza
significativamente a produtividade. E o periodo critico de prevencdo da interferéncia
(PCPI) pode ser descrito como o tempo em que a cultura deve ser mantida livre das
infestantes até o ponto em que ndo prejudiquem mais o rendimento. Porém Vidal et
al.(2005), leva em conta os aspectos rentabilidade, propondo assim a existéncia do periodo
anterior ao dano no rendimento econdmico (PADRE), o qual leva em considera¢do os
custos com controle e os valores dos rendimentos da cultura para se determinar o periodo
aceitdvel de interferéncia antes de se decidir pelo seu controle.

O nivel do dano causado pelas espécies invasoras depende principalmente da
capacidade de competi¢do dessas, sendo assim varia entre as diferentes espécies. Por conta
da extensdo territorial do Brasil e do cultivo da cana-de-acticar em praticamente todas as
regides, existe uma infinidade de espécies relatadas como infestantes dos canaviais.

Para se iniciar o manejo adequado das plantas daninhas deve-se levar em
consideragdo a identificacdo das espécies ali presentes, assim como a importancia com
relacdo a freqiiéncia, dominancia e densidade dessas (OLIVEIRA & FREITAS, 2008).
Segundo Procépio et al. (2003) entre as espécies mais encontradas nos canaviais da regidao
Centro-Sul estdo: Digitaria horizontalis (capim-colchdo), Cyperus rotundus (Tiririca),
Emilia sonchifolia (falsa-serralha) entre outras. Além dessas, na regido nordeste destacam-

se: Paspalum maritimum (capim-gengibre) e Chamaesyce hirta (burra-leiteira).

2.2. Emilia coccinea (Sims) F.Don e Digitaria horizontalis Willd

A espécie Emilia coccinea pertence a familia Asteraceae, sendo conhecida como
pincel, serralha-mirim e serralhinha. Trata-se de uma planta anual, herbidcea que tem
ocorréncia em todo o litoral brasileiro, propagando-se apenas por sementes. E mais
frequente em regides de alta umidade relativa e infesta culturas anuais e perenes
(LORENZI, 2000). Levantamentos fitossocioldgicos registram sua ocorréncia em dreas de
cultivo de cana-de-actucar na regidao sudeste, principalmente em cana-planta (OLIVEIRA &
FREITAS, 2008). No estado de Alagoas, embora nao haja relatos oficiais, sabe-se que essa
espécie ocorre com frequencia nas dreas de cultivo comercial de cana-de-agucar.

A espécie Digitaria horizontalis pertence a familia Poaceae, sendo conhecida como
capim-colchdo, milha e capim-milha. E uma planta anual, herbacea, ereta ou decumbente,

muito entouceirada, infestando lavouras perenes e anuais. Propaga-se por sementes e por



enraizamento dos nés inferiores (LORENZI, 2006). E citada como uma das principais
espécies de plantas daninhas que infestam os canaviais em todo o territério brasileiro
(DIAS et al., 2007). Sua importancia como infestante vem crescendo nos ultimos anos,
principalmente pela selecdo imposta por herbicidas que tem pouca eficiéncia em seu

controle (PROCOPIO et al., 2003).

2.3. Controle quimico de plantas daninhas na cana-de-acicar

Existem basicamente cinco métodos de controle de plantas daninhas: i) o preventivo,
no qual se utilizam préticas que visam prevenir a introdu¢do ou disseminac¢do de espécies-
problema; ii) o cultural, com uso de rotacdo de cultura, cobertura verde e diferentes
espacamentos; iii) o mecanico, através de arranque manual, capinas e rocadas; iv) o fisico,
utilizando-se praticas de inundagdo, solarizacdo e cobertura morta; v) o quimico, com a
utilizacdo de herbicidas (SILVA et al., 2007a). Porém de longe, o quimico, utilizando-se
herbicidas, € o mais utilizado pelos produtores rurais em situacdo de pré-emergéncia ou
pos-emergéncia inicial ou eventualmente em condi¢des de pds-emergéncia tardia, em jato

dirigido a entrelinha da cultura, com as plantas daninhas em estddio mais tardio de

desenvolvimento (CHISTOFFOLETI et al, 2009).

Uma das formas utilizadas para classificar os herbicidas é quanto ao seu mecanismo
de acdo. O qual representa o ponto inicial do metabolismo das plantas, em que um
ingrediente ativo atua , acarretando em uma série de respostas metabdlicas seqiienciais,

resultando ou ndo em sintomas visuais (HOLT et al.,1993).

Segundo Procépio et al. (2003), os principais grupos de herbicidas utilizados na
cultura da cana-de-actcar, divididos por mecanismo de acdo, sdo: os reguladores de
crescimento, inibidores da acetolactato sintetase (ALS), inibidores da 5-
enolpiruvilchiquimato3-fosfato sintase (EPSP), inibidores do fotossistema II (FSII),

inibidores de pigmentos, destruidores de membranas e inibidores de respiragao.



2.3.1 Inibidores do fotossistema I1

Os herbicidas inibidores do fotossistema II (FSII) podem ser divididos em duas
superfamilias: a familia da uréia/triazina e a familia dos fendlicos (HOLT et al., 1993). Os
herbicidas da familia das triazinas (atrazina, simazina e ametrina) e fenilurea (diuron),
bloqueiam a transferéncia de elétrons do doador de elétron, Q4, para o carreador mével de
elétron, Qp. Eles fazem isso ligando-se ao sitio de ligacdo da plastoquinona (PQ) na
proteina D1 do centro de reacdo do FSII. As moléculas que se ligam a proteina D1 e
inibem o transporte de elétron, causam duas principais conseqiiéncias: i) escassez de
NADPH, que é requerido para a fase de reducdo do ciclo de Calvin; ii) formagdo de
radicais livres (H,O,, OH-, Chl® ) que causam a fotoxidacdo de moléculas importantes
como: pigmentos, lipidios proteinas, dcidos nucléicos, causando danos a membranas e
inativacdo de enzimas, assim inviabilizando a célula. A outra familia de inibidores
fotossintéticos também se liga ao grupamento Qg. Porém sdo chamados inibidores “nao
cldssicos”, por considerar-se que a atuac@o dos fendis sobre a fotossintese constitua apenas
um evento secunddrio na toxicidade desses herbicidas para as plantas (DEVINE &
SHUKLA, 2000; ALLA et al, 2008a).

Os sintomas visuais apresentados por plantas suscetiveis aos inibidores do FSII
incluem: cloroses internervais e nas bordas das folhas, progredindo para necrose. Outro
fato é que esses aparecem primariamente em folhas mais velhas e podem ser confundidos

com sintomas do grupo de moléculas disruptoras de membranas (PROCOPIO et al., 2003).

2.3.2 Inibidores da sintese de pigmentos

Os herbicidas inibidores da sintese de pigmentos incluem os grupos quimicos das
isoxazolidinona e piridazinonas. Com a inibi¢do da produ¢do de pigmentos fotossintéticos
pelas plantas, particularmente os carotendides, leva a um “branqueamento” ou ao
desenvolvimento de uma colorac@o violdcea das folhas. Qualquer um desses sintomas,
deixa as invasoras mais suscetiveis ao dano oxidativo causado pela absorcdo da radiacao
ultravioleta (TENBROOK & TJEERDEMA, 2005) ou pela ndo dissipagdao do excesso de
energia da clorofila no estado tripleto, antes da formacdo de espécies de oxigé€nio reativo
que podem causar peroxidagdo lipidica nas membranas (MORTENSEN & SKIBSTED,

1997). Esses ultimos causam necroses com o passar do tempo, levando a morte das plantas.



Dentre as diversas moléculas inibidoras de pigmentos existentes, o clomazone € um
ingrediente ativo de grande uso na cultura da cana-de-acucar. Bloqueando a formagao de
isoprenoides  cloroplastidicos incluindo pigmentos fotossintéticos, carotendides,

carreadores de elétrons e tocoferol em plantas superiores (NORMAN et al., 1990).

2.4 Tolerancia de plantas daninhas a herbicidas

A habilidade das plantas tolerarem a um herbicida, seja essa planta daninha ou
cultivada, é devido a capacidade diferencial na absorcdo, translocacdo, metaboliza¢do ou
exsudacdo do composto para o ambiente. Além disso, o estdgio de desenvolvimento e as
condic¢des climéticas antes e apds aplicagdo, influenciam de forma substancial na tolerancia
das espécies aos herbicidas (GALON et al., 2009).

Basicamente os mecanismos que as plantas utilizam para tolerar e/ou resistir a uma
molécula sd@ao os seguintes: menor absor¢do e/ou translocacdo, maior metabolizacdo do
herbicida em substancias menos fitotéxicas, compartimentalizacdo da molécula, falta de
afinidade do herbicida pelo sitio de agdo especifico e superproduc¢do da enzima-alvo
(SILVA et al., 2007b).

A absorcdo diferencial por raizes e folhas geralmente estd envolvida no mecanismo
de tolerancia de varias espécies aos herbicidas inibidores do FSII. Assim a taxa de
absor¢do pode ser essencial para a tolerancia de espécies daninhas aos herbicidas. Por
conta disso os estadios de desenvolvimento das plantas e as condi¢Oes climdticas podem
ser preponderantes para a eficiéncia dos herbicidas (GALON et al., 2009). Entretanto, nem
sempre a tolerancia a um herbicida € determinada pela absorcao e translocagdo diferencial ,
como o caso de Digitaria nuda aos herbicidas diuron e imazapyr (DIAS et al., 2004).

A translocacdo em baixos niveis também garante seletividade em certas espécies
daninhas e cultivadas. O clomazone é seletivo a soja justamente pela menor translocacao
desse ingrediente nessa espécie em relacdo as suas invasoras (GALON et al.,, 2009;
NORMAN et al., 1990).

Ap6s a penetracido do herbicida na planta, a molécula poderd ser metabolizada a
compostos secunddrios sem atividade ou com atividade reduzida. Normalmente os
mecanismos de desintoxicacdo de herbicidas incluem metabolismo enzimético e
transformacgao desses compostos em substancias menos toxicas. Entre as enzimas pode-se

citar a glutationa-S-transferase, que atua na conjugacdo de herbicidas e/ou moléculas



téxicas com os peptideos de glutationa inativando ou reduzindo a fitotoxidez de uma
determinada molécula (EDWARDS et al., 2000).

Além disso, a planta pode utilizar enzimas para amenizar e/ou reverter os efeitos
causados pelos herbicidas. Entre essas proteinas podem-se destacar as do sistema
antioxidativo, as quais removem os radicais livres (oxigénio reativo) gerados por
moléculas inibidoras do FSI e FSII (PYON et al., 2004; HASSAN & ALLA, 2005).

A aplicacdo de herbicidas por anos consecutivos em uma mesma area, sem a
preocupacdo com a utilizacdo de mais de um mecanismo de acdo, gera uma pressdo de
selecdo levando ao surgimento de altas densidades de plantas tolerantes. A tolerincia
diferenciada a determinada molécula, dentro de uma espécie é bastante comum (GALON
et al., 2009).

Assim como em outros estresses, 0s herbicidas causam alteracdes no metabolismo
das plantas que podem alterar os padroes de emissdo de fluorescéncia da clorofila a
(BAKER, 2008). Além disso, a atividade das enzimas antioxidantes pode ser utilizada
como indicativo do bom funcionamento do metabolismo das plantas, j4 que diversas
causas, como a aplicagdo de herbicidas podem levar a alta producdo de radicais livres

(APEL & HIRT, 2004; CARRILO & VALLE, 2005).

2.5 Fluorescéncia da clorofila a

As primeiras observacdes sobre as mudancas no rendimento da fluorescéncia da
clorofila a foram feitas por Kautsky e colaboradores em 1960 (MAXWELL & JOHNSON,
2000). A luz absorvida pelas moléculas de clorofila, apés mudarem a configuracio
eletronica dessas, elevam a clorofila do estado basal (Chl a) para o estado excitado (Chl
a*). Conseqiientemente essas moléculas tém que dissipar a energia proveniente dos fotons,
para voltar ao seu estado basal ja que o estado excitado € instavel, por trés vias basicas: a
primeira via é a dissipacao fotoquimica, que consiste na utilizacdo da energia luminosa nos
processos fotoquimicos da fotossintese, que culminardo com a formagcdao de ATP e
NADPH, para serem gastos durante a fase bioquimica do processo fotossintético. Essa
“dissipagcao” também € conhecida como quenching fotoquimico (qp); a segunda via € a re-
emissdo de um féton (radiacdo) em um comprimento de onda levemente mais longo

(vermelho e vermelho distante), essa € conhecida como fluorescéncia; a terceira via é



producdo de calor na forma de radiacdo infravermelha, essa é conhecida como quenching
nao-fotoquimico(qn) (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Dessa forma, as trés vias competem entre si, onde qualquer aumento na eficiéncia
de uma resultard em decréscimo das outras. Assim medidas de fluorescéncia da clorofila a,
podem gerar informacdes sobre mudancas ocorridas na eficiéncia fotoquimica e na
dissipacdo de calor MAXWELL & JOHNSON, 2000). A fluorescéncia da clorofila a em
sua maior parte emitida pelo fotossistema II (FSII) e pelo sistema coletor de luz do FSII
(LHCII), onde os estudos sobre essa emissdao tém sido relacionados com respostas de
fluorescéncia, quando um tecido fotossintetizante € rapidamente iluminado, apds uma
adaptagdo ao escuro (CAMPOSTRINI, 2001).

No escuro os centros de reagdes sao ditos como “abertos”, pois a quinona A (Qa)
estd completamente oxidada, e assim sao capazes de realizar a redugdo fotoquimica da Qa.
A exposi¢do de uma folha adaptada ao escuro, a um feixe de luz de baixa intensidade (0,1
pmol m? s'l) resulta no nivel minimo de florescéncia (Fo) (Figura 1). O Fo representa a
emissao de luz pelas moléculas de clorofila a excitadas, antes de a energia ser dissipada
para o centro de reac@o do FSII. Esse ¢ um valor de referéncia para determinacdo de outros
parametros da fluorescéncia, podendo ser alterado em casos onde existam mudangas
estruturais nos pigmentos fotossintéticos do FSII (CAMPOSTRINI, 2001; BAKER, 2008).

Ap6s atingir Fo, o tecido fotossintetizante pode ser exposto a um rapido pulso de
luz actinica de alta intensidade (menos de 1s e muitos milhares de pmol m> s'l), onde a Qa
estard totalmente reduzida e seu nivel de fluorescéncia maximo serd alcancado (Fm). Nesse
ponto os centros de reacdo do FSII, com a Q4 estardo “fechados”. A diferenca entre Fm e
Fo € a fluorescéncia varidvel (Fv). A razdo Fv/Fm pode ser utilizada para estimar a
eficiéncia quantica da redugdo da Q. Esse valor demonstra a eficiéncia maxima que a luz
absorvida pelo complexo antena do FSII € convertida a energia quimica (reducao da Q)
(BAKER & ROSENQVIST, 2000).

A fluorescéncia também pode ser medida com as folhas adaptadas a luz. Quando
essa € exposta a uma luz saturante com alta densidade de fluxo de f6tons
fotossinteticamente ativos (DFFFA), ha um aumento da fluorescéncia até os niveis maximo
Fm’ (Figura 1). O Fo’ € o nivel minimo de fluorescéncia, quando o tecido encontra-se
adaptado a luz. A diferenca entre Fm’ e Fo’ é a fluorescéncia varidvel sob condi¢des de
luz. Dessa forma a razdo Fv’/Fm’ € a eficiéncia quantica maxima do FSII e fornece uma

estimativa da eficiéncia fotoquimica do FSII a uma dada intensidade de luz, o qual € a



eficiéncia operacional do FSII se todos os centros do FSII estiverem abertos (Qa oxidada)
(BAKER, 2008).

Entdo as medidas de fluorescéncia sdo uma importante ferramenta para os estudos
de fisiologia de plantas, pois se trata de um método ndo destrutivo e de alta aplicabilidade
em condi¢des de campo e de laboratério. Diversos estresses e mudangas metabdlicas
podem alterar os padrdoes de emissdo de fluorescéncia nas plantas, mas essa €
principalmente afetada por causas que influenciem na fase fotoquimica da fotossintese.
Diversos autores apontam que os valores comuns de Fv/Fm em plantas nao estressadas
giram em torno de 0,8. O monitoramento desse parametro passa a ser entao, uma ripida e
simples maneira de verificar condi¢des fisiologicas de plantas (BAKER, 2008; BAKER &
ROSENQVIST, 2000).

Medidas sem luz

Pulsos saturantes, FSI fechado

Luz actinea, FSII parcialemte fechado <« F
Luz Vermelho distante no PSI, PSII aberto . PSS R ) m

F,—
ma *-Fp

Fluorescéncia dissipada

basal 0 10 20 30
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685 pmol fotons m-2 s-1
0.1 pmol fétons m-2 s-1 0.1 pmol fétons m-2 s-1

Figura 1. Seqiiéncia de uma curva tipica de fluorescéncia. Fo- fluorescéncia inicial; Fm-
fluorescéncia maxima; Fv- fluorescéncia varidvel; Fp- pico inicial apds luz actinea de 680
umol de fétons m> s 1;F’- Fluorescéncia em equilibrio; Fm”- fluorescéncia maxima sob
luz; Fv’- fluorescéncia varidvel de folhas iluminadas; Fq'= Fm"- F".

Barbagallo et al., (2003) estudando as imagens de fluorescéncia para a identificagao
de perturbacdes metabdlicas em um grande nimero de plantas, mostraram que mesmo a
aplicacdo de herbicidas que inibem a sintese de aminodcidos de cadeia ramificada (sem

envolvimento direto com o transporte direto de elétrons fotossintético) decresceu os
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valores de Fv/Fm, com o aumento das doses da molécula e que esse decréscimo foi
observado sem a manifestacio de nenhum sintoma visual. Assim a fluorescéncia pode

identificar alteragdes metabdlicas imperceptiveis ao olho humano.

2.6 Estresse oxidativo

A evolugao dos processos metabdlicos aerdbicos como a respiracao e a fotossintese,
levam a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Porém condi¢des ambientais
desfavordveis como: excesso de radiacdo, seca, defici€éncia nutricional, baixas ou altas
temperaturas, doengas, herbicidas e metais pesados podem ocasionar aumento na producao
de EROs nas plantas (APEL & HIRT, 2004; CARRILO & VALLE, 2005).

O oxigénio molecular em seu estado basal encontra-se como tripleto: na camada de
valéncia, os elétrons ocupam orbitais diferentes com spins paralelos. Isso faz com que O,
presente na natureza, apresente um fendmeno chamado de “restricio de spin”.
Tipicamente, os pares de elétrons t€m spins opostos, assim a ‘“restricdo” impde uma
dificuldade para que o oxigénio molecular tripleto reaja com os compostos organicos.
Contudo, a transferéncia de energia e o transporte de elétrons podem converter o oxigénio

de seu estado basal para formas mais reativas as EROs (Figura 2) (APEL & HIRT, 2004).

. Radical ion fon fon fon
Oxigenio tripleto Superoéxido Peréxido Oxeno oxido
3 e .- e 2- e 3- - e 2-
0, =— 0, —*— o *— O} o &= o0
1 b o w
0, HO; H20, HO  OH' H,0
Oxigénio Radical Peroéxido de 4dgua Radical agua
Singleto Peridroxila hidrogénio hidroxila

Figura 2. Geragdo de diferentes EROs pela transferéncia de energia ou reducao univalente
seqiiencial do oxigénio no estado basal tripleto.

O excesso na producdo de EROs pode representar um risco as células. O oxigénio
singleto ('0,) pode potencialmente levar a oxidacdo de lipideos, proteinas e pigmentos. As
membranas dos tilacéides sdo especialmente suscetiveis ao dano pelo oxigénio singleto por
conta da grande quantidade de cadeias laterais de dcidos graxos. A reagdo entre o 'O, com
esses lipideos produz hidroperéxidos e inicia reacdes na cadeia em radicais peroxil nas

membranas dos tilacéides. Também pode haver danos a co-fatores criticos de pigmentos e
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danos as subunidades associadas ao FSII, especialmente a proteina D1, resultando em
inativacdo foto-oxidativa total do centro de reacdo. No FSI os danos pelo oxigénio
singleto, peréxido de hidrogénio (H,O,) e radicais hidroxilas (OH) incluem inativacdo de
enzimas-chave do metabolismo de fixa¢do de carbono como fosforibuloquinase, frutose-
1,6-bisfosfatase e NADP-gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase (NIYOGI, 1999).

As plantas possuem varios meios para minimizar os efeitos deletérios das EROs.
Esses incluem uma gama de enzimas antioxidantes e metabdlitos que desintoxicam essas
formas de EROs, além de um mecanismo que dissipa o excesso de energia absorvida antes
da formacgdo de oxigénio singleto. O mais importante mecanismo de “limpeza” das EROs
inclui a atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1), a ascorbato
peroxidase (APX) (EC 1.11.1.11) e catalase (CAT) (EC 1.11.1.6), além do aumento nos
niveis de antioxidantes nado-enzimaticos como o ascorbato, glutationa, tocoferol,
alcaléides, flavondides e carotendides (ASADA, 1999; APEL & HIRT, 2004).

O balanco entre as atividades das enzimas SOD, APX e CAT, determina o “steady-
state” dos radicais superoxido e peréxido de hidrogénio nas células. A SOD € encontrada
em quase todos os compartimentos celulares, participando no ciclo dgua-dgua nos
cloroplastos, bem como do ciclo ascorbato-glutationa nos cloroplastos, citosol,
mitocOndrias, apoplastos e peroxissomos. A APX por ser encontrada em quase todas as
organelas celulares, participando do ciclo ascorbato-glutationa, e por ter uma alta afinidade
pelo H,O, é de importancia fundamental para o controle das EROs nesses compartimentos.
A CAT esta presente apenas em peroxissomos, porém € indispensdvel para a detoxificacdo
em altas producdes de EROs, pois o estresse oxidativo causa proliferacdo dos
peroxissomos nas células (MITTLER, 2002). As vias de detoxificagdo de EROs estdo
ilustradas na Figura 3.

O ciclo dgua-dgua obtém energia redutora diretamente do aparato fotossintético.
Dessa forma esse, parece ser autbnomo com seu respectivo suprimento de energia. Ja o
suprimento de energia redutora para o ciclo ascorbato-glutationa, durante situagdes
normais e principalmente durante situacdes de estresse onde o aparato fotossintético pode
estar danificado ou suprimido, ainda ndo esté totalmente esclarecida. Em animais e fungos
a energia para a remog¢do das EROs vem da rota das pentoses-fosfato, onde o NADPH ¢ a

principal fonte de poder redutor (MITTLER, 2002).
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Figura 3 Vias de Limpeza de EROs nas plantas. a) o ciclo dgua-dgua; b) o ciclo ascorbato-

glutationa; c) o ciclo glutationa peroxidase e d) catalase. PSI= fotossistema I; O, = radical
SOD=

superdxido; Fd= ferredoxina; AsA= ascorbato; MDA= monodehidroascorbato; H,0= 4dgua;
superdoxido dismutase; APX=

peroxidase;
dehidroascorbato; DHAR=

ascorbato MDAR=
monodehidroascorbato redutase; NADPH= fosfato de nicotinamida adenina dinucledtido
reduzido; NADP+= fosfato de nicotinamida adenina dinucleétido oxidado; DHA=

dehidroascorbato redutase; GSSG= glutationa oxidada; GSH=
glutationa reduzida; GR=
catalase.

glutationa redutase; GPX= glutationa peroxidase; CAT=
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2.6.1 Superoéxido Dismutase (SOD)

A SOD constitui a primeira linha de defesa das plantas contra o EROs. Essa enzima
€ classificada como uma metaloproteina que catalisa a dismutacdo dos radicais superéxidos
(Oy7) a oxigénio molecular e H,O, (Figura 4). A atividade dessa enzima foi descrita a

primeira vez por McCord and Fridovich em 1969 (GIANNOPOLITIS & RIES, 1977).

0_%501) H O
2 2 2

Figura 4. Reacdo catalisada pela superéxido dismutase.

As membranas fosfolipidicas sdo impermedveis a moléculas carregadas de O;",
sendo assim a SOD tem importancia fundamental na remocdo desses O,  nos
compartimentos onde sdo formados. As SODs sdo classificadas de acordo com seu metal
co-fator, em trés grupos: FeSOD, presente nos cloroplastos; MnSOD, presentes nas
mitocOndrias e peroxissomas; e as Cu/Zn-SODs, presentes nos cloroplastos, peroxissomos,

no citosol e possivelmente no espaco extracelular (ALSCHER et al., 2002).
2.6.2 Ascorbato peroxidase (APX)

Em plantas o mais importante redutor para o H,O, € o ascorbato. A APX usa duas
moléculas de ascorbato para reduzir o peréxido de hidrogénio a dgua, com a geracao
concomitante de duas moléculas de monodehidroascorbato (MDHA) (Figura 5).

(NOCTOR & FOYER, 1998).

H 202 + ascorbato APX >H 20 + monodehidroascorbato

Figura 5. Reacdo catalisada pela ascorbato peroxidase.

A familia APX consiste em pelo menos cinco isoformas diferentes, incluindo
formas ligadas aos tilacéides dos cloroplastos e as membranas de microcorpos, assim como

enzima soldvel no estroma, citoplasma e apoplasto. Os genes que codificam as isoformas
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de APX respondem diferentemente a sinais metabdlicos e ambientais (NOCTOR &

FOYER, 1998).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Instalacao dos experimentos

O presente trabalho foi constituido por dois experimentos, sendo um com a espécie
Emilia coccinea e outro com a espécie Digitaria horizontalis. Os ensaios foram
conduzidos em abrigo telado, com cobertura sombrite (bloqueio de 30% da radiagdo),
localizadas no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas
(CECA/UFAL) (09°28°02°°S; 35°44°43°’W; 127 m), no municipio de Rio Largo, Alagoas,
no periodo de dezembro de 2008 a marco de 2009.

As varidveis meteoroldgicas durante o periodo experimental foram registradas em
estacdo automdtica, localizada no CECA/UFAL e os valores cedidos pelo Laboratério de
Agrometeorologia e Radiagdo Solar (LARAS) da UFAL. As temperaturas maxima e
minima do ar foram de 34,3 °C e 20,2 °C, respectivamente, a umidade relativa do ar foi de
79,4% e a radiacdo solar global (de 8 as 14:00 h) foi de 3820,0 pmol m™s™.

As espécies estudadas foram escolhidas em fungdo da alta incidéncia em d&reas
comerciais de cultivo de cana-de-agucar no Estado de Alagoas e por apresentarem
sementes com alto percentual de germinacdo. As sementes das espécies citadas foram
obtidas de dreas de cultivo comercial das Usinas Coruripe e Usina Caeté-Unidade
Cachoeira nos meses de agosto e setembro de 2008.

Inicialmente realizou-se a semeadura em vasos com capacidade para 7 litros, com
area superficial de 615,75 cm'z, contendo solo peneirado e solarizado como substrato. As
caracteristicas quimicas do solo utilizado nos experimentos estdo apresentadas na Tabela 1.
Quinze dias apds a emergéncia das plantulas fez-se o desbaste deixando-se densidade
equivalente a 200 plantas m?>.

Trinta dias ap6s a semeadura, quando as plantas tinham de 4 a 6 folhas, fez-se a
aplicacdo do produto comercial Sinerge EC® (FMC Agricultural Products, composto pela
mistura clomazone + ametrina, cuja dose comercial recomendada é de 5 L ha'l). Embora a
recomendacio comercial de aplicacdo em pds-emergéncia desse herbicida seja quando as
plantas apresentam de 3 a 4 folhas (ANDREI, 2005) no presente estudo, essa aplicacdo foi
mais tardia devido a necessidade de material vegetal para as andlises bioquimicas

posteriores.
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Tabela 1. Andlise quimica do substrato utilizado nos experimentos com as espécies Emilia
coccinea e Digitaria horizontalis submetidas a diferentes doses da mistura de
clomazone+ametrina.

ANALISE QUIMICA
pH (em agua) 5,6
Na (mg dm™) 21
P (mg dm?) 2
K (mg dm?) 84
Ca+Mg (cmol, dm?) 2,9
Ca (cmol, dm™) 1,6
Mg (cmol, dm™) 1,3
Al (cmol, dm™) 0,02
H* (cmol, dm™) 5,5
SB 3,21
C.T.C. efetiva 3,23
C.T.C.pH7,0 8,71
V (%) 36,8
M (%) 0,6
Na (%) 1,1
Mat.Org 2,09
Ferro (mg dm™) 210,5
Cobre (mg dm™) 1,72
Zinco (mg dm?) 1,56
Manganés (mg dm™) 2,33

Os tratamentos consistiram nas seguintes doses do herbicida, definidas em fungdo

da recomendacao comercial:

T1- 0 (testemunha);

T2-2,5L. ha! (0,5kgi.a ha™! de clomazone + 0,75 kg i.ahalde ametrina) ;
T3-5L. ha' (1kgi.a ha! de clomazone + 1,5kgi.a ha! de ametrina);

T4- 10 L. ha-1 (2 kg i.a ha” de clomazone + 3 kg i.a ha™' de ametrina);

A aplicagdo do produto foi realizada com pulverizador costal provido de bicos
(Teejet 110.04) de média/alta vazao (1,5 L.min'l) e com volume de aplicacdo de 350 L.ha'
(Figura 6).

17



Figura 6. Aplicacdo da mistura de clomazone+ametrina em plantas de Emilia coccinea,
trinta dias apds semeadura.

3.2 Variaveis analisadas

Foram realizadas medic¢des e coletas nos periodos de 0, 24, 48 e 72 horas apds a
aplicacdo (HAA) do herbicida, procedendo-se andlises preliminares que indicaram o
periodo de 72 HAA como aquele em que o efeito do herbicida foi mais pronunciado, o
qual foi adotado para quantificacdo das varidveis analisadas no presente estudo.

As 72 HAA do herbicida foram analisadas as seguintes varidveis: fluorescéncia da
clorofila a, drea foliar e teor de pigmentos fotossintéticos, extravasamento de eletrdlitos,
proteinas soluiveis, atividade das enzimas superdxido dismutase, ascorbato peroxidase e do
teor de MDA (malonilaldeido) no tecido foliar.

Exceto para o teor de pigmentos fotossintéticos e extravasamento de eletrdlitos,
cuja determinacdo ocorreu com material recém-coletado, o material foliar foi
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado em congelador
(ultrafreezer), a -80 °C, até a realizac@o das anélises.

Ap6s 25 dias da aplicagdo (DAA) do herbicida, foram contabilizados o nimero de
plantas vivas e de mortas e o percentual de mortalidade e determinada a massa seca das

plantas.
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3.2.1 Emissoes de fluorescéncia da clorofila a

As medidas de fluorescéncia foram realizadas com um fluorbmetro portatil de luz
modulada de halogénio (35W) (Opti-Sciences, modelo OS1-FL, Hudson, USA) com
duracdo do pulso de luz saturante de 0,5 s. Cada repeti¢do foi obtida pela média de duas
leituras realizadas na mesma folha (terceira folha de cima para baixo), no inicio da manha
(6:00h).

Os seguintes parametros de fluorescéncia da clorofila foram determinados:
fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fm), rendimento quantico maximo do
FSII (Fv/Fm) ap6s um periodo de adaptagdo ao escuro de 20 minutos e rendimento
quantico efetivo do FSII (YIELD) sob luz ambiente. Os valores finais foram representam

as leituras realizadas 72 horas apds a aplicagao da mistura de herbicidas.

3.2.2 Determinacdes dos teores de pigmentos fotossintéticos

A determinagdo dos teores de clorofila total (CT) e de carotendides (CAROT) foi
feita através do método de extracdo com acetona (HENDRY & GRIME, 1993). Para tanto,
amostras de 20 mg de tecido foliar fresco (primeira folha de cima para baixo), foram
picotadas em tubos de ensaio com tampa rosquedvel, contendo 5 mL de acetona a 80%
(v/v), protegidos da luz com papel aluminio e deixados em refrigerador, por 72 horas. Cada
repeticao foi extraida em triplicata. Apds este periodo, foram determinadas as absorbancias
em espectrofotometro a 480, 645 e 663 nm e utilizadas as seguintes formulas para a

obtencdo dos teores de pigmentos fotossintéticos:

(8,02*% A663 +20,2) *V

-1
meg.g MF
MF (mg.g )

clorofilatotal =

(A480+0,114* A663—0,638* A645) *V *10°

mol .o"! MF
112.5% MF (umol g~ ME)

carotenoides =

Onde:
A480, A663 e A645 = absorbancias em 480, 663 e 645 nm, respectivamente;
V = volume de acetona a 80%.

MF = peso de matéria fresca.
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3.2.3 Proteinas solaveis

O extrato vegetal foi obtido a partir da maceragdo de 20 mg do tecido vegetal
(segunda folha de cima para baixo) em 2 mL do tampao TRIS-HCI 80 mM pH 7,4 (ALLA
et al., 2008), e depois retirada uma fracdo de 0,05 mL do sobrenadante para a determinacio
dos teores de proteinas soldveis. Em seguida adicionou-se 0,95 mL do reagente coomassie
blue (BRADFORD, 1976). Este reagente foi preparado dissolvendo-se 100 mg de
coomassie brilliant blue G-250 (Sigma Chemical Company) em 50 mL de 4lcool etilico a
95%, seguindo-se da adi¢do de 100 mL de acido fosférico a 85%. A solugdo teve seu
volume final completado para 1000 mL com dgua destilada.

As proteinas soluiveis foram, entdo, determinadas pelas medidas de absorbancia em
595 nm, utilizando-se como branco a mistura de 0,05 mL do tampao de extracdo e 0,95 mL
do reagente do coomassie. Como padrdo foi utilizado a albumina sérica bovina (BSA,
Sigma Chemical Company) e os resultados foram expressos em mg g' MF. Cada amostra

foi representada por um extrato simples dosado em triplicata.

3.2.4 Atividade da Superoéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada conforme Giannopolitis e Ries (1977) com
algumas modifica¢des. O extrato vegetal foi obtido a partir de 100 mg de tecido vegetal
(terceira folha de cima para baixo), macerados em 2 mL do meio de extracdo. O meio de
extracdo foi preparado com: Tampao Fosfato de Potédssio (TFK) 100 mM pH 7,8; EDTA a
0,1 mM; DTT a 1mM; B-Mercaptoetanol 10 mM; Triton x 100 a 0,1%; PVPP a 30% (p/p)
completando o volume com dgua deionizada.

Ap6s a centrifugacdo a 15000g por 15 minutos a 4°C, foi retirada uma aliquota de
40 pL do sobrenadante a qual foi colocada no meio de reacdo. Sendo este preparado com
TFK a 52,5 mM pH 7,8; EDTA a 0,0001 mM; nitro blue tetrazolium chloride (NBT)
(Sigma Chemical Company) a 0,075 mM; metionina a 13 mM (Sigma Chemical
Company) e riboflavina a 0,002 mM, completando o volume com 4dgua deionizada.

Os tubos contendo o meio de reacdo foram colocados em uma camara com luz
fluorescente de 15 watts por 10 minutos, para a ocorréncia da rea¢do. Apds esse periodo,
transferiu-se o volume total para uma cubeta de 3,0 mL e leu-se em espectrofotdmetro a
560 nm. A determinac¢do da atividade da SOD ¢ dada pela capacidade da enzima em inibir
a fotorreducdo do azul de nitroblutetrazélio (NBT) na presenca de luz, e a reacdo é

paralizada com o apagar da luz. Desta forma observou-se a forma¢do da formazana azul
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utilizando o meio de reacdo sem a adi¢do de extrato vegetal por 10 minutos. Assim as

unidades da SOD foram calculadas pela férmula:

Unidade SOD = [(ABS 560 Formazana azul / ABS 560 amostra vegetal)-1]

. -1 P
Os valores foram expressos em unidades de SOD mg™ proteina, onde cada amostra

foi representada por um extrato simples dosado em triplicata.

3.2.5 Atividade da Ascorbato peroxidase (APX)

A atividade da APX foi determinada conforme Nakano e Asada (1981) com
algumas modifica¢des. O extrato vegetal foi obtido a partir de 100 mg de tecido vegetal
(terceira folha de cima para baixo) macerados em 2 mL do meio de extracdo. O meio de
extracdo foi preparado com: Tampao Fosfato de Potdssio (TFK) 50 mM pH 7,5; EDTA a 2
mM; ascorbato de s6dio a 20 mM; Triton X 100 a 0,1%; PVPP a 30% (p/p) completando o
volume com 4gua deionizada.

Ap6s a centrifugacdo a 15000g por 15 minutos, a 4°C, foi retirada uma aliquota de
40 pL e colocada no meio de reacdo. Este foi preparado com: TFK a 50 mM pH 7,8; H,0,
a 0,1 mM; ascorbato de sédio a 0,5 mM, completando com o volume com dgua deionizada
para 1 ml. Os reagentes do meio de reacdo foram colocados a 25°C em banho-maria,
exceto o extrato que ficou no gelo.

A reacdo iniciou-se apds adicdo de extrato vegetal na cubeta de quartzo, com o
meio de reacdo. As leituras foram realizadas na absorbincia de 290 nm por 1 minuto,
observando decréscimo na concentracdo do ascorbato. Foi utilizado o coeficiente de
extingdo do ascorbato de 2,8 mM-1 cm-1 a 290 nm para a realizacdo dos célculos. Os
valores foram expressos em unidades de APX mg'1 proteina, onde cada amostra foi

representada por um extrato simples dosado em triplicata.

3.2.6 Extravasamento de eletrolitos

O extravasamento eletrolitico foi determinado conforme a metodologia proposta
por Flint et al. (1966), com alteragdes. Dez discos de 6 mm de didmetro foram coletados
dos tecidos foliares (segunda folha de cima para baixo) e imediatamente lavados em dgua

deionizada, para retirar o material que tenha extravasado apds o corte.
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Em seguida os discos foram dispostos com a superficie adaxial para cima em pesa
filtro com 50 ml de dgua deionizada e tampado. Apds 6 horas procedeu-se a primeira
leitura das com um medidor de condutividade (CD-850, INSTRUTHERM, Sio Paulo,
SaoPaulo, Brasil). Apds isso, as tampas foram substituidas por uma camada de papel
aluminio e vedados com Parafilm ®. Levando os pesa filtros para estufa regulada para
90 °C por 2 horas. A ultima leitura foi realizada apds o resfriamento das solug¢des ao

ambiente. Cada amostra foi resultado de uma leitura por repeticao.

Os célculos foram realizados utilizando a seguinte férmula:

condutividade elétrica anterior

- ; )*100
condutividade elétrica pos — estufa

Os valores foram expressos em percentagem de extravasamento de eletrélitos em

relacdo ao total extravasado (apds a estufa).
3.2.7 Peroxidacao de Lipideos

A peroxidacdo de lipideos foi estimada pelo teor de substancias reativas ao acido 2-
tiobarbitirico (TBA) e expresso em equivalentes de aldeido malénico, MDA (CAKMAK
& HORST, 1991). A extracao foi realizada pela homogeneiza¢do de 100 mg de tecido
foliar (segunda folha de cima para baixo) em 2 mL de &cido tricloroacético 0,1% (p/v) e o
homogenato foi centrifugado a 15.000 g, por 15 min, a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e
a uma aliquota de 500 pL deste foi adicionado 1,5 mL de TBA 0,5% (preparado em 4cido
tricloroacético 20%).

Os tubos foram fortemente agitados e incubados a 90 °C, por 20 min. A reagdo foi
paralisada em banho de gelo e a mistura clarificada por centrifugacdo a 13.000 g, por 8 min
a 4°C. Em seguida, a absorbancia da amostra foi registrada a 532 nm em espectrofotometro
e a inespecifica (a 600 nm) descontada. Os resultados foram expressos em nmol de MDA
g'1 matéria fresca, onde cada amostra foi representada por um extrato simples dosado em

triplicata.
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3.2.8 Area foliar, matéria seca e mortalidade das plantas

A drea foliar, de uma planta por parcela, foi medida com um medidor de drea foliar
de bancada (LI 3100, LI-COR, inc. Lincoln, Nebraska, USA) apés 72 horas da aplicacao
da mistura de clomazone+ametrina.

Apo6s 25 dias da aplica¢ao do herbicida, foram contabilizadas o nimero de plantas
vivas e de mortas e o percentual de mortalidade. Em seguida as plantas (mortas e vivas)
foram coletadas e colocadas para secagem em estufa, até peso constante, para a
determinacdo da matéria seca total por parcela, cujo valor foi dividido pela densidade

média de planta para se obter a matéria seca por planta.

3.3. Delineamento e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com seis
repeticdes. Onde cada parcela foi composta por um vaso.

Para os dados de freqiiéncias foi utilizado o teste do qui-quadrado (xz) verificando
diferengas apenas para os tratamentos que receberam a mistura de herbicidas.

Os dados de clorofila total, carotendides, fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia
maxima (Fm), rendimento quantico maximo do FSII (Fv/Fm), rendimento quantico efetivo
do FSII (YIELD), proteinas soluveis, atividade da SOD, atividade da APX,
extravasamento de eletrdlitos, peroxidagdo de lipideos, drea foliar e matéria seca (MS)
foram submetidos a andlise de variancia e andlise de regressdo exponencial (y = a . ™) ou
regressdo linear (y = a + bx) ; o decréscimo médio foi obtido através da derivada da funcdo

no ponto médio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teores de pigmentos fotossintéticos

As doses da mistura de herbicidas (clomazone+ametrina) tiveram efeito altamente
significativo sobre os teores de clorofila total e carotendides, 72 horas apds aplicacdo, nas

duas espécies estudadas (Tabela 2).

Tabela 2. Média dos teores de pigmentos fotossintéticos de Emilia coccinea e Digitaria
horizontalis em funcdo da aplicacdo da mistura de herbicidas (clomazone+ametrina), com
resultado da analise de variancia.

E. coccinea D. horizontalis
DOSE (L.ha™) CLORTOT. CAROT. CLORTOT. CAROT.
0,0 0,8503 0,2500 1,5741 0,5405
2,5 0,6448 0,1847 0,8319 0,2286
5,0 0,4926 0,1492 0,8021 0,2375
10,0 0,5357 0,1309 0,7890 0,1964
CV (%) 10,2500 16,6300 10,7800 12,9400
F 36,5920 18,7510 76,0900 102,3920
p< 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

* CLORTOT= clorofila total em mg g’ MF; CAROT= carotendides em pmol g MF;

Os teores de clorofila e carotendides apresentaram decréscimos exponenciais,
significativos, em funcdo das doses do produto aplicado nas espécies E. coccinea e D.
horizontalis (Figuras 7 e 8). Na espécie E. coccinea houve decréscimo médio de 0,0347
mg g'1 MF de clorofila total para cada litro da mistura aplicada, enquanto na D.
horizontalis este decréscimo médio foi bem mais acentuado: 0,0854 mg g MF de clorofila
total para cada litro da mistura aplicada. O decréscimo médio dos valores de carotendides
da espécie D. horizontalis (0,0427 pumol g'1 MF) foi cerca de trés vezes maior que o da E.
coccinea (0,0129 pumol g'1 MF). Os sintomas visuais de clorose e necrose dos tecidos, que
representam a perda de clorofila, estdo apresentados nas Figuras 9 e 10.

O decréscimo do conteddo de clorofila e de carotendides associado a aplicacdo de
herbicidas tem sido relatado pelo efeito de diversas moléculas e em diferentes espécies,
como Hordeum vulgare (KANA et al., 2004), Myracrodruon urundeuva (DUARTE et al.,
2006), Ananas comosus (CATUNDA et al., 2005) entre outras.
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Figura 7. Teores de clorofila total de Emilia coccinea (A) e Digitaria horizontalis (B)
apos a aplicagdo da mistura de herbicidas clomazone+ametrina. Os pontos referem-se as
determinacdes realizadas 72 horas apds a aplicac@o do herbicida.
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Figura 8. Teores de carotendides de Emilia coccinea (A) e Digitaria horizontalis (B) ap6s
a aplicacdo da mistura de herbicidas clomazone+ametrina. Os pontos referem-se as
determinacdes realizadas 72 horas apds a aplicac@o do herbicida.
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Figura 9. Sintomas visuais da mistura de clomazone+ametrina apds 72 horas da aplicacao
em Emilia coccinea.Onde a,b,c e d sdo respectivamente as doses de 0; 2,5; 5; e 10 L.hal.

Figura 10 Sintomas da mistura de clomazone+ametrina ap6s 72 horas da aplicacdo em
Digitaria horizontalis. Onde a,b,c e d sdo respectivamente as doses de 0; 2,5; 5e 10 L ha'l.
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A queda nos teores dos pigmentos apds aplicagdo da mistura de herbicidas
clomazone+ametrina deve-se em parte a inibi¢do ou reducao do acimulo de pigmentos nos
plastidios de plantas suscetiveis, causada pela molécula do clomazone (FERHATOGLU &
BARETT, 2006). Essa inibi¢do resulta em sintomas conhecidos como branqueamento e/ou
desenvolvimento dos tecidos com a coloragdo violicea (NORMAN et al., 1990). A
toxicidade e o branqueamento observado em plantas suscetiveis ao clomazone sdo
causados pela ativagdo metabdlica do clomazone a 5-OH clomazone e subsequentemente a
5-ceto clomazone, esse ultimo sendo ativamente téxico (FERHATOGLU & BARETT,
2006).0 5-ceto clomazone causa queda do teor dos pigmentos pela inibicdo da sintese de
isoprenoides cloroplastidicos, bloqueando a atividade da DOXP sintase (1-Deoxi-D-
Xilulose-5-P) na rota do MEP (2-C-Metil-D-eritritol-4-P) (MUELLER et al., 2000).

O decréscimo dos pigmentos fotossintéticos também estd relacionado ao segundo
ingrediente ativo, a ametrina, da mistura de herbicida usada no presente estudo. A ametrina
por bloquear o transporte de elétrons entre a Qa € Qgp, leva a formacgdo de radicais livres
(O, e Chl®) pela energia ndo aproveitada no processo fotossintético. Esses radicais livres
reagem com moléculas importantes no cloroplasto como a clorofila e lipideos insaturados,
levando ao declinio do contetido dos pigmentos fotossintéticos (DEVINE e SHUKLA,
2000).

4.2 Emissao de Fluorescéncia

A emissdo de fluorescéncia da clorofila a também foi alterada significativamente
pelas doses do herbicida Sinerge EC ®, tanto na monocotiledonea quanto na dicotiledonea
(Tabela 3).

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a (fluorescéncia maxima (Fm),
rendimento quantico potencial (Fv/FM) e rendimento quantico efetivo (YIELD))
apresentaram reduc¢do exponencial (Figuras 11, 12 e 13), enquanto a fluorescéncia inicial
(Fo) apresentou reducdo linear (Figura 14), ambas significativas em func¢ao das doses do
herbicida. As reduc¢des médias de Fm, Fv/Fm e YIELD em funcdo da aplicagdo do
herbicida foram de 293; 0,158; 0,192 L™ aplicado, respectivamente para E. cocciena e 310;
0,224; 0,235 L' aplicado para D. horizontalis. Quanto ao Fo, E. coccinea apresentou
reducdo de 13,467 para cada litro do herbicida aplicado, jA D. horizontalis apresentou

decréscimo ligeiramente maior, de 16,586 para cada litro do produto.
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Tabela 3. Média dos parametros de fluorescéncia da clorofila a de Emilia coccinea e
Digitaria horizontalis em funcdo da aplicacio da mistura de herbicidas
(clomazone+ametrina), com resultado da analise de variancia.

E. coccinea D. horizontalis

DOSE (L.ha'l) Fo Fm Fv/Fm  YIELD Fo Fm Fv/Fm YIELD
0,0 393,5833 1853,4167 0,7888 0,6471 446,7500 1712,7500 0,7363 0,5739

2,5 294,3733 452,5000 0,1485 0,0450 373,2917 415,5833  0,0476 0,0112

5,0 282,5833 514,6667 0,1318 0,0496 306,9167 323,7083  0,0301 0,0098

10,0 246,1667 349,6000 0,0683 0,0232  286,7083 344,1667  0,0274 0,0081
CV (%) 10,9800 15,5200 11,9900  8,1800 13,1400 12,9300 9,3900 12,1300

F 21,3640 186,4740 589,7230 2266,2720 14,5800 336,4630 1894,1710 1428,2220
p< 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

*Fo= fluorescéncia inicial; Fm= fluorescéncia méaxima; Fv/Fm= rendimento quantico maxima; YIELD=

rendimento quéntico efetivo

A provavel causa da queda nos valores de Fv/Fm e YIELD estd relacionado ao
segundo ingrediente ativo presente na mistura de herbicidas, a ametrina. Esta molécula
pertence ao grupo quimico das triazinas, que inibem a passagem de elétrons no
fotossistema II (FSII) possivelmente se ligando a quinona B, e por conseqiiéncia
impedindo a oxidag¢do da quinona A (HOLT, 1993). MatouSkova et al. (1999) discutem
que existe um efeito adicional causado pelos herbicidas que atuam no FSII até mesmo mais
importante que o bloqueio do fluxo de elétrons, que € a inibi¢do da rdpida degradacdo e
biossintese (furnover) da proteina D1. O dano a proteina pode ser reparado apenas pela sua
substituicdo no FSII e uma re-sintese completa de seus polipeptideos seguida pela re-
montagem no FSII, o que € inibido pela molécula da ametrina.

Diversos autores t€m relatado o decréscimo da eficiéncia quantica ligado a estresses
ambientais de uma forma geral, porém o clomazone isoladamente provocou pequenas
mudangas na eficiéncia quantica méxima em folhas primérias de cevada submetida as
doses de 0,25 e 0,5 mM (0,0599 g L'e 0,1198 g L'l), evidenciando que o dano direto ao
FSII € causado pela ametrina, contida na mistura de herbicidas (KANA et al., 2004).

Em estudos sobre os efeitos fitotoxicos de herbicidas a Ananas comosus, Catuanda
et al. (2006), também verificaram redugdo na eficiéncia quantica mdxima com a aplicag¢ao
de inibidores do FSII e FSI ( amicarbazone e diuron+paraquat, respectivamente), além de

decréscimo da fluorescéncias médxima e inicial pela mistura de diuron+paraquat.
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Figura 11. Rendimento quantico mdximo do FSII de Emilia coccinea (A) e Digitaria
horizontalis (B) ap6s a aplicacdo da mistura de herbicidas clomazone+ametrina. Os pontos
referem-se as leituras realizadas 72 horas apds a aplicacdao do herbicida.

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

YIELD

0,2

0,1

0,0

yield=0,0,6468" (-1,0052 * dose) A\
R2- 0,9870

F=1744,5488

p<0,0001

yield=0,5739*e (-1,5622* dose) B

R2= 0,9945
F=4130,3373
p<0,0001

4 6 8 10

DOSE (L ha™1)

4 6 8 10

DOSE (L ha'1)

Figura 12. Rendimento quantico efetivo do FSII de Emilia coccinea (A) e Digitaria
horizontalis (B) apds a aplicacdo da mistura de herbicidas clomazone+ametrina. Os pontos
referem-se as leituras realizadas 72 horas ap0s a aplicacao do herbicida.
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Figura 13. Fluorescéncia maxima de Emilia coccinea (A) e Digitaria horizontalis (B) apds
a aplicacdo da mistura de herbicidas clomazone+ametrina. Os pontos referem-se as leituras
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Figura 14. Fluorescéncia inicial de Emilia coccinea (A) e Digitaria horizontalis (B) ap6s a
aplicacdo da mistura de herbicidas clomazone+ametrina. Os pontos referem-se as leituras
realizadas 72 horas apds a aplicagc@o do herbicida.
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4.3 Proteinas soluveis

As doses da mistura de herbicidas (clomazone+ametrina) tiveram efeito altamente
significativo sobre os conteidos de proteinas soltveis, 72 horas apds aplicacdo, nas duas

espécies estudadas (Tabela 4).

Tabela 4. Média dos teores de proteinas soliveis de Emilia coccinea e Digitaria
horizontalis em fun¢do da aplicacdo da mistura de herbicidas (clomazone+ametrina), com
resultado da analise de variancia.

E. coccinea D. horizontalis

DOSE (L.ha™) PROT. PROT.
0 6,2689 5,7573

2,5 7,9968 6,0754

5 7,0477 7,8956

10 8,9166 10,4738

CV (%) 11,34 17,08
F 10,793 16,912
p< 0,0002 0,0000

*PROT= proteinas soliveis em mg g MF;

Os teores de proteinas soldveis tiveram aumentos lineares, significativos, em
fun¢do das doses do produto aplicado nas espécies E. coccinea e D. horizontalis (Figura
15). O aumento médio dos teores de proteinas soliveis na monocotiledonea foi cerca de
duas vezes maior que o aumento médio na dicotiledonea, para cada litro da mistura
aplicada.

Aumento dos teores de proteina em plantas pode estar relacionado a diversos
estresses. Os estresses abidticos como deficiéncia hidrica, altas ou baixas temperaturas e
deficiéncia nutricional podem levar ao acimulo de proteinas de baixo peso molecular (100
kDa) que auxiliam na manutencdo da sobrevivéncia de espécies sob situacdes adversas.
Essas atuam na sintese de outras proteinas, bem como na remocdo e eliminacdo de

proteinas ndo-funcionais e degradadas (WATERS et al., 1996).
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Figura 15. Proteinas soliveis de Emilia coccinea (A) e Digitaria horizontalis (B) apds a
aplicacdo da mistura de herbicidas clomazone+ametrina. Os pontos referem-se as
determinagdes realizadas 72 horas apds a aplica¢do do herbicida.

Zhu et al. (2009), estudaram a expressdo dos genes de soja em relacdo a aplicacio
de herbicidas inibidores do FSII (atrazina e bentazon) para investigar a resisténcia dessa
espécie ao bentazon, constatando que as plantas que receberam bentazon, expressaram
cerca de 6600 transcritos diferentes em relagdo aquelas que receberam a atrazina. Os
autores observaram que a maioria desses genes envolvia a desintoxicacdo xenobidtica e
antioxidantes como citocromo P450s, glutationa-S-transferase, SOD e peroxidades, além
de genes relacionados com a recuperacdo celular, como por exemplo, dos componentes
ribossomais.

Por outro lado, em plantulas de trigo e de milho com 10 dias de idade, Alla et al.
(2008b) observaram decréscimo na formacgdo de proteina por escassez na assimilacido de
amoénia e acumulo de nitrogé€nio soldvel , causado pelo herbicida metribuzin, também
inibidor do FSII. Esse efeito na sintese protéica, causado pelo metribuzin, deve-se em
maioria pela queda da atividade da glutamina sintetase (GS, EC 6.3.1.2) e da atividade da
glutamato sintase (GOGAT, EC 1.4.7.1). Embora estes resultados sejam opostos ao
observado no presente trabalho, vale salientar que o grupo quimico da molécula inibidora
do FSII usada no estudo citado pertence ao grupo das triazionas, diferente do grupo
quimico desse estudo. Houve também diferenca em relagdo a idade das plantas e as

proprias espécies sao diferentes.
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4.4 Enzimas antioxidantes

As doses da mistura de herbicidas (clomazone+ametrina) também tiveram efeito
altamente significativo sobre a atividade da superéxido dismutase, 72 horas apds aplicagao,
nas duas espécies estudadas. Porém para a atividade da ascorbato peroxidase s6 foi alterada

de forma significativa na dicotiledonea (Tabela 5).

Tabela 5. Média das atividades das enzimas superéxido dismutase e ascorbato peroxidase
de Emilia coccinea e Digitaria horizontalis em funcdo da aplicacdo da mistura de
herbicidas (clomazone+ametrina), com resultado da analise de variincia.

E. coccinea D. horizontalis
DOSE (L.ha™) SOD APX SOD APX

0 1,1691 0,0073 2,4876 0,0468

2,5 0,8163 0,0131 1,5212 0,048

5 0,7928 0,0051 1,2331 0,0463

10 0,5412 0,0114 0,504 0,0447
CV (%) 18,7300 19,1600 31,5100 18,1300

F 16,5510 25,8570 19,7440 0,1620

p< 0,0000 0,0000 0,0000 0,9209

* SOD= atividade da superéxido dismutase em uSOD mg ' proteina; APX= atividade da ascorbato
peroxidase em uAPX mg ' proteina;

A atividade da SOD apresentou decréscimo linear significativo, em funcdo das
doses do produto aplicado nas espécies E. coccinea e D. horizontalis (Figura 16). Em E.
coccinea o decréscimo médio foi de 0,0460 unidades de SOD mg™" proteina por litro da
mistura aplicada, valor esse cerca de quatro vezes menor que o descrescimo médio
apresentado por D. horizontalis (0,1894 uSOD mg ! proteina por litro da mistura).

Fatores bidticos, abidticos e xenobidticos podem alterar a atividade da SOD, em
diversas espécies, como por exemplo, a exposi¢cao de plantulas de trigo ao 0z6nio causou
aumento inicial da atividade da SOD, porém esse aumento foi revertido a um decréscimo
da atividade dessa enzima, quando aumentou o tempo de exposicdo ao O3 (RAO et al,,
1995); Por outro lado, o déficit hidrico provocou aumento na geracdo de EROs e por
conseqiliéncia aumento na atividade da SOD em plantulas de milho (JIANG E ZHANG,
2002).Essa enzima atua como a primeira linha de defesa contra os efeitos nocivos das
EROs, em particular do O,, transformado-o em compostos menos reativos (ASADA,

1999). O decréscimo na atividade da SOD, ocorrido no presente estudo foi também
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observado em outros estudos com herbicidas inibidores do FSII (linuron, atrazina),

isolados ou em mistura com outros ingredientes ativos.
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Figura 16. Atividade da superoxido dismutase (SOD) de Emilia coccinea (A) e Digitaria
horizontalis (B) ap6s a aplicagdo da mistura de herbicidas clomazone+ametrina. Os pontos
referem-se as determinacdes realizadas 72 horas ap6s a aplicagdo do herbicida.

Malencic et al. (2008) estudaram os efeitos da mistura de linuron (inibidor do FSII)
e dimethenamida (inibidor da divisdo celular), em pré-emergéncia, em plantas de soja e de
algumas invasoras dessa cultura. Esses verificaram que a atividade da SOD aumentou
significativamente, em Chenopodium album, Convolvulus arvensis e em Ambrosia
artemisiifolia. Porém em Glycine max a enzima teve sua atividade reduzida pela mistura
dos herbicidas. Hassan e Alla (2005) estudando o sistema antioxidativo, em feijao (Vicia
faba) e milho (Zea mays), também verificaram que a aplicagdo, em pds-emergéncia, de
atrazina (inibidor de FSII) causou decréscimo na atividade da SOD em ambas as espécies.

A atividade da APX, acompanhou o comportamento apresentado pela SOD. A APX
apresentou aumento linear, ndo significativo, em funcio das doses do produto aplicado nas
espécies E. coccinea e em D. horizontalis houve um decréscimo linear, ndo significativa
(Figura 17). Em E. coccinea o aumento médio foi de 0,0002 unidades de APX mg'1
proteina por litro da mistura aplicada e o decréscimo médio de D. horizontalis foi de

0,0003 uAPX mg ! proteina por litro da mistura.
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Assim como a SOD, a atividade da APX também € alterada devido a diversas
causas ambientais e em vdrias espécies, sendo que o comportamento da atividade dessa
enzima, estd geralmente relacionado ao da SOD (BOWLER et al., 1992). O decréscimo
ndo significativo apresentado por D. horizontalis no presente estudo e o aumento nao

significativo em E. coccinea deve-se a reducao significativa da atividade da SOD.
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Figura 17. Atividade da ascorbato peroxidase (APX) de Emilia coccinea (A) e Digitaria
horizontalis (B) ap6s a aplicagdo da mistura de herbicidas clomazone+ametrina. Os pontos
referem-se as determinacdes realizadas 72 horas ap6s a aplicagao do herbicida.

Nos estudos de Hassan e Alla (2005), houve decréscimo da atividade da SOD, e
também da APX em plantulas de milho e feijao com 10 dias de idade, dois dias apds a
aplicacdo de herbicidas inibidores do FSII. Porém nos estudos com bidtipos de Erigeron
canadensis resistentes e suscetiveis ao paraquat, as atividades da SOD e da APX tiveram
comportamento semelhante, onde os resistentes apresentaram suas atividades aumentadas
12 horas ap6s aplicagdo do herbicida (PYON et al., 2004).

A queda na atividade da SOD e da APX pode ter contribuido para impedir a
limpeza das EROs geradas pela aplicacdo da mistura de clomazone+amietrina. E esse
acimulo de radicais livres, pode também ter refletido na reducao apresentada pelos teores
de pigmentos de E.coccina e D.horizontalis.

De acordo com Bowler et al. (1992) a atividade de todas as isoformas da SOD, em

conjunto com as outras enzimas atuam na limpeza das espécies reativas de oxigénio como
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a CAT e GR, diminuem quando as plantas entram em senescéncia. Dessa forma, como 72
HAA as plantas j4 apresentavam sinais de necrose, os tecidos foliares poderiam estar em
estado avancado de degradacdo e entrado em senescéncia induzida pela mistura de
herbicidas aplicada em doses crescentes. Resultando em um decréscimo da atividade
dessas enzimas e perda da capacidade de manter as EROs em niveis celulares aceitaveis
para que ndo ocorresse a degradacdo de biomoléculas de importancia no funcionamento

celular como os lipidios.

4.5 Extravasamento de eletrolitos e peroxidacao de lipidios

Em relacdo ao extravasamento de eletrdlitos, a mistura de clomazone+amatrina
aplicada em doses crescentes alterou significativamente essas varidveis, 72HAA, tanto na
mono quanto na dicotiledonea . J4 a peroxidacdo de lipideos foi alterada ao nivel
significancia de 2,8% para E. coccinea e ao nivel de 15,8 % de significancia para D.

horizontalis (Tabela 6).

Tabela 6. Média do extravasamento de eletrélitos e conteido de malonilaldeido (MDA) de
Emilia coccinea e Digitaria horizontalis em funcdo da aplicagdo da mistura de herbicidas
(clomazone+ametrina), com resultado da analise de variancia.

E. coccinea D. horizontalis
DOSE (L.ha™) EXTRV. MDA EXTRYV. MDA
0 8,4243 17,33 5,4036 12,1833
2,5 23,335 17,235 32,1051 13,0233
5 33,9803 35,171 32,201 22
10 74,917 31,943 41,9006 14,995
CV (%) 9,74 47,18 26,61 50,61
F 415,95 3,735 26,78 1,95
p< 0,0000 0,0289 0,0000 0,1580

* EXTRAV= extravasamento de eletrélitos em % do total extravasado; MDA= peroxidagdo de lipideos em
nmol MDA g MF.

O extravasamento de eletrdlitos apresentou aumentos lineares, significativo, em
fun¢do das doses do produto aplicado nas espécies E. coccinea e D. horizontalis (Figura
18). O aumento médio do extravasamento eletrolitico na monocotiledonea foi cerca da
metade do observado na dicotiledonea, para cada litro da mistura aplicada.

As membranas bioldgicas de forma geral sdo tidas como seletivas, assim permitem
a entrada e saida de substancias conforme o tamanho e natureza da molécula a ser

transportada através das mesmas.
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Figura 18. Extravasamento de eletrdlitos de Emilia coccinea (A) e Digitaria horizontalis
(B) apds a aplicacdo da mistura de herbicidas clomazone+ametrina. Os pontos referem-se
as determinagdes realizadas 72 horas apds a aplicacao do herbicida.

Entdo a perda da seletividade pode ser um indicativo de dano nas estruturas dos 4cidos
graxos insaturados presentes na composi¢cdo das membranas bioldgicas das organelas
celulares, devido a acdo de EROs nessas membranas. Assim pode-se inferir que D.
horizontalis sofreu menor dano nas membranas celulares do que E .coccinea, causado pela
mistura de herbicidas. Diversos estresses ambientais podem causar perda da estabilidade de
membrana como: frio, altas temperaturas e seca (BAJJI et al., 2001).

O contetido de MDA apresentou aumento linear significativo , apenas para E.
coccinea, em fungdo das doses do herbicida aplicado (Figura 19). O aumento do conteddo
de MDA tem sido relacionado diretamente com a peroxidacdo de lipidios em vdrias
espécies, devido a fatores ambientais como estresse por frio em plantulas de arroz (KUK et
al., 2003) e toxicidade por boro em tomate (CERVILLA et al., 2007), entre outros.

Hassan e Alla (2005) também verificaram aumento nos conteidos de MDA em
plantulas de milho e feijao apds a exposi¢do das plantas a herbicida inibidores do FSII. O
aumento dos niveis de MDA veio a corroborar com o extravasamento de eletrdlitos

ocorrido, onde E. coccinea apresentou maior extravasamento € maior conteido de MDA
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evidenciando assim maior dano as membranas devido aos efeitos deletérios da mistura de

herbicidas.
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Figura 19. Peroxidagdo de lipidios de Emilia coccinea (A) e Digitaria horizontalis (B)
apos a aplicagdo da mistura de herbicidas clomazone+ametrina. Os pontos referem-se as
determinagdes realizadas 72 horas apds a aplica¢@o do herbicida.

4.6 Area foliar, matéria seca e mortalidade das plantas

As doses da mistura de herbicidas (clomazone+ametrina) tiveram efeito
altamente significativo sobre a area foliar 72 HAA e a matéria seca 25 DAA, nas duas

espécies estudadas (Tabela 7).

Tabela 7. Média da drea foliar e da matéria seca de Emilia coccinea e Digitaria
horizontalis em funcdo da aplicacdo da mistura de herbicidas (clomazone+ametrina), com
resultado da analise de variincia.

E. coccinea D. horizontalis
DOSE (L.ha™) AF MS AF MS

0 23,5773 1,1257 7,2235 0,2719

2,5 9,9752 0,1617 4,271 0,1187

5 13,0396 0,0577 3,258 0,1572

10 9,903 0,0548 1,5803 0,0901

CV (%) 12,55 20,24 13,01 21,34

F 79,93 322,744 119,287 30,334

p< 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

* AF=cm” por planta; MS= g de matéria seca por planta.
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A drea foliares das duas espécies estudadas apresentaram decréscimos exponenciais
significativos, 72 horas apds a aplicacdo da mistura de herbicidas (Figura 20). D
.horizontalis apresentou menor taxa de redugdo (0,6652 cm™ para cada litro do herbicida)
em relacdo a E. coccinea (1,3545 cm™ para cada litro do herbicida). As reducdes na area
foliar observadas com o aumento das doses do herbicida estdo relacionadas com a
paralisacao do crescimento em fun¢cdo dos danos provocados discutidos anteriormente.
Além disso, partes dos tecidos foliares sofreram necrose e retragdo contribuindo também
para essa reducao.

A matéria seca apresentou reducdo exponencial, significativa pelo teste F,
resultante do efeito das doses do herbicida (Figura 21). As espécies estudadas
apresentaram respostas diferentes em relacdo a aplicacio da mistura de
clomazone+ametrina. A monocotiledonea mostrou menor redu¢do da matéria seca por litro
da mistura de herbicidas (0,0192 g planta™) comparado com a dicotiledonea (0,2628 g
planta'l).

Em relagdo ao percentual de plantas mortas e vivas, as doses diferiram entre si de
pelo teste do xz. Porém as espécies tiveram comportamento diferente, enquanto a espécie
E. coccinea teve sua populacdo eliminada em 100% com o dobro da dose comercialmente
recomendada (10 L.ha"l) (Tabela 3), D. horizontalis obteve apenas 53,95% de mortalidade
(Tabela 3). Segundo o critério proposto por Lorenzi (2006), para a dose comercial (5
Lha') E. coccinea no presente estudo, pode ser classificada como medianamente
suscetivel (50 a 85% de controle) e para dose de 10 L.ha' a mesma pode ser classificada
como altamente suscetivel (mais de 95% de controle). Enquanto que D. horizontalis, pode
ser classificada como pouco suscetivel (menos de 50% de controle) e medianamente
suscetivel, respectivamente para as doses de 5 e 10 L.ha"' conforme o mesmo critério.

O maior percentual de mortalidade de plantas de E. coccinea em relacdo a D.
horizontalis, em resposta ao herbicida Sinerge EC® pode estar relacionado a baixa
capacidade de detoxificacao do seus ingredientes ativos , prolongando o efeito deletério da

ametrina no FSII e a inibi¢do da sintese de pigmentos fotossinteticos.
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Figura 20. Area foliar de Emilia coccinea (A) e Digitaria horizontalis (B) 72 horas apés a
aplicacdo da mistura de herbicidas clomazone+ametrina.
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Figura 21. Matéria seca de Emilia coccinea (A) e Digitaria horizontalis (B) 25 dias apds a
aplicacdo da mistura de herbicidas clomazone+ametrina.
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Tabela 8. Média dos percentuais de plantas vivas e mortas de Emilia coccinea e Digitaria
horizontalis 25 dias ap6s a aplicacdo da mistura de herbicidas clomazone+ametrina, com o
resultado do teste do Xz_

Emilia coccinea Digitaria horizontalis
DOSE(L.ha-1) Plantas vivas(%) Plantas mortas(%) Plantas vivas(%) Plantas mortas(%)

2,5 36,25 63,75 87,04 12,96

5,0 16,25 83,75 82,14 17,86

10,0 0 100 46,05 53,95
Total(%) 17,57 82,43 68,82 31,18

L 36,2045 31341

p< 0,0000 0,0000

O maior conteido de pigmentos fotossintéticos e maior atividade da SOD
apresentado pela D. horizontalis em relagcdo a E. coccinea mesmo apdés a reducdo causada
pelo efeito sinérgico do herbicida parece ter contribuido para menor redugdo da drea foliar,
do acumulo de matéria seca e da mortalidade, fazendo com essa espécie apresentasse uma
maior tolerancia as moléculas de clomazone e ametrina. Esses fatos também podem ser
confirmados pelo comportamento apresentado por E .coccinea nas varidveis de danos de
membranas (extravasamento de eletrélitos e MDA), onde essa sofreu maiores danos em
relacdo a D.horizontalis.

A base molecular para a resisténcia e/ou tolerdncia a uma molécula de herbicida
pode ser devido a uma alteragdo no sitio alvo, aumento no metabolismo do ingrediente
ativo, movimento do herbicida para longe do sitio de acdo pela compartimentalizacdo ou
mecanismos de limpeza dos compostos toxicos conferindo protecdo aos efeitos do
herbicida (Reade & Milner., 2004). Estudos futuros devem também contemplar o papel da
glutationa-S-tranferase na tolerancia de D. horizontalis, uma vez que essa enzima pode
atuar na conjugacdao da glutationa com os ingredientes ativos presentes no Sinerge
(READE & MILNER, 2004) e também a atuacdo de antioxidantes ndo-enzimaticos para a
melhor compreensdo do mecanismo antioxidativo dessa espécie na prevengdo dos efeitos
deletérios da mistura de clomazone+ametrina. Pois 0os mecanismos enzimaticos € ndo-
enzimdticos, como os conteddos de glutationa e/ou fendis totais, sio complementares,
indicando que o ndo funcionamento de um pode ser compensado ou ndo pelo outro

(MALENCIC et al., 2008).
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5 CONCLUSOES

Conclui-se que o herbicida Sinerge EC® (clomazone + ametrina) reduz
exponencialmente a sintese de pigmentos, a emissdo de fluorescéncia, a drea foliar e a
matéria seca das espécies Emilia coccinea e Digitaria horizontalis, com o aumento da dose
aplicada.

Os ingredientes ativos contidos no Sinerge EC® aumentam o contetido de proteinas
solaveis, o extravasamento eletrolitico e os niveis de MDA de forma linear com o aumento
das doses. J4 a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) diminui, enquanto a da
ascorbato peroxidase (APX) ndo se altera com o aumento da doses de Sinerge EC®.

A monocotiledonea € mais tolerante a mistura de clomazone + ametrina,
apresentando menor percentual de mortalidade das plantas, aparentemente por sofrer

menor dano de membranas celulares em relacdo a dicotiledonea.
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