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Alteracdes fisioldgicas na cultura do tomateiro devido a deriva simulada de

herbicidas!

Physiological changes in tomato crop due to simulated drift of herbicides

Ana Claudia Langaro?; Marcos André Nohatto®; Lais Tessari Perboni*; Camila Peligrinotti
Tarouco®; Dirceu Agostinetto®

Resumo - A deriva acidental pode ocorrer como consequéncia da aplicagdo de herbicidas. No
entanto, pouco se sabe em relacdo as alteracGes fisiologicas nas culturas em funcdo da deriva de
herbicidas. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da deriva simulada dos herbicidas glifosato
e clomazona na cultura do tomateiro. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e
os tratamentos arranjados em esquema fatorial, onde o fator A comparou os herbicidas (glifosato e
clomazona) e o fator B as doses (0; 12,5; 25; 37,5 e 50% da dose comercial). Foram avaliados:
conteddo de fendis totais, teores de clorofilas (a, b e total) e carotenoides, peroxidacdo lipidica e
extravasamento de eletrolitos. O aumento da dose dos herbicidas resultou em aumento do contetdo
de fenois totais e maior extravasamento de eletrélitos nas plantas. A deriva do herbicida glifosato
resulta em reducdo dos pigmentos fotossintéticos e ocasiona maior peroxidacdo lipidica das
membranas na cultura do tomate, comparado ao clomazona. Pode-se concluir que a deriva acidental
altera o metabolismo das plantas de tomate, acarretando estresse oxidativo.

Palavras-chaves: Lycopersicum esculentum, clomazona, glifosato, estresse oxidativo,
metabolismo secundario

Abstract - The accidental drift can occur as a result of the herbicide application. However, little
is known regarding the physiological changes in crops resulting from herbicide drift. The aim of
the study was to evaluate the effects of simulated drift of glyphosate and clomazone in tomato. The
experimental scheme was randomized and the treatments arranged in a factorial design, where
factor A compared herbicides (glyphosate or clomazone) and factor B rates (0, 12.5, 25, 37.5 and
50% of the recommended rate). Content of total phenols, chlorophyll contents (a, b and total) and
carotenoids, lipid peroxidation and electrolyte leakage were evaluated. Increasing rates of
herbicides resulted in increased content of total phenols and electrolyte leakage in plants. Drift of
herbicide glyphosate results in the reduction of photosynthetic pigments and causes higher lipid
peroxidation of membranes in tomato, compared to clomazone. The accidental drift results in
alteration in the metabolism of tomato plants, resulting in oxidative stress.

Keywords: Lycopersicum esculentum, clomazone, glyphosate, oxidative stress, secondary
metabolism
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Introducéo

Os herbicidas glifosato e clomazona
destacam-se dentre os utilizados nas lavouras de
soja e arroz, respectivamente. Dentre o0s
principios ativos utilizados para a dessecacao, o
glifosato € o mais empregado por se tratar de
herbicida ndo seletivo, com acdo sistémica,
apresentando controle sobre plantas daninhas
anuais e perenes (Timossi et al., 2006). O uso
predominante do glifosato em culturas
resistentes tem aumentado as oportunidades de
ocorréncia de deriva (Johnson et al., 2006). O
clomazona € herbicida seletivo, utilizado em pré
ou p6s-emergéncia inicial no controle de plantas
daninhas na cultura do arroz irrigado no Sul do
Brasil (Andres & Machado, 2004). Devido as
suas  caracteristicas  fisico-quimicas, o
clomazona apresenta consideravel pressdo de
vapor e potencial de volatilizacdo, estando
sujeito a deriva acidental (Senseman, 2007).

A deriva pode ser definida como parte da
pulverizacdo agricola desviada para fora da area
alvo, pela acdo do vento (Miller, 1993),
constituindo-se em uma das principais causas de
perdas de herbicidas. A deriva acidental pode
ocorrer em funcdo do tamanho da gota, altura da
ponta de pulverizacdo, velocidade de operacao,
condi¢cbes ambientais (velocidade do vento,
temperatura e umidade relativa do ar), volume
de aplicacdo, e ainda, da formulacdo utilizada.
A ocorréncia de deriva acidental na aplicacdo de
herbicidas é considerada um sério problema na
agricultura, por reduzir a eficiéncia da aplicacdo
e colocar em risco as culturas instaladas em
areas vizinhas (YYamashita & Guimaraes, 2006),
além da possivel contaminacdo ambiental.

A aplicacdo de subdoses, simulando
deriva, tem sido utilizada por diversos
pesquisadores com a finalidade de avaliagéo dos
eventuais efeitos em culturas sensiveis. Essa
técnica foi utilizada por Franca et al. (2010) para
estimar os efeitos do glifosato sobre os teores
foliares de nutrientes em trés cultivares de
cafeeiro. De forma semelhante, Carvalho et al.
(2014) avaliou o efeito da deriva simulada do
herbicida triclopir e da mistura formulada
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triclopir + fluroxipir nas variaveis morfologicas
em mudas de clones de eucalipto. No entanto,
pouco se sabe a respeito das alteragOes
provocadas pela deriva acidental no
metabolismo secundario das plantas.

A deriva acidental de herbicidas nas
plantas cultivadas pode provocar aumento da
producdo de radicais livres, especialmente
espécies reativas de oxigénio (EROs) como:
radical ~superdxido (O."); peroxido de
hidrogénio (H20.); radical hidroxila (‘OH); e,
oxigénio singleto (*0). Estas moléculas,
altamente reativas, irdo reagir com os lipidios
formadores das membranas, resultando em
peroxidacdo lipidica, que, além de formar novos
radicais lipidicos, danificam irreversivelmente
as membranas celulares (Fleck & Vidal, 2001).
A resposta direta do dano as membranas
celulares pela peroxidacdo lipidica é o
extravasamento do conteudo celular para o meio
que estiver envolvendo os tecidos danificados
(Kruse et al., 2006), desestruturando diversos
processos fisiologicos e metabodlicos das
plantas.

Para combater os danos provocados
pelas EROs as plantas desenvolveram dois
mecanismos de protecdo, um sistema
antioxidante enzimatico e outro ndo enzimatico
(Mittler, 2002). No sistema antioxidante ndo
enzimatico esta incluida a producdo de
compostos fendlicos, que sdo sintetizados pelas
plantas em reposta a algum tipo de estresse
(Nicholson & Hammerschmidt, 1992).

Dessa forma, o objetivo do estudo foi
avaliar os efeitos da deriva simulada dos
herbicidas glifosato e clomazona sobre variaveis
fisioldgicas da cultura do tomateiro.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo e laboratério da Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel (FAEM) da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel) no
municipio de Capéo do Ledo, RS, no periodo de
novembro de 2010 a fevereiro de 2011, em
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delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeticoes.

Os tratamentos foram arranjados em
esquema fatorial, sendo o fator A composto por
dois herbicidas (glifosato ou clomazona) e o
fator B por subdoses do herbicida (0; 12,5; 25;
37,5 e 50% da dose comercial de glifosato 720
g e.a. ha' e clomazona 1000 g i.a. hal). As
unidades experimentais constituiram-se de
sacos de polietileno com capacidade
volumétrica de 1 L, sendo mantida uma planta
de tomate, cultivar Kada Gigante, por unidade
experimental.

A deriva foi simulada pela aplicacdo de
subdoses dos herbicidas diretamente sobre as
plantas de tomate, quando as mesmas
apresentavam cinco folhas verdadeiras. Para
aplicacdo dos herbicidas foi utilizado
pulverizador costal, pressurizado a CO; e
pressdo de trabalho de 210 kPa, munido com
bicos tipo leque e pontas 110.015, o que
proporcionou a aplicagdo de 120 L ha* de calda
herbicida.

Amostras foliares foram coletadas 72
horas ap6s a pulverizacdo (HAP), sendo
imediatamente congeladas com nitrogénio
liquido e mantidas a temperatura de -80°C até o
momento das analises. A avaliacdo dos efeitos
causados pelos herbicidas foi realizada por meio
da alteracdo no metabolismo secundarios das
plantas.

A determinacdo de compostos fendlicos
foi realizada de acordo com método descrito por
Singleton & Rossi (1965), com modificacdes.
Para a etapa de extracao pesou-se 2 g de amostra
triturada, dilui-se em 20 mL de metanol,
colocou-se em banho-maria a 25°C, durante 3
horas. Apos este periodo, a amostra foi filtrada
com algoddo para baldo volumétrico de 50 mL,
completando-se o volume com metanol. Para a
etapa de quantificacdo dos fendis foi retirado 1
mL do extrato obtido e adicionado 10 mL de
agua ultra-pura e 0,5 mL de Folin-Ciocalteau 2
N, deixando-se reagir por 3 minutos, e apds este
periodo foram adicionados 1,5 mL de Na,COs
20% (m/v), permanecendo no escuro por mais 2
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horas. Realizou-se a leitura da absorbancia em
espectrofotometro (Ultrospec2000 UV/Visivel -
Pharmacia Biotech) no comprimento de onda de
765 nm. Foi elaborada curva padrdo de acido
galico e os resultados foram expressos em
miligramas de equivalente de &cido galico (mg
GAE) por grama de matéria fresca (MF).

Os teores de clorofilas e carotenoides
totais foram determinados com amostras de 0,1
g maceradas em almofariz em presenca de 5 mL
de acetona 80% (v/v). O material foi
centrifugado a 12000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante transferido para baldo volumétrico
de 20 mL, completando-se esse volume com
acetona 80% (v/v). Os teores de clorofila a, b,
totais (a + b) e de carotenoides totais foram
calculados pelo wuso das formulas de
Lichtenthaler (1987) a partir da absorbancia da
solugdo obtida por espectrofotometria a 647,
663 e 470 nm, sendo 0s resultados expressos em
mg g* de MF.

Os danos celulares nos tecidos das
espécies reativas ao 4&cido tiobarbiturico
(TBARS) foram determinados via acimulo de
aldeido mal6nico (MDA), conforme descrito
por Heath & Packer (1968). Para isso, 0,2 g de
folhas foram macerados com nitrogénio liquido
e homogeneizados em &cido tricloroacético
(TCA) 0,1% (m/v) e centrifugados a 7830 rpm
por 20 minutos. Aligquotas de 0,5 mL do
sobrenadante foram adicionadas a 1,5 mL de
acido tiobarbitarico (TBA) 0,5% (m/v) em acido
tricloroacético 10% (m/v) e incubadas a 90°C
por 20 minutos. A reacdo foi paralisada em
banho de gelo por 10 minutos. A absorbancia foi
lida a 532 nm, descontando-se a absorbancia
inespecifica a 600 nm. A concentracdo de MDA
foi calculada utilizando-se o coeficiente de
absortividade de 155 mM™ cm™ e os resultados
foram expressos em nM MDA g? de matéria
fresca.

Outra forma de avaliar os danos
celulares foi através da permeabilidade relativa
das membranas, determinada por meio do
extravasamento de eletrolitos conforme descrito
por Tarhanen et al. (1999). Para isso, 0,2 g de
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amostra foram triturados e lavados trés vezes
com agua ultra-pura para a retirada do contetido
das células rompidas durante o corte e de outros
eletrdlitos aderidos as folhas. Apos este
procedimento, as mesmas foram colocadas em
50 mL de agua ultra-pura e deixadas por 6 horas
em banho-maria a 25°C. Decorrido esse tempo,
a condutancia inicial (Ci) foi obtida utilizando-
se condutivimetro  (Lutron, CD-4301).
Posteriormente a essa leitura, as mesmas
amostras foram colocadas em estufa a 90°C por
2 horas e feita a segunda leitura (Cf). A
permeabilidade relativa foi calculada pela
relacdo Ci/(Ci+Cf) x 100 e o resultado foi
expresso em percentagem.

Os dados foram analisados quanto a sua
normalidade e  homocedasticidade e,
posteriormente, submetidos a analise de
variancia (p<0,05). Os efeitos dos herbicidas
foram comparados pelo o teste t (p<0,05) e os
efeitos das doses por meio de analise de
regressao.

Resultados e Discussao

O teste de Shapiro Wilk demonstrou nao
ser necessaria a transformacdo dos dados. Néao
houve interacdo entre os fatores herbicidas e
doses, para as variaveis: contetdo de fenois
totais, teor de clorofila a, clorofila b, clorofila
total, carotenoides e extravasamento de
eletrélitos. Verificou-se interacdo entre 0s
fatores herbicidas e doses para a variavel
peroxidacao lipidica.

Para a varidvel teor de fenois totais,
verificou-se somente efeito principal de dose,
sendo constatado aumento do contetdo de
compostos fendlicos em funcdo da elevagdo da
dose para ambos herbicidas e ndo constatou-se
diferencas entre doses testadas, sendo
superiores a testemunha (Figura 1). Tais
resultados possivelmente estdo associados aos
mecanismos de protecdo das plantas aos
herbicidas, uma vez que os compostos fenolicos
apresentam em sua estrutura um anel aromatico
com uma ou mais hidroxila, o que possibilita sua
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atuacdo como agentes redutores, interrompendo
reacOes de oxidacdo através da doacdo de
elétrons ou hidrogénios aos radicais livres,
convertendo-os em produtos estaveis (Melo et
al., 2008).
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y =14,16 + 8,63 (1-¢ ) R2=0,98

Fendis Totais (mg GAE g_1 de MF)
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0,0 12,5 25,0 37.5 50,0

Subdoses do herbicida (%)

Figura 1. Contetdo de fendis totais (mg GAE
g*MF) em funcdo de subdoses crescentes dos
herbicidas glifosato e clomazona. As barras
verticais representam os intervalos de confianca
(p<0,05).

Quanto as variaveis clorofila a, clorofila
b e clorofilas totais, observou-se menor
contetido nas plantas submetidas a aplicacao de
glifosato em compara¢do ao clomazona, o que
sugere que este herbicida provoca maiores
injarias as plantas (Tabela 1). N&o verificou-se
diferenga entre herbicidas para a carotenoides e
ndo houve significancia estatistica em relacédo as
subdoses dos produtos. O teor de clorofila e
carotenoides nas folhas indica, entre outros, o
nivel de dano que determinado estresse pode
estar causando a planta, j& que a clorose €,
normalmente, um dos primeiros sintomas
expressos (Catunda et al., 2005). O decréscimo
do conteudo de clorofila e de carotenoides
associado a aplicacdo de herbicidas tem sido
relatado em diversas moléculas e diferentes
especies, como Hordeum vulgare (Kana et al.,
2004), Myracrodruon urundeuva (Duarte et al.,
2006) e Ananas comossus (Catunda et al.,
2005).
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Tabela 1. Teores de clorofila a, b, total e carotenoides (mg g*) em funcéo da aplicacio de

herbicidas.
Herbicida Clorofila a Clorofilab Clorofila total Carotenoides
Clomazona 1,35 aV 0,78 a 2,13a 0,28 a
Glifosato 0,99b 0,52b 151b 0,22 a
CV (%) 23,3 29,1 22,9 31,2

Y Médias seguidas por letras minfisculas na coluna diferem entre si pelo teste t (p<0,05).

Apesar do clomazona pertencer ao grupo
dos inibidores da sintese de carotenoides, a
aplicacdo de glifosato resultou numericamente
em menor sintese ou maior degradacdo do teor
de pigmentos cloroplastidicos. Ha relatos sobre
os efeitos detrimentais do glifosato na sintese de
acido aminolevulinico (ALA), precursor na
biossintese de clorofila (Kitchen et al., 1981).
Além disso, a provavel inibicdo da enzima
EPSPs, pode estar associada a redugdo da
formacdo de clorofila, devido a inibicdo da
sintese de AIA (acido indol-acético). Assim,
estruturas sdo alteradas, provocando danos
celulares irreversiveis, como ruptura parcial do
cloroplasto e perda de é&gua do reticulo
endoplasmatico rugoso (Silva, 2002). Em

estudo semelhante constatou-se que o glifosato
danificou a estrutura dos cloroplastos (Campbell
etal., 1976).

As plantas tratadas com glifosato
apresentaram maiores teores de MDA,
comparativamente as que receberam deriva
simulada de clomazona, resultando em maior
peroxidacdo lipidica das membranas (Tabela 2).
Houve aumento dos teores de MDA em funcéo
do aumento da dose do glifosato, enquanto que
para o herbicida clomazona ndo houve ajuste
dos dados ao modelo (Figura 2). O MDA é
considerado bom marcador da integridade
estrutural das membranas, porque indica o nivel
de dano aos lipidios pelas reacdes de oxidacédo
(Ekmekci & Terzioglu, 2005).

Tabela 2. Contetido de MDA (nM g MF) em func&o de subdoses crescentes de herbicidas.

Subdoses do herbicida (%)

Herbicida 0 125 25 375 50
Clomazona 12,8 a? 6,75b 7,59 b 549 b 5,83b
Glifosato 12.8a 15,57 a 20,38 a 30,46 a 4851 a
CV (%) 12,8 4,2 2,9 4,6 11,7

% Médias seguidas por letras minfisculas na coluna diferem entre si pelo teste t (p<0,05).

A acdo do herbicida é normalmente
amenizada por defesas naturais da planta ao
estresse, destacando-se o0 papel dos
carotenoides, 0s quais sdo capazes de reagir com
as EROs, dissipando sua energia na forma de
calor. Contudo, quando a planta é tratada com
herbicida a capacidade protetora dos
carotenoides é ultrapassada e a planta sofre
peroxidacdo lipidica (Buchanan et al., 2001),
pois o contetdo de carotenoides é reduzido ao
passo que o0 MDA e aumentado em plantas.

Em relacdo a varidvel extravasamento de
eletrdlitos observou-se valores superiores nas
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plantas tratadas com glifosato, ocorrendo
aumento nas maiores doses para ambos 0S
herbicidas, sendo verificado diferenca somente
entre as doses do herbicida e a testemunha
(Figura 3). Tais resultados corroboram com o
maior teor de compostos fendlicos e com a
peroxidacdo lipidica. O extravasamento de
eletrolitos é a ultima etapa observada em funcéo
do estresse oxidativo, sugerindo que houve
rompimento da membrana.
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Figura 2. Contetido de MDA (nM g MF) em
funcao de subdoses crescentes de herbicidas. As
barras verticais representam os intervalos de
confianga (p<0,05).
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Figura 3. Extravasamento de eletrélitos (%) em
funcao de subdoses crescentes de herbicidas. As
barras verticais representam os intervalos de
confianga (p=<0,05).

Conclusoes

O contetdo de fenois totais, MDA e
extravasamento de eletrélitos, em geral,
aumenta em funcdo da dose dos herbicidas. O
herbicida glifosato resulta em redugdo dos
pigmentos fotossintéticos e ocasiona maior
estresse oxidativo na cultura do tomate,
comparado ao clomazona.
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