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1. INTRODUGCAO

A leiteira (Euphorbia heterophylla L.) é considerada uma planta de dificil
controle, devido as caracteristicas da espécie e pela baixa disponibilidade de
herbicidas para o0 manejo em pos-emergéncia das culturas (ULGUIM et al., 2017).
Recentemente foi observado controle insatisfatorio de biétipos apds aplicacdo de
herbicidas inibidores da hidroxifenil piruvato dioxigenase (HPPD), sugerindo a
ocorréncia de biotipos resistentes (SILVA et al., 2016).

Entender o estresse oxidativo e avaliar os aspectos fisioldgicos de defesa da
planta submetida a aplicacdo de herbicidas é de extrema importancia para
compreender as estratégias adotadas pelas plantas resistentes, bem como para
preconizacao de estratégias de manejo.

O objetivo do presente estudo foi elucidar a resposta oxidativa de biotipos
suscetiveis e resistentes de E. heterophylla ao herbicida inibidor da HPPD,
tembotrione.

2. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao, no Centro de Herbologia
(CEHERB) da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel/lUFPel. Para a realizacdo dos
experimentos, plantas de leiteira foram semeadas em bandejas e transferidas, na
fase de plantula, para copos preenchidos com solo. Os tratamentos foram
arranjados em esquema fatorial, com quatro repeticdes. O fator A foi composto
pelos biodtipos de leiteira 10.1 (suscetivel ao herbicida tembotrione), 32.1 e 32.2
(resistentes ao herbicida tembotrione). Ja o fator B, consistiu dos tempos de coleta
das folhas de leiteira apds a aplicacdo do herbicida (0, 24, 48, 96 e 192 horas).

A aplicacdo de tembotrione (100,8 g ha! + 6leo metilado de soja 0,5% v/v) foi
realizada quando as plantas atingiram o estadio de quatro folhas, com auxilio de
pulverizador pressurizado a CO-. Nos tempos de coletas correspondentes, foram
coletadas a 3° e 4° folha dos bidtipos de leiteira e as amostras foram congeladas a
-80°C até a relizacdo das andlises no laboratorio de metabolismo vegetal do
CEHERSB.

Os teores de clorofilas e carotenoides foram determinados com amostras de
0,1 g de folhas inseridas em tubos com 5 mL de DMSO (dimetilsulfoxido). O material
foi incubado em banho-maria a 70° C, por duas horas, para solubilizagcdo dos
pigmentos. Posteriormente, os tubos foram homogenizados e quantificado os
teores de clorofila total (a+b) e de carotenoides totais a partir da absorbancia por
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espectrofotometria. Os valores obtidos foram calculados pelo uso das formulas de
Lichtenthaler (1987), sendo os resultados expressos em mg g* de massa fresca.

Os danos celulares nos tecidos foram determinados através do teor de
peréxido de hidrogénio (H202); das espécies reativas ao &cido tiobarbitarico
(TBARS), via acumulo de aldeido malbénico (MDA); e, extravassamento de
eletrélitos. Para proceder-se essas analises, 0,2 g de folhas foram maceradas com
nitrogénio liquido, homogeneizados em 2 mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1%
(m/v) e centrifugadas a 14000 rpm por 20 minutos. Para a quantificacéo de H>Oo,
adicionaram-se aliquotas de 0,2mL do sobrenadante em 0,8mL de tampéao fosfato
10 mM (pH 7,0) e 1 mL de iodeto de potassio 1M. A solucao repousou por 10
minutos em temperatura ambiente e quantificou-se a absorbancia. A concentracao
de H20: foi determinada através de curva padrdo e expressa em uM g

Para determinar TBARS, aliquotas de 0,5 mL do sobrenadante, foram
adicionadas a 1,5 mL de &cido tiobarbitarico (TBA) 0,5% (m/v) e &cido
tricloroacético 10% (m/v) e incubadas a 90°C por 20 minutos. A reacao foi
paralisada em banho de gelo por 10 minutos e lida a absorbancia. Calculou-se a
concentracao de MDA utilizando-se o coeficiente de absortividade de 155 mM cm-
1, expressando-se resultados em nM MDA g.

Para avaliacdo do extravasamento de eletrolitos, 0,2g de amostra de folhas,
foram seccionadas com tesoura e lavadas trés vezes com agua ultrapura para a
retirada de residuos. Posteriormente, as mesmas foram colocadas em 50 mL de
agua ultrapura e incubadas por 4 horas em banho-maria (25°C). Decorrido esse
periodo, obteve-se a condutancia inicial (Ci) utilizando-se condutivimetro (Lutron,
CD-4301). Posteriormente a essa leitura, as mesmas amostras foram colocadas
em banho maria a 90°C por 2 horas e realizada a segunda leitura (Cf). A
permeabilidade relativa foi calculada pela relagcdo Ci/(Ci+Cf) x 100 e o resultado
expresso em percentagem.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade e
homocedasticidade, posteriormente submetidos a analise de variancia (p<0,05). No
caso de ser constatada interacdo entre os fatores tempo apos a aplicacdo de
tembotrione e biotipos, realizou-se a analise de regressédo com auxilio do programa
SigmaPlot 12.3.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os niveis de clorofila e carotenoides reduziram ao longo do tempo de estudo
no bidtipo suscetivel (Figura 1, A e B). Ja, nos bidtipos resistentes, o nivel dos
compostos supracitados decaiu inicialmente, mas com o passar do tempo de
estudo seu teor foi mantido, indicando danos reduzidos pela acdo do herbicida
tembotrione. I1sso ocorre, pois, 0s carotenoides sdo substancias que preservam a
clorofila, evitando sua fotodegradacéo. Sua auséncia inviabiliza totalmente a acéo
da clorofila no processo da fotossintese, provocando a morte dos tecidos das
plantas (VAN ALMSICK, 2009). O herbicida tembotrione, pertencente ao grupo das
tricetonas, tem como mecanismo de acdo a inibicAo da biossintese de
carotenoides, processo no qual ocorre a inibicdo da enzima HPPD, desenvolvendo
o branqueamento das folhas (CALVAYRAC et al. 2013), devido a degradacéo
oxidativa da clorofila e das membranas fotossintéticas (GROSSMANN;
EHRHARDT, 2007).
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Figura 1: Teores de clorofila total (a+b) (A) e carotenoides (mg g) (B) em bidtipos
de leiteira apls diferentes periodos de exposicdo ao herbicida
Tembotrione. FAEM/UFPel, 2020.

Os carotenoides dissipam o excesso de luz, protegendo a clorofila contra a
foto-oxidacao (KRINSKY, 1994). Na auséncia dos carotenoides, quando as plantas
sdo expostas a luz, o excesso de energia ndo é adequadamente dissipado,
produzindo assim, espécies reativas de oxigénio e clorofila tripleto, desenvolvendo
danos as plantas devido a peroxidagao de lipidios das membranas celulares (VAN
ALMSICK, 2009).

O nivel de H>O2 (perdxido de hidrogénio) no bibtipo suscetivel (10.1)
aumentou significativamente quando comparado aos bidtipos resistentes (32.1 e
32.2) (Figura 2.A). De igual modo, para peroxidacéao lipidica, medida através do
TBARS, no bidtipo suscetivel observou-se incremento significativo na ultima
avaliacdo, apontando dano das membranas celulares, difente do verificado nos
bidtipos resistentes, que permaneceu relativamente estavel durante os periodos de
avaliacao (Figura 2.B).
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Figura 2: Contetido de H.O2 (UM g?) (A) e peroxidacéo lipidica em termos das
espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) (nM MDA g*) (B) e
extravasamento de eletrdlitos (%) (C) em bidtipos de leiteira apds
diferentes periodos de exposicdo ao herbicida tembotrione.
FAEM/UFPel, 2020.

Na analise dos danos celulares, determinada por meio do extravasamento
de eletrdlitos, constatou-se maior nivel de extravassamento celular ao longo do
tempo de estudo no biétipo suscetivel, quando comparado aos biétipos resistentes
ao herbicida (Figura 2.C), indicando que ocorreram danos celulares irreversiveis
pela acdo do herbicida no bidtipo suscetivel em comparacdo aos bibtipos
resistentes.
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Em sintese, a resisténcia de leiteira aos inibidores da HPPD, resulta em
menor deplecédo dos pigmentos fotoprotetores; menor producéo de H>O. e de
espécies reativas ao acido tiobarbitdrico; bem como reduzido extravassamento de
eletrolitos, no entanto o mecanismo pelo qual isso ocorre remanesce a ser
elucidado.

4, CONCLUSOES

Maiores quantidades de peroxido de hidrogénio, de espécies reativas ao
acido tiobarbiturico e extravassamento de eletrolitos ocorrem no bibtipo suscetivel
de Euphorbia heterophylla; enquanto, menor deplecéo de pigmentos fotoprotetores
e fotossintetizantes sdo detectados nos bidtipos resistentes ao herbicida
tembotrione.

O presente estudo ird auxiliar no processo de identificacdo dos mecanismos
de resisténcia da planta, que permanecem a serem elucidados.
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