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RESUMO: As enzimas antioxidantes sao importantes no processo de defesa das plantas,
guando ocorre o0 estresse oxidativo. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a atividade da
enzima superoxido dismutase (SOD), em biétipos de E. heterophylla suscetivel (S) e com
resisténcia mdultipla aos inibidores da ALS/PROTOX (R), pela aplicacdo do herbicida
saflufenacil, inibidor da PROTOX. Para tanto, efetuou-se analise da atividade da enzima
SOD extraida de plantas dos bi6tipos Vitorino, Bom Sucesso do Sul, Medianeira e Vilhena
(com resisténcia mdultipla aos inibidores da ALS e da PROTOX) e de um bidtipo S. Os
tratamentos consistiram na aplicacdo do herbicida saflufenacil nas propor¢cdes de doses
comerciais equivalentes a 0x, 0,16x, 0,41 e 1x para o bi6tipo S e 0x, 1x, 3,1%, 9,4x para os
biétipos R. A enzima SOD dos bibtipos Suscetivel, Medianeira, Vitorino, Vilhena e Bom
Sucesso do Sul apresentaram aumentos na atividade pela aplicagdo das doses do herbicida
saflufenacil. Os bidtipos resistentes Medianeira, Vitorino e Bom Sucesso do Sul apresentam
atividade da SOD superior ao do bidtipo Suscetivel na dose 1x. E pode-se afirmar que a

atividade da SOD pode ser um dos mecanismos envolvidos na resisténcia ao saflufenacil.

Palavras-chave: Enzimas antioxidantes, estresse oxidativo, herbicida.

INTRODUCAO

Os herbicidas inibidores da PROTOX sdo mecanismos indutores de estresse
oxidativo. Estes, nas plantas, inibem a enzima protoporfirinogénio oxidase (PROTOX), deste
modo, a protoporfirina IX produzida neste processo, na presenca de luz e oxigénio, é
oxidada, formando radicais livres como radical superéxido (O,*) e peroxido de hidrogénio
(H20,), que causam a peroxidacao de lipidios e consequente estresse oxidativo (DEVINE et
al., 1993). Este estresse desencadeia varias respostas, desde alteracdes na expressao
génica e metabolismo celular até variacbes na taxa de crescimento e producdo de biomassa
(SOARES; MACHADO, 2007).
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As plantas possuem sistemas de defesa contra os estresses ambientais que envolvem
a formacgéo de EROs, entre os quais destacam-se os antioxidantes lipossollveis associados
as membranas, os redutores hidrossollveis, e as enzimas antioxidantes, como superéxido
dismutase, glutationa redutase, catalases e peroxidases, entre outras (FERREIRA, 2007).

A superoéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) é considerada a primeira linha de defesa
contra os danos causados pelas EROs. Ela atua dismutando o O, a H,O, (ALSCHER et al.,
2002), fazendo parte do mecanismo central de defesa dos organismos, evitando a formagao
do radical hidroxila (OH*) (LEON et al., 2002). O OH* tem um grande potencial oxidativo
atacando rapidamente e sem discriminacdo qualquer macromolécula, levando a sérios
danos celulares (SCANDALIOS et al., 2000).

Assim, este trabalho teve como obijetivo caracterizar a atividade da enzima superéxido
dismutase, em bi6tipos de E. heterophylla suscetivel e com resisténcia mdltipla aos
inibidores da ALS/PROTOX, pela aplicacao do herbicida saflufenacil, inibidor da PROTOX.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao e no Laboratério de Bioquimica e
Fisiologia Vegetal da UTFPR Campus Pato Branco. Foram utilizados bidtipos de E.
heterophylla suscetivel (S) e com resisténcia multipla aos inibidores da ALS/PROTOX (R).
Os tratamentos utilizados para as atividades das enzimas para o bidtipo S foram
constituidos por quatro proporg¢des do herbicida saflufenacil, inibidor da PROTOX (0x, 0,16x,
0,41 e 1x), correspondentes as concentragdes de 0, 6, 14 e 35¢g i.a.ha’. Os tratamentos dos
biétipos resistentes (R) foram arranjados em fatorial 4 x 4, sendo, respectivamente, o fator
biétipos (Vitorino, Bom Sucesso do Sul, Medianeira e Vilhena), e as propor¢des de
saflufenacil (0x, 1x, 3,1x e 9,4x) correspondentes as concentragbdes de 0, 35, 107 e 328 g
i.a.ha™.

As analises bioquimicas iniciaram com a coleta de amostras da parte aérea das
plantulas de E. heterophylla cultivadas em casa de vegetagdo. As coletas ocorreram nos
momentos 0, 24, 48 e 72 horas apoés a aplicagdo (HAA) dos tratamentos, através do corte
das plantas rente ao solo, com imediata identificacdo, envolvimento em papel aluminio e
congelamento em nitrogénio liquido (-196°C). Apds, foram levadas ao laborat6rio, onde
foram armazenadas em freezer a — 40 °C.

Para a obtencdo do extrato protéico/enzimético, foi utilizado de 0,2 a 1,0 g de material
vegetal de cada tratamento, macerado em almofariz (previamente resfriado em geladeira),
com nitrogénio liquido. A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi determinada pela inibicdo da
foto-reducdo do cloreto de nitrotetrazélio azul (NBT). A atividade especifica da SOD foi
expressa em U pg™* de proteina. Esta metodologia foi adaptada de Giannopolitis & Ries
(1977); Beauchamp & Fridovich (1971) e Del Longo et al. (1993) e a quantificacdo de



proteinas foi pelo método de Bradford (1976). Os dados foram submetidos a analise da
variancia, pelo teste F (p<0,05). As médias foram comparadas utilizando-se o teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi verificada interacéo significativa para o bidtipo S entre épocas e doses. E para os
bidtipos R ocorreu interagéo significativa entre biétipos, épocas e doses. Para o herbicida
saflufenacil, em geral, observaram-se que as maiores atividades da SOD, para as doses
testadas, foram obtidas 48 e 72 HAA (Figura 1). Os bi6tipos Vitorino e Bom Sucesso do Sul
apresentaram atividades maximas, para as condicbes do ensaio, com a dose 0x na
avaliacdo efetuada 24 HAA. Isto, provavelmente, pode ser decorrente da caracteristica
genética destes hibtipos de apresentar alta atividade da SOD constitutivamente (Figura 1 D
e E).

J& os bidtipos Medianeira e Vilhena (Figura 1 B e C) apresentaram atividade da SOD
crescente e/ou constante pelas doses utilizadas no decorrer do tempo apés a aplicacao,
com méaximas atividades em 72 HAA. A maior atividade da enzima no sistema foi observada
com o Bom Sucesso do Sul (948 U ug™ de proteina), na dose Ox em 24 HAA (Figural E).

O bidtipo S apresentou, quando submetido as menores doses, atividade semelhante a
testemunha (sem herbicida), porém, quando as doses foram elevadas para 0,41x e 1x,
ocorreram aumentos, com picos detectados em 48 HAA (Figura 1 A), com a maior atividade
observada com a dose 1x, (765 U pg™ de proteina), o mesmo ocorrendo com o biétipo Bom
Sucesso do Sul (828 U ug™ de proteina). A similaridade do comportamento do S e Bom
Sucesso do Sul possivelmente se deve a maior producao de O, por estes bibtipos, e a
maiores concentragcfes iniciais da enzima. J& os bidtipos Medianeira, Vilhena e Vitorino
apresentaram maximas atividades, nesta mesma dose, mas em 72 HAA, de 919 U ug™ de
proteina, 756 U ug™ de proteina e 818 U ug™ de proteina, respectivamente.

De maneira simplificada, para o herbicida saflufenacil, os biétipos S e R podem ser
classificados, levando-se em consideracdo os valores médios da SOD, em ordem
decrescente como: Bom Sucesso do Sul > Medianeira > Vitorino > S> Vilhena .

Existem trabalhos que mostram correlacdes entre resisténcia de plantas ao estresse
oxidativo, gerado por herbicidas e a atividade da SOD (CASANO et al.,, 1999). Estudos
demonstram que a SOD tem acdo contra o estresse oxidativo induzido pelo herbicida
oxyfluorfen (inibidor da PROTOX) em plantas de soja (CATANEO et al., 2005).
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Figura 1 - Atividade da enzima SOD (U ug™ de proteina), 24, 48 e 72 HAA de saflufenacil.
(A) Suscetivel, (B) Medianeira, (C) Vilhena, (D) Vitorino e (E) Bom Sucesso do Sul,
Médias seguidas de mesma letra minlscula (dose dentro de periodo) e mailuscula
(periodo dentro de dose) nédo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. * A atividade média dos biotipos, antes da aplicagédo
dos herbicidas.

A diminui¢do da atividade da SOD, com o decorrer do tempo apés aplicacdo, como
observado para o biétipo S e para 0 Bom Sucesso do Sul, na dose 1x do saflufenacil (Figura
1 A e E), pode ser atribuida a inativacdo da enzima por H,O, que é produzido em diferentes
compartimentos celulares onde a SOD catalisa a dismutag¢éo dos radicais O," (HASSAN &
ALLA 2005). A SOD no sistema de defesa antioxidante pode depender, pelo menos em
parte, do efeito de remoc¢éo de H,O, do sistema. Enquanto o aumento da atividade da SOD,
pode ser atribuida a uma maior producéo de O,” (JANICKA et al., 2008), devido ao estresse

oxidativo gerado pela acao herbicida.

CONCLUSOES

A enzima SOD dos bi6tipos Suscetivel, Medianeira, Vitorino, Vilhena e Bom Sucesso
do Sul apresentaram aumentos na atividade pela aplicagdo das doses do herbicida

saflufenacil.



Com a dose 1x, comum a todos os bidtipos, a atividade da SOD dos biétipos R Bom
Sucesso do Sul, Vitorino e Medianeira, foram superiores ao biétipo S. E pode-se afirmar que
a atividade da SOD pode ser um dos mecanismos envolvidos na resisténcia ao saflufenacil.
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