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RESUMO

ARAUJO, Hugo Humberto, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de 2021. Efeitos
morfoanatomicos, metabdlicos e genotoxicidade do herbicida glifosato em Joannesia
princeps Vell. (Euphorbiaceae): contribuicoes para o biomonitoramento ambiental.
Orientadora: Luzimar Campos da Silva. Coorientadora: Larisse de Freitas Silva.

O glifosato é o herbicida mais utilizado em escala global. No entanto, seu uso pode impactar
espécies ndo-alvo em dreas de vegetacao nativa. O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas
promovidas pelo glifosato em folhas e caule de J. princeps, buscando identificar biomarcadores
uteis no monitoramento ambiental. Para tal, mudas de J. princeps com trés meses de idade (n=4)
foram expostas a aplicacio aérea de glifosato (RoundUp Original® DI) nas doses de 0, 180, 360,
720 e 1440 g.ia.ha!. Decorridos 12 dias apés a aplicagdo, foram feitas andlises visuais, andlises
de trocas gasosas, pigmentos fotossintéticos, quantificagdo de acido chiquimico, peroxidacao
lipidica, enzimas antioxidantes, ensaio cometa, morte celular in situ e anatomia em folhas e
caules. Visualmente, em folhas de plantas expostas ao glifosato, ocorreram cloroses,
encarquilhamentos, reducdo na expansao foliar e necroses, € em caules ocorreram manchas
escuras e ranhuras superficiais. Houve o aumento no teor de acido chiquimico, redu¢do da
assimilacdo de CO; (A), da condutancia estomética (gs), da transpiracao foliar (E) e do teor de
clorofilas a, b e total. Ocorreu estresse oxidativo promovendo aumento da peroxidacao lipidica
e das atividades das enzimas superdxido dismutase (SOD) e peroxidase (POX). O glifosato
promoveu genotoxicidade dose-dependente e morte celular em todas as doses.
Anatomicamente, em folhas, ocorreu o colapso de células epidérmicas, retracao do protoplasto,
formacdo de tecido de cicatrizacdo, reducdo visual de espagos intercelulares, alteracdes nos
cloroplastos acompanhados de reducdo de amido, surgimento de projecdes de parede celular,
aumento de compostos fendlicos, alteragdo nos tecidos de condugdo. Nos caules ocorreram
colapso de células epidérmicas, alteragdes no cambio vascular e nos tecidos de conducdo. Estes
resultados demonstram que J. princeps foi sensivel ao glifosato, que promoveu alteracoes
mesmo na auséncia nos danos visuais. Os biomarcadores identificados em J. princeps foram
uteis na avaliacdo de danos promovidos pelo glifosato. Em adi¢do, J. princeps € uma espécie

promissora em estudos de biomonitoramento de glifosato no ambiente.

Palavras-chave: Biomarcadores. Mata Atlantica. Pesticida.



ABSTRACT

ARAUJO, Hugo Humberto, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May, 2021.
Morphological, metabolic, and genotoxic effects of herbicide glyphosate in Joannesia
princeps Vell. (Euphorbiaceae): contributions for environmental biomonitoring. Adviser:
Luzimar Campos da Silva. Co-adviser: Larisse de Freitas Silva.

Glyphosate is the most widely used herbicide globally. However, its use can affect non-target
species in areas of native vegetation. This study aimed to evaluate the responses promoted by
glyphosate in leaves and stems of J. princeps to identify useful biomarkers for environmental
monitoring. For this, seedlings of J. Princeps with three-month-old (n = 4) were exposed to
aerial application of glyphosate (RoundUp Original® DI) at doses of 0, 180, 360, 720 e 1440 g
a. e. ha'l. Visual analyzes, gas exchange analyzes, photosynthetic pigments, quantification of
shikimic acid, lipid peroxidation, antioxidant enzymes, comet assay, cell death in situ, and
anatomy in leaves and stems were performed 12 days after application. Visually, on leaves of
plants exposed to glyphosate, chlorosis, shriveling, reduction in leaf expansion and necrosis
occurred. On the stems, dark spots and superficial furrows occurred. There was an increase in
the content of shikimic acid, reduction in the assimilation of CO2 (A), stomatal conductance
(gs), leaf transpiration (E), and a, b, and total chlorophyll content. Glyphosate promotes
oxidative stress resulting in increased lipid peroxidation and activities of the superoxide
dismutase (SOD) and peroxidase (POX) enzymes. Glyphosate promoted dose-dependent
genotoxicity and cell death in all doses. Anatomically, in leaves, there was the collapse of
epidermal cells, protoplast retraction, formation of scar tissue, visual reduction of intercellular
spaces, changes in chloroplasts, reduction of starch, appearance of cell wall projections,
increase in phenolic compounds, and change in conduction tissues. These results demonstrate
that J. princeps was sensitive to glyphosate and that changes occur even in the absence of visual
damage. The biomarkers identified in J. princeps were useful in evaluation of damages caused
by glyphosate. In addition, J. princeps is a promising species in studies of glyphosate

biomonitoring in the environment.

Keywords: Atlantic Forest. Biomarkers. Pesticide.
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INTRODUCAO GERAL

O alto nivel tecnolégico da agricultura no Brasil tornou o pais um dos maiores
produtores mundiais de alimentos. No entanto, para garantir alta produtividade a agricultura
contemporanea faz uso crescente de pesticidas, com destaque para os herbicidas. O Brasil € um
dos quatro maiores consumidores de pesticidas do mundo, junto aos Estados Unidos, Unido
Europeia e China (Donley, 2019). No pais, apenas em 2020 foram registrados 493 novos
pesticidas, dos quais 394 (79,9%) sdo classificados como produtos perigosos, muito perigosos
ou altamente perigosos para o meio ambiente (MAPA, 2020).

Dentre os herbicidas, o glifosato [N- (fosfonometil) glicina] € o ingrediente ativo
mais comercializado no Brasil e o mais utilizado mundialmente (IBAMA, 2020). Este herbicida
€ classificado como um herbicida ndo-seletivo, sistémico e pertence ao grupo das glicinas
substituidas (Franz, 1985). Ap6s a aplicacdo na porcdo aérea de plantas daninhas, o glifosato é
absorvido através da cuticula e translocado principalmente pelo floema, no fluxo dos
fotoassimilados para tecidos de reserva e em desenvolvimento, como folhas jovens e dpices
caulinares e radiculares (Gomes et al., 2014; Singh et al., 2020). O mecanismo de acdo do
glifosato reside na inibicdo da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs),
atuando diretamente na rota do 4cido chiquimico (Finley & Duke, 2020). Consequentemente,
ocorre interferéncia na sintese de triptofano, fenilalanina e tirosina, aminodcidos essenciais na
constituicdo de proteinas e que sdo precursores na biossintese de compostos secundarios,
incluindo vitaminas, lignina e hormonios vegetais (Ghisi e Cestari, 2013; Gomes et al., 2014).

Em regides onde hd adocdo do controle quimico, deriva de herbicidas t€ém sido
constantes, sendo uma das principais causas de perda destes produtos na agricultura moderna
(Cunha, 2008). A deriva ocorre quando parte da pulverizacao de herbicidas desvia da area de
aplicacdo e atinge dreas ndo-alvo (Rezende-Silva et al. 2019). Dessa forma, os herbicidas,
principalmente os ndo-seletivos como aqueles a base de glifosato, podem ocasionar danos tanto
a cultura quanto a vegetacdo de dreas proximas ao local de aplicagdo (Hasanuzzaman et al.,
2020; Freitas-Silva et al., 2021). No entanto, efeitos do glifosato em espécies ndo agricultaveis
foram explorados em poucos estudos (Rezende-Silva et al., 2019; Freitas-Silva et al., 2020;
Freitas-Silva et al. 2021).

O monitoramento ambiental utilizando espécies vegetais tem se mostrado um
método chave na compreensdo do efeito de xenobidticos em plantas ndo-alvo. A identificagdao

de espécies bioindicadoras pode levar em consideragdo respostas em nivel bioquimico,
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fisiolégico, morfoanatomico e citogenotéxico a exposi¢do aos agentes contaminantes,
permitindo a indicagdo de biomarcadores do estresse (Rocha et al., 2013; Rai, 2016; Piasecki
et al., 2019).

Herbicidas a base de glifosato pode promover alteracdes em processos fisioldgicos
relacionados a reducdo da taxa fotossintética, inibicdo da assimilacdo de CO2; inibi¢do da
biossintese de clorofila e outros pigmentos, diminui¢do da condutincia estomatica, distirbios
nutricionais e metabdlicos (Gomes et al., 2014; Gomes et al., 2016; Zhong et al., 2018; Freitas-
Silva et al, 2020). O glifosato também pode desencadear estresse oxidativo, devido ao acimulo
de espécies reativas de oxigénio, podendo acarretar danos celulares (Foyer & Noctor, 2011;
Gomes et al., 2014). Nesse contexto, os sistemas antioxidativos enzimaticos (por exemplo
SOD, CAT, APX, GPX e GR) e ndo enzimadticos (por exemplo ascorbato e glutationa) sdo
importantes para evitar ou diminuir os danos oxidativos (Foyer e Noctor, 2011; Garcia-
Caparr6s et al., 2020; Freitas-Silva et al., 2020).

A investigacdo de parametros anatdmicos pode ser utilizada na avaliacdo de danos
promovidos por diferentes elementos xenobidticos (Ghosh et al., 2017; Anjos et al., 2018;
Andrade et al., 2020). Este tipo de avaliacdo possibilita identificar alteragdes em nivel celular
e tecidual, incluindo, colapso dos tecidos, hiperplasia, hipertrofia, formacdo de tecido de
cicatrizacdo e acimulo de compostos do metabolismo celular, inclusive antes que se possa
observar alteragdes a vista desarmada, como clorose, necrose e morte da planta (Tuffi Santos,
2007; Freitas-Silva et al., 2020; Silva et al., 2016; Cruz et al., 2021).

Ensaio de genotoxicidade em plantas tem se mostrado um método robusto e de facil
execugdo e por isso vem sendo empregado em diversos estudos ecotoxicoldgicos (Santos et al.,
2015). Esse tipo de avaliacdo pode auxiliar na investigacdo da resisténcia ou susceptibilidade
de plantas a herbicidas e em ensaios ecotoxicoldgicos (Santos et al., 2015; Piasecki et al., 2019).
Além disso, podem contribuir na identificacdo de biomarcadores em nivel de DNA, uteis na
diagnose e prognose da fitotoxicidade por xenobidticos.

Joannesia princeps é uma espécie vegetal nativa da Mata Atlantica que ocorre em
solos geralmente pobres e bem drenados, desde o Norte até o Nordeste e Sudeste do Brasil
(Lorenzi, 2016), em areas que sofrem influéncia da intensa atividade agricola, o que pode expor
a espécie a deriva de herbicidas. E uma espécie sucessora secundéria inicial, com crescimento
rapido, utilizada para fins paisagisticos, na recuperacdo de dreas degradadas devido as
associacOes ecoldgicas, e na medicina popular devido as propriedades medicinais de suas

sementes (Lorenzi, 2016; Kiilkamp, 2020). Os principais estudos com esta espécie se pautam
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na avaliacdo da sensibilidade a chuva 4cida (Castro, 2008; Andrade et al., 2020), chuva com
fldor (Silva et al., 2000), as emissdes de sidertrgicas e poluicao atmosférica (Silva et al., 2015),
além do ozdnio (Santos et al., 2019). No entanto, estudos sobre o efeito de herbicidas nesta
espécie sao escassos, os quais podem fornecer dados importantes para a caracterizagdao de
biomarcadores ao estresse.

A identificacdo de espécies bioindicadoras € fundamental para o planejamento de
estratégias de protecdo de dreas naturais e o0 monitoramento do impacto dos herbicidas sobre a
vegetacdo nativa, em especial espécies ndo-alvo, como a espécie em estudo. Neste contexto,
hipotetizamos que Joannesia princeps € uma espécie sensivel ao glifosato e apresentard
alteracdes morfoanatdmicas, metabdlicas e danos no genoma quando exposta ao herbicida
glifosato em diferentes doses. O objetivo geral deste estudo foi avaliar as respostas promovidas
pelo glifosato em J. princeps, buscando identificar biomarcadores uteis no monitoramento

ambiental deste herbicida. Para isso, elaboramos dois artigos:

e O artigo I: “Biomarcadores morfoanatomicos na diagnose e prognose da fitotoxicidade
do glifosato em Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae)” teve como objetivo avaliar
as respostas visuais e anatOmicas em folhas e caules de J. princeps em resposta ao
glifosato. Assim, buscamos identificar possiveis biomarcadores uteis na diagnose e/ou
prognose da fitotoxicidade pelo glifosato por meio da caracterizagao visual, avaliacdes
anatomicas e ensaios histoquimicos em folhas jovens, folhas expandidas e no caule. Este
artigo estd formatado nas normas do periddico Environmental and Experimental Botany
(ISSN 0098-8472) ao qual sera submetido apds tradug@o e incorporacao das sugestoes

da banca avaliadora.

e O artigo II: “Alteragdes metabolicas e danos no genoma promovidos por glifosato em
folhas de Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae): contribuicdbes para o
monitoramento ambiental” teve como objetivo avaliar as respostas fisioldgicas,
bioquimicas e genotoxicas promovidos pelo glifosato em folhas de J. princeps.
Buscamos identificar possiveis alteracdes uteis em trabalhos de biomonitoramento
ambiental, por meio de andlises de trocas gasosas, pigmentos fotossintéticos,
quantificacdo de dcido chiquimico, peroxidacao lipidica, enzimas antioxidantes, ensaio
cometa e verificacdo de morte celular in situ. Este artigo esta formatado nas normas do
periddico Environmental Pollution (ISSN 0269-7491) ao qual serd submetido apds

traducdo e incorporacdo das sugestdes da banca avaliadora.
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Capitulo I

Biomarcadores morfoanatomicos na diagnose e prognose da fitotoxicidade por glifosato

em Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae)

Hugo Humberto de Aradjo?®; Larisse de Freitas-Silva®; Luzimar Campos da Silva“®

@ Departamento de Biologia Vegetal, Universidade Federal de Vicosa, Vigosa 36570-900,
MG, Brasil.
b Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, Cruz das Almas 44380-000, BA, Brasil.
*Autor para correspondéncia: luzimar@ufv.br

Resumo

O herbicida glifosato pode afetar negativamente a vegetacdo nativa por meio da deriva,
impactando espécies ndo-alvo de florestas tropicais proximas as lavouras. O objetivo neste
estudo foi avaliar as respostas visuais e anatdmicas em folhas e caules de Joannesia princeps
ao glifosato, buscando identificar possiveis biomarcadores uteis na diagnose e/ou prognose da
fitotoxicidade causada pelo herbicida. Mudas de J. princeps foram submetidas a aplicacdo de
glifosato nas doses de 0; 180; 360; 720 e 1440 g.ia.ha'l. A caracterizagdo visual foi feita
diariamente e as avaliagdes anatomicas e ensaios histoquimicos foram feitas em folhas jovens,
folhas expandidas e no caule, 12 dias apds a aplicagdo do herbicida. Visualmente, em folhas
ocorreu clorose, encarquilhamento, redu¢do na expansdao foliar e necrose, € em caules
ocorreram manchas escuras e ranhuras superficiais. Anatomicamente, nas folhas ocorreram:
colapso de células epidérmicas, retracdo do protoplasto, formacgao de tecido de cicatrizacdo,
reducdo visual de espacos intercelulares, alteracdes nos cloroplastos acompanhados de redugdo
de amido, surgimento de projecdes de parede celular, aumento de compostos fenodlicos,
alteracdo nos tecidos de conducdo. Nos caules ocorreram colapso de células epidérmicas,
alteracdes no cambio vascular e nos tecidos de condu¢do. Em conclusio, o glifosato promoveu
alteracoes visuais e anatdmicas em folhas e caules de J. princeps que sao biomarcadores uteis
na diagnose e prognose da fitotoxicidade por glifosato. Estes dados sugerem que J. princeps é
sensivel ao herbicida e tem potencial como espécie bioindicadora de glifosato no ambiente.

Palavras-chave: Anatomia foliar. Alteracdes visuais. Biomarcadores. Herbicidas.
Histoquimica. Prognose.

Destaques

e O glifosato promoveu alteragdes visuais e anatdmicas em folhas e caule de Joannesia
princeps

e Em folhas sem sintomas visuais ocorreram alteracdes anatomicas
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e Respostas do caule foram titeis na avalia¢do da fitoxicidade pelo glifosato
e J. princeps apresenta biomarcadores diagndsticos e progndsticos ao glifosato

e J. princeps é uma espécie com potencial uso no biomonitoramento de glifosato

1 Introducao

A Mata Atlantica € um dos biomas brasileiros mais ricos em biodiversidade, sendo
considerada um hotspot (Myers et al., 2000). Este bioma tropical vem sendo transformado pela
acdo antrdpica, devido a reducdo na cobertura natural e intensa fragmentag¢do (Rezende et al.
2018). A agropecudria, atualmente, ocupa cerca de 60,9% das terras do bioma, sendo 31%
destinadas a agricultura (Mapbiomas, 2021). No entanto, a atividade agricola, em virtude do
uso de herbicidas e outros pesticidas, pode afetar negativamente espécies tropicais nao-alvo que
ocorrem nestes ambientes (Ferreira et al., 2019, Cruz et al., 2021).

O glifosato [(N-phosphonomethyl) glycine] é o herbicida mais utilizado em escala
global e o mais comercializado no Brasil, devido a seu custo-beneficio e eficiéncia no controle
de plantas daninhas (Dupont et al., 2018; IBAMA, 2020). O glifosato € um herbicida sistémico,
nao seletivo aplicado em folhas em pds-emergéncia para o controle de plantas daninhas de
importancia agrondmica (Franz et al., 1997). Ap6s aplicacdo e absor¢cdo majoritariamente pela
parte aérea, o herbicida segue o fluxo de fotoassimilados para 6rgaos de reserva e regides mais
ativas metabolicamente como meristemas, folhas jovens e raizes em desenvolvimento (Nguyen
et al., 2016; Singh et al., 2020).

O mecanismo de agdo do glifosato consiste na inibi¢do da enzima cloroplastidica 5-
enolypyruvyl-shikimate-3-phosphatesynthase (EPSPS - EC 2.5.1.19) acarretando alteragdes na
rota do 4cido chiquimico e interferindo na sintese de amionodcidos aromaticos que sao
precursores para a producdo de proteinas, hormoOnios vegetais e metabodlitos secundarios
(Mobin et al., 2015). Apesar de ser um produto destinado ao controle de plantas daninhas,
espécies nao-alvo podem ser afetadas pela aplicagcdo do glifosato (Silva et al., 2016; Cruz et al.,
2021).

A deriva acontece quando parte do produto pulverizado ultrapassa a drea de aplicacdo e
atinge locais préximos, podendo afetar negativamente a vegetacdo adjacente ndo-alvo
(Rezende-Silva et al. 2019). No entanto, efeitos do glifosato em espécies nao agricultiveis
foram explorados em poucos estudos (Rezende-Silva et al., 2019; Freitas-Silva et al., 2020;
Freitas-Silva et al. 2021). A investigacdo de respostas visuais € anatbmicas em plantas nativas

expostas ao glifosato podem auxiliar na diagnose da fitotoxicidade promovida pelo herbicida e
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no estabelecimento de biomarcadores, além de ajudar a compreender melhor os efeitos deste
herbicida em plantas ndo-alvo (Freitas-Silva et al., 2020; Cruz et al., 2021; Freitas-Silva et al.,
2021).

Em plantas sensiveis ao glifosato as alteragdes no metabolismo energético podem
promover superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Gomes et al., 2014). A
exposicdo ao glifosato pode promover alteragdes estruturais, como a ruptura da epiderme,
necroses, formacdo de tecido de cicatrizagdo, colapso de tricomas glandulares e células
epidérmicas, colapso de células ndo lignificadas do mesofilo e hiperplasia celular (Silva et al.,
2016; Cruz et al., 2021; Freitas-Silva et al., 2021). Alteragdes anatdmicas podem ocorrer na
auséncia de sintomas visuais (Freitas-Silva et al., 2020) e podem ser uteis para a avaliacio
prognostica da fitotoxicidade do glifosato em espécies vegetais. O glifosato também pode
promover alteragdes visuais como necrose, clorose, redu¢do no crescimento € no
desenvolvimento, além de morte de plantas susceptiveis (Cobb e Reade, 2010; Piasecki et al.,
2019). Estas alteracdes podem ocorrer pouco tempo apds a exposi¢do ao herbicida e sdo um
importante indicativo da fitoxicidade promovida pelo glifosato (Freitas-Silva et al., 2020).

Joannesia princeps Vell. (Euphorbiaceae € uma espécie arbdrea tropical nativa,
endémica do Brasil (Kiilkamp, 2020), que ocorre naturalmente na Mata Atlantica e ja foi
classificada como “vulveravel” pelo World Conservation Monitoring Centre em relacdo ao
risco de extingdo (WCMC, 1998). Suas sementes sdo exploradas na medicina popular (Lorenzi,
2016) e servem como recurso alimentar para muitos animais, em especial as cotias (Dasyprocta
leporina) que tem importante papel na dispersdo desta espécie (Fernandez et al., 2017). J.
princeps apresenta alteragdes visuais e estruturais em resposta a diferentes poluentes (Silva et
al. 2000; Silva et al. 2005; Andrade et al., 2020) e tem sido apontada como uma espécie
potencialmente ttil no biomonitoramento de xenobidticos. Desta forma, objetivamos avaliar as
respostas visuais e anatdomicas em folhas e caule de J. princeps em resposta ao glifosato. Nossa
hipétese € que essa espécie seja sensivel ao herbicida e que entre as alteragdes visuais e
anatdmicas observadas na parte aérea de J. princeps possamos identificar potenciais

biomarcadores para a diagnose e/ou prognose da fitotoxicidade do glifosato.

2 Materiais e métodos

2.1 Condigoes de cultivo
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Sementes de J. princeps foram coletadas em uma drea com vegetacao de Mata Atlantica
na Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vicosa, MG, Brasil (-20°4520" e -42°52" 40"). As
sementes foram higienizadas, o tegumento foi rompido mecanicamente e foram germinadas em
substrato “Topstrato HT®”. Um més apés a germinagdo, as mudas com um par de folhas
expandidas foram transplantadas para vasos de 3,8L com o0 mesmo substrato. As plantas foram
irrigadas a cada dois dias e receberam solucao nutritiva de Clark a V2 for¢a i6nica, pH 5.5 (Clark,
1975) semanalmente. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacido na UFV por trés meses
nestas condi¢des. Posteriormente, foram padronizadas visualmente e selecionadas para o

experimento.

2.2 Aplicagdo dos tratamentos

O herbicida glifosato (RoundUp Original® DI - Monsanto, USA) contendo 370 g.L"! de
equivalente dcido de [(N-phosphonomethyl) glycine] foi aplicado na por¢ao aérea das mudas
nas doses de 0, 180, 360, 720 e 1440 g.ia.ha™! (gramas de ingrediente ativo por hectare). Foram
utilizadas quatro mudas por tratamento (n=4). A pulverizacdo foi feita entre 8 ¢ 9 da manha,
com um pulverizador (modelo Herbicat®, Catanduva Brasil) propelido a CO2, acoplado a dois
bicos de pulverizacado (Teejet, model XR11002VP) com espacamento de 0,5m. O equipamento
foi regulado com pressdo constante de 150 KPa e com vasdo de 150 L/ha™!. A coleta de amostras

para as avaliacdes ocorreu 12 dias apds a aplicacdo do herbicida (DAA).

2.3 Caracterizagdo visual

ApOs a aplicacdo dos tratamentos, fotografias foram realizadas diariamente com camera
digital (Nikon Coolpix P510, 16 MP) para documentar possiveis alteracOes visuais € a
progressao destas durante o periodo experimental. As observacdes foram feitas em folhas
jovens, folhas expandidas e ao longo do caule. Neste experimento, padronizou-se utilizar os
termos folhas jovens referindo-se a folhas do primeiro n6 e folhas expandidas, para folhas do

terceiro né a partir do dpice.

2.4 Caracterizagdo estrutural em microscopia de luz e histoquimica
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Amostras da regido mediana e da margem do foliolo central de folhas jovens e
folhas expandidas, com e sem sintomas visuais respectivamente, foram coletadas para a
caracterizacdo estrutural e histoquimica, 12 DAA. Adicionalmente, fragmentos do caule, na
regido do terceiro entrend, com sintomas visuais foram coletados para avaliag@o estrutural e
histoquimica. Todas as coletas foram realizadas no periodo da manha.

As amostras para caracterizacdo estrutural foram fixadas em solucdo de
Glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato, pH 7,2 (Karnovsky, 1965), desidratadas em série
etilica e incluidas em historesina (Leica Historesin®, Heildelberg, Alemanha), conforme
recomendacdes do fabricante. Seccdes transversais (6 um de espessura) foram obtidas em
micrétomo rotativo de avango automatico (modelo Leica RM 2255, Leica Microsystems Inc.,
Deerfield, IL, EUA) com navalha de vidro. Os cortes foram corados com Azul de Toluidina a
0,05%, pH 4,7 (O’Brien e McCully,1981) e montados entre ldmina e laminula em meio de
montagem Permount® (Thermo Fisher Scientific) (Kraus e Arduin, 1997).

Amostras de foliolos de folhas jovens e expandidas, com e sem sintomas visuais
respectivamente foram utilizadas para os ensaios histoquimicos. Para a deteccdo de amido com
o uso do lugol (Johansen, 1940) as amostras foram fixadas em formalina neutra tamponada -
FNT (Kraus e Arduin, 1997, modificado) e estocadas em etanol 70% (v/v). Para a detec¢ao de
compostos fendlicos as amostras de folhas foram fixadas em sulfato ferroso em formalina
(Johansen, 1940). As amostras, para ambos os testes, foram incluidas em historesina (Leica
Historesin®, Heildelberg, Alemanha) e seccionadas a 6 um em micrétomo rotativo (modelo
Leica RM 2255, Leica Microsystems Inc., Deerfield, IL, EUA). As laminas foram montadas
em meio de montagem Permount® (Thermo Fisher Scientific).

Fragmentos de caule do terceiro entrend, com sintomas visuais, foram fixados em
FNT (Kraus e Arduin, 1997, modificado) e estocados em etanol 70%. Em seguida, as amostras
foram seccionadas em micrétomo de mesa (modelo LPC, Rolemberg e Bhering Comércio e
Importacdo LTDA., Belo Horizonte, Brasil) e submetidos aos testes para detec¢do de
compostos fendlicos estruturais (lignina) com o uso de floroglucina acidificada (Johansen,
1940) e compostos pécticos com o uso do vermelho de ruténio (Johansen, 1940). As laminas
foram montadas em gelatina glicerinada. O controle foi feito para todos os testes histoquimicos
realizados.

Todas as laminas foram analisadas em microscopio de luz e as imagens foram

obtidas em fotomicroscopio (modelo AX70RF, Olympus Optical, Toéquio, Japao), equipado
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com sistema U-photo e camara de captura de imagens (modelo Axio Vision Release 4.8.1, Carl

Zeiss Vision, Alemanha), localizado no Laboratério de Anatomia Vegetal da UFV.

3 Resultados

3.1 Caracterizagdo visual

Alteracdes visuais foram observadas nas folhas e nos caules de J. princeps expostas
ao glifosato. Os primeiros sintomas visuais surgiram no 3° DAA e foram restritos aos dpices
caulinares, incluindo clorose das plantas submetidas as doses de 360, 720 e 1440 g.ia.ha™!. Apés
o 3° DAA surgiram sintomas em foliolos de folhas jovens a partir da dose de 360 g.ia.ha™,
incluindo clorose que se intensificou com o aumento das doses do herbicida e no decorrer do
tempo apds a exposicdo. Em folhas expandidas os sintomas surgiram a partir do 8° DAA,
incluindo clorose discreta na dose de 360 g.ia.ha™! e mais intensas nas doses de 720 e 1440
g.ia.hal. No caule, no 5° DAA surgiram manchas escuras a partir da dose de 180 g.ia.ha™! e se
intensificaram com o aumento das doses do herbicida, no decorrer do periodo de avaliacao.

No 12° DAA ocorreram sintomas visuais nas plantas em todas as doses do herbicida
(Fig. 1). Nos dpices caulinares, os sintomas observados foram cloroses associados a perda da
coloragdo purpura partir da dose de 360 g.ia.ha! (Fig. 1 C-E) e encarquilhamento dos foliolos
nas doses de 720 e 1440 gia.ha! (Fig. 1 D e E). No tratamento controle ndo ocorreram
alteracoes visuais ao final do periodo de avaliagcdo (Fig. 1 A, F, Ke P).

Em folhas jovens, no 12° DAA, ocorreu clorose a partir da dose de 180 g.ia.ha’!
(Fig. 1 G) que se intensificou nas maiores doses. Houve encarquilhamento e enrolamento da
margem dos foliolos a partir da dose de 360 g.ia.ha! (Fig. 1 H). Nas maiores doses aplicadas
ocorreu reducdo na expansdo da lamina dos foliolos (Fig. 1 I e J) e surgimento de manchas
necréticas (Fig. 1 J). Ja nas folhas expandidas, houve clorose discreta nas doses de 180 e 360
g.iaha (Fig. 1 L e M) e mais intensa nas duas maiores doses aplicadas (Fig. 1 N e O). Na dose
de 1440 g.ia.ha™!, alguns individuos apresentaram manchas necréticas nas folhas (Fig. 1 O).

No caule, no 12° DAA, em todas as doses do herbicida, ocorreram manchas escuras
(Fig. 1 Q-T). Na dose de 180 g.ia.ha! as manchas eram menores e restritas a regifio do terceiro
entrend (Fig. 1 Q). No entanto, com o aumento das doses do herbicida as manchas se
apresentaram maiores, mais numerosas € dispersas ao longo do caule (Fig. 1 R-T). Nas doses
de 720 e 1440 g.ia.ha"! ocorreram ranhuras superficiais do caule na regido das manchas escuras

(Fig. 1 SeT).



24

3.2 Caracterizagdo estrutural e histoquimica

Em sec¢do transversal, os foliolos de J. princeps sdo glabros, hipoestomadticos,
apresentam epiderme uniestratificada em ambas as faces e parede periclinal externa pouco
espessada (Fig. 2 A). O mesofilo € dorsiventral, com uma camada de parénquima palicadico
com células justapostas, voltado para face adaxial (Fig. 2 A). O parénquima lacunoso é
constituido por 5-6 camadas de células com grandes espacos intercelulares (Fig. 2 A). A nervura
de maior porte (Fig. 2 E) é proeminente, com feixe vascular colateral em formato de arco aberto.
No mesofilo (Fig. 2 A) e nervura de maior porte (Fig. 2 E) ocorre a presenca de laticiferos e de
idioblastos cristaliferos com drusas ou com acimulo de compostos fendlicos.

No mesofilo das folhas jovens, na dose de 360 g.iaha' os cloroplastos
apresentaram aspecto hipertréfico (Fig. 2 B detalhe) em comparacdo com o controle (Fig. 2 A
detalhe). Na dose de 720 g.ia.ha ' houve colapso de células epidérmicas, retragdo do protoplasto
e reducgdo visual dos espacos intercelulares (Fig. 2 C e D). As plantas expostas a 1440 g.ia.ha™!
apresentaram reducao visual dos espacgos intercelulares (Fig. 2 D) com diminuic¢ao visual nos
espacos intercelulares além de alteracdes no formato das células (Fig. 2 D), ndo sendo possivel
distinguir o parénquima palicaddico do clorofiliano. Ocorreu também o colapso de células
epidérmicas e do parénquima clorofiliano, acimulo de compostos fendlicos e formagdo de
tecido de cicatrizacdo, caracterizado por apresentar células tabulares enfileiradas limitando a
regido com dano (Fig. 2 D).

Na nervura de maior porte das folhas jovens, nas doses de 720 e 1440 g.ia.ha™!
ocorreu alteracdo no formato de células parenquimadticas (Fig. 2 H detalhe), em comparacdo
com o controle (Fig. 2 E detalhe), alteracdes na morfologia de células do caAmbio vascular (Fig.
2 I). Além disso, os elementos do xilema em diferenciac@o apresentaram paredes sinuosas (Fig.
2 1) e ocorreu alteragdes nas células do floema (Fig. 2 J) em comparagdo ao controle (Fig. 2G).

Em folhas expandidas nas doses de 720 e 1440 g.ia.ha™! ocorreram reducio visual
na espessura do parénquima pali¢ddico e acimulo intenso de compostos fendlicos nas células
do mesofilo (Fig. 3 C e D). No parénquima lacunoso, a partir da dose de 360 g.ia.ha™! ocorreu
o aumento do numero de projecdes de parede celular (Fig. 3 F - H) em comparagdo com o
controle (Fig. 3 E). Além disso, os cloroplastos apresentaram aspecto hipertréfico (Fig. 3 F’-
H’) a partir da dose de 360 g.ia.ha™! em comparacdo com o controle (Figura 3 E’). Na menor
dose testada em nosso trabalho, ndo houve alteracOes estruturais para as folhas jovens e

expandidas de J. princeps.
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A reacdo com Lugol indicou uma diminui¢do visual do conteido de amido nos
cloroplastos com o aumento das doses do herbicida, tanto em foliolos de folhas jovens (Fig. 4
A — E) quanto de folhas expandidas (Fig. 4 F —J). A diminuicdo foi mais intensa nas doses de
720 e 1440 g.ia.ha! (Fig. 4 D e E, I e J) em ambas as folhas.

O teste com sulfato ferroso, evidenciou em todas as doses aplicadas um acimulo de
compostos fendlicos no parénquima pali¢ddico em foliolos de folhas expandidas (Fig. 4 L — O),
em comparagcdo com o controle (Figura 4 K). Nas folhas jovens, o teste histoquimico ndo
indicou alteracdes visuais no contetido de compostos fendlicos.

O caule de J. princeps, em seccdo transversal € cilindrico, com epiderme
uniestratificada e células tabulares (Fig. 5 A e B). No terceiro entrend, alguns individuos
apresentam periderme em inicio do desenvolvimento, caracterizada pela diferenciacdo do
felogénio. O cértex € predominantemente parenquimético e o cambio vascular € formado por
uma faixa de células, que produz floema secundério externamente (Fig. 5 C), com presenca de
feixes de fibras (Fig. 5 A) e xilema secundario internamente (Fig. 5 D).

Em plantas expostas ao glifosato ocorreram alteragdes estruturais no caule (Fig. 5
E-P), mesmo nas menores doses aplicadas. Em todas as doses avaliadas ocorreu colapso de
células epidérmicas e subepidérmicas, com acimulo de compostos fendlicos (Fig. 5 E, H, K e
N). A partir da dose de 360 g.ia.ha™! ocorreu alteracdo no formato dos elementos de tubo crivado
e das células companheiras do floema secundario (Fig. 5 I, L e O), além de acimulo de
compostos fenélicos na dose de 1440 g.ia.ha! (Fig. 5 O). O cAmbio vascular apresentou células
alteradas, com paredes sinuosas em todas as doses do herbicida (Fig. 5 G, J, M e P), sendo as
alteracdes mais pronunciadas nas doses de 360, 720, 1440 g.ia.ha! (Fig. 5J, M e P). A partir
da dose de 360 g.ia.ha!, os elementos de vaso recém diferenciados apresentaram paredes
celulares com espessamento atipico e alteracdo na morfologia das células (Fig. 5J, M e P e Fig.
6 C- E). Nas plantas do tratamento controle ndo ocorreram alteracoes estruturais no caule.

A reacdo com floroglucina acidificada evidenciou diminui¢do na deposicdo de
lignina nos elementos de vaso e fibras do caule a partir da dose de 360 g.ia.ha™ (Fig. 6 H—1J).
Nos elementos de vaso com deformidade e espessamento atipico de parede, nas duas maiores
doses (Fig. 6 H—J) areagdo foi negativa para floroglucina. No entanto, a reagdo com vermelho
de ruténio (Fig. 6 K — O) mostrou um aumento da deposi¢do de compostos pécticos nos
espessamentos atipicos de paredes dos elementos de vaso e das fibras a partir da dose de 360

g.iaha' (Fig. 6 M-0).



26

4 Discussao

A aplicacdo de glifosato promoveu alteracdes visuais e anatomicas nas folhas e
caule de J. princeps. Nossos resultados demostram que folhas jovens sdo mais responsivas ao
glifosato que folhas expandidas. Os sintomas visuais € anatomicos foram mais intensos em
folhas jovens, possivelmente em decorréncia da absorc¢do direta e maiores danos oxidativos e
metabdlicos, ocasionados pelo herbicida. O glifosato € translocado rapidamente para folhas
jovens e meristemas pouco tempo apds a aplicacdo, promovendo maior acimulo de 4cido
chiquimico em plantas sensiveis (Cardoso-Gustavson et al., 2018). Este fato estd associado com
o surgimento de clorose e encarquilhamento nos dpices caulinares e folhas jovens verificada
em J. princeps a partir do terceiro dia apos a aplicacao.

A reducdo na expansdo e o encarquilhamento de foliolos em folhas jovens,
verificada em J. princeps neste estudo, podem estar associados a possiveis desordens hormonais
e nutricionais. A inibi¢cdo da EPSPS e interferéncia na rota do dcido chiquimico promovem
reducdo na produgdo de hormonios vegetais como auxinas, resultando em menor expansao
foliar e encarquilhamento (Bar e Ori, 2014). Além disso, o processo de expansao foliar depende
da importacdo de carboidratos de folhas expandidas (Pantin et al., 2011). Alteracdes nos
elementos de condugdo nas nervuras de foliolos de folhas jovens e no caule verificadas neste
estudo pode contribuir para uma menor expansdo e desenvolvimento foliar, devido alteracdes
no fluxo de carboidratos, dgua e nutrientes (Sack et al., 2003; Sack et al., 2013).

A clorose é relatada em plantas expostas ao glifosato (Cruz et al. 2020, Freitas-Silva
et al. 2020, Freitas-Silva et al., 2021). Esta alteracao pode estar relacionada com a redugao dos
nos teores de clorofila e a degradacdo de pigmentos fotossintéticos promovidas pelo herbicida
(Schriibbers et al., 2014). Além disso, alteracoes morfoldgicas evidenciadas nos cloroplastos
das folhas de J. princeps tratadas com herbicida, compromete o funcionamento da organela, o
que pode promover uma menor sintese de clorofila e de amido nessas plantas. A clorose nao é
uma resposta especifica ao glifosato e foi reportada em plantas em condi¢des de estresse
variados (Silva et al., 2017; Farnese et al., 2014). No entanto, pode ser ttil na caracterizagdo da
fitotoxicidade causada pelo glifosato (Rezende-Silva et al., 2019; Santos et al. 2020; Freitas
Silva et al., 2020; Cruz et al., 2021) associado com outros parametros (quantificacdo de dcido
chiquimico, por exemplo).

Assim como noés verificamos em J. princeps, alteragdes nos cloroplastos também
foram reportadas em outras plantas expostas ao glifosato (Cardoso-Gustavson et al., 2018;

Khan et al., 2020). O estresse oxidativo e peroxidagao lipidica promovidos pelo glifosato podem
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ocasionar desorganizacdo na estrutura interna dos cloroplastos, resultando em danos nas
membranas dos tilacoides, desorganizacdo da grana, ruptura na membrana plasmdtica e
acimulo de plastoglébulos, resultando em alteragdes na morfologia e funcionamento desta
organela (Campbell et al., 1976; Soares et al., 2020; Khan et al., 2020). Em J. princeps, as
alteracdes na morfologia dos cloroplastos possuem valor progndstico, pois ocorrem inclusive
em folhas sem sintomas visuais. Nesse contexto, sugerimos que estudos futuros com esta
espécie, realizem avaliacdes ultraestruturais para a caracterizar as alteracdes que o glifosato
promove nos cloroplastos.

No parénquima clorofiliano de J. princeps, ocorreu reducdo dos graos de amido nos
cloroplastos, principalmente nas maiores doses aplicadas e nas folhas jovens. A reducdo de
amido em plantas sob estresse abidtico € um processo comum, reportado em vdrias espécies
vegetais (Thalmann e Santelia, 2017). As alteragdes na morfologia dos cloroplastos em adicao
a clorose em folhas de J. princeps sugerem que a alteracdes no aparato fotossintético
promoveram diminui¢do no conteido de amido. O glifosato pode promover diminui¢do da
eficiéncia do processo fotossintético, associada a alteragdes fisiolégicas, como menor
assimilacdo de CO: e reducgdo de pigmentos fotossintéticos (Gomes et al., 2016; Freitas-Silva
et al., 2020). Além disso, o glifosato pode quelar fons metélicos podendo interferir na produgdo
de amido, visto que alguns fons sdo cofatores para ativagao de certas enzimas importantes no
metabolismo vegetal (Gomes et al., 2014; Malalgoda et al., 2020).

A coloracdo purpura nos dpices caulinares, ¢ um indicativo da presenca de
antocianinas em folhas jovens de J. princeps. Neste estudo, em plantas expostas ao glifosato,
nés verificamos a reducdo na cor purpura das folhas jovens visualmente, sugerindo uma
interferéncia na producdo de antocianinas. A diminuicdo do conteido de antocianina em
resposta ao glifosato foi descrita em outros estudos (Singh et al., 2017). A antocianina, assim
como outros compostos fendlicos, € sintetizada a partir da rota do acido chiquimico (Santos-
Séanchez et al., 2019). Segundo Singh et al. (2017) a redu¢do no conteido de antocianina em
plantas expostas ao glifosato ocorre devido a reducdo da sua biossintese ou degradagdo e
alterac@o na atividade da fenilalanina amonia-liase (PAL). A PAL regula a biossintese de
produtos do metabolismo secundario como terpendides, ligninas, isoflavandides, taninos e
antocianinas (Singh et al., 2017). Neste contexto, nds incentivamos a quantificacao do teor de
antocianina em estudos futuros como uma possivel resposta util na caracterizacdo de alteragdes

promovidas pelo glifosato.
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O aumento de compostos fendlicos atestado pelo teste histoquimico, verificado em
nosso estudo, pode ser interpretado como uma resposta ao estresse oxidativo. Devido as
desordens no aparato fotossintético e bioquimico, o glifosato pode promover superprodugdo de
espécies reativas de oxigénio e peroxidacao lipidica (Gomes et al., 2016; Gomes et al., 2014).
Os compostos fendlicos atuam como antioxidantes ndo enziméticos em plantas, promovendo a
quelacdo de metais, eliminacdo de ROS e inibi¢do da peroxidacdo lipidica em condi¢cdo de
estresse (Sharma et al., 2012). Sua ocorréncia € relatada em espécies vegetais submetidas a
diversos agentes xenobidticos (Louback et al., 2016; Anjos et al., 2018), inclusive herbicidas
(Silva et al., 2016; Cardoso-Gustavson et al., 2018; Rezende-Silva et al., 2019).

As alteragdes estruturais na epiderme, verificadas em nosso estudo, incluindo
retracdo do protoplasto, alteracdo no formato das células, acimulo de compostos fendlicos e
colapso celular podem estar associados ao contato direto com o herbicida, como descrito por
Freitas-Silva et al. (2020). Os compostos fendlicos apds oxidacdo apresentam coloracdo
marrom escura € podem ser associados a presenca de lesdes visiveis no caule e folhas de J.
princeps expostas ao glifosato (Cardoso-Gustavson et al., 2018), esse mesmo padrdao foi
observado em soja (Glycine max) (Nandula et al., 2007; Cardoso-Gustavson et al., 2018).
Freitas-Silva et al. (2021) propuseram que alteracdes anatdmicas podem acontecer devido a
interacdo entre a superficie das folhas e as gotas de herbicida, inclusive antes da translocagao.
Além disso, a epiderme das plantas constitui a maior parte da interface com o meio externo e é
uma das primeiras barreiras de defesa (Javelle et al., 2010).

As projecoes de parede celular verificadas em folhas expandidas de J. princeps
expostas ao glifosato, sdo similares a protrusdes pécticas, ie: proje¢des na parede das células do
parénquima clorofiliano que ocorrem em plantas sob estresse oxidativo e sdo descritas com
frequéncia em plantas expostas ao ozonio (Giinthardt-Goerg et al., 1997; Moura et al., 2018),
porém ainda ndo relatadas para o herbicida glifosato. Nossos dados sugerem que as projecoes
de parede celular surgiram antes do aparecimento de sintomas visuais e possuem valor
progndstico em plantas expostas ao glifosato, assim como foi exemplificado em diferentes
espécies expostas ao 0zOnio (Giinthardt-Goerg e Vollenweider, 2007; Moura et al., 2011).

O glifosato pode provocar alteracdes celulares durante sua translocacao pela planta
(Freitas-Silva et al., 2020). Isso pode justificar o surgimento de colapso e alteracdes no formato
das células do floema secundério do caule e da nervura mediana das folhas de J. princeps
expostas ao glifosato. Além disso, as alteracdes no cambio vascular do caule verificadas neste

estudo, s3o indicativos da fitotoxicidade do glifosato. Os meristemas sdo regides
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metabolicamente ativas, com células em constante processo de divisdo celular e intensa
demanda metabdlica (Fleming, 2006; Crang et al., 2018), sendo mais susceptiveis as alteracdes
promovidas pelo glifosato.

O colapso e a deformidade verificados nos elementos de condugdo do xilema em
folhas e caule de J. princeps, estdo relacionados a menor deposi¢do de lignina. O glifosato
interfere na producdo de compostos fendlicos estruturais, como a lignina, devido a inibi¢ao da
producdo de fenilalanina, um produto derivado da rota do dcido chiquimico (Zombiole et al.,
2010; Gomes et al., 2014). O comprometimento da sintese de lignina e menor deposi¢do deste
componente verificado nos elementos de vaso e fibras do caule em J. princeps, podem
comprometer a funcionalidade destes tecidos. Plantas com reducdo no teor de lignina podem
apresentar alteragdes no balanco nutricional e hidrico, aumenta da vulnerabilidade ao ataque de
patdgenos e doencas, além de alteragdes no desenvolvimento (Gomes et al., 2014).

Diferente da maioria dos outros estudos que descrevem apenas alteragdes em folhas
(Rezende-Silva et al., 2019; Freitas Silva et al.,, 2020; Freitas-Silva et al., 2021), nds
demostramos que o caule também pode apresentar respostas uteis na avaliagdo de danos
promovidas pelo glifosato, inclusive nas menores doses. Assim, nds encorajamos estudos
futuros que facam avaliac@o do sistema caulinar para investigar como o glifosato afeta o teor
de lignina e seus efeitos secunddrios em plantas, visto que estes dados ainda sdo escassos
(Gomes et al., 2014).

O desenvolvimento de sintomas visuais e alteragdes anatdomicas descritos acima
em folhas e caule de J. princeps, t€m relagdo direta e/ou indireta com a aplicacdo de glifosato
em diferentes doses. Estes dados sugerem que J. princeps € uma espécie promissora para o
monitoramento de ambientes impactados pelo glifosato. A ripida germinacdo e

desenvolvimento reforcam o potencial desta espécie nestes estudos.

Conclusao

A aplicagdo do glifosato promoveu alteracdes visuais e anatdmicas na porcao aérea de
J. princeps. Visualmente, em folhas ocorreu clorose, encarquilhamento, redu¢do na expansao
foliar e necrose. No caule surgiram manchas escuras e ranhuras superficiais. Esses
biomarcadores visuais de fécil identificacio podem ser uteis em estudos de campo com
glifosato, sugerindo que J. princeps € uma espécie sensivel ao glifosato e tem potencial como

bioindicadora de glifosato no ambiente.
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Anatomicamente, folhas com alteracdes visuais, apresentaram retragdo do protoplasto,
colapso de células epidérmicas, formagdo de tecido de cicatrizacdo, redugdo visual dos espagos
intercelulares e alteracdes nos tecidos de conducdo. Estes biomarcadores sdo uteis na
caracterizacdo diagndstica de danos promovidos pelo herbicida. J4 as alteracdes anatbmicas em
folhas sem sintomas visuais incluindo o aumento de compostos fendlicos, reducdo nos graos de
amido, projecdes de paredes celulares e alteracdes nos cloroplastos podem ser tteis na avaliacao
progndstica de danos promovidos pelo glifosato. Em adi¢do, demostramos que o sistema
caulinar € responsivo a aplicacdo de glifosato e sua avaliagdo deve ser encorajada em estudos

futuros para a caracterizacdo de danos visuais e anatdbmicos promovidos por herbicidas.
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Fig. 1. Caracterizagdo visual de foliolos e caule de Joannesia princeps submetida a doses
crescentes do herbicida glifosato 12 dias apés a aplicacdo. Apices caulinares (A-E); Foliolos de
folhas jovens (F-J); Foliolos de folhas expandidas (K-O); Caule (P-T). Controle (A, F, K e P).
Submetida a dose de 180 g.ia.ha™! (B, G, L e Q); 360 g.ia.ha™! (C, H, M e R); 720 g.ia.ha! (D,
I, NeS); 1440 g.ia.ha! (E, J, O e T). Ne (necrose); Rc (Ranhura superficial do caule). Aterisco
(encarquilhamento); Ponta de seta (enrolamento da margem foliolar); Seta branca (manchas no
caule), Seta preta (encarquilhamento no dpice caulinar). Barras: (A-E) = Icm, (F- O) =3cm e
(P-T) =0,5cm.
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Fig. 2. Altera¢des anatomicas em foliolos de folhas jovens de Joannesia princeps, com
sintomas visuais, submetida a doses crescentes do herbicida glifosato 12 dias apds a aplicacao.
Lamina foliar (A-D); Nervura mediana (E-J). Controle (A, E, F e G). Submetida a dose de 360
g.iaha! (B), 720 g.ia.ha! (C) e 1440 g.ia.ha! (D, H, I e J). Cl (cloroplastos); Cf (actimulo de
compostos fenodlicos); Dr (drusa); Eab (epiderme da face abaxial); Ead (epiderme da face
abaxial); Fl (floema); Lt (laticifero); Pl (parénquima lacunoso); Pp (parénquima pali¢ddico); Pr
(cambio vascular); Re (Reducgdo dos espacgos intercelulares); St (estComato); Tc (tecido de
cicatrizagdo); Xl (xilema). Asterisco (Retracdo do protoplasto); Estrela (elemento de condug@do
do xilema com deformidade); Seta (colapso de células epidérmicas); Ponta de seta (alteracdes
na morfologia das células). Barras: (A-D) = 50um, (E e H) =200um e (F, G, I e J) = 20um.
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Fig. 3. Alteracdes anatomicas em foliolos de folhas expandidas de Joannesia princeps, sem
sintomas visuais, submetida a doses crescentes do herbicida glifosato 12 dias apds a aplicacgao.
Lamina foliar (A-H); Controle (A, E e E”). Submetida a dose de 360 g.ia.ha! (B, F e F’) 720
giahal (C, G e G’) e 1440 g.ia.ha! (D, H, H*). Cf (acamulo de compostos fenolicos); Eab
(epiderme da face abaxial); Ead (epiderme da face abaxial); Pl (parénquima lacunoso); Pp
(parénquima palicadico); Pt (projecdes de parede celular); St (estomato). Ponta de seta
(cloroplastos). Barras: (A-D) = 50um; (E — H) =10um.
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Fig. 4. Localizacao histoquimica de amido e compostos fendlicos em foliolos de Joannesia
princeps submetida a doses crescentes do herbicida glifosato 12 dias ap6s a aplicacdo. Teste
com Lugol, para identificacio de amido em foliolos de folhas jovens (A-E) e de folhas
expandidas (F-J) (reacdo positiva em preto — seta vermelha). Teste com sulfato ferroso, para
identificacdo de compostos fendlicos em foliolos de folhas expandidas (K-O) (reagao positiva
em castanho escuro — seta vermelha). Controle (A, F e K). Submetida a dose de 180 g.ia.ha™!
(B, G e L); 360 g.ia.ha! (C, H e M); 720 g.ia.ha! (D, I e N); 1440 g.iia.ha (E, J e O). Am
(amido nos cloroplastos); Cf (compostos fendlicos); Dr (drusa); Eab (epiderme da face abaxial);
Ead (epiderme da face abaxial); PI (parénquima lacunoso); Pp (parénquima palicadico). Barras:
(A—-0)=30um.
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Fig. 5. Alteracdes anatdmicas no caule de Joannesia princeps submetida a doses crescentes do
herbicida glifosato 12 dias ap6s a aplicacdo. Controle (A-D). Submetida a dose de 180 g.ia.ha
'(E-G); 360 g.ia.ha! (H-J); 720 g.ia.ha™! (K-M); 1440 g.ia.ha! (N-P). Cc (célula companheira);
Ce (colapso de células epidérmicas); Cf (composto fendlico); Ct (cortex); Ev (elemento de
vaso); Ep (epiderme); Et (elemento de tubo crivado); Fb (fibra); Fls (floema secundario); Ev
(elemento de vaso); Pc (parénquima cortical); Pe (periderme); Rf (raio floematico); Rx (raio
xilemadtico); Xls (xilema secundério); Zc (zona cambial). Asterisco (acimulo de compostos
fendlicos); Estrela (alteracdes no formato das células da zona cambial); Ponta de seta
(espessamento da parede celular); Seta (alteracdes no formato das células do floema). Barras:
A =150um e (B — P) = 50um.
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Fig. 6. Alteracdes anatomicas e localiza¢do histoquimica de lignina e compostos pécticos no
xilema secundério do caule de Joannesia princeps submetida a doses crescentes do herbicida
glifosato 12 dias apds a aplica¢do. Coloragdo com Azul de toluidina (A — E); reagdo com
Floroglucina 4cida para identificacdo de lignina (F —J) (reacdo positiva em vermelho / rosa) e
Vermelho de Ruténio para identificagdo de compostos pécticos (K — O) (reagdo positiva em
vermelho). Controle (A, F e K). Submetida 2 dose de 180 g.ia.ha! (B, G e L); 360 g.ia.ha™! (C,
H e M); 720 g.ia.ha! (D, I e N); 1440 g.ia.ha! (E, J e O). Ev (elemento de vaso), Fb (fibra).
Ponta de seta (espessamento da parede celular); Asterisco (elemento de vaso com deformidade).
Barras: (A — O) = 30um.
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Resumo

A aplicacdo do herbicida glifosato pode afetar negativamente espécies nativas nao-alvo por
deriva. NOs hipotetizamos que Joannesia princeps € sensivel ao glifosato e apresentara
alteracdes no metabolismo e danos no genoma quando exposta a este herbicida. O objetivo
neste estudo foi avaliar as respostas fisioldgicas, bioquimicas e genotdxicas promovidas pelo
glifosato em folhas de J. princeps, buscando identificar possiveis altera¢des tdteis em trabalhos
de biomonitoramento ambiental. Mudas de J. princeps com trés meses de idade foram
cultivadas em casa de vegetacdo e submetidas a aplicac@o aérea do herbicida nas concentracoes
de 0, 180, 360, 720 e 1440 g.ia.ha’l. Estes valores equivalem 0%, 12,5%, 25%, 50% e 100%
das doses aplicadas em campo para algumas culturas brasileiras. Decorridos 12 dias, foram
feitas andlises de trocas gasosas, pigmentos fotossintéticos, quantificacdo de dcido chiquimico,
peroxidacdo lipidica, enzimas antioxidantes, ensaio cometa e verificagdo de morte celular in
situ. O glifosato ocasionou aumento no teor de 4cido chiquimico em folhas jovens e folhas
expandidas. Houve reducdo da assimilacdo de CO> (A), da condutincia estomatica (gs), da
transpiracao foliar (E) e do teor de clorofilas a, b e total. Houve estresse oxidativo que
promoveu o aumento da peroxidacdo lipidica e das atividades das enzimas superdxido
dismutase (SOD) e peroxidase (POX). Em adi¢do, o glifosato promoveu genotoxicidade dose-
dependente e morte celular em todas as doses. Em conclusdo, J. princeps foi sensivel ao
glifosato que promoveu efeitos deletérios mesmo na auséncia de sintomas visuais. As
avaliacdes fisiologicas, bioquimicas e genotoxicas em espécies nativas como J. princeps foram
uteis no prognéstico de danos promovidos pelo glifosato e podem ser utilizadas no
biomonitoramento deste herbicida no ambiente.

Palavras-chave: Ensaio cometa; Herbicida; Morte celular; Mata Atlantica.
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Destaques

e O glifosato promove alteracdes no aparato fotossintético e estresse oxidativo em J.
princeps

e O glifosato promove genotoxicidade dose dependente em J. princeps

e Diferentes doses de glifosato promovem morte celular

e Alteracdes metabolicas e genotoxicidade sdo uteis na avaliacdo progndstica

Introducao

Os herbicidas sdo pesticidas quimicos utilizados na agricultura para o controle de
plantas daninhas as quais podem comprometer a produtividade das lavouras (Sharma et al.,
2019). O Brasil é um dos quatro maiores consumidores de pesticidas do mundo (Donley, 2019),
com destaque para os herbicidas (IBAMA, 2020). No Brasil, 493 novos pesticidas foram
registrados em 2020, dos quais 394 (79,9%) sao classificados como produtos perigosos, muito
perigosos ou altamente perigosos para o meio ambiente (MAPA, 2020). O glifosato é o
herbicida mais comercializado no pais, contabilizando 271.592,24 toneladas de ingrediente
ativo vendido em 2019 de acordo com levantamento do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, 2020).

O glifosato [(N-phosphonomethyl) glycine] € um herbicida sist€mico, ndo seletivo
com amplo controle de plantas daninhas (Franz, 1985). Apds a aplicacdo na por¢do aérea de
plantas daninhas, o glifosato é absorvido através da cuticula e translocado principalmente pelo
floema, no fluxo dos fotoassimilados (Gomes et al., 2014; Singh et al., 2020). O seu mecanismo
de agdo consiste na inibi¢do da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS, EC
2.5.1.19) interferindo diretamente na rota do dcido chiquimico (Mobin et al., 2015; Finley e
Duke, 2020). Por consequéncia, ocorre o comprometimento da biossintese de trés aminodcidos
aromdticos: triptofano, fenilalanina e tirosina (Gravena et al., 2012).

A aplicagdo do glifosato pode promover alteracdes no metabolismo energético
resultando no aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) em espécies susceptiveis ao
mesmo (Maroli et al., 2015). O sistema antioxidativo (enzimdtico e ndo enzimatico) tem papel
chave no controle de ROS em condi¢des de estresse por converté-lo em intermedidrios menos
toxicos (Corpas, 2015) e vem sendo monitorado em plantas expostas ao glifosato (Gomes et al.,
2016a; Gomes et al., 2016b; Freitas-Silva et al., 2017; Freitas-Silva et al., 2020). Caso esses

mecanismos nao sejam eficientes, a superproducio de ROS pode promover alteracdes deletérias
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no metabolismo fotossintético, promover aumento na peroxidacao lipidica, danos celulares, na
integridade das membranas e de 4cidos nucleicos, levando a morte celular (Mittler, 2017;
Pospisil e Yamamoto, 2017; Garcia-Caparrés et al., 2020).

Parte do herbicida aplicado para o controle de espécies daninhas, pode ultrapassar
a 4drea de aplicacdo e atingir regides proximas por meio da dispersio de goticulas,
caracterizando o efeito deriva (Rezende-Silva et al. 2019). Impactos negativos no meio
ambiente e comunidades bioldgicas podem ocorrer (Boutin et al., 2014; Hasanuzzaman et al.,
2020a). As plantas podem ser utilizadas como bioindicadoras, da presenga de xenobi6ticos no
ambiente (Ghosh et al., 2017). Plantas nativas podem apresentar alteragdes visuais,
metabolicas, fisioldgicas e gendmicas quando expostas a xenobidticos (Silva et al., 2017;
Andrade et al., 2020; Khan et al., 2021). Estas alterac¢des sdo classificadas como biomarcadores
e sdo importantes parametros avaliados em programas de biomonitoramento de xenobidticos
no ambiente, incluindo os herbicidas (Boutin et al., 2014; Freitas-Silva et al., 2020). Cruz et al.
(2021) demonstraram efeitos deletérios do glifosato em Eugenia uniflora, uma espécie nativa
da Mata Atlantica. Este bioma é um hotspot para a conservacao visto a biodiversidade rica e
fragmentacao intensa (Myers et al., 2000).

Alteragdes fisioldgicas (Santos et al., 2020; Soares et al., 2020), acimulo de acido
chiquimico (Rezende-Silva et al., 2019; Cruz et al., 2021), alteracdes nas atividades enzimaticas
e peroxidacdo lipidica (Gomes et al., 2016 a; Gomes et al., 2016 b; Freitas-Silva et al, 2017;
Gomes et al., 2019), alteracdes citogenotdxicas (Mercado e Calefio, 2020; Khan et al., 2021) e
nos tecidos vegetais (Cruz et al., 2021; Freitas-Silva et al., 2021) sdo importantes respostas em
plantas expostas ao glifosato, e podem ocorrer inclusive na auséncia de sintomas visuais
(Rezende-Silva et al., 2019; Freitas-Silva et al., 2020).

O uso de biomarcadores de DNA para verificar efeitos de compostos genotoxicos
em plantas tem se mostrado um método direto, reprodutivel e quantitativo, e por isso vem sendo
empregado em diversos estudos ecotoxicoldgicos (Santos et al., 2015). Verificar danos no DNA
permite prospectar, conhecer e quantificar o nivel dos danos oxidativos ocasionados pelas ROS
e compreender melhor os mecanismos de reparo do DNA e de morte celular (Piasecki et al.,
2019). Plantas sob baixos niveis de estresse podem ativar mecanismos de reparo celular, niveis
médios podem induzir morte celular programada e niveis muito altos podem induzir necrose
(McCabe et al., 1997). Esse tipo de avaliacdo pode auxiliar na investiga¢io da resisténcia ou
susceptibilidade de plantas a herbicidas e em ensaios ecotoxicoldgicos (Santos et al., 2015;

Khateeb, 2018; Piasecki et al., 2019).
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Joannesia princeps Vell. € uma espécie arborea tropical, da familia Euphorbiaceae,
endémica do Brasil e nativa da Mata Atlantica que ocorre desde o Norte até o Nordeste e
Sudeste do pais (Kiilkamp, 2020), inclusive em dreas com atividade agricola. J. princeps € uma
espécie sucessional secunddria inicial, com crescimento rapido e com potencial uso medicinal,
paisagistico e na recuperacdo de dreas degradadas (Lorenzi, 2016; Kiilkamp, 2020). Esta
espécie vem se revelando promissora em estudos de sensibilidade a agentes xenobidticos, como
a chuva acida (Silva et al. 2005; Andrade et al., 2020) e chuva com flior (Silva et al. 2000).
Considerando que J. princeps € sensivel a outros xenobidticos e que ocorre em areas sujeitas a
agricultura, ela pode ser impactada pelo uso de pesticidas como o herbicida glifosato. N6s
hipotetizamos que esta espécie € sensivel ao glifosato e apresentard alteracdes no metabolismo
e danos no genoma quando exposta a este herbicida. Assim, o objetivo neste nosso estudo foi
avaliar as respostas fisioldgicas, bioquimicas e genotoxicas ao glifosato em folhas de J.
princeps. Assim, nés buscamos identificar alteracdes que possam ser utilizados em trabalhos

de biomonitoramento ambiental com espécies nativas.

Materiais e métodos

Condigoes de cultivo e aplicacdo do herbicida

O estudo foi conduzido em casa de vegetacdo na Unidade de Crescimento de
Plantas (UCP) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas Gerais, Brasil (-20°4520" e -
42°52"40"). Os individuos de J. priceps foram obtidos pela germinacdo de sementes coletadas
de matrizes localizadas na UFV. Apés a coleta as sementes foram higienizadas e tiveram a testa
rompida mecanicamente. O plantio foi feito em potes plasticos contendo substrato “Topstrato
HT®”. Um més ap6s a germinagio, as mudas foram transplantadas para vasos de 3,8 L com
substrato da mesma marca. A irrigacdo com dgua foi feita a cada dois dias e solucdo nutritiva
de Clark a %2 forca idnica pH 5.5 (Clark, 1975) foi aplicada semanalmente. As plantas
permaneceram nessas condicdes por trés meses e foram subsequentemente padronizadas em
relagcdo ao tamanho, nimero de folhas e condi¢des fitossanitarias.

As plantas selecionadas foram submetidas ao herbicida RoundUp Original® DI
(Monsanto, USA), contendo 370 g L' (37,0% m/v) de equivalente 4cido de [(N-
phosphonomethyl) glycine], nas doses de 0, 180, 360, 720 e 1440 g.ia.ha (gramas de
ingrediente ativo por hectare). Estes valores equivalem 0%, 12,5%, 25%, 50% e 100% das doses



46

aplicadas em campo para algumas culturas brasileiras. A aplicacdo ocorreu na parte aérea das
plantas com auxilio de pulverizador costal (modelo Herbicat®, Catanduva Brasil), propelido a
CO» com pressao constante de 150 KPa, acoplado a dois bicos de pulverizagao direcionada
(Teejet, model XR11002VP) com 0,5 m de espagamento e vasio total de calda de 150 L ha'.
O experimento foi conduzido entre 8 e 9 da manha, com temperatura de 22 °C, umidade relativa
do ar de 77% e velocidade do vento de 0,4 m/s.As condi¢des ambientais foram monitoradas
com auxilio de um anemometro portatil com termo-higrometro acoplado Kestrel® (model 4300,
Nielsen-Kellerman, EUA). As coletas de material vegetal para todas as andlises realizadas nesse

trabalho ocorreram 12 dias ap6s a aplicacao do herbicida.

Quantificagdo de dcido chiquimico

A quantificacio de dcido chiquimico foi realizada em folhas expandidas localizadas
no primeiro e no terceiro nd. Para tal, 25 mg de matéria fresca congelada foi triturada em
microtubo com HCI (0,25 N) em uma propor¢do de 1:10 (g/mL). O extrato foi centrifugado a
15,000 x g por 25 min a temperatura constante de 4 ° C. Posteriormente 30 uL. do sobrenadante
foi adicionado a 500 puL de acido periddico (1%) e mantido em banho-maria a 37 °C por 45
min. Em seguida, foram adicionados 300 uL de glicina (0,1 M) e 500 pL de hidréxido de s6dio
(1 N). A absorbancia foi mensurada a 380 nm em espectrofotometro (modelo Hitachi, U-5100).
Foi utilizado o valor do coeficiente de extingio molar de 4,76 x 10* M cm™! para o cdlculo da

concentragdo de 4cido chiquimico (Singh e Shaner, 1998).

Medicdo de trocas gasosas

A avaliacdo de trocas gasosas foi realizada no foliolo central de folhas
completamente expandidas do terceiro nd, sem sintomas visuais. As medi¢des foram realizadas
no periodo da manha (8 as 11 horas) aos 12 dias apds a aplicagdo, com auxilio de um analisador
de gases a infravermelho LI- 640 (IRGA, LI-COR Biosciences Inc., Nebraska, USA) equipado
com fonte de luz azul/vermelho modelo LI-6400-02B. Foram avaliadas a taxa de assimilacdo
de COz (A, pumol CO2 m? s7!), a condutancia estomatica (gs, mol H-Om™ s™!) a transpiragio (E,
mmol H,O m™? s!), a concentragio interna de CO2 (Ci, umol CO, m? s ) e a razdo entre
concentracdo interna e externa de CO2 (Ci/Ca). A quantificagdo foi feita com uso de uma fonte

de luz artificial saturante (1000 umol photons.m™.s™") e com uso de fonte externa de CO». Apés
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estabilizacdo, foram feitas trés leituras no intervalo de 1 min.

Quantificacdo de pigmentos fotossintéticos

A quantificacdo de pigmentos fotossintéticas foi realizada no foliolo central de
folhas completamente expandidas localizadas no terceiro né e sem sintomas visuais. Para tal,
trés discos foliares de 5 mm cada foram retirados, incubados em 7 mL de dimetilsulf6xido
(DMSO) e mantidos a 25 °C e ao abrigo da luz por 72 h. Posteriormente, determinou-se a
absorbancia nos comprimentos de onda de 663, 656 e 470 nm, em leitor de microplacas (modelo
Thermo Fisher Scientific Multiskan Go). A partir dos valores obtidos, foi possivel determinar
os teores de clorofila a, clorofila b, clorofila total, razdo a/b e carotenoides, respectivamente,

de acordo com a férmula descrita por Wellburn (1994).

Peroxidacdo lipidica

A quantificacdo de MDA (TBARS) foi feita com base na metodologia proposta por
Hodges et al. (1999). Aproximadamente 200 mg de matéria fresca congelada, de folhas
totalmente expandidas localizadas no terceiro nd, foi macerada com etanol 80% (v:v) e
centrifugado a 3,000 x g por 10 min. Posteriormente, 1 mL da amostra diluida foi adicionado
em um tubo com 1 mL do meio (i) - TBA (4cido tricloroacético (TCA) 20% (m/v) + 0,01%
de hidroxitolueno butilado (BHT) e 1 mL em tudo com 1 mL do meio (ii) + TBA (TCA 20%
+ BHT 0,01% + 4cido tiobarbitdrico (TBA) 0.65%). Os tubos foram agitados vigorosamente
e incubados a 95°C por 25 min. Posteriormente, apds o resfriamento, foi feita a leitura em
espectrofotometro (440, 532, 600 nm). O calculo do equivalente de MDA (TBARS) foi feito

com base na formula proposta por Hodges et al. (1999).

Ensaios enzimdticos

As atividades das enzimas superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase
(CAT, EC 1.11.1.6) e peroxidade (POX, EC 1.11.1.7) foram determinadas. O meio de extracao
para SOD, CAT e POX é composto por tampao fosfato de potissio 0,1 M pH 6,8, acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 0,1 mM e

polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v). Aproximadamente 300 mg de amostras frescas
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congeladas de folhas totalmente expandidas, localizadas no terceiro nd, foram maceradas com
nitrogénio liquido e, apds adicdo de 2 mL do meio de extracdo, submetidas a filtracdo,
centrifugacdo a 12,000 g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para determinagao
enzimdtica. As proteinas foram determinadas pela metodologia proposta por Bradford (1976),
utilizando o reagente de Bradford e albumina bovina como padrdo.

Para a quantificacdo da SOD (EC 1.15.1.1), 50 uL do extrato foi adicionado a 2,95
mL do meio de reacdo, composto por tampao de fosfato de sédio S0 mM, pH 7,8 contendo
metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazolio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM.
Depois de 5 min de exposi¢ao continua a luz fluorescente, foi mensurada a fotoreducdo do NBT
em espectrofotometro a 560 nm (Giannopolitis e Ries, 1977). A unidade de SOD corresponde
a quantidade de enzima necessdria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT (Beauchamp e
Fridovich, 1971).

Para a quantificacdo da CAT (EC 1.11.1.6), 100 uL do extrato foi adicionado a 2,9
mL do meio de reacdo constituido por tampao fosfato de potdassio 50 mM, pH 7,0 e H>O» 12,5
mM (Havir e McHale 1987). A redugdo da absorbéancia a 240 nm foi verificada no primeiro
minuto da reacdo, a temperatura de 25 °C. O coeficiente de extin¢do molar de 39,4 mM'em!
foi utilizado para o calculo da atividade enzimatica.

Para a quantificacdo da POX (EC 1.11.1.7), 0,1mL do extrato foi adicionado a 2,9
mL do meio de reacdo, composto por tampao fosfato de potdssio 25Mm, pH 6,8, pirogalol 20
mM e H>O» 20 mM (Kar e Mishra, 1976). O incremento na absorbancia a 420 nm foi verificado
no primeiro minuto de reagdo, a 25 °C. O coeficiente de extingio molar de 2,47 mM'cm™! foi

utilizado para o célculo da atividade enzimética (Chance e Maehley, 1955).

Ensaio cometa

A verificac@o de danos do DNA, foi feita a partir de dois discos foliares, de 5 mm
de diametro, do foliolo central de folhas expandidas do terceiro né e sem sintomas visuais de
fitotoxicidade. Sobre uma superficie a 4 °C, os fragmentos foram dispostos em placa de Petri
contendo 300 pL de tampao de isolamento (400 mM Tris-HCI, pH 7.5 e 20% polietileno-glicol),
retalhados por meio de slice, e incubados por 5 min neste tampao (Ojima et al., 2009; Costa et
al., 2018). Posteriormente, 40 uLL da suspensao nuclear foram cuidadosamente misturados a 60
uL de agarose 1% low melting point em tampao fosfato salino PBS a 39 °C. O material foi

homogeneamente distribuido sobre 1amina coberta 24 h antes com uma fina camada de 1%
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agarose normal melting point em dH>O (Liao et al., 2009; Costa et al., 2018). As laminas foram
cobertas com laminulas (24 x 50 mm) e mantidas a 4 °C por 15 min (Azqueta e Collins, 2013;
Costa et al., 2018). A laminula foi retirada, e a 1amina foi disposta horizontalmente em cuba de
eletroforese com tampao recém preparado (250 mM de Tris, 10 mM de NaOH e 1 mM de
EDTA, pH ~ 12) a 4 °C (Azqueta e Collins, 2013; Costa et al., 2018). As laminas foram
incubadas por 5 min neste tampao e submetidas a eletroforese a 0,8 V por 15 min a 4 °C. As
laminas foram lavadas trés vezes por 5 min em tampao de neutralizacdo (400mM de Tris, pH
7.5), e coradas com 100 L. de 50 uM acridine orange (Gichner et al., 2009; Azqueta e Collins,
2013; Costa et al., 2018). As laminas foram lavadas em dH>O a 4 °C para retirada do excesso
de corante, e visualizadas em fotomicroscépio de fluorescéncia Olympus™ BX60 equipado
com camera CCD 12 bits (Olympus™ DP71) e filtro WB para deteccdo da florescéncia de
acridine orange. Pelo menos 10 frames contendo nucleoides foram aleatoriamente
fotodocumentados usando a objetiva de 20x e tempo de exposi¢ao de 1/1.8s no Image ProPlus
6.1 (Media Cybernetics®). A quantificacdo dos nucleoides com e sem cauda foi feita com
auxilio do software Image J. O critério de avaliacdo foi realizada por meio da contagem dos
nucleoides sem e com cauda (cometas). A contagem foi realizada em quatro 1aminas por
tratamento (n=4) com avaliacdo de 300 nucleoides por lamina, totalizando 1200 nicleos por
tratamento. O célculo da frequéncia de cometas foi realizado por meio da formula: frequéncia

(%) = (nimero de nucleoides com cauda / nimero total de nucleoides observados) x 100.

Localizagdo in situ de morte celular

Discos foliares de 5 mm de diametro foram retirados do foliolo central, na regido
mediana, de folhas jovens do primeiro n6 e folhas expandidas do terceiro nd, sem sintomas
visuais, e foram incubados em Azul de Evans 0,25% (v/v) por cinco horas a 25 °C (Turner e
Novacky, 1974 adaptado por Romero-Puertas et al., 2004). Posteriormente, as amostras foram
clarificadas em etanol 95% a 80 °C por 24 h. Os discos foliares foram observados em
microscopio estereoscopico (modelo Olympus SZX7) e fotografados com camera digital

(Samsung Galaxy A50, 25 mp). Regides com morte celular adquiriram coloragdo azul.

Andlise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, sendo cinco
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tratamentos com quatro repeticdes. Os dados obtidos foram verificados quanto a normalidade
e homogeneidade de variancia e, posteriormente, submetidos a andlise de variancia (ANOVA).
Quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade (p

< 0,05), com auxilio do software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc.).

Resultados

A aplicacdo do glifosato promoveu incremento de dcido chiquimico nas folhas de
J. princeps (Fig. 1). Nas folhas jovens, houve acimulo significativo de 4cido chiquimico na
dose de 1440 g.iaha!, com aumento de 167,7% em relacdo ao controle. O actimulo foi
significativamente maior nas folhas expandidas nas doses de 720 e 1440 g.ia.ha!, com
incremento respectivamente de 77,7% e 118,1% em relacdo ao controle. Em todas as plantas
tratadas com glifosato ocorreu maior acimulo de 4cido chiquimico nas folhas jovens em
comparacdo com as folhas expandidas. Nao ocorreu variacdo significativa entre o conteddo de
acido chiquimico de folhas jovens em relacdo as folhas expandidas no tratamento controle (Fig.
1).

As plantas expostas ao glifosato apresentaram alteracOes nos valores de taxa
fotossintética (A), condutancia estomdtica (gs) e taxa transpiratéria (E) (Fig. 2 A-E). Os efeitos
em A foram mais pronunciados em plantas expostas a 1440 g.ia.ha™!, com reducio de 47,1%
(Fig. 2 A). A gs reduziu significativamente em 720 e 1440 g.ia.ha™ (Fig. 2 B), com diminuicio
de 54,7% e 66,7%, respectivamente, em relacdo ao controle. Os valores médios de E reduziram
significativamente em 1440 g.ia.ha! com diminui¢do de 58,2% em relagio ao controle (Fig. 2
C). Os valores médios de Ci (Fig. 2 D) e da relacio Ci/Ca (Fig. 2 E) ndo variaram
significativamente entre o controle e as plantas tratadas com glifosato.

Para os pigmentos fotossintéticos, menores valores de clorofila a foram encontrados
nos tratamentos com 720 e 1440 g.iaha! (Fig. 3 A), com reducdo de 352% e 23,6%,
respectivamente, em relacdo ao controle. A clorofila b reduziu 35,8% e 29,7% em relagao ao
controle em 720 e 1440 g.ia.ha! (Fig. 3 B), respectivamente. A clorofila total reduziu 21,9%,
37,7% e 28,2% nas doses de 360, 720 e 1440 g.ia.ha™! respectivamente (Fig. 3 C). A razio
clorofila a/b (Fig. 3 D) e os carotenoides (Fig. 4 D) ndo variaram significativamente entre as
doses aplicadas.

O aumento na concentracdo de glifosato promoveu aumento na peroxidacio
lipidica, sendo os maiores valores encontrados em 720 e 1440 g.ia.ha™! (Fig. 4 A). Essas doses

de glifosato resultaram no aumento significativo da peroxidagdo lipidica de 91,8% e 121,8%,
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respectivamente, em relacdo ao controle.

Considerando as enzimas do sistema antioxidativo, a superéxido dismutase (SOD)
e a peroxidase (POX) apresentaram maior atividade em plantas tratadas com o herbicida. A
SOD teve atividade 1687,2% superior em relagdo ao controle em 1440 g.ia.ha! (Fig. 4 B).
Maior atividade da POX foi observada em 360, 720 e 1440g.ia.ha’! (Fig. 4 C) com aumento de
280,3%, 266,1% e 363,3%, respectivamente, em relacdo ao controle. A atividade da catalase
(CAT) ndo variou significativamente entre o controle e as doses aplicadas (Fig. 4 D).

A exposic¢do ao glifosato promoveu aumento significativo na frequéncia de cometas
em J. princeps para todas as doses avaliadas (Fig. 5). A frequéncia média de cometas foi
superior em 110,9%, 153,9%, 221,9% e 574,2% nas doses de 180, 360, 720 e 1440 g.ia.ha‘1
respectivamente, em relacdo ao controle.

A morte celular promovida pelo glifosato foi detectada por meio das por¢des
foliares coradas com Azul de Evans (Fig. 6). A reacdo positiva ocorreu a partir da dose de 180
g.ia.ha'! para folhas jovens (Fig. 6 B — E) e de 360 g.ia.ha™! para folhas expandidas (Fig.6 G —
J). A reacdo foi mais intensa no entorno das nervuras de segunda ordem. Secg¢des transversais
nessa regido (Fig. 6 M e N) indicam uma reacdo mais intensa nas células do mesofilo, com
destaque para o parénquima pali¢ddico. Folhas jovens apresentaram maiores extensdes com
reacdo positiva nas duas maiores doses (Fig. 6 D — E) em comparacao as folhas expandidas

(Fig. 6 I —1J). Plantas do controle ndo apresentaram reagao positiva (Fig. 6 A, F, Ke L).

Discussao

Confirmando nossa hipdtese, o glifosato promoveu alteracdes nos parametros
fisiologicos e bioquimicos avaliados em J. princeps, principalmente nas maiores doses (720 e
1440 g.ia.ha™). Em adigdo, o herbicida apresentou efeito genotéxico e induziu a morte celular
em todas as doses aplicadas.

O maior acimulo de 4cido chiquimico em plantas expostas ao herbicida sugere que
o glifosato promoveu inibicao da EPSPS em J. princeps. O acimulo de 4cido chiquimico € um
biomarcador em plantas sensiveis expostas ao glifosato (Schriibbers et al., 2014; Rezende-Silva
et al., 2019; Freitas-Silva et al., 2020; Cruz et al., 2021). Freitas-Silva et al. (2020) verificaram
que entre duas espécies nativas a mais sensivel apresentava maior acimulo de dcido chiquimico

nos tecidos foliares.
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Neste estudo, os maiores teores de dcido chiquimico foram encontrados em folhas
jovens, corroborando com dados que mostraram que a translocacdo do glifosato ocorre
principalmente no sentido dos fotoassimilados para regides mais ativas metabolicamente
(Gomes et al., 2014; Nguyen et al., 2016; Singh et al., 2020). Maior actimulo de &4cido
chiquimico também foi observado em folhas jovens de Coffea arabica (Schriibbers et al., 2014)
e Pouteria torta (Rezende-Silva et al., 2019) tratadas com glifosato. Folhas em
desenvolvimento funcionam como drenos e dependem da importagdo de carboidratos de folhas
mais velhas que possuem aparato fotossintético funcional (Turgeon, 1989; Pantin et al., 2011).

Nos verificamos que o glifosato promoveu desordem nos parametros fotossintéticos
em J. princeps, apesar da fotossintese ndo ser o principal alvo da acdo deste herbicida (Duke et
al., 2003). Respostas similares também foram relatadas para espécies nativas expostas ao
glifosato, como Pouteria torta (Batista et al., 2018), Cenostigma macrophyllum (Santos et al.,
2020) e Eugenia uniflora (Cruz et al., 2021). A reducdo em A ocorreu em virtude da limitagao
estomadtica, uma vez que houve reduciao em gs e E. As células guarda integram um dos sistemas
mais susceptiveis as alteragdes promovidas pelo glifosato (Yamada e Castro, 2007). Portanto,
os estomatos de J. princeps podem ter sido afetados diretamente pelo glifosato como
consequéncia da absor¢do do herbicida via cuticula, promovendo o fechamento estomatico e
assim a redugdo da transpiracdo. Resultados similares foram observados por Santos et al.,
(2020) em Cenostigma macrophyllum.

A manutencdo de Ci da relacdo Ci/Ca em plantas submetidas ao glifosato sugere
que as alteracOes nas trocas gasosas ocorreram majoritariamente como consequéncia da
limitacdo estomdtica em J. princeps. A relacdio Ci/Ca € um parametro importante para
caracterizar o efeito de limitacdes estomdticas e ndo estomadticas na fotossintese (Farquhar e
Sharkey, 1982). Além disso, a reducdo da performance fotossintética pode ocorrer também
como resultado da peroxidagdo lipidica e da reducdo no conteido de pigmentos fotossintéticos
em plantas expostas ao glifosato (Zobiole et al., 2011; Zhong et al., 2018).

A reducdo no teor de clorofila a, b e total em J. princeps pode estar relacionada
com a interferéncia na biossintese e/ou a degradagdo destes compostos, promovida pelo
glifosato, assim como reportado por Gomes et al., (2014) e Gomes et al. (2016¢). Alteracdes
na concentra¢do de pigmentos fotossintéticos sdo comuns em plantas sob condicdes de estresse
(Zhong et al., 2018). O glifosato promove a reducao na produgao dcido aminolevulinico (ALA),
um precursor na biossintese da clorofila (Kitchen et al., 1981; Gomes et al., 2016c). Este

herbicida também possui propriedades quelantes e promove a diminui¢do nos teores de
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magnésio, um importante macronutriente presente na molécula de clorofila (Cakmak et al.,
2009). Em adicao, a superproducdo de ROS e a peroxidacao lipidica, também observadas neste
estudo, promovem a degradacdo de lipidios na membrana dos cloroplastos e de pigmentos
fotossintéticos (Somashekaraiah et al., 1992; Gomes et al., 2016¢; Armendariz et al., 2016).

O aumento na atividade das enzimas SOD e POX desempenharam um importante
papel na defesa bioquimica aos danos oxidativos e regulacdo da peroxidacgdo lipidica em J.
princeps frente ao herbicida glifosato. A SOD ¢ a primeira enzima na linha de defesa contra as
ROS, atuando na conversao de radical superéxido (O2) em H2O> e O> (Garcia-Caparrds et al.,
2020). A POX atua na conversao do perdxido de hidrogénio (H20»), desempenhando
importante papel na reducdo de ROS em plantas sob estresse (Hasanuzzaman et al., 2020b). O
aumento na atividade da POX também foi verificado em Pouteria torta (Rezende-Silva et al.,
2019) e Handroanthus chrysotrichus (Freitas-Silva et al., 2020) expostas ao glifosato. Assim
como nds constatamos, Rezende-Silva et al. (2019) sugeriram que a atividade da POX é um
biomarcador em plantas sensiveis expostas ao glifosato, mesmo em baixas doses.

As alteragdes bioquimicas, evidenciadas neste estudo pela superproducio de
enzimas do sistema antioxidativo, indicam que o glifosato também promove estresse oxidativo
em J. princeps. A producdo de ROS e o estresse oxidativo sdo um efeito indireto do glifosato
(Gomes et al., 2016¢). As ROS sdao moléculas altamente reativas que podem promover
alteracdes incluindo peroxidacdo lipidica, oxidacdo de proteinas e bases nitrogenadas dos
acidos nucleicos (Piasecki et al., 2019; Garcia-Caparr6s et al., 2020). Estas moléculas podem
promover efeitos citotoxicos e genotdxicos como verificado por Mercado e Calefio (2020) em
Allium cepa com sistema radicular exposto ao herbicida glifosato. Efeitos clastogénicos e
aneugénicos também poder ser promovidos por ROS além de alteracdes fenotipicas incluindo
danos no aparato fotossintéticos, podendo comprometer o metabolismo e o desenvolvimento
vegetal acarretando morte celular e necrose (Minina et al., 2013; Nisa et al., 2019; Sychta et al.,
2021; Cruz et al., 2021).

A peroxidacgdo lipidica em J. princeps, a qual foi evidenciada pelo aumento de
MDA, promoveu alteragdes na permeabilidade das membranas nas maiores doses do herbicida.
A perda da permeabilidade das membranas associada ao aumento do estresse oxidativo
promovidos por ROS pode resultar em necrose (Minina et al., 2013; Mittler, 2017). O
comprometimento da integridade das membranas ocorre nos estigios inicias da morte celular
por necrose e € um dos principais indicativos de citotoxicidade (Gill e Tuteja, 2010; Minina et

al., 2013). A morte celular foi evidenciada pela reacdo com Azul de Evans, confirmando o
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efeito citotoxico do glifosato em J. princeps, tanto em folhas expandidas nas maiores doses
quanto em folhas jovens em todas as doses. Curiosamente a reacdo mais intensa ao Azul de
Evans ocorreu no parénquima pali¢ddico. Os cloroplastos sdo uma das principais fontes da
producdo de ROS em plantas sob estresse (Piasecki et al., 2019). Possivelmente a reacdo mais
intensa no parénquima palicadico é consequéncia do maior estresse oxidativo neste tecido visto
o grande numero de cloroplastos.

O aumento da atividade de enzimas do sistema antioxidativo ndo foi suficiente para
evitar danos ao DNA de J. princeps, os quais foram mais frequentes nas maiores doses do
herbicida. O ensaio cometa € utilizado para verificacdo de danos no DNA, incluindo quebras
de fita simples e dupla, oxidacdo e fragmentacdo de bases, sitios apurinicos e apirimidinicos
(Khateeb, 2017; He et al., 2018). N6s evidenciamos o efeito genotoxico do glifosato em J.
princeps para todas as doses empregadas. Com base nos resultados, a genotoxicidade do
glifosato em J. princeps é dose-dependente em virtude do aumento do valor médio de cometas
com o incremento da concentracdo do herbicida.

Curiosamente, neste estudo, mesmo na menor dose do herbicida ocorreu aumento
significativo na frequéncia de danos no DNA, assim como marcacdo para azul de Evans em
folhas jovens, apesar da auséncia de alteragdes nos pardmetros metabdlicos avaliados. A morte
celular em plantas pode ocorrer sob condi¢cdes de estresse por xenobidticos e € caracterizada
por processo que incluem aumento do nivel de compactacgdo da cromatina
(heterocromatinizac¢do), degradacdo do DNA, acimulo de ROS e perda da integridade da
membrana plasmatica (Reape e McCabe, 2008; Minina et al., 2013; Sychta et al., 2021). Neste
contexto, encorajamos estudos futuros com espécies nativas para a avaliacdo dos niveis de
expressdao de genes relacionados com as vias de reparo do DNA. Essas vias de reparo sao
importantes na protecao e tolerancia contra danos genéticos, garantindo estabilidade gendmica
em plantas sob condi¢des de estresse (Singh et al. 2010; Manova e Gruszka, 2015).

Nosso estudo demonstra que o glifosato pode promover efeitos deletérios no
metabolismo e genoma de espécies vegetais ndo-alvo como como J. princeps, inclusive na
auséncia de danos visuais e em baixas doses. NOs encorajamos a utilizacdo de parametros
fisiolégicos, bioquimicos e genotéxicos na avaliacdo progndstica de danos promovidos pelos
herbicidas e outros xenobidticos. Estes parametros podem ser biomarcadores tteis em estudos
ecotoxicoldgicos de campo com espécies nativas ndo-alvo, ndo se restringindo apenas a

espécies modelo em condig¢des laboratoriais.
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Conclusao

Tomados juntos, nossos resultados sugerem que J. princeps é uma espécie sensivel
ao glifosato devido as alteracdes nos parametros metabdlicos e de genotoxicidade. A aplicagdo
do herbicida promoveu acimulo de dcido chiquimico e desordens no aparato fotossintético que
resultaram em estresse oxidativo. Apesar do aumento da atividade de enzimas do sistema
antioxidativo frente a aplicacdo do herbicida, o acimulo de ROS promoveu peroxidagdao
lipidica e genotoxicidade em todas as doses aplicadas, resultando em morte celular em todas as
doses. Essas respostas foram uteis no progndstico de danos em J. princeps pelo glifosato em
folhas sem sintomas visuais € podem ser promissoras no biomonitoramento deste herbicida no

ambiente a partir de espécies nativas.
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Fig. 1. Quantificacdo de dcido chiquimico em foliolos de folhas jovens e folhas expandidas de
Joannesia princeps submetida a doses crescentes do herbicida glifosato 12 dias apos a
aplicacdo. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. Letras maidsculas comparam folhas dentro de um mesmo
tratamento e letras mindsculas comparam folhas em um mesmo estagio de desenvolvimento em
diferentes tratamentos. Barras verticais representam o desvio padrao (n=3).
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Fig. 2. Trocas gasosas em foliolos de folhas expandidas de Joannesia princeps submetida a
doses crescentes do herbicida glifosato 12 dias ap6s a aplicacdo. Assimilagdo de CO2 — A (A);
Conduténcia estomatica — gs (B); Transpiracdo — E (C); Concentracdo interna de CO; — Ci (D);
Razdo Ci/Ca (E). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si,
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Barras verticais representam o desvio padrao (n=3).



65

8= 2.5= a a
ab 4 2.0 ab
37 — be 7 2 b
o c Qo
s & o = 154 1T
8 £ 4 T sF
o5 S 3 1.0
o= [$] 2
g 0.5+
0- T T 0.0- T T
0 180 360 720 1440 . 0 180 360 720 1440
@ Glifosato g.ia.ha'1 B Glifosato g.ia.ha"I
ns
10+ 3= |
a a Q —_ —
8- — <
i B b 5,
8= 6= b ug
o "o I 5
5.8 . S
2 P
0- T T 0= T T
0 180 360 720 1440 0 180 360 720 1440
@ Glifosato g.ia.ha™ @ Glifosato g.ia.ha™
15-
ns
I L
2=
2" T 1
g E
5 =
0- T T
180 360 720 1440

©®

Glifosato g.ia.ha'1

Fig. 3. Quantificacio de pigmentos fotossintéticos em foliolos de folhas expandidas de

Joannesia princeps submetida a doses crescentes do herbicida glifosato 12 dias apds a
aplicacdo. Clorofila a (A); Clorofila b (B); Clorofila total (C); Razdo clorofila a/b (D);
Carotenoides (E). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si,

pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. Barras verticais representam o desvio padrao (n=4).
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Fig. 4. Quantificacdo bioquimica da peroxidagdo lipidica (n=4) e enzimas do sistema
antioxidativo (n=3) em foliolos de folhas expandidas de Joannesia princeps submetida a doses
crescentes do herbicida glifosato 12 dias apds a aplicacdo. Malonaldeido — MDA (A);
Superéxido dismutase — SOD (B); Peroxidase — POX (C); Catalase — CAT (D). Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. Barras verticais representam o desvio padrao.



Cometas (%)
N w S
o o o
1 ] ]

-
o
[ |

o

_

o
L

c
1

bc

0

T
180

360

67

T
720

Glifosato g.ia.ha'1

1440

Fig. 5 . Frequéncia de cometas em foliolo de folhas expandidas de Joannesia princeps
submetida a doses crescentes do herbicida glifosato 12 dias apds a aplicacdo. (A) Nucleoide
sem cometa — 0 g.ia.ha! e (B) nucleoide com cometa — 1440 g.ia.ha™!. Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
Barras verticais representam o desvio padrao (n=4).
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Fig. 6 . Deteccdo in situ de morte celular em discos foliolares de Joannesia princeps submetidos
a doses crescentes do herbicida glifosato 12 dias apds a aplicacdo. Foliolo de folha jovem (A-
E); Foliolo de folha expandida (F-J) e detalhe das folhas (K — N). Controle (A, F, K e L).
Submetida a dose de 180 g.ia.ha! (B e G); 360 g.ia.ha! (C e H); 720 g.ia.ha! (D e I); 1440
giaha! (E, J, M e N). Eab (epiderme da face abaxial); Ead (epiderme da face adaxial); Ne
(nervura de segunda ordem); Pl (parénquima lacunoso); Pp (parénquima palicddico). Barras:
(A-])=0,2cme (Ke M) =200 pm.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados sugerem que J. princeps é uma espécie sensivel ao glifosato
devido as alteracdes nos parametros morfoanatdmicos, metabdlicos e de genotoxicidade. A
aplicacdo do herbicida promoveu acimulo de &4cido chiquimico e desordens no aparato
fotossintético que resultaram em estresse oxidativo. Apesar do aumento da atividade de enzimas
do sistema antioxidativo, o acimulo de ROS promoveu peroxidag¢ao lipidica e genotoxicidade
em todas as doses aplicadas, resultando em morte celular. Em decorréncia do estresse oxidativo
e alteracdes metabdlicas, ocorreram alteragdes visuais e na anatomia de folhas e caules. Folhas
jovens foram mais afetadas visualmente e estruturalmente, devido ao maior acimulo de 4cido
chiquimico. No entanto, folhas sem sintomas visuais também apresentaram alteracoes
estruturais.

Os biomarcadores identificados em J. princeps foram uteis na avaliacdo diagndstica
e progndstica de danos promovidos pelo glifosato e podem ser utilizadas no biomonitoramento
ambiental a partir de espécies nativas. Devido as alteragdes visuais, J. princeps € uma espécie
bioindicadora promissora em estudos de biomonitoramento de glifosato no ambiente. A
facilidade na propagacgdo, rdpida germinacdo e desenvolvimento reforcam o potencial desta
espécie nestes estudos, podendo ser ttil também na avaliacao de outros agentes xenobidticos.

Em adi¢do, nossos dados demostram que o glifosato pode promover alteragdes
deletérias em espécies ndo-alvo, como J. princeps, mesmo na auséncia de sintomas visuais e
em baixas doses. Desse modo, encorajamos que estudos futuros utilizem biomarcadores
anatdmicos (estruturais e histoquimicos) e de genotoxicidade na avaliagdo de danos promovidos
pelo glifosato em espécies vegetais. Encorajamos, também, a realizacdo de avaliagdes em
orgdos como o caule, que podem fornecer informacdes uteis na caracterizacao de danos pelo
herbicida, e na compreensdo de alteracOes em processos como a lignificagdo, e suas

implicagoes.



