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RESUMO

SILVA, Larisse de Freitas, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de 2016.
Alteracoes morfofisiologicas e metabolicas causadas pelo glifosato em duas espécies
neotropicais e na espécie modelo Arabidopsis thaliana. Orientadora: Luzimar Campos
da Silva. Coorientador: Adriano Nunes Nesi.

Glifosato (N-(fosfonometil) glicina) ¢ um herbicidas mais utilizados no mundo. Poucos
estudos elucidam quais sdo os efeitos que ele pode provocar em espécies ndo
agricultaveis e na espécie modelo Arabidopsis thaliana Deste modo, o presente trabalho
tem como objetivos: avaliar os efeitos que o glifosato provoca nas espécies arboreas
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos (Bignoniaceae) e Garcinia
gardneriana (Planch. & Triana) Zappi (Clusiaceae) tendo em vista as alteragcdes
bioquimicas, fisiolégicas e anatdmicas em resposta ao estresse provocado por ele e
quais ajustes metabolicos que ocorrem no sistema antioxidante de A. thaliana quando
exposta ao mesmo herbicida. Para tal, individuos de H. chrysotrichus e G. gardneriana
com oito meses de idade foram submetidos a aplicagdo na parte aérea, do herbicida
RoundUp® ultra, contendo 65% (m/m) de glifosato [N- (fosfonometil) glicina] como
ingrediente ativo concentracdes de 0, 360, 720, 1080 e 1440 g. ia ha!. 72 HAA (horas
apos a aplicagdo), foram avaliados os parametros bioquimicos e aos 7 DAA (dias apos a
aplicacdo) foram obtidos fragmentos foliares para andlises anatomicas em microscopia
de luz e microscopia eletronica de varredura. O glifosato provocou alteragdes no
metabolismo do carbono, fotossintese e fluorescéncia em H. chrysotrichus. Foram
observadas alteragdes no sistema antioxidativo enzimatico ¢ houve incremento da
peroxidagdo lipidica em ambas espécies. Ocorreram altracdes anatdmicas a nivel
ultraestrutural, estrutural e visual, esta Ultima apenas em H. chrysotrichus. H.
chrysotrichus mostrou-se ser a espécie mais sensivel ao herbicida por apresentar danos
mais pronunciados, tendo, portanto, potencial biosindicador/biosensor de areas
impactadas pelo herbicida glifosato. Plantas de A. thaliana foram germinadas em placa
de petri contendo meio de cultivo e 20 uM de glifosato, apds 14 dias, houve coleta das
plantas e realizacdo das andlises bioquimicas. Houve detec¢ao histoquimica de Oz e de
peroxidagdo lipidica nas plantas tratadas e aumento de oxidagdo de proteinas, indicando
que a producdo de ROS colocou a planta sob estresse. Ocorreu aumento da atividade
das principais enzimas do sistema antioxidativo e do ciclo ascorbato-glutationa nas
plantas tratadas, acompanhado da diminuicdo do teor de H>O». Glicose-6 fosfato
desidrogenase (G6PDH) e 6-fosfogluconato desidrogenase (6PGDH) foram as

desidrogenases com maior atividade nas plantas tratadas. Além disso, 6PGDH se
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mostrou a enzima mais estavel quando tratamos A. thaliana com diferentes poderes
redutores e oxidantes, sugerindo que esta enzima pode ser crucial para o fornecimento
de poder redutor nesta espécie quando tratada com o herbicida glifosato. 4. thaliana
apesar de apresentar sintomas de estresse como redu¢do de crescimento e murcha da
parte aérea quando tratada com Glyphose ¢ capaz de reajustar seu sistema antioxidante
de forma a minimizar os danos causados por este estresse, o que garante a sua

sobrevivéncia neste tempo de exposi¢do e doses utilizadas.
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ABSTRACT

SILVA, Larisse de Freitas, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November, 2016.
Morphological and metabolic alterations caused by glyphosate in two neotropical
species and in model species Arabidopsis thaliana. Adviser: Luzimar Campos da
Silva. Co-adviser: Adriano Nunes Nesi.

Glifosato (N- (phosphonomethyl) glycine) is the most used herbicide in the world. Few
studies have display what effects it can cause in not cultivable species and in the model
species Arabidopsis thaliana. Thus, this study aims to Thus, this study aims to evaluate
the effects that glifosato causes the species Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.)
Mattos (Bignoniaceae) e Garcinia gardneriana (Planch. & Triana) Zappi (Clusiaceae)
in view of the changes biochemical, physiological and anatomical response to stress
caused by it and what metabolic adjustments that occur in the antioxidant system of A.
thaliana when exposed to same herbicide. Individuals of H. chrysotricus and G.
gardneriana eight months age were subjected to application in the shoot, the herbicide
RoundUp® ultra containing 65% (m / m) of glifosato [N- (phosphonomethyl) glycine]
as an active ingredient concentrations of 0 , 360, 720, 1080 and 1440 g. ai ha'l. 72 HAA
(hours after application) were evaluated biochemical parameters and 7 DAA (days after
application) were obtained leaf fragments to anatomical analyzes in light microscopy
and scanning electron microscopy. Glifosato caused changes in carbon metabolism,
photosynthesis and fluorescence in H. chrysotrichus. Changes were observed in
antioxidant enzyme system and there was an increase in lipid peroxidation in both
species. There were anatomical alterations in the ultrastructural, structural and visual
levels, the latter one only in H. chrysotrichus. H. chrysotrichus proved to be the most
sensitive species to the herbicide to present more pronounced damage and therefore
potential biosindicador / biosensor areas impacted by the glifosato herbicide. 4. thaliana
plants were germinated in petri dishes containing culture medium 20 uM glifosato and
after 14 days, was collected from plants and conducting biochemical analyzes. There
histochemical detection O2.- and lipid peroxidation in the treated plants and increased
oxidation of proteins, indicating that ROS production plant placed under stress. There
was increased activity of key enzymes of the antioxidant system ascorbate and
glutathione cycle in treated plants, together with the reduction of H>O: content.
Glucose-6 phosphate dehydrogenase (G6PDH) and 6-phosphogluconate dehydrogenase
(6PGDH) were desidrogenases with greater activity in the treated plants. Furthermore,

6PGDH proved the most stable enzyme when dealing with different A. thaliana
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reducing and oxidizing power, suggesting that this enzyme may be critical to provide
reducing power in this species when treated with glifosato. 4. thaliana despite
symptoms of stress as shoot growth and wilting reduction when treated with Glyphose
is able to adjust its antioxidant system in order to minimize the damage caused by this

stress, which ensures its survival in this time exposure and doses used.
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1. Introducgao Geral

Breve historico e mecanismo de acdo do herbicida glifosato

O Brasil ¢ um pais agrario e conta com produgdo em larga escala de diversos
produtos em todo o seu territorio. A agricultura estd instalada nos mais diferentes
biomas e, portanto, eles encontram-se sujeitos aos impactos que esta pratica oferece.

O glifosato (N-(fosfonometil) glicina) foi sintetizado por Henri Martin, um
farmacéutico suigo e foi somente testado como herbicida em 1970 por John E. Frannz
na multinacional Monsanto Co. (Franz et al., 1997; Gomes et al., 2014). Desde a sua
introducdo comercial em 1974, o glifosato se destaca por ser um dos herbicidas mais
usados no mundo, em virtude do seu baixo custo e seu mecanismo de acdo (Basantani et
al., 2011; Orcaray, 2012). Seu uso ¢ registrado para mais de uma centena de culturas
como arroz, algodao, milho, soja e pastagens (Toni et al., 2006).

O glifosato ¢ um herbicida pds-emergente, ndo seletivo e de acdo sistémica, que
pertence ao grupo quimico das glicinas substituidas. Seu mecanismo de agdo consiste na
inibicdo da atividade da enzima cloroplastidica 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato
sintase (EPSPS EC 2.5.1.19), atuante na rota do chiquimato, por atuar como analogo do
segundo substrato desta enzima, o fosfoenolpiruvato (PEP) (Orcaray, 2012). Por esta
razdo, elevados niveis de chiquimato s3o um indicativo da presenga de glifosato nos
tecidos vegetais (Michitte et al., 2007; Ding et al., 2011).

A enzima EPSPS catalisa a condensacdo do chiquimato-3 fosfato (S3P) e do
PEP, sua inativagdo impede a biossintese do corismato e, consequentemente, dos
aminoacidos aromaticos triptofano, fenilalanina e tirosina, indispensaveis a sintese de
proteinas e divisdo celular, além de participarem na formagdo de metabdlitos
secundarios como alcaloides, ubiquinona, antocianinas, vitamina K, lignina, promotores

e inibidores de crescimento e fitoalexinas (Rabello et al., 2012).

Absorcao e translocacio do herbicida

A absor¢do do glifosato ¢ um processo que envolve uma rapida penetracao
inicial através da cuticula, seguida por uma absorcdo lenta. A difusdo ¢ considerada o
principal processo de transporte do herbicida pela cuticula (Caseley e Coupland, 1985).
A absor¢ao normalmente aumenta com a redugdo do volume de aplicagdo e aumento de
sua concentracdo (Stahlman e Phillips, 1979; Townson e Butler, 1990). Uma vez
aplicado, o glifosato penetra pela superficie foliar, transloca-se via apoplasto até o

floema e entdo, a Orgdos e regides com alta atividade metabolica e indice de



crescimento como os meristemas apicais (Machado et al., 2008). Entretanto, também se
observou o transporte do herbicida através do xilema, embora em menor intensidade,
considerando-se que hd maior concentracdo do herbicida em 6rgios drenos quando
comparado com as folhas (Preston & Wakelin, 2008).

A absorcdo do glifosato ¢ altamente polar e apresenta baixa lipofilicidade.
Devido a estas caracteristicas, ¢ possivel que a sua passagem da superficie da folha para
o apoplasto ocorra através de um caminho hidrofilico através da cuticula lipofilica
(Caseley e Coupland, 1985). Os principais componentes quimicos das ceras
epicuticulares sdo os n-alcanos, ésteres, alcoois e acidos graxos (Baker, 1982). A
cuticula ¢ primariamente apolar, mas existem diferencas no seu grau de hidrofobicidade
devido a sua composi¢do. Essas diferencas podem refletir na absor¢do do glifosato,
resultando numa menor absor¢do do produto quando a cuticula ¢ mais hidrofobica
(Chachalis et al., 2001).

A ac¢do deste herbicida ocorre através de duas fases: (i) movimento para o local
de agdo e, (ii) consequéncias metabdlicas resultantes de sua interagdo com o local de
acdo. A primeira fase inicia-se com a aplicacdo, seja de forma direta sobre a folhagem
ou via solo para atingir as raizes. Em seguida, ocorre a absor¢do para entdo atingir o
local de agdo. Essas etapas incluem a entrada nas células, difusdo por curtas distancias,
transporte por longas distancias, conversdo metabdlica do herbicida e entrada nas
organelas celulares. A interacdo do herbicida com o local de agdo pode ser considerada
como a primeira etapa da segunda fase, que pode resultar na morte da planta (Gravena

et al., 2009).

Sintomas de fitotoxicidade causados pela aplicacdo do herbicida

Sintomas comuns de fitotoxicidade em espécies vegetais causadas por glifosato
sdo o aparecimento de cloroses, necroses, malformacdo nas folhas e murchas,
diminui¢do da taxa de germinagdo e de crescimento das mudas (Brecke e Duke,1980;
Tuffi- Santos et al., 2006; Santos et al., 2007; Basantani, et al., 2011). Os estudos em
anatomia vegetal sdo de fundamental importancia para elucidar caracteristicas da planta
que podem contribuir para a resisténcia, tolerancia ou sensibilidade aos herbicidas
(Lorentz et al., 2011; Costa et al., 2012). A espessura do limbo e da area foliar sdo
parametros estudados e que podem elucidar estas questdes (Lima JR. et al., 2006;
Gondim et al., 2008).

Desordens nutricionais sdo reportadas frequentemente em espécies submetidas a

tratamentos com glifosato sejam estas resistentes ou ndo (Bott et al., 2008). O herbicida
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¢ um quelador de cations divalentes especialmente Fe ¢ Mn (Bernardes et al., 2005), o
que pode reduzir a eficiéncia do vegetal em processos fisiologicos onde estes elementos
sdo requeridos, além de promover desordens nutricionais por mobilizar estes nutrientes
nos tecidos onde o produto foi aplicado (Cakmak et al., 2009). Por outro lado, a
presenca destes cations na superficie onde o herbicida sera aplicado ¢ conhecida por

reduzir a sua atividade e por limitar a sua absor¢ao (Bernards et al., 2005).

Alteracdes metabdlicas

O glifosato ¢ capaz de provocar alteracdes no metabolismo do carbono e do
nitrogénio (Cakmak et al., 2009). Cerca de 20% do carbono fixado pelas plantas ¢é
direcionado para a rota do acido chiquimico. E possivel que a inibigdo da EPSPS
desregule o fluxo de carbono por mecanismos alternativos de feedback ou ainda que o
aumento de agucares livres, processo comumente relatado em condi¢des de estresse
vegetal, seja em virtude de alteracdes na fotossintese ou na translocagdo de
fotoassimilados (Cakmak et al., 2009; Orcaray et al., 2012).

O glifosato promove diminui¢do no conteudo dos pigmentos fotossintéticos, nas
taxas fotossintéticas e respiratorias (Ding et al., 2011). Pode interferir na biossintese de
compostos secundarios, reduzindo o nivel de todos os compostos fenodlicos Deng
(2005). Pode afetar a fotossintese pela diminuicdo da condutancia estomatica (Fuchs et
al., 2002), através de alteragdes bioquimicas (Flexas et al., 2008), pela perda de
carotenoides a qual favorece a biodegradagcdo dos demais pigmentos (Mateos-Naranjo e
Perez-Martin, 2013) ou ainda, pela imobilizagdo e absorcdo de nutrientes essenciais

provocada pela presenga do herbicida (Zobiole et al., 2011).

Producao de espécies reativas de oxigénio e efeitos no sistema antioxidativo

Ainda ndo ¢ claro quais os efeitos que este herbicida provoca no metabolismo
primario e antioxidativo vegetal e quais os ajustes metabdlicos realizados para que a
homeostase celular seja retomada, o que torna nosso estudo de grande relevancia.
Viérios estresses abioticos levam a superproducdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) como *OH (radical hidroxila), O>~ (anion superoxido) H»>O; (peréxido de
hidrogénio) e 'O, oxigénio singleto (Gil e Tuteja, 2010), as quais sdo geradas
principalmente pelo excesso de elétrons livres. A aplicagdo do glifosato ¢ capaz de
alterar as fases fotoquimicas da fotossintese, provocando o excesso de elétrons livres no
cloroplasto (Mateos-Naranjo e Perez-Martin, 2013), causando por este motivo um

aumento na produgdo de ROS, as quais em excesso podem reagir com acidos graxos
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polinsaturados, danificando membrana plasmatica, proteinas, &4cidos nucléicos e
consequente afetando a homeostase celular (Gil e Tuteja, 2010).

Para a protecdo contra esses intermediarios de oxigénio prejudiciais ao
metabolismo e danoso a estrutura celular, as plantas investem energia para aumentar a
producdo de agentes antioxidantes. Enzimas como a Dismutase Superoxido (SOD),
catalase (CAT); peroxidase (POX); peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase da
glutationa (GPX) e a redutase da glutationa (GR), atuam convertendo as ROS em
intermedidrios menos toxicos (Apel e Hirt, 2004; Gill et al., 2013). De forma geral, a
SOD ¢ a primeira enzima atuante, convertendo o O>~ a H,O> . CAT, POX, APX e GPX
convertem o H»O, a H;O, terminando o ciclo de desintoxicagdo. A APX utiliza o
ascorbato e glutationa (GSH) como substrato doador de elétrons e por esse motivo, para
a regeneracdo da glutationa e continuagdo do ciclo, tem-se o NADP(H) como fonte
doadora de elétrons e a atuacdo da Redutase da glutationa (Gill et al., 2013).

Diversos autores constataram aumento da atividade da APX em plantas
submetidas a aplicagdo de glifosato, indicando sua participagdo no processo de
detoxificacdo do herbicida (Cataneo et al., 2003). Outros compostos celulares auxiliam
no controle do estresse provocado por altas concentracdes de ROS, como a glutationa,
acido ascorbico, tocoferol, fenois e carotenoides (El Sayed et al, 2014). A fungdo
desses componentes ¢ variada e complexa e muitas vezes atuam também no sistema
antioxidativo enzimatico, como ocorre com o ascorbato e a glutationa (Gill e Tuteja,
2010; El- Sayed et al., 2014). De forma geral, esses antioxidantes ndo enzimaticos agem
como doadores de elétrons para reacdes enzimaticas, estabilizam a membrana
plasmatica quando danificadas pela peroxidacdo lipidica ou atuam como dissipadores de

energia em excesso nos fotossistemas (Mittler, 2002)

Espécies reativas de nitrogénio

Estresse nitrosativo (RNS) define uma situacdo em que o vegetal tem producao
desregulada de NO e seus derivados, a qual pode ter uma consequéncia danosa a célula.
O principal marcador de estresse nitrosativo ¢ a nitracdo dos residuos de tirosina de
proteinas (Corpas et al., 2007). A nitragdo ocorre quando ha a adicdo de um radical
Nitro (-NOz) ao anel de tirosina e esta modificagio pode alterar os mecanismos
regulatorios antes exercidos por aquela proteina (Radi, 2004; Galetskiy et al., 2011).

Todo este processo de nitragdo proteica ¢ desencadeado pela presenca de
radicais como 6xido nitrico (NO), anion superdxido (O27) peroxido de hidrogénio
(H202), nitrito (NO2"), todos capazes de gerar agentes nitradores: perdxido nitrito

4



(ONOO") e dioxido de nitrogénio (NO2) (Ischiropoulos, 2003; Souza et al., 2008),
indicando que algumas reagdes para a producdo de RNS sdo dependentes das ROS
(Riimer et al., 2009). As RNS podem inativar os diferentes complexos da cadeia
respiratoria (Brown, 1999); alteram a conformacao de proteinas e dos lipideos (Prescott,

1999) e inibem a sintese de proteina e/ou DNA (Bundy et al., 2000).

Producao de poder redutor celular

O NADPH ¢ um cofator chave para a homeostase do poder redutor celular por
ser um indispensavel doador de elétrons para inumeras fungdes celulares, requerido para
diversas vias metabolicas, biossintese de aglicar no ciclo de Calvin (Barroso et al.,
1998), para a atividade do citocromo P 450 redutase (Ro et al., 2002). NAPH ¢ também
requerido em processos de detoxificacdo celular, sendo necessario no metabolismo de
ROS e RNS, reduzindo, por exemplo, a glutationa Oxidada (GSSG) a glutationa
Reduzida (GSH), componentes do ciclo ascorbato-glutationa (Hodges et al., 2003;
Airaki et al, 2012). NADPH ¢ ainda requerido para a geragdo de radical superdxido pela
NADPH oxidase (NOX) e como cofator para a geracdo de 6xido nitrico, molécula
central no metabolismo de RNS (Corpas et al., 2009). Por isso, indices adequados de
NADPH ¢ essencial para todos os organismos vivos.

A manuten¢do entre as formas reduzidas e oxidadas de NADP ¢ mantida
principalmente pela ferridoxina NADP oxidase (Leterrier et al., 2012; Corpas e Barroso,
2014). Entretanto, durante a fase bioquimica da fotossintese, um grupo de NADP
desidrogenases localizadas em diferentes compartimentos celulares sdo as principais
enzimas capazes de gerar poder redutor na forma de NADPH (Corpas e Barroso, 2014),
sdo elas: Glicose 6- fosfato desidrogenase (G6PDH, EC 1.1.1.49), 6- fosfogluconato
desidrogenase (6PGDH, EC 1.1.1.44), ambas pertencentes a via das pentoses fosfatadas,
NADP enzima malica (NADP-ME, EC 1.1.1.40) e NADP isocitrato desidrogenase
(NADP-ICDH, EC 1.1.1.42). Considerando que estresse oxidativo e nitrosativo pode
aumentar a demanda de poder redutor celular, ¢ possivel que a reciclagem do NADPH,
através de uma maior atividade das NADP desidrogenase, seja um importante

mecanismo de tolerancia desenvolvido por espécies vegetais expostas a estresse.

Problematica da aplicacao do herbicida

Durante a aplicacdo do glifosato, pode ocorrer o efeito de deriva, ocasionando
efeitos negativos sobre as plantas ndo alvo como a vegetagdo ao entorno da lavoura

(Koger et al., 2005; Santos et al., 2007; Londo et al., 2011; Tuffi-Santos et al., 2011;
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Boutin et al., 2014). A deriva ¢ resultado de diversos fatores como as doses aplicadas, as
condigdes climaticas no momento da aplicagdo e o tamanho das gotas pulverizadas.

Embora a agricultura em grandes areas seja uma pratica difundida em nosso
pais, pouco sao os estudos que elucidam os efeitos que o glifosato promove em espécies
nativas ndo agricultdveis, no que diz respeito a seletividade, os efeitos fitotoxicos e
quais implicagdes que a utilizacdo desde herbicida pode promover em comunidades
vegetais ao longo de anos de exposi¢do. Procurar estas respostas ¢ um pré-requisito para
o desenvolvimento de métodos eficientes de biomonitoramento quanto ao uso do
produto e para o estabelecimento de dosagens seguras que permitam o uso correto do
glifosato e também a manutengdo da flora localizada ao entorno das grandes
monoculturas e, por consequéncia, o equilibrio de todo o ecossistema.

Garcinia gardneriana (Planch. & Triana) Zappi (Clusiaceae) (Bacupari) e
Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos (Bignoniaceae) (Ipé Amarelo) sdo
espécies amplamente distribuidas por todo o territdrio nacional e possuem grande
interesse econdmico e ecologico. Muitas vezes encontram-se na interface entre areas
agricultaveis e remanescentes de vegetacdo nativa o que as colocam em contato com um
grande niamero de herbicidas e outros defensivos que sdo utilizados nas monoculturas,
inclusive o glifosato.

Pouco se sabe sobre os efeitos do glifosato sobre estas espécies e/ou as possiveis
alternativas que estas plantas desenvolvem e que as fazem capazes de resistir aos danos
causados por ele. Ou ainda, quais os efeitos que o herbicida provoca nas células e que
colocam a planta sob estresse. Caso as alternativas desenvolvidas pelas plantas ndo
sejam suficientes para suportar os efeitos deletérios, existe o risco de morte do
individuo o que em longo prazo, pode extinguir a popula¢do de uma dada area, afetando
todo aquele ecossistema.

Arabidopsis thaliana ¢ uma Brassicacea mundialmente utilizada para os mais
diferentes trabalhos cientificos. Estudos como esse, o qual avalia as alteragdes
ocorrentes no metabolismo antioxidativo e na geracdo de poder redutor de uma espécie
modelo quando exposta ao herbicida glifosato ¢ elucidativo. Este estudo podera
contribuir para o entendimento do comportamento de 4. thaliana frente a este estresse
facilitando estudos futuros mais acurados e podendo ser referéncia para outras espécies,

especialmente as ndo agricultaveis, onde as informagdes sdo mais escassas.



2. Objetivo geral

Este trabalho foi dividido em dois capitulos, o primeiro deles teve como objetivo
avaliar os efeitos da aplicagdo do herbicida glifosato nas espécies Handroanthus
chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos (Bignoniaceae) e Garcinia gardneriana (Planch. &
Triana) Zappi (Clusiaceae), tendo em vista as alteracdes fisioldgicas, bioquimicas,
anatOmicas e visuais em resposta ao estresse provocado por ele.

Visando trabalhos futuros sobre a mesma tematica, isto €: quais as implicacdes
que este herbicida provoca em espécies ndo agricultaveis, entretanto com uma
abordagem molecular, principalmente das enzimas antioxidantes e de outros metabdlitos
envolvidos em resposta a estresse, idealizamos o segundo artigo, o qual objetiva-se
esclarecer quais ajustes que sdo realizados no metabolismo antioxidativo e na geragio
de poder redutor de Arabidopsis thaliana cv. Columbia (Brassicaceae), espécie modelo,

quando exposta ao herbicida glifosato.

2.1. Objetivos especificos

Primeiro artigo capitulo

e Determinar a concentragdo de acido chiquimico nas folhas das duas espécies
nativas;

e (aracterizar, visualmente e morfologicamente, as folhas das plantas nativas
tratadas com glifosato, revelando se hé aparecimento de sintomas e como se da a
progressdo destes danos;

e Analisar quais os efeitos provocados pelo herbicida na anatomia e
micromorfologia caracterizando os danos ocorridos, revelando se hd a
possibilidade do estabelecimento de marcadores anatomicos para as duas
espécies quando expostas a este herbicida;

e Avaliar a influéncia de diferentes concentracdes de glifosato sobre a composi¢cdo
mineral das espécies;

e Investigar os efeitos do glifosato sobre os parametros de fluorescéncia da
clorofila a e das trocas gasosas.

e Analisar os efeitos do herbicida sobre a peroxidag¢ao lipidica nas folhas de ambas
espécies;

e Determinar a influéncia do herbicida no sistema antioxidativo enzimatico;

e Avaliar a influéncia do herbicida no metabolismo do carbono das duas espécies.



Segundo capitulo

e Avaliar a influéncia do glifosato no crescimento e na obtencdo de biomassa de
A. thaliana;

e Determinar o estresse celular induzido pelo glifosato em A. thaliana, através da
quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), espécies reativas de
nitrogénio (RNS) e oxidagdo de proteinas.

e Histolocalizar in situ a produ¢do de peroxido de oxigénio e anion superoxido;

e Avaliar a atividade de enzimas do sistema antioxidativo, do ciclo ascorbato-
glutationa e das principais enzimas geradoras de poder redutor celular.

e Identificar a influencia de diferentes agentes redutores e oxidantes sobre a acao
das principais enzimas geradoras de poder celular;

e Identificar se ha diferenca na atividade de isoformas das principais enzimas do

sistema antioxidativo, através de PAGE nao desnaturante.
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Capitulo I

Alteracdes morfofisiologicas e metabolicas causadas pelo glifosato em Handroanthus
chrysotrichus e Garcinia gardneriana

Resumo

Glifosato ¢é o herbicida mais utilizado no mundo, em virtude do seu mecanismo de agao,
sendo efetivo ao controle de varias espécies daninhas, além de apresentar baixo custo.
Nos objetivamos avaliar os impactos do glifosato em duas espécies ndo agricultaveis:
Handroanthus chrysotrichus e Garcinia gardneriana, procurando estabelecer
biomarcadores e biosensores indicativos da presenga desse herbicida. Plantas de oito
meses de idade foram submetidas a aplicagdo aérea do herbicida nas concentragdes de 0,
360, 720, 1080 e 1440 g. ia ha'l. Houve acimulo de 4cido chiquimico nas folhas das
duas espécies. Alteragdes visuais foram encontradas apenas em H. chrysotrichus,
enquanto que alteragdes anatOdmicas e ultraestruturais foram observadas em ambas
espécies. A taxa de peroxidagdo lipidica foi maior em H. chrysotrichus, ao passo que
maior atividade enzimatica foi encontrada em G. gardneriana. Glifosato afetou
fotossintese e fluorescéncia da clorofila @ em H. chrysotrichus. H. chrysotrichus foi
considerada a espécie mais sensivel deste trabalho por apresentar alteracdes mais
pronunciadas sendo, portanto, uma espécie com potencial bioindicador e biosensor para

areas impactadas com o herbicida glifosato.

Palavras chave: fotossintese, metabolismo do carbono, estresse oxidativo, anatomia

vegetal.

Introducio

Herbicidas e fertilizantes sdo os compostos quimicos mais utilizados na
agricultura convencional com o objetivo de aumentar a producao (Boutin, 2013). Dentre
esses compostos, o glifosato se destaca por ser o herbicida mais utilizado no mundo
(Dai et al., 2016). Glifosato ¢ um herbicida pds-emergente, ndo seletivo e de agdo
sistémica. Seu mecanismo de acdo consiste na inibi¢do da atividade da enzima
cloroplastidica 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS EC 2.5.1.19), atuante
na rota do chiquimato, por atuar como analogo do segundo substrato desta enzima, o
fosfoenolpiruvato (PEP) (Orcaray, 2012). A enzima EPSPS catalisa a condensagdo do
chiquimato-3 fosfato (S3P) e do PEP, formando 5-enolpyruvylshikimato-3-fosfato

impedindo a biossintese do corismato e consequentemente dos aminoéacidos aromaticos,
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0 que causa injurias em espécies vegetais e muitas vezes leva a planta a morte
(Yanniccari et al., 2012).

De forma indireta, o glifosato pode afetar os parametros fotossitéticos, por
interferir na produgdo de clorofila, carotenoides, dcidos graxos e aminoacidos (Fedtke e
Duke, 2005). Estudos apontam diminui¢do na condutincia estomatica e na assimilagdo
de CO:; (Olesen e Cedergreen, 2010). O glifosato pode também prejudicar o
metabolismo do carbono por interferir no metabolismo e translocagdo de agucar
(Orcaray et al., 2012).

Estresses abidticos levam a superproducdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Gil e Tuteja, 2010), as quais sdo geradas principalmente pelo excesso de
elétrons livres. ROS em excesso podem reagir com acidos graxos polinsaturados,
danificando a membrana plasmatica e outros componentes celulares e,
consequentemente, afeta a homeostase celular (Gil e Tuteja, 2010). Existem diferentes
fontes de produg¢do de ROS, mas cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos sao sitios
potenciais dessa producdo em virtude da constante presenca de elétrons livres (Mittler,
2002). O estresse oxidativo gerado pelas ROS pode ser limitado por um sistema
antioxidante: uma complexa conexdo de enzimas codificadas por intimeros genes
(Miller et al., 2010). Este sistema inclui moléculas como 4cido ascorbico, carotenoides e
glutationa (Gill e Tuteja, 2010; El- Sayed et al., 2014) e enzimas como catalase,
superoxido dismutase, glutationa redutase e peroxidases, as quais atuam convertendo as
ROS em intermediarios menos toxicos (Gill et al., 2013).

Embora esteja bem estabelecido primeiro local de agdo do glifosato, ainda ndo
sdo claros quais sdo os efeitos que este herbicida provoca no metabolismo primario e
antioxidativo vegetal e quais ajustes metabolicos sdo realizados para que a homeostase
celular seja retomada. Andlises dos processos e metabdlitos de plantas submetidas ao
herbicida permitem identificar mecanismos envolvidos na defesa das plantas a este
estresse e a inter-relacionar as diferentes rotas metabodlicas, gerando informag¢des mais
interligadas e elucidativas (Cataneo et al., 2003; Orcaray et al., 2012).

As alteragcdes bioquimicas e fisiologicas geradas podem progredir para
alteragdes anatomicas e morfologicas. Anatomicamente, o glifosato ¢ capaz de
promover diminui¢do da lamina foliar, descamacdo da cera epicuticular e alteracdes no
formato dos tricomas (Santos et al., 2015). Sintomas comuns de fitotoxicidade sdo o
aparecimento de cloroses, necroses, malformacgao das folhas e murchas, diminui¢do da
taxa de germinacdo e de crescimento das mudas (Brecke e Duke,1980; Tuffi- Santos et

al., 2006; Santos et al., 2007; Basantani, et al., 2011). A anatomia vegetal ¢ uma técnica
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efetiva e agrega valor as andlises visuais, porque além de fornecer informagdes
prognosticas acerca dos efeitos do contaminante, revela também a extensdo real do dano
provocado pelo contato com o agente estressor (Araujo et al., 2014; Freitas-Silva et al.,
2016).

Quando ocorre a aplicacdo do herbicida em espécies agricultaveis, doses
subletais podem alcancar espécies ndo-alvo (Gomes et al., 2014), impactando-as, seja
por induzir o aparecimento de injirias em suas partes vegetativas ou diminuindo a
producdo de sementes (Boutin, 2014). Espécies sensiveis podem apresentar sintomas,
visuais ou ndo, sendo estas espécies uma alternativa para monitorar a presenga do
contaminante no ambiente (De Temmerman et al, 2004). A selecdo de plantas
bioindicadoras e/ou biosensoras de ambientes impactados com Glyphopsate ¢
fundamental para garantir politicas de monitoramento e preservacdo de espécies nativas
ndo agricultaveis que se encontram ao entorno de areas de producdo agricola.

Garcinia gardneriana (Mart. ex DC.) Standl (Clusiaceae) (Bacupari) e
Handroanthus chrysotrichus (Planch. & Triana) Zappi (Bignoniaceae) (Ipé Amarelo)
sdo duas espécies arboreas, amplamente distribuidas no territério nacional. Garcinia
gardneriana possui propriedades medicinais em virtude da grande concentracdo de
antioxidantes existentes em seus frutos, enquanto Handroanthus chrysotrichus ¢ uma
das espécies mais conhecidas e cultivadas no Brasil, sendo usada para paisagismo de
parques e jardins, além da sua madeira possuir grande valor de venda. Pouco se sabe
sobre os efeitos do glifosato sobre estas espécies e as possiveis alternativas que estas
plantas possuem e que as fazem capazes de suportar aos danos causados por ele.

Tendo em vista o amplo uso do herbicida glifosato em areas agricultaveis que se
encontram a cerca de remanescentes de vegetacdo nativa e a importancia economica e
ecologica de ambas espécies, nos desejamos testar as seguintes hipdteses: (i) doses
usuais do herbicida glifosato serdo capazes de provocar alteracdes bioquimicas,
fisiologicas e anatdmicas em espécies ndo agricultdveis? (ii) Garcinia gardneriana e
Handroanthus chrysotrichus desenvolverdo biomarcadores morfoldgicos, anatomicos,
micromorfologicas e bioquimicos quando submetidas ao estresse causado pelo glifosato
0s quais permitirdo a inser¢ao destas duas espécies em programas de biomonitoramento
de ambientes impactados pelo herbicida?

Assim, este estudo objetivou avaliar as modulagdes que ocorrem nas folhas de
Handroanthus chrysotricus e Garcinia gardneriana, quando expostas de forma
simulada, ao herbicida glifosato, considerando o sistema antioxidativo enzimatico,

peroxidacdo lipidica, fotossintese, fluorescéncia e rotas metabolicas relacionadas a
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incorpora¢do de carbono. Procura-se esclarecer se o herbicida serd capaz de provocar
alteragdes nestes pardmetros e se elas serdo capazes de atenuar os danos ocorridos a

nivel bioquimico, fisioldégico, morfolégico e visual.

Material e métodos

Condicoes de cultivo e aplicacio dos tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade Federal de
Vigosa, localizada a 649 m de altitude, 20°4520°'S e 42°52°40"" O. Individuos das
espécies Handroanthus chrysotricus (Mart. ex DC.) Standl (Bignoniaceae) e Garcinia
gardneriana (Planch. & Triana) Zappi (Clusiaceae) com aproximadamente oito meses
de idade foram obtidos em viveiro e transplantadas para vasos plasticos de 3,8 litros
contendo substrato para cultivo de mudas (TrostratoHT®). As mudas, uma planta por
vaso, foram irrigadas a cada cinco dias com solu¢do nutritiva de Hoagland a meia forca
ionica, pH 5,5 (Hoagland e Arnon, 1950) e com 4agua a cada dois dias. As plantas
permaneceram por um periodo de 30 dias nestas condicdes para aclimatagdo.
Posteriormente, individuos sadios foram padronizados visualmente de acordo com a
altura e namero de folhas para a aplicagdo dos tratamentos.

Apos a aclimatagdo, as plantas foram submetidas a aplicacdo na parte aérea,
entre o periodo de 6h e 7h, do herbicida RoundUp® ultra (Monsanto Company, USA)
contendo 65% (m/m) de glifosato [N- (fosfonometil) glicina] como ingrediente ativo
nas concentragdes de 0, 360, 720, 1080 e 1440 g. ia ha™l. Para aplicacdo foi utilizado
pulverizador costal de precisao propelido a CO», equipado com barra acoplada a quatro
pontas de pulverizacdo espagadas 0,5 m entre si e valvula reguladora de pressdo
constante a 150 KPa, com vazdo de 150 L ha' de calda. As coletas para as analises
bioquimicas ocorreram 72 horas apds a aplicacdo (HAA) e as coletas para as analises

anatOmicas ocorreram 7 dias apos a aplicacdo dos tratamentos (DAA).

Quantificacio de acido chiquimico

Para a quantificacdo de 4cido chiquimico, 0,03 g da matéria fresca das folhas
localizadas no segundo n6 de ambas espécies foram maceradas em HCI, centrifugadas a
15000 g a 4 °C, durante 25 minutos. A uma aliquota de 30 uL do sobrenadante foi
acrescentado 4cido periddico a 1%, incubado em banho imido a 37 °C por 45 minutos.

Ao extrato, foi acrescentado 500 pL de hidréxido de s6dio 1 N e 300 pL de glicina
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0,1M e procedeu-se a leitura em espectrofotometro, utilizando o comprimento de onda

de 380 nm e o coeficiente de extingdo molar de 4,76 x10* (Singh e Shaner, 1998).

Caracterizacao visual

Observagdes e registros com maquina fotografica digital da parte aérea das
plantas foram feitas no primeiro, quarto e sétimos dias apds a aplicagdo do herbicida
com o intuito de determinar quanto tempo apds a aplicacdo dos tratamentos se da o

aparecimento dos sintomas.

Quantificacdo de nutrientes na matéria seca das plantas

Para determinar o teor de nutrientes na matéria seca, as folhas de ambas espécies
foram colocadas em estufa de ventilagio forgada a 75 °C até atingirem peso constante.
Amostras secas foram moidas em moinho (modelo TE048, Tecnal Marconi, Piracicaba,
Sao Paulo) e peneiradas a dimensdes menores que 1 mm. Os nutrientes N, P, K e S,
foram determinados segundo a metodologia descrita por Malavolta et al., (1989), na

qual os extratos foram obtidos por digestao nitroperclorica.

Avaliacao das Trocas Gasosas

As taxas de assimilagdo liquida de carbono (4), condutancia estomatica (gs),
transpiracdo (£) e a concentracdo de CO; no mesofilo (Ci) e a razdo entre a
concentragdo interna e externa de CO; (Ci/Ca) foram obtidas por meio de sistema de
medicdo de trocas gasosas LI-6400 (LI-COR Biosciences Inc. Nebraska, USA)
equipado com uma fonte de luz azul/vermelho.

Para a avaliagdo, foram selecionadas folhas totalmente expandidas, sem
sintomas. As folhas selecionadas para a avaliagdo das trocas gasosas foram também
utilizadas para determinacdo das variaveis da fluorescéncia da clorofila a. As avaliagdes
foram realizadas entre 8 h e 12 h da manha utilizando um pulso de luz de 1000 pmol

photons m 2 s 1.

Fluorescéncia da clorofila a

Foram realizadas medi¢des das variaveis de fluorescéncia da clorofila @ com o
auxilio do IRGA (LI-6400xt, LI-COR Biosciences Inc., Nebraska, USA) com
fluorémetro acoplado. Foi aferida a fluorescéncia inicial (Fo) e a fluorescéncia maxima
(Fm). A partir desses valores, foi calculado a eficiéncia quantica maxima do

fotossistema II (F\/Fm, onde Fy = Fr, — Fo).
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Apbs a aplicacdo de uma iluminagdo actinica de 0,8 segundos € um pulso de luz
actinica saturante foi avaliada a fluorescéncia em amostra adaptada a luz antes do pulso
de saturacdo (F) e fluorescéncia maxima em amostra adaptada a luz (Fn’). A partir
desses resultados foi possivel calcular a florescéncia minima da folha na regido
iluminada, segundo a féormula: Fo’ = Fo/[((Fn-Fo/Fm)+(Fo/Fn’)] (Oxborough e Baker,
1997). O rendimento quantico efetivo do PSII na folha iluminada foi determinado
segundo Genty et al. (1989) usando a férmula: ¢u= AF/F,,’ = (Fn’-F/Fw’).

O coeficiente de extingdo fotoquimico foi calculado pela formula qr = (Fu’-F)/( Fu’-
Fo)(Fo’/F) (Kramer et al., 2004). A taxa aparente de transporte de elétrons foi calculada
segundo Bilger et al (1995), ETR = ¢n.PAR.0,84.0,5, onde ¢ = (Fn’-F)Fn’; PAR € o
fluxo de fotons (umol m? s™) incidente sobre a folha; 0,5 é o valor correspondente a
fracdo de energia de excitacdo distribuia para o FSII; 0,84 corresponde a fracdo de luz
incidente que ¢ absorvida pelas folhas. O quenching nao fotoquimico foi calculado

segundo a formula, NPQ = Fu- Fry’/ Fiy” (Bilger e Bjorkman, 1990).

Peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica ¢ definido pelo conteudo de Malondialdeido (MDA). A
extragdo de MDA foi realizada segundo protocolo descrito por Hodges et al., (1999).
Aproximadamente 0,015 g de folhas foram trituradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas com 1,7 mL de solucdo de acido tricloroacético (TCA) 0,1%. Os
extratos obtidos foram centrifugados durante 15 minutos a 10.000 xg a 4 °C. 0,5 mL de
extrato foram pipetados em microtubos: um para reagdo e outro representando o branco
da reagao.

Aos microtubos de reagdo, foram adicionados 1,5 mL de acido tiobarbittrico
0,5% (TBA) em TCA 20%. Aos tubos do branco foram adicionados 1,5 mL de TCA
20%. Os tubos permaneceram em banho umido a 95 °C durante meia hora e as reagdes
foram paralisadas imediatamente em banho de gelo. Apos resfriamento, o contetido de
malondialdeido foi determinado através da leitura das absorvancias das reacdes a 532
nm e a absorvancia inespecifica foi determinada a 600 e 400 nm e subtraida das
amostras. A concentracdo de MDA foi calculada utilizando-se o coeficiente de extin¢ao

molar de 155 mM- cm-.

Atividade das enzimas do sistema antioxidativo
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Foram determinadas as atividades das enzimas dismutase do superdxido (SOD, EC
1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6), peroxidases (POX, EC 1.11.1.7), peroxidase do
ascorbato (APX, EC 1.11.1.11), redutase da glutationa (GR, EC 1.8.1.7).

Para a obtenc¢do do extrato enzimatico foi utilizado 0,3 g de material vegetal obtido
de folhas totalmente expandidas localizadas no terceiro nd, macerado em nitrogénio
liquido e homogeneizado em meio de extracdo. Os meios de extragdo utilizados foram:
1) tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1
% (p/v) (Peixoto et al., 1999), para as enzimas SOD, CAT e POX; 2) tampao fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0, EDTA 1 mM, écido ascorbico 1 mM, PMSF 1 mM, ditiotreitol
(DTT) 2 mM e PVPP 1 % (p/v) (Peixoto et al., 1999), para a APX; e 3) tampao fosfato
de potassio 0,1 M, pH 7,0, EDTA 1 mM, triton 0,02 % (v/v), DTT 2 mM, PMSF 1 mM
e PVPP 1 % (p/v) (Carlberg & Mannervik, 1985), para a GR.

A atividade das peroxidases (POX, EC 1.11.1.7) foi determinada pela adi¢do do
extrato enzimatico bruto ao meio de reagdo constituido de tampao fosfato de potassio 25
mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H>O; 20 mM (Kar & Mishra, 1976). A produgdo de
purpurogalina foi determinada pelo incremento da absorbancia durante o primeiro
minuto de reacdo a 420 nm. A atividade enzimatica foi calculada utilizando o
coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM™! cm™ (Chance & Maehley, 1955).

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada adicionando ao
meio de reacdo contendo tampao fosfato de potassio S0 mM pH 7; H2O, 40 uM, agua
destilada, 50 pl do extrato bruto. A atividade enzimatica foi determinada pelo consumo
de H20», pela queda na absorbancia a 240 nm. O fator de extingdo molar do H>O2 39,4
mM?' cm! foi utilizado para o calculo da atividade (Havir e McHale, 1987,
modificado).

Para a determinagdo da atividade da dismutase do superoxido (SOD, EC
1.15.1.1), foi utilizado meio de reagdo composto por tampao fosfato de potassio 50 mM
(pH 7,8), EDTA 0,1 mM, azul de p-nitro tetraz6lio (NBT) 75 mM; metionina 13 mM,
pH 7.8, e de riboflavina 2 pM, juntamente com 25 pl do extrato enzimatico
(Giannopolitis & Ries, 1977). A producdo fotoquimica de azul de formazana foi
determinada a 560 nm. Considerou-se uma unidade de SOD a quantidade da enzima
capaz de inibir a redu¢do do NBT em 50%.

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) foi determinada de
acordo com Nakano & Asada (1981), utilizando-se meio de reacdo contendo tampao

fosfato de potassio 0,05 M, pH 7,0 e acido ascorbico 0,8 mM, H>O> 1,0 mM, agua
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destilada e 20 pl do extrato enzimatico. A atividade enzimatica foi determinada pela
queda na absorbancia a 290 nm, utilizando o coeficiente de extingdo molar do ascorbato
2,8 mM™! ecm! para o célculo da atividade da enzima.

A atividade da redutase da glutationa (GR, EC 1.6.4.2) foi determinada em meio
de reacdo, contendo tampao fosfato de potassio 1 M, EDTA 10 mM, MgCl, 0,1 mM,
GSSG 50 mM, NADPH 10 mM e 20 pl do extrato bruto (Schaedle & Bassham, 1997).
Observou-se a queda na absorbancia a 340 nm, utilizando o coeficiente de extin¢do
molar de 6,22 mM™! cm™ para o calculo da atividade.

A quantificacdo de proteinas foi feita segundo a metodologia de Bradford
(Bradford, 1976), utilizando BSA como padrdo. A absorvancia foi lida no comprimento

de onda de 595 nm.

Metabolitos primarios

Para a determinacdo dos metabolitos primarios, 15 mg de folhas sadias
localizadas no terceiro n6 de ambas espécies foram coletadas ao meio dia e pulverizadas
em nitrogénio liquido. Os metabdlitos foram extraidos em mix etandlico composto de
etanol 98%, 80% e 50%, conforme descrito por Gibon et al., 2004; Nunes-Nesi et al.,
2005 e Nunes-Nesi et al., 2007. A fracdo soluvel foi utilizada para a quantificacdo de
pigmentos, agucares, malato, fumarato e aminoacidos. A fragdo insolivel foi utilizada
para quantificagdo de proteinas e amido.

O teor de pigmentos nos tecidos foliares foi determinado segundo o protocolo
descrito por Porra et al. (1989), utilizando 25 pl do extrato etanolico, 25 ul de etanol
80% e 120 pl de etanol 98%. A absorvancia foi lida em 665 nm e 645 nm, para
determinar as concentragdes de clorofila a e b, respectivamente.

O teor de proteinas foi determinado, segundo o protocolo descrito por Gibon et
al., (2004). Para isso, adicionou-se 400 pL. de NaOH 0,1 M a cada reacdo. Apos
incubagdo de uma hora a 95 °C, o contetido de proteina foi estimado em 3 pl de amostra
utilizando reagente de Bradford e BSA como padrdo. A absorvancia foi lida a 595 nm.

A determinacdo do teor de amido foi realizada utilizando 25 pl de amostras e
160 pl de um mix contendo tampao HEPES 0,1 M, MgCl> 30 mM pH 7, ATP 3 mM,
NADP 1,4 mM e 56 U de glicose-6-fosfato desidrogenase. A absorvancia foi
determinada pontualmente a 340 nm Gibon et al., (2004).

Teores de glicose, frutose e sacarose foram determinados na fragdo soluvel

adicionando 25 pl do extrato etanodlico e 25 pl do etanol 80% a 160 pul de um mix
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composto de tampao HEPES 0,1M; pH 7.0; contendo MgCl, 30 mM; ATP 3mM,;
NADP 1,4 mM e 56 U de glicose 6 fosfato desidrogenase (Fernie et al., 2001). A leitura
da absorvancia foi feita cineticamente a 340 nm. Para calcular a concentracao de cada
acucar, uma vez estabilizada a densidade optica (OD), foi acrescentada a cada reagdo 10
ul de hexoquinase, 10 pl de isomerase e 10 pl de invertase.

Malato e Fumarato foram determinados adicionando em cada reagdo 20 ul de
tampao Tricina 0,2 M, pH 9.0, 10 pl de Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-
difeniltetrazolio 10 Mm), 5 ul de NAD+, 2 pl de fenazinaetosulfato 20 mM, 10 pl de
Triton X100 10% (v/v), 22 ul de H>O e 25 pl do extrato etanolico (Nunes-Nesi et al.,
2007). A leitura da absorvancia foi feita cineticamente a 570 nm. Uma vez estabilizada
a OD foram adicionadas sucessivamente 5 pl de malato desidrogenase dependente de
NAD+ e 5 pl de fumarase.

O conteudo de aminoacidos foi determinado na absorvancia de 570 nm, segundo
o protocolo descrito por Gibon et al., (2004). Foi utilizado um mix composto por 50 pl
de tampao citrato 1M pH 5,2 com acido ascérbico 0,2%, 25 ul do extrato etandlico, 25
ul de etanol 70% e 100 pl de solugdo de ninhidrina 1% (p/v em etanol 70%) por reagdo.

O conteudo de aminoacidos foi determinado utilizando uma curva padrao de leucina.

Caracterizac¢ao estrutural

Para verificar as alteragdes anatdmicas nas folhas das plantas expostas ao
glifosato, amostras da regido mediana e margem de folhas totalmente expandidas do
terceiro no dos diferentes tratamentos foram coletadas, fixadas em solucdo de
Glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato, pH 7,2 (Karnovsky 1965, modificado),
desidratadas em série etilica e incluidas em resina do tipo metacrilato (Historesin, Leica
Instruments Heidelberg, Alemanha). Cortes transversais com 5 pum de espessura foram
obtidos com auxilio de microtomo rotativo de avango automatico (modelo RM2255,
Leica Microsystems Inc., Deerfield, Illinois, USA) e corados com Azul de Toluidina a
0,05%, pH 4,7 (O’Brien e McCully,1981).

Todas as laminas permanentes foram montadas em Permount (Permount, Fisher
Scientific, Bridgewater, NJ, USA), observadas e documentadas em microscopio de luz
(modelo AX70RF, Olympus Optical, Téquio, Japao), equipado com sistema de captura
de imagens (Vision, Alemanha modelo Axio Vision Release 4.8.1, Carl Zeiss),
localizado no Laboratério de Anatomia Vegetal da UFV.

Para analise em microscopia eletronica de varredura, fragmentos com

aproximadamente 1 centimetro de todos os tratamentos foram coletados e fixados em
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solugdo de glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato 0,2 M; pH 7,2 (Karnovsky 1965,
modificado), desidratadas em série etilica e submetidas ao ponto critico de secagem
usando COz liquido (CPD 030 modelo, Bal-Tec, Liechtenstein), fixados sobre suportes
metalicos e cobertos com ouro por meio de pulverizagdo catddica usando metalizador
(modelo FDU 010 modelo, Balzers, Liechtenstein). A documentacdo fotografica foi
realizada em microscopio eletronico de varredura (Leo, modelo 1430VP, Cambridge,

Inglaterra), pertencente ao Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV.

Analises estatisticas
As analises estatisticas foram realizadas com base num esquema fatorial 2x5
com duas espécies, cinco tratamentos e cinco repeticdes. Um vaso com uma planta foi
considerado uma unidade experimental, organizada em blocos randomizados ao acaso.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia usando o software SAEG-
Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas (Euclides, 2004) e¢ as médias dos

tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados

O contetido de 4cido chiquimico no tecido foliar das duas espécies diferiu entre
si nas trés maiores doses aplicadas, sendo os maiores valores encontrados em H.
Chrysotricus, quando comparada com G. Gardneriana (Figura 1) Entre os tratamentos,
maiores valores foram encontrados nos tecidos foliares de H. Chrysotricus tratados com
1440 g ia ha™! do herbicida (Figura 1).

Em H. chrysotrichus, os sintomas visuais tornaram-se aparentes no 4 DAA a
partir da dose de 720 g ia ha™!, caracterizando regides cloréticas as quais evoluiram para
pontos necroticos amarronzados, sendo o centro mais claro que as bordas, ambos
dispersos por toda a lamina foliar (Figura 2 B). Aos 4 DAA, foi observado o inicio do
enrolamento da bordas das folhas desta espécie (Figura 2 B). Em H. Chrysotrichus, os
sintomas progrediram e aos 7 DAA, além de necroses foi observado o enrolamento total
da folha (Figura 2 C) e abortamento de folhas mais jovens. Nas duas maiores doses
aplicadas, os sintomas foram mais pronunciados havendo além de abortamento de
folhas, morte da planta. G. gardneriana ndo apresentou sintomas visuais apos a
aplicag¢do do herbicida em nenhuma das doses analisadas (Figura 2 D - F).

Avaliando o teor de nutrientes na matéria seca das plantas, os maiores valores

foram encontrados em H. chrysotrichus para nitrogénio, fésforo, enxofre e potassio, este
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tltimo exceto nas doses de 360 e 720 g ia ha'!(Figura 3). Entre os tratamentos, em H.
chrysotrichus, a menor porcentagem de potassio foi encontrada na dose de 720 g ia ha’!
(Figura 3 C), enquanto que em G. gardneriana maior porcentagem de desse mesmo
elemento na matéria seca foi encontrado nas doses de 360 e 720 g ia ha! (Figura 3 C).

Em relacdo as espécies analisadas, H. chrysotrichus apresentou maior valor da
taxa de assimilacdo liquida de carbono (4) no controle ¢ menor média na dose de 1080 g
ia ha! (Figura 4 A). Na condutancia estomética (gs) e na transpiragio (E) o maior valor
de H. chrysotrichus foi no controle (Figuras 4 B e 4 C). Na razdo entre concentracao
interna e externa de CO; (Ci/Ca), os maiores valores de H. chrysotrichus foram nas trés
ultimas doses aplicadas (Figura 4 D). Entre os tratamentos, H. chrysotrichusapresentou
o menor valor de 4 na dose de 1080 g ia ha™! (Figura 4 A) e maior valor de Ci/Ca na
dose de 1080 g ia ha (Figura 4 D). O glifosato promoveu ainda decréscimo na média
de gse E quando comparado com o controle (Figuras 4 B e 4 C). G. gardneriana nao
apresentou diferencga entre as doses aplicadas do herbicida para os pardmetros 4, gs, E e
Ci/Ca.

Quando comparamos as espécies, H. chrysotrichus teve o menor valor da
eficiéncia quantica maxima do fotossistema II (Fy/Fu), do queenching ndo fotoquimico
(NPQ) e do queenching fotoquimico (Qp) nas duas ultimas doses avaliadas (Figura 5 B
5 C e 5 D). Para a taxa aparente de transporte de elétrons no fotossistema II (ETR), a
maior média foi encontrada no controle e menor na dose de 1080 g ia ha! (Figuras 5 E).
Entre os tratamentos, H. chrysotrichus teve o menor valor de Fo na ultima dose testada
(Figura 5 A), de Fv/Fm, Qp, NPQ e ETR nas duas ultimas doses aplicadas (Figuras 5 B,
5C, 5D e 5 E). G. gardneriana ndo apresentou diferenca entre as doses aplicadas do
herbicida para os pardmetros de fluorescéncia.

Glifosato induziu aumento na taxa de peroxidacdo de lipideos nas folhas de H.
chrysotricus e G. gardneriana. Os valores foram maiores em H. chrysotricus, quando
comparado com G. gardneriana em todas as doses aplicadas, exceto no controle, onde
ambas tiveram valores estatisticamente iguais (Figura 6). Quando comparamos entre os
tratamentos, H. chrysotricus apresentou maior peroxida¢ao lipidica na maior dose do
herbicida, seguida da terceira dose testada (Figura 6). Em G. gardneriana, os maiores
valores de peroxidagdo lipidica foram encontrados nas doses de 720 e 1440 g ia ha™!
(Figura 6).

Interessantemente, houve alteracdes nas atividades das enzimas do sistema
antioxidativo. Catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), superoxido dismutase

(SOD) e redutase da glutationa (GR) tiveram maior atividade em G. gardneriana
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quando comparada com H. chrysotricus, ao passo que as peroxidases (POX) tiveram
maior atividade em H. chrysotricus (Figura 7). Entre os tratamentos aplicados, H.
chrysotricus apresentou os maiores valores de POX nas duas maiores doses aplicadas,
sendo elas iguais entre si ¢ GR apresentou maior atividade na ultima dose testada
(Figura 7 B e 7 E). G. gardneriana teve a maior atividade da CAT, APX e GR na dose
de 360 g ia ha' (Figura 7A e 7E). POX apresentou maior atividade quando aplicada a
dose de 720 g ia ha'!(Figura 7 C e 7 D).

Maiores valores de Glicose, Frutose e Sacarose, clorofila a e total foram
observados em H. chrysotricus (Figura 8) enquanto que maiores médias de amido,
aminoacidos e fumarato foram observados em G. gardneriana (figura 9). Os valores Os
valores de clorofila b nas trés ultimas doses avaliadas tiveram valores iguais entre as
duas espécies (Figura 8) assim como os valores de malato nas trés ultimas doses do
herbicida (Figura 9).

Entre os tratamentos, em H. chrysotricus, maiores valores de glicose foram
encontrados nas trés ultimas doses aplicadas, as quais possuem médias iguais entre si.
Maiores valores de frutose e sacarose foram obtidos na dose de 1440 g ia ha™!, enquanto
que a maior concentra¢do de malato foi encontrada no controle quando comparado com
os demais tratamentos e os valores de clorofila a e total na dose de 360 g ia ha'. Em G.
gardneriana, o maior valor de aminoé4cidos foi encontrado na dose de 1440 g ia ha™.

Nas folhas de H. chrysotricus, a epiderme ¢ unisseriada (Figura 10 C) e
hipoestomatica (Figura 10 E), com estomatos distribuidos uniformemente pela ldmina
foliar. Tricomas glandulares (Figuras 10 C) e tectores (Figuras 12 A e 12 C) estdo
distribuidos na epiderme de ambas as faces da folha. O mesofilo ¢ heterogéneo,
formado por duas a trés camadas de parénquima pali¢adico e trés a quatro camadas de
parénquima lacunoso (figura '° C). Na nervura central das folhas expostas ao herbicida
glifosato, houve retragdo do protoplasto das células parenquimadticas proximas ao feixe
vascular (Figura 10 B). No limbo foliar houve o aparecimento de regides necrdticas na
epiderme da face adaxial (Figura 10 D), as quais progrediram para o mesofilo (Figura
10 D), formando meatos os quais comprometeram todo o mesofilo (figura 10 E e 10 F).
As células da epiderme e do parénquima da nervura de segunda ordem plasmolizaram-
se, comprometendo sua funcionalidade (Figura 9 F).

A nervura principal das folhas de G. gardneriana apresenta contorno biconvexo
(Figura 11 A). O parénquima cortical apresenta células ovais e circulares e com paredes
delgadas (Figura 11 A). O sistema vascular ¢ formado por um feixe central, em forma

de semi-arco fechado constituido por cinco a seis séries de xilema secundério dispostos
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radialmente, envolvidas por floema e externamente por fibras (Figura 11 A). Além
disso, sdo observados de um a trés canais secretores (Figura 11 A).

A lamina foliar apresenta epiderme uniestratificada em ambas as faces com as
suas paredes periclinais externas revestidas por uma cuticula lisa e espessa (Figura 11
C). O mesofilo ¢ heterogéneo, sendo o parénquima paligddico constituido de duas a trés
camadas de células e o lacunoso de oito a dez camadas com células de tamanhos
variados e espagos irregulares (Figura 11 E). Canais secretores sdo observados
interrompendo eventualmente o parénquima (Figura 11 C).

As folhas de G. gardneriana quando expostas ao herbicida glifosato
apresentaram alteragdes anatdmicas. Na nervura mediana, houve o rompimento e
colapso das células do parénquima, formando grandes meatos (Figura 11 B). Tanto na
face abaxial quanto adaxial da nervura principal em algumas regides houve o
rompimento da cuticula (Figuras 11 B e 11 G). No feixe vascular, foi possivel observar
deformacdo dos elementos de vaso do xilema (Figura 11 H). Na epiderme, houve o
desgaste da cuticula (Figura 11 D). No parénquima pali¢ddico e lacunoso, houve o
rompimento de células (Figura 11 D), formando meatos por todo o limbo foliar (Figuras
11 Fe 11 1), comprometendo a atividade do tecido.

Micromorfologicamente ¢ possivel observar que a superficie abaxial de H.
chrysotricus apresenta grande densidade de tricomas secretores (Figura 12 A) e possui
também tricomas tectores (Figura 12 A). As células epidérmicas propriamente ditas sdo
sinuosas e de padroes irregulares (Figura 12 A). Na face adaxial da folha, a frequéncia
de ambos os tipos de tricomas ¢ menor (Figura 12 C). Na face abaxial das folhas de H.
chrysotricus expostas ao herbicida glifosato, houve descamacdo da cera epicuticular a
qual se desprendeu de grandes regides da lamina foliar e obliterou estdmatos (Figura 12
B). Na epiderme da face adaxial da folha desta espécie, houve também descamacgao de
cera epicuticular e plasmolise celular, as quais refletiram numa perda dos contornos das
superficies destas células e consequentemente no relevo foliar (Figura 12 D).

Micromorfologicamente, G. gardneriana apresenta contornos celulares
ondulados na epiderme da face abaxial da folha (figura 13 A), com cera epicuticular
abundante também na face adaxial da folha (figura 13 B). Quando expostas ao herbicida
glifosato, as folhas de G. gardneriana na superficie abaxial perdem as proje¢des das
ceras (Figura 13 D, 13 G e 13 H), as quais por se desprenderem, podem obliterar os
estomatos (Figura 13 C). Na epiderme da face adaxial da folha, houve descamacao de
placas da cera epicuticular (figuras 13 E e 13 F), as quais também obliteraram

estOmatos.

25



Discussio

E bem definido que o glifosato causa a morte da planta por diminuir a atividade
da enzima cloroplastidica 5-enolpiruvilshikimate 3-phosphate sintase. Mas os
mecanismos que provocam a morte do vegetal podem estar relacionados a fatores
indiretos que ele desencadeia fisiologia e bioquimica da planta. Por isso, estudos com
este enfoque sdo justificaveis por fornecer informagdes complementares e atuais sobre a
acdo de uma das moléculas mais utilizadas na agricultura e seus efeitos em espécies que
ndo sdo alvos de sua aplicacio.

Houve acumulo de acido chiquimico nos tecidos foliares de H. Chrysotricus,
indicando que mesmo apds um curto intervalo de aplicacdo, o herbicida ¢ capaz de
promover alteragdes na atividade da enzima cloroplastidica EPSPS. O principal
composto acumulado apds tratamento com glifosato ¢ acido chiquimico, de forma que
outros trabalhos utilizam este parametro para indicar a acdo deste herbicida na planta
(Lydon e Duke, 1988; Hernandez et al., 1999).

O glifosato ¢ um forte quelador e afeta a nutricdo mineral da planta por
promover a imobiliza¢do e transloca¢do de ions essenciais como magnésio, manganés e
ferro pelo vegetal (Cakmak et al., 2009; Zobiole et al., 2011). De forma contraditoria,
nas doses intermedidrias, houve aumento na porcentagem de potassio na matéria seca de
G. gardneriana. Potassio e Célcio estdo associados a abertura e fechamento estomatico
(Mateos-Naranjo et al., 2008). Redugdo de 4 e gs pode ter promovido um desequilibrio
na razao k/Ca das células guardas dos estomatos o que aumentou os niveis de K.

Glifosato ¢ capaz de afetar a fotossintese de forma indireta, por inibir a
biossintese de carotenoides, clorofila, aminodcidos e quinonas (Dewick, 1998; Fedtke e
Duke, 2005) e por promover deficiéncia de nutrientes como ferro, magnésio € manganés
(Bellaloui et al., 2009; Cakmak et al., 2009). O teor de clorofila foi alterado nas duas
espécies quando tratadas com o herbicida. Diversos autores relataram a diminui¢do do
conteudo de clorofila apds a aplicagdo do herbicida devido a degradacdo ou inibicdo da
sua biossintese (Mateos Naranjo et al., 2009; Zobiole et al., 2011). Uma vez
metabolizado, o glifosato se decompde em Acido Metil Fosforico (AMPA). Devido a
sua similaridade com a glicina, o AMPA compete com ela em rotas bioquimicas,
afetando a biossintese de clorofila e consequentemente os processos fotossintéticos
(Gomes et al., 2014).

Embora ndo seja o primeiro local de agdo do herbicida, alteragdes nas taxas
fotossintéticas vém sendo descritas como consequéncia da aplica¢do deste por diversos

autores (Zobiole et al., 2009; Olesen e Cedergreen, 2010; Mateos-Naranjo e Perez-
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Martin, 2013). Neste estudo, H. Chrysotricus quando tratada com o herbicida, teve a
assimilagdo liquida de carbono, condutincia estomatica e transpiracdo reduzidas, ao
passo que se observou uma redugdo razdo Ci/Ca na dose de 360 g ia ha™ seguida de
aumento a partir da dose de 720 g ia ha'. A inibi¢do na taxa de assimilagdo liquida de
carbono causada pelo glifosato na dose de 360 g ia ha', pode ser atribuida a uma
limitagcdo estomatica, assegurada pela queda nos valores de gs e Ci/C.. Entretanto, nas
doses subsequentes o valor de Ci/C, aumenta, indicando que a queda na assimilagdo de
carbono passa a ser também em virtude de uma limitacdo bioquimica. Flexas et al.
(2008) descreveram que limitagdes na sintese de clorofila e variacdes na condutancia
foram um dos fatores que contribuiram para a reducdo de A. Ashan et al., (2008)
revelaram que o glifosato ¢ capaz de limitar a sintese de trés proteinas que compode as
subunidades da Rubisco. A diminuicdo na fixagdo de carbono por diminuicdo na
regeneracdo da Rubisco ¢ uma resposta para o decréscimo nos valores de assimilagdo de
carbono em plantas tratadas com o herbicida. Pereira et al. (2009), descreveram que
obliteracdo mecanica nos estdmatos de C. hilariana provocou aumento da temperatura
foliar e diminui¢cdo de gs, sendo este um dos fatores que provocou a diminuicdo de 4
naquela espécie. Obliteracdo dos estdmatos por cera epicuticular foi uma das alteragdes
anatomicas encontradas neste trabalho, podendo esta ser a limitacdo ndo bioquimica que
provocou a reducdo de 4 em H. Chrysotricus.

Glifosato diminuiu os niveis da razao Fv/Fm, de NPQ, QP e ETR, ao passo que
Fo teve o seu maior valor nas doses de 720 e 1080 g ia ha! em H. Chrysotricus. A
reducdo significativa de Fo e Fv/Fm em H. Chrysotricus indica que nesta espécie houve
fotoinibicdo. glifosato compromete a biossintese de aminoacidos essenciais, e logo afeta
a abundancia de proteinas associadas ao PSII, o que pode justificar o decréscimo na taxa
aparente de transporte de elétrons (Vivancos et al., 2011).

Por ser um forte quelador de ions (Cakmak et al., 2009), o herbicida pode ainda
influenciar na disponibilidade de Mn comprometendo a atividade da cadeia
transportadora de elétrons, diminuindo ETR. A EPSPS ¢ uma enzima cloroplastidica,
sendo esta organela o primeiro alvo de estresse oxidativo causado pelo herbicida.

O rompimento de membranas causado pelo excesso de ROS pode danificar os
pigmentos do complexo antena, diminuir a concentracdo deles e influenciar
negativamente a cadeia transportadora de elétrons, diminuindo as fungdes
fotossintéticas e a relacdo Fv/Fm (Mishra et al., 2014). A diminuicdo de Qp indica que o
herbicida provocou baixa eficiéncia na dissipacdo de energia na forma fotoquimica

(Fracheboud e Leipner, 2003) o que sugere que a diminui¢do nos niveis fotossintéticos
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pode ser também em virtude de uma menor producdo de poder redutor. Entretanto,
houve também reducdo nos niveis de NPQ, um mecanismo que protege o PSII através
da dissipacdo do excesso de energia, revelando que H. Chrysotricus apresenta uma
baixa eficiéncia na dissipa¢do na forma principalmente de calor (Rosenqvist e Kooten et
al., 2003), o que pode ter promovido uma grande produ¢do de ROS nesta espécie,
podendo ser este um dos motivos do estresse causado pelo herbicida ter sido mais
pronunciado nela.

O maior valor de MDA encontrado em H. Chrysotricus foi cinco vezes maior do
que aquele encontrado no controle, ao passo que em G. gardneriana esse valor foi trés
vezes maior, evidenciando que o glifosato desencadeia processos bioquimicos que
promoveram o acimulo de ROS as quais provocaram a peroxidagdo das membranas
celulares (Ahsan et al., 2008). Um dos mais importantes indicativos da ocorréncia de
danos celulares ¢ o aumento da peroxidagao de lipideos, mensurado através do aumento
dos niveis de MDA nos tecidos (Sinha e Saxena 2006; Gil e Tuteja, 2010). Ocorréncia
de estresse oxidativo foi mensurada pelo aumento de peroxidagdo lipidica em folhas de
arroz ¢ milho tratadas com o herbicida (Sergiev et al., 2006; Ahsan et al., 2008).
Espécies mais sensiveis apresentam um sistema de defesa antioxidativo menos eficiente
e, portanto uma menor prote¢do contra os danos oxidativos (Simova-Stoilova, 2010) e
por isso maiores valores de peroxidacao lipidica sdo encontrados nestes organismos.

Interessantemente, as folhas de G. gardneriana apresentaram maior atividade
enzimatica do que as folhas de H. Chrysotricus. Houve aumento na atividade de CAT,
POX, APX e GR, nas plantas expostas ao glifosato em G. gardneriana, ao passo que em
H. Chrysotricus houve aumento da atividade de POX e GR, sugerindo que as espécies
estudadas utilizam este mecanismo de defesa antioxidante contra o estresse provocado
por glifosato, conforme observado por outros autores trabalhando com glifosato em
diferentes espécies (Ahsan et al., 2008; Romero et al., 2011).

Uma vez que houve maior atividade das enzimas antioxidantes nas folhas de G.
gardneriana, € possivel que esta espécie tenha uma maior capacidade antioxidante e por
isso menores valores para a peroxidacgao lipidica foram encontrados, o que refletiu em
danos anatdmicos menos severos e na auséncia de sintomas visuais. Guo et al. (2007),
descreveram que cultivares de arroz menos sensiveis ao Paraquat apresetaram maiores
atividades de SOD e GR quando comparado com aquele considerado mais sensivel.

De forma contraria, o aumento da atividade da POX e GR ndo foram suficientes
para limitar a ocorréncia da peroxidacao lipidica em H. Chrysotricus € nem a progressao

dos danos os quais culminaram com aparecimento de sintomas visuais e a morte da
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planta. Existem duas rotas para elimina¢do de ROS: a maior atividade de SOD/CAT e o
ciclo ascorbato glutationa (Foyer et al; 1994). Em H. Chrysotricus nao houve aumento
na atividade em SOD e CAT e foi esta a espécie que desenvolveu os danos mais
pronunciados, sugerindo que esta primeira rota de defesa enzimdtica desempenha um
papel crucial para a atenuagdo do estresse provocado pelo glifosato.

Os efeitos do glifosato vém sendo estudados com uma abordagem molecular,
protedmica e metabolomica (Ahsan et al., 2009; Trenkamp et al., 2009) Entretanto, o
panorama completo das consequéncias metabolicas causadas pela inibicdo da EPSPS
ainda ndo foram totalmente elucidadas. A exposicdo foliar de H. Chrysotricus ao
herbicida glifosato provocou acumulo de carboidratos neste 6rgdo. Interessantemente,
houve diminuicdo na taxa fotossintética desta espécie e danos anatomicos considerados
severos foram observados, inclusive com comprometimento das nervuras foliares,
sugerindo que o acimulo de carboidratos na folha ocorra por impedimento fisico na
translocacdo de fotoassimilados. Outros autores ja4 descreveram o acumulo de
carboidratos como consequéncia do tratamento com glifosato (Fuchs et al., 2002;
Olesen e Cedergreen, 2010). A biossintese de aminoacidos depende do metabolismo de
carboidratos como fonte dos substratos iniciais (Jensen, 1986), sendo que 20% do
carbono fixado pelas plantas ¢ direcionado para a rota do acido chiquimico (Olesen e
Cedergreen, 2010). Assim, alteragdes nesta via em virtude de modificagdes no
funcionamento da EPSPS, desregula o fluxo de carbono, podendo provocar acumulo na
fonte em virtude da ndo utilizagdo desta molécula nos niveis esperados (Jensen 1986).

Embora a principal consequéncia do uso do glifosato seja diminuir a produgdo
de aminoacidos essenciais, por alterar a sintese de corismato, observou-se aumento na
concentragdo de aminodcidos livres em G. gardneriana quando tratada com 1440 g ia
ha™!, revelando que a exposigdo ao herbicida leva ao aumento do pool de aminoacidos
livres. E possivel que este aumento tenha ocorrido em virtude do aumento da protedlise.
A réapida degradagdo e lenta sintese de novo pode mascarar a diminui¢ao da producdo de
aminoacidos induzida pelo herbicida. Este resultado estd de acordo com dados
existentes na literatura ndo somente analisando o herbicida glifosato, mas também
inibidores de Acetolactato sintase (Orcaray et al., 2010; Zulet el al., 2013).

Maiores doses de malato foram encontradas no controle de H. chrysotricus,
revelando que o herbicida afetou negativamente a sintese desse acido dicarboxilico. E
possivel que as alteragcdes encontradas no metabolismo do carbono nessa espécie tenha
afetado os passos iniciais da glicolise e a posterior produgdo do acido. Malato ¢ um

importante regulador de abertura estomdtica (Lee et al., 2008; Fernie e Martinoia,
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2009). Menores valores nas plantas tratadas, junto de decréscimo da porcentagem de K
podem ter influenciado a gs nesta espécie.

O estresse causado por glifosato provocou desordens bioquimicas e fisioldgicas
nas plantas as quais refletiram micromorfologia das duas espécies de diferentes
maneiras, além de induzirx o aparecimento de sintomas em H. Chrysotricus. Parametros
sintomatoldgicos sdo usuais para monitorar o estresse causado por poluentes (Louback
et al., 2016). Estudos micromorfologicos sdo imprescindiveis uma vez que podem
predizer a presenca do dano, como ocorreu com G. gardneriana, espécie que mesmo
ndo apresentando sintoma visual, teve alteracdes anatdomicas e micromorfologicas ou
ainda indicar qual a real extensdo do dano causado ndo sé por herbicida, mas também
por outros poluentes (Sant’ Anna- Santos e Azevedo, 2007; Freitas-Silva et al., 2016).

Em H. Chrysotricus houve abortamento dos meristemas apicais do caule e
também de folhas mais jovens, mesmo antes do aparecimento dos sintomas visuais.
Uma vez que o herbicida ¢ absorvido, ele penetra nos tecidos foliares e ha translocacao
através dos tecidos vasculares até regides metabolicamente ativas como meristemas
apicais e folhas jovens (Monquero et al., 2004). Por se um local de alta atividade
metabolica, o estresse foi mais pronunciado, além disso, a sensibilidade de um vegetal
estd diretamente relacionada ao seu estagio de desenvolvimento, de forma que 6rgaos
mais jovens sdo mais susceptiveis aos efeitos toxicos por ndo apresentarem o seu
mecanismo de defesa totalmente desenvolvido (Liu et al., 2005).

O aparecimento de cloroses em H. chrysotricus no quarto dia de tratamento pode
ser justificado pela perda parcial de pigmentos fotossintetizantes encontrados nesta
espécie. Regides necroticas surgiram nas folhas a partir da dose de 720 g ia ha™.
Micromorfologicamente foi possivel observar que a necrose teve inicio na epiderme da
face adaxial da folha, comprometendo as células epidérmicas e houve progressao até o
parénquima paligadico, colapsando células deste tecido. Outros autores ja descreveram
o aparecimento de diferentes padrdes de necroses em espécies expostas a poluentes
atmosféricos (Silva et al., 2005; Sant”Anna-Santos et al., 2006; Oliveira et al., 2007).

Mesmo na auséncia de necroses, houve a formacdo de grandes meatos pelo
mesofilo de H. chrysotricus nas maiores doses de herbicida utilizadas: 1080 e 1440 g ia
ha!, comprometendo a funcionalidade do parénquima clorofiliano. Uma vez que ocorre
a absorcdo pela cuticula, o deslocamento do herbicida segue o fluxo dos fotoassimilados
(Galon et al, 2013). Interessantemente, a presenca destes meatos ocorreu
principalmente préoximo as nervuras, sugerindo que o herbicida ¢ capaz de provocar

alteragcdes nesta espécie durante a absorcdo e também translocacdo. O parénquima
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clorofiliano ¢ o principal tecido fotossiteticamente ativo da folha (Dos Anjos et al.,
2015); alteragdes no volume e forma destas células, bem como no contetido de
cloroplastos e proteinas envolvidas na fotossintese podem comprometer a regulagdo da
difusdo de gases dentro da folha (Flexas et al., 2008). Esse ¢ um dos fatores que justifica
a diminuicdo da taxa fotossintética de H. chrysotricus quando exposta ao glifosato.

Em H. chrysotricus, houve plasmolise celular no limbo foliar. Na dose mais
elevada, esse processo ocorreu também na nervura de segunda ordem, comprometendo
a funcionalidade da folha. Plasmoblise e retracdo do protoplasto evidentes nesta espécie
se justifica pela ocorréncia da peroxidacdo lipidica também confirmada nesse estudo e
descrita em outros trabalhos como causa de altera¢do na anatomia (Masher et al., 2002;
Campos et al., 2014).

Em G. gardneriana, além do aparecimento de meatos, houve o rompimento da
cuticula tanto no limbo quanto na nervura principal, podendo este ser mais uma via de
entrada do herbicida. Além disso, nesta espécie foi possivel observar um aspecto
distorcido do xilema. O comprometimento da rota do acido chiquimico pelo herbicida
compromete a produ¢do de compostos do metabolismo secundario, como por exemplo a
lignina (Aharoni e Galili, 2011), o que justifica as alteragdes encontradas no xilema
nesta espécie.

Microscopicamente, a plasmoélise provoca alteragdo nos padrdes das células
epidérmicas as quais aparecem menos tirgidas, altera¢do que ocorreu principalmente na
epiderme da face abaxial da folha de H. chrysotricus e na epiderme da face adaxial da
folna de G. gardneriana. Rompimento da cera epicuticular foi outra desordem
micromorfolégica encontrada nas folhas das duas espécies quando expostas ao
herbicida, sendo que nas duas espécies, por¢des da cera epicuticular rompida
obliteraram estomatos. Obliteracdo de estomatos pode ser uma limitagdo mecanica que
altera a condutancia, alterando os valores de Ci/Ca (Pereira et al., 2009) e
consequentemente comprometendo a assimilagdo de carbono, como verificado em H.
chrysotricus.

A presenga de tricomas estd relacionada com aumento da sensibilidade de
espécies vegetais a poluentes atmosféricos (Azevedo 1995; Chaves et al., 2002), por
criar um micro ambiente capaz de adsorver uma maior quantidade do poluente e
promover um maior tempo de retengdo, aumentando as possibilidades de danos,
especialmente a cerca dos tricomas, tendo em vista as células da base desses apéndices
sdo mais permeaveis (Azevedo, 1995). A folha de H. chrysotricus apresenta uma grande

quantidade de tricomas. E possivel que esta seja a caracteristica anatoOmica que mais
31



influenciou na sensibilidade acentuada desta espécie quando tratada com o herbicida

glifosato.

Conclusao

As doses usuais do glifosato provocam alteracdes bioquimicas, fisioldgicas e
anatomicas em espécies ndo agricultaveis. Aumento na producdo de ROS, na atividade
das enzimas do sistema antioxidativo e na fisiologia e fluorescéncia da clorofila a
podem ser consideradas biomarcadoras da presenga do herbicida no ambiente.

H. chrysotricus foi a espécie mais sensivel por apresentar alteragdes
consideradas mais severas. As caracteristicas anatomicas da folha, além de um sistema
antioxidativo pouco eficiente podem justificar essa afirmagdo. Disturbios na
fluorescéncia da clorofila a em H. chrysotricus revelam que esta espécie tem uma
menor eficiéncia para dissipacdo do excesso de energia quando submetida a estresse, o
que influenciou nas taxas fotossintéticas e no aumento da producdo de ROS
evidenciadas pela peroxidacdo das membranas.

A fotossintese, embora ndo seja alvo primario do herbicida, apresentou grandes
alteracdes, o que influenciou o metabolismo geral da planta. A presenca de sintomas
visuais mesmo quando utilizadas doses intermediarias, sugerem que H. chrysotricus,
além de ter desenvolvido os biomarcadores acima descritos, pode também ser utilizada

como bioindicadora de locais impactados pelo herbicida glifosato.
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Figura 1- Contetido de &cido chiquimico presente na matéria fresca das folhas de
Handroanthus chrysotricus e Garcinia gardneriana ap6s 72 horas apds a exposicao a
doses crescentes do herbicida glifosato. Barras verticais indicam o erro padrdo das
médias dos tratamentos. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Letras maitsculas comparam espécies no mesmo
tratamento e letras miniisculas comparam tratamentos numa mesma espécie. (n=5).
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Figura 2- Caracterizagdo visual de folhas de Handroanthus Chrysotricus (A, B e C) e
Garcinia Gardneriana (D, E e F) submetidas a 1440g ia ha "herbicida glifosato. TO (A
e D), imediatamente antes da aplicagdo do herbicida, 4 DAA (B e E) e 7 DAA (C e F)
B- enrolamento da margem foliar e a presenca de pontos clordticos e necréticos
dispersos por todo o limbo. C- Enrolamento total do limbo foliar e presenca de pontos
necroticos
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Figura 3- Teor de Nitrogénio (A), Fosforo (B), Potassio (C) e Enxofre (D) na matéria
seca das folhas de Handroanthus chrysotricus € Garcinia gardneriana 7 dias apds a
exposicdo a doses crescentes do herbicida glifosato. Barras verticais indicam o erro
padrao das médias dos tratamentos. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras maiusculas comparam espécies no
mesmo tratamento e letras mintsculas comparam tratamentos numa mesma espécie.
(n=5).
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Figura 4- A- Taxa de assimilacdo liquida de carbono (4); B- Condutancia estomatica
(gs); C-Transpiracao (E); D-Razdo entre a concentragdo interna e externa de CO» (Ci/C,)
em folhas de Handroanthus chrysotricus e Garcinia gardneriana 72 horas apos a
exposicdo a doses crescentes do herbicida glifosato. Barras verticais indicam o erro
padrao das médias dos tratamentos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras maiusculas comparam espécies no
mesmo tratamento e letras mintsculas comparam tratamentos numa mesma espécie.
(n=5).
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Figura 5- A- Fluorescéncia minima (Fo), B- eficiéncia quintica maxima do fotossistema
IT (Fv/Fm), C- quenching fotoquimico (Qp) D- quenching nao fotoquimico (NPQ) E-
Taxa aparente de transporte de elétrons no fotossistema II (ETR) em folhas de
Handroanthus chrysotricus e Garcinia gardneriana 72 horas ap6s a exposi¢ao a doses
crescentes do herbicida glifosato. Barras verticais indicam o erro padrdo das médias dos
tratamentos. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Letras maiusculas comparam espécies no mesmo tratamento e
letras mintisculas comparam tratamentos numa mesma espécie. (n=5).
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Figura 6- Peroxidagdo lipidica em folhas de Handroanthus chrysotricus e Garcinia
gardneriana 72 horas apds a exposicao a doses crescentes do herbicida glifosato. Barras
verticais indicam o erro padrdo das médias dos tratamentos. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras maitsculas
comparam espécies no mesmo tratamento e letras mintiisculas comparam tratamentos

numa mesma espécie. (n=5).
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Figura 7- Atividade da Catalase (A); Peroxidases (B); APX (C); SOD (D) e GR (E) em
folhas de Handroanthus chrysotricus e Garcinia gardneriana 72 horas apos a exposicao
a doses crescentes do herbicida glifosato. Barras verticais indicam o erro padrdo das
médias dos tratamentos. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Letras maitisculas comparam espécies no mesmo
tratamento e letras miniisculas comparam tratamentos numa mesma espécie. (n=5).
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Figura 8- Teores de glicose, frutose, sacarose, clorofila a, b e total em folhas de
Handroanthus chrysotricus e Garcinia gardneriana 72 horas apo6s a exposi¢ao a doses
crescentes do herbicida glifosato. Barras verticais indicam o erro padrdo das médias dos
tratamentos. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Letras maiusculas comparam espécies no mesmo tratamento e
letras mintisculas comparam tratamentos numa mesma espécie. (n=5).
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Figura 9- Teores de malato, fumarato, amido, aminoacidos e proteina em folhas de
Handroanthus chrysotricus e Garcinia gardneriana 72 horas ap6s a exposi¢ao a doses
crescentes do herbicida glifosato. Barras verticais indicam o erro padrdo das médias dos
tratamentos. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Letras maiusculas comparam espécies no mesmo tratamento e
letras mintisculas comparam tratamentos numa mesma espécie. (n=5).
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Handroanthus chrysotricus

Figura 10- Alteragdes anatomicas nas folhas de Handroanthus chrysotricus 7 dias apds
a exposicdo a doses crescentes do herbicida glifosato. Cortes transversais observados
em microscopia de luz. Controle (A, C); submetidas a 720 g ia ha! (B, D); 1080 g ia ha"
"'(E) e 1440 g ia ha (F). Retragdo de protoplasto na nervura central (B); Necrose do
limbo foliar € meato no parénquima palicadico (D); colapso das células do mesofilo (E);
Deformagao de nervura de segunda ordem (F). Ep: epiderme; Xi: xilema; Fl: floema; Pr:
parénquima; Tg: tricoma glandular; Ead: face adaxial da epiderme; Pp: parénquima
pali¢adico; Pl: parénquima lacunoso; Eab: face abaxial da epiderme; Es: estdmato; Ns:
nervura de segunda ordem. Cabeca de seta: indica retracdo do protoplasto; seta: necrose
do limbo foliar; asterisco: rompimento das células do mesofilo.
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Garcinia gardneriana

exposicao a doses crescentes do herbicida glifosato. Cortes transversais observados em
microscopia de luz. Controle (A, C e E); e submetidas a 1440 gia ha'! (B, D,F, G, He
I). Rompimentos das células parenquimaticas na nervura principal e descamacdo da
cuticula (B); Rompimento da cuticula e das células do mesofilo (D); Rompimento das
células do mesofilo (F); Descamag¢do da cuticula e rompimento das células da epiderme
(G); Deformagdo dos elementos de vaso do xilema (H); Rompimento total do mesofilo
(D). Ep: epiderme; Xi: xilema; Fl: floema; Cs: canal secretor; Pp: parénquima palicadico;
PIl: parénquima lacunoso; Ct: cuticula; Fv: feixe vascular. Asterisco indica rompimento
das células do mesofilo; cabega de seta indica descamagao da cuticula; seta maior indica
rompimento da cuticula; seta menor indica deformagao do xilema.
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Handroanthus chrysotricus

Figura 12- Alteragdes anatomicas nas folhas de Handroanthus chrysotricus 7 dias apds
a exposicdo a doses crescentes do herbicida glifosato, observados em Microscopia
Eletronica de Varredura. Controle superficie abaxial (A); superficie adaxial (C); e
submetidas a 720 g ia ha (B e D). Descamacio da cuticula e obliteracio de estdmato
(B); aspecto plasmolizado da superficie das células epidérmicas (D). Tt: tricoma tector;
Tg: tricoma glandular; seta fina indica descamacdo da cuticula; cabeca de seta indica
obliteracdo de estomato; seta grossa indica enrugamento da superficie da epiderme.
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Figura 13- Alteracdes anatomicas nas folhas de Garcinia gardneriana 7 dias apds a
exposicdo a doses crescentes do herbicida glifosato, observados em Microscopia
Eletronica de Varredura. Controle superficie abaxial (A); controle superficie adaxial
(B); e submetidas a 1440 g ia ha™! (C-H). Obliteracdo do estdmato (C e D); Descamacio
da cuticula (E e F) aspecto plasmolizado da superficie das células epidérmicas (G e H).
Seta grossa indica aspecto turgido das células epidérmicas no controle e plasmolizado
no tratamento; asterisco indica obliteragdo de estomato; seta fina indica descamagado de
cuticula.
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Capitulo 11

Mecanismos de defesa contra o estresse nitro-oxidativo induzido pelo glifosato em
Arabidopsis thaliana

Resumo

Glifosato ¢ um herbicida externsivamente usado em todo mundo. No6s objetivamos
avaliar quais mecanismos de defesa sdo desenvolvidos em Arabidopsis thaliana
crescendo em meio de cultura contendo 20 uM de glifosato durante 14 dias. Nas plantas
tratadas, houve deteccao histoquimica do radical superoxido e de malondialdeido, além
do aumento na peroxidacao de proteinas, maior atividade das enzimas do sistema
antioxidativo e aumento na produ¢do de NO. Todos indicativos da ocorréncia de estrese
nitro-oxidativo. Um eficiente uso do ciclo ascorbato- glutationa e aumento na atividade
das desidrogenases glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e 6-fosfogluconato
desidrogenase (6PGDH) sugere que estes sejam os mecanismos mais eficientes
utilizados por esta espécie para a manutencdo da homeostase durante o estresse
provocado por glifosato. 6PGDH mostrou ser a enzima mais estavel frente a diferentes
agentes redutores e oxidantes, indicando que ela pode ser a desidrogenase chave para a

producdo de poder redutor celular neste estresse provocado em Arabidopsis thaliana.

Palavras-chave: glutationa, desidrogenases, enzimas antioxidantes, herbicida, estresse
abidtico
Introducio

Glifosato [(N-fosfonometil) glicina] € um herbicida ndo seletivo, pds emergente,
extensivamente utilizado em todo mundo por controlar o desenvolvimento de uma
grande variedade de espécies daninhas (Sergiev et al., 2006; Ahsan et al., 2008). Ele
atua inibindo a acdo da 5-enolpyruvylshikimate-3 phosphate (EPSPS) synthase (EPSPS
EC 2.5.1.19), uma enzima cloroplastidica atuante na rota do chiquimato (Preston e
Wakelin, 2008; Lushchak et al., 2009). A inibi¢do dessa enzima leva ao acimulo de
acido chiquimico no citosol e consequentemente a inibicdo da biossintese de
aminoacidos aromaticos (Sergiev et al., 2006). Deficiéncia de aminoacidos aromaticos
pode influenciar a sintese de proteinas, causar inibicao de crescimento e levar a planta a
morte (Ahsan et al., 2008; Rabelo et al., 2012).

A capacidade do oxigénio em receber elétrons livres favorece a producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Gil e Tuteja, 2010), as quais sdo extremamente

danosas para a célula por reagir com lipideos de membrana, proteinas e 4cidos nucléicos
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comprometendo a viabilidade celular (Navrot et al., 2007). O aumento na produgdo de
ROS sob algum tipo de estresse bidtico ou abidtico € bem documentada (Del Rio et al.,
2006; Palma et al., 2006; Navrot et al., 2007). Recentemente, aumento do 6xido nitrico
(NO) e agentes nitradores como peroxido nitrito (ONOO") e didoxido de nitrogénio
(NO2) vem sendo descrito como resposta a estresse biotico e abiotico (Corpas et al.,
2008; Souza et al., 2008).

Plantas podem gerar NO enzimaticamente através da via da L- arginina e nitrito,
atividade dependente da 6xido nitrico sintase (NOS) (Corpas et al., 2011); através da
atividade da nitrato redutase (NR) (Yamasaki et al., 1999; Wilson et al., 2008). Nao
enzimaticamente, esse radical pode ainda ser formado pela redugdo do nitrito (Del-Rio
et al., 2004).

O NO em excesso pode interagir com moléculas como lipideos e proteinas,
sendo a S- nitrosilagdo, uma modificagdo pds traducional que ocorre nos residuos de
cisteina de algumas proteinas, a alteracdo mais estudada na atualidade e marcadora do
estresse nitrosativo (RNS), denomina¢do dada as modificagcdes que ocorrem na célula
em virtude deste estresse causado por NO e moléculas associadas (Corpas et al., 2007,
Corpas et al., 2011; Leterrier et al., 2011). Anion superoxido (O2) e peroxido de
hidrogénio (H20>) sdo capazes de gerar agentes nitradores, indicando que a produgdo de
RNS e ROS envolve rotas interligadas e o aumento da produ¢do de ROS pode favorecer
a producao de RNS (Corpas e Barroso 2013).

O desequilibrio no metabolismo de ROS vem acompanhado de alteragcdes no
aparato antioxidante da célula, incluindo aumento de diversas enzimas antioxidantes
como SOD, CAT (Garg e Manchanda, 2009; Polidoros e Scandalios, 1999), aquelas
envolvidas no ciclo ascorbato glutationa: APX, MDHAR, DHAR, GR (Palma et al,,
2006) e também moléculas antioxidantes de baixo peso molecular como ascorbato,
glutationa e carotenoides (Gil e Tuteja et al., 2010).

O NADPH ¢ um doador de elétrons requerido para inumeras atividades
metabolicas como biossintese de acidos graxos e agucares, para a produ¢do de NO pela
L- arginina Oxido Nitrico sintase (Corpas e Barroso, 2014; Leterrier et al., 2012a;
Leterrier et al., 2012b). O equilibrio entre NADP ¢ NADPH ¢ importante em situagdes
de estresse porque essa também ¢ a principal molécula doadora de elétrons para
processos chaves do sistema antioxidante como por exemplo, o ciclo ascorbato-
glutationa (Corpas e Barroso, 2014).

Ferridoxina NADP redutase, componente do fotossistema I ¢ a principal enzima

capaz de gerar poder redutor na forma de NADPH (Leterrier et al., 2012). As
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Desidrogenases NADP dependentes: Glicose 6- fosfato desidrogenase (G6PDH, EC
1.1.1.49), 6- fosfogluconato desidrogenase (6PGDH, EC 1.1.1.44), ambas pertencentes
a via das pentoses fosfatadas, NADP enzima malica (NADP-ME, EC 1.1.1.40) e NADP
isocitrato desidrogenase (NADP-ICDH, EC 1.1.1.42), estdo presentes em diversos
componentes celulares e sdo as principais enzimas geradoras de poder redutor na fase
bioquimica da fotossintese (Corpas e Barroso, 2015). Sendo assim, as desidrogenases
NADP dependentes vem sendo consideradas como importantes integrantes da segunda
linha do sistema antioxidativo vegetal (Letettier et al., 2012).

Arabidopsis thaliana ¢ uma Brassicacea referéncia para diversos trabalhos
multidisciplinares, tendo em vista o amplo uso do herbicida glifosato e a inexisténcia de
dados na literatura sobre as alteragdes que ocorrem no metabolismo antioxidativo de
desta espécie quando exposta a ele, nosso estudo objetivou avaliar quais os ajustes sdo
realizados na bioquimica da planta quando exposta a este estresse, tendo em vista a
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, a atividade das enzimas do
sistema antioxidativo, das enzimas geradoras de poder redutor da fase bioquimica da
fotossintese e o comportamento de 6PGDH e G6PDH sobre agdo de diferentes agentes
redutores e oxidantes. NoOs gostariamos de testar as seguintes hipoteses: (i) o glifosato
sera capaz de provocar estresse nitro/oxidativo em A. thaliana (ii) as enzimas geradoras
de poder redutor na fase bioquimica d terdo fotossintese comportamento diferenciado

frente as alteragdes bioquimicas causadas por glifosato em A. thaliana.

Material e metodos

Material vegetal e condi¢des de crescimento

Sementes de Arabidopsis thaliana var. Columbia foram esterilizadas
superficialmente em etanol 70% contendo 0,1% de SDS durante 5 minutos. Em seguida,
as sementes foram transferidas para dgua estéril contendo 20% de agua sanitaria e 0,1%
de SDS e em seguida lavadas 4 vezes em agua estéril durante 5 minutos cada vez. As
sementes foram postas pra germinar em placa de petri estéril contendo 4,32 g/L de meio
Murashige and Skoog, pH 5.5, contendo 1 % de sacarose e 0,8 % de fitoagar. Para
determinar a dosagem de glifosato a ser utilizada, foi realizado um experimento piloto
dose resposta, onde adicionamos no meio de cultivo 4 doses do herbicida: 0, 10, 20 e 40
um e avaliamos sintomatologia visual e o crescimento. A dose selecionada para os
demais experimentos foi 20 uM porque ocorreram alteragdes nos parametros acima

mencionados em relacdo ao controle e ndo houve morte da planta. As placas de Petri
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contendo as sementes foram incubadas a 22° C/18 °C (16 h luz/8 h escuro), sob
intensidade luminosa de 100 uE m™2 s~ durante 14 dias, tempo total de todos os

experimentos. Todas as andlises foram realizadas em plantas inteiras.

Parametros de crescimento
Para avaliar qual o efeito do glifosato no crescimento e germinacdo de A.
thaliana, logo ap6s a coleta, as plantas tiveram seu comprimento (cm), peso fresco (g) e

taxa de germinacao (%) aferidos.

Histolocalizagdo de peroxidagao lipidica e anion superoxido

Para a detecgdo de radical superoxido (O;7), as plantas foram incubadas em NBT
a 0,05 uM em tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 6,8 durante uma hora no escuro
e sob vacuo, em seguida clarificadas em etanol 70 % sob fervura até o aparecimento de
pontos negros (Yamamoto et al., 2001), indicativo da produc¢do de anion superéxido.

A deteccdo histoquimica da peroxidagdo de lipideos foi realizada com reagente
de Schiff, o qual detecta aldeidos originados dos perdxidos lipideos (Yamamoto et al.,
2001). As plantas foram incubadas no reagente de Schiff por uma hora a temperatura
ambiente, em seguida clarificadas em etanol 70 % sob fervura até o aparecimento de

pontos rosa, indicativos da peroxidagao lipidica.

Obtencao dos extratos brutos

Para as analises bioquimicas, 4. thaliana foram coletadas da placa de Petri com
auxilio de pinga e entdo maceradas em nitrogénio liquido com auxilio de almofaris. O
macerado foi suspendido em meio de extragdo contendo 50 mM Tris-HCI, pH 7.8,
0.ImM EDTA, 0.2% (v/v) Triton X-100, 5SmM DTT e 10% (v/v) glicerol. O
homogenizado foi centrifugado a 27. 000 xg por 27 minutos e o sobrenadante utilizado

para as analises.

Determinacao da concentracdo de peroxido de hidrogénio

A concentragdo de H>O» nos extratos de A. thaliana foi determinada
espectrofotometricamente através da oxidacdo de 4-amininoantipirina catalisada por
uma peroxidase (Frew et al., 1983). 500 pul do extrato bruto foi adicionado ao meio de
reagdo contendo fenol a 25 mM, 4-aminoantipirina a 5 mM, tampao fosfato de potassio
0,1 M, pH 6.9, peroxidase a 0,02 uM e H»Oz a 2,5 uM. A absorvancia foi mensurada a

505 nm, utilizando curva de peroxido de hidrogénio como padrao.
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Determinacdo da oxidagdo de proteina

A oxidag@o de proteinas foi determinada através da reagdo dos grupos carbonila
com 2,4- dinitrofernilhidracinas (DNPH) (Tien et al., 1991). Para tal, 200 pl do extrato
bruto de A. thaliana foi incubado no escuro em 10 mM de DNPH. Em seguida, as
amostras foram incubadas em &cido tricloroacético 20%por 15 minutos e em seguida o
precipitado proteico foi suspendido em cloridrato de guanidina 6 M. A absorvancia foi
lida a 370 nm e os valores comparados com curva padrdo de BSA preparada em

guanidina.

Analises enzimaticas

Atividade da glicolato oxidase (GOX EC 1.1.3.1) foi determinada medindo a
formagdo do glioxilato-fenilhidrazona (Kerr and Groves, 1975). Hidroxipiruvato
redutase (HPR) foi determinada segundo o protocolo descrito por Schwitzguébel e
Siegenthaler (1984).

A atividade da catalase (CAT EC 1.11.1.6) foi determinada através do consumo
de H>0», segundo Aebi (1984). Glutationa redutase (GR EC 1.6.4.2), foi determinada
pela oxidagdo do NADPH, como descrito por Jiménez et al. (1997). APX (EC
1.11.1.11) foi determinada oxidagdo do ascorbato pelo H>O; a 290 nm (Hossain &
Asada, 1984). A atividade da monodesidroascorbato redutase (MDAR EC 1.6.5.4) foi
medida avaliando a oxidacdo da monodesidroascorbato dependente de NADH com
monodesidroascorbato sendo gerado pelo sistema ascorbato/ascorbato redutase (Hossain
et al., 1984). O nivel de monodesidroascorbato independente da oxidagdo do NADH
(sem ascorbato e ascorbato redutase) foi subtraido da reacdo dependente de NADH.
Desidroascorbato redutase (DHAR EC 1.8.5.1) foi determinada segundo a metodologia
descrita por Dalton et al., (1993), mensurando a formac¢ao do ascorbato em 265 nm. A
reagdo foi corrigida pela redugdo ndo enzimdtica do desidroascorbato pela glutationa
(GSH), aplicando um fator de corre¢do de 0,98.

Glicose 6 fosfato desidrogenase (G6PDH EC 1.1.1.49), foi determinada pela
reducio do NADP a 340 nm. Os ensaios foram realizados a 25 °C em um meio de
reacdo constituido de tampao HEPES 50 mM, pH 7.6, 2mM MgCl, e 0,8 mM NADP e
a reacdo foi iniciada pela adicdo de 5 mM de glicose 6 fosfato. Para a determinagdo de 6
fosfogluconato desidrogenase (6PGDH; EC 1.1.1.44), o meio de reacdo foi igual ao
descrito anteriormente para G6PDH mas o substrato iniciador da reagdo foi 5 mM de 6

fosfogluconato (Corpas et al., 1998). Atividade da NADP isocitrato desidrogenase
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NADP-ICDH, EC 1.1.1.42) foi medida através da reducdo do NADP (Corpas et al.,
1999). O ensaio foi realizado a 25 °C em um meio de reagio contendo HEPES 50 mM,
pH 7.6, 2 mM MgClL, e 0,8 mM NADP, a rea¢do foi iniciada adicionando 10 mM
2R,3S-isocitrato. Enzima malica dependente de NADP (NADP-ME; EC1.1.1.40) foi
determinada pela reducdo do NADP a 340 nm usado o mesmo meio de reacdo descrito
para as demais desidrogenadas, entretanto a reagdo foi iniciada pela adi¢do de L- Malato

a 1 mM (Valderrama et al., 2006).

Determinacao de isoformas de SOD, APX, 6PGDH e G6PDH em ecletroforese nao
desnaturante (PAGE)

Os géis foram preparados com acrilamida 30%, diluida num meio contendo
tampao Tris-HCI 4x 1,5M, pH 8,9; persulfato de amonio 7% ¢ TEMED 1,5 uM.

Os extratos enzimaticos brutos foram obtidos da mesma forma que foram
obtidos para a determinacdo das atividades em espectrofotometro. Isoenzimas de SOD
(EC 1.15.1.1) foram separadas por eletroforese ndo desnaturante em gel de acrilamida
preparado a 10% e visualizadas pela redu¢do fotoquimica do NBT (nitroblue
tetrazolium) (Beauchamp & Fridovich, 1971). Para identificar qual isoenzima, os géis
foram incubados separadamente a 25 °C por 30—45 minutos em tampao fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,8 contendo 2 mM KCN (um gel) e 5 mM H>O:> (segundo gel).
CuZn-SOD ¢ inibida pelo CN e por H2O,. Fe-SOD ¢ inibida por H>0O» mas ndo ¢ inibida
pelo CN, enquanto Mn- SOD ndo se inibe por nenhum dos dois (Corpas et al. 1998).

Isoenzimas de APX (EC 1.11.1.11) foram separadas por eletroforese ndo
desnaturante em gel de acrilamida preparado a 8% e as bandas foram visualizadas pela
reducdo fotoquimica do NBT (nitroblue tetrazolium) (Beauchamp e Fridovich, 1971).
Isoenzimas de 6PGDH e G6PDH foram separadas em gel preparado a 8% e reveladas
utilizando 50 mM de 6 fosfogluconato e 50 mM de glicose 6 fosfato, respectivamente.
Ambos os substratos foram incubados separadamente em um meio de reagdo contendo

tampao HEPES 50 mM pH 7,6 e NADP 0,8 mM (Corpas et al., 1998).

Determinacdo dos teores de ascorbato, glutationa e glutationa reduzida

Para a determinag@o dos teores de ascorbato, glutationa e glutationa reduzida, 20
mg da matéria fresca de A. thaliana foi extraida em HCI 2N, centrifugada por 25 min a
27000 xg e o sobrenadante derivatizado e utilizado para leitura em HPLC segundo
protocolo estabelecido por Castillo e Greppin (1988) utilizando padrao interno como

referéncia.
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Determinacdo de distintos agentes oxidantes e redutores

Para determinar qual a influéncia de diferentes agentes oxidantes e redutores
sobre a atividade de GO6PDH e 6PGDH, 200 pl de amostras frescas foram incubadas em
5 mM de H>O, e Deanoato como agente oxidante, 5 mM glutationa reduzida (GSH)
como agente redutor, 5 mM S- nitrosoglutationa (GSNO) como doador de NO, 5 mM
3-morpholinosydnonimine (SIN-1) o qual gera peroxinitrito e media os processos de
nitragdo de tirosina (Chaki et al., 2009).

As amostras foram incubadas no escuro por duas horas a 25 °C. Em seguida, 50
pl das amostras foram utilizados para determinacdo da atividade de Glicose 6 fosfato
desidrogenase (G6PDH EC 1.1.1.49), pela redu¢do do NADP a 340 nm. A reacdo foi
iniciada pela adicdo de 5 mM de glicose 6 fosfato. Para a determinacdo de 6
fosfogluconato desidrogenase (6PGDH; EC 1.1.1.44), o substrato iniciador da reagdo
foi 5 mM de 6 fosfogluconato e a absorvancia foi lida a 340 nm (Corpas et al., 1998).

Detecgao espectrofluorométrica de NO e ONOO-

Para a determinacao de NO e ONOO- 50 pL do extrato bruto de 4. thaliana foi
adicionado a tampao HEPES KOH 50 mM pH 7.5. 4,5-diaminofluorescein (DAF-2) e
3’p (aminofenil fluorescein) (APF) ambos na concentracdo final de 10 mM para a
determinacdo de NO e ONOO-, respectivamente foram adicionados ao meio e entdo a
reagdo foi incubada a 37 °C no escuro durante duas horas. A fluorescéncia foi medida
em fluorimetro nos comprimentos de onda de excita¢do e emissdo de 485 e 512 nm para

NO e 485 e 535 nm para ONOO- (Nakatsubo et al., 1998).

Outros ensaios

A concentracdo de proteina foi determinada com Bio-Rad Protein Assay
(Hercules, CA), usando albumina bovina como padrido (Bradford 1976). Os dados
estatisticos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) usando o software
SAEG- Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas (Statistical and Genetic Analysis
System) da Universidade Federal de Vigosa (Euclydes, 2004) e as médias entre os

tratamentos foram comparados pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados
Os resultados obtidos no primeiro experimento para delimitacdo da dose de
tratamento a ser utilizada, revelaram que o glifosato afeta negativamente o crescimento

radicular de A. thaliana a partir da dose de 10 uM (Figura 1 A). O peso fresco das
59



plantas reduziu significativamente a partir da dose de 20 uM (Figura 1 B), enquanto que
a porcentagem de sementes germinadas ndo foi alterada pelo tratamento (Figura 1 C).
Com 14 dias de exposi¢do, o sintoma visual que as plantas apresentaram além da
reducdo do crescimento foi murcha das folhas (Figura 1 D).

J& na dose estabelecida para as demais analises deste estudo, isto é: 20 uM ficou
evidente a reducdo de crescimento (Figuras 2 A e B). glifosato provocou reducdo no
peso fresco e no crescimento radicular das plantas (Figuras 2 C e D).

Para determinar se o herbicida aumenta a producdo de agentes oxidantes,
realizamos teste histoquimico para a localizacdo de O>". Raizes e folhas tiveram regides
intensamente marcadas com coloragdo negra, indicando que hé a presenca deste radical
nesta espécie quando exposta ao herbicida (Figuras 3 C e D). A produgdo de
malondialdeido também foi comprovada pelo aparecimento de regides de coloracao
purpurea nas folhas e raizes (Figuras 3 E e F), ambos os testes foram comparados com
controle (Figuras 3 A e B).

A producdo de H,O> diminuiu nas plantas tratadas com glifosato (Figura 3 G).
A oxidagdo de proteinas foi maior no tratamento quando comparado com o controle,
indicando que o glifosato foi capaz de promover alteracdo neste pardmetro em A.
thaliana (Figura 3 H).

Analise de enzimas chave da fotorrespiragdo revelou que o herbicida provoca
aumento da atividade da glicolato oxidase (GOX) (Figura 4 A), enquanto que nao houve
alteragdes na atividade da hidroxipiruvato redutase (HPR) (Figura 4 B). O glifosato foi
capaz de provocar alteragdes no sistema antioxidativo de A. thaliana. A atividade da
catalase (CAT) aumentou nas plantas sobre condi¢do de estresse (Figura 5 A), ascorbato
peroxidase (APX) teve atividade 1,7 vezes maior no tratamento quando comparado com
as plantas do controle (Figura 5 B). A andlise da atividade SOD em gel nativa mostrou a
presenca de 3 isoenzimas (Figura 5 C), sendo que apenas a CuZn SOD teve sua
atividade diminuida no tratamento, a atividade das outras isoenzimas ndo foi afetada
pela agdo do glifosato.

As atividades de desidroascorbato (DHAR) e monodesidroascorbato (MDHAR)
foram aumentadas nas plantas submetidas ao herbicida (Figuras 6 A e B). A atividade
de glutationa redutase (GR) e de glutationa reduzida (GSH) também tiveram seus
valores aumentados nas plantas tratadas (Figuras 6 C e D), contraditoriamente, os
valores de glutationa oxidada (GSSG) e ascorbato ndo foram alterados pelo tratamento
(Figuras 6 E e G). Ao passo que a razdo GSH/GSSG também aumentou nas plantas

tratadas (Figura 6 F).
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A andlise das principais desidrogenases NAD- dependentes também foi realizada
neste trabalho. Enzima malica (ME) e Isocitrato desidrogenase (NADP- ICDH) ndo
tiveram sua atividade influenciada pelo tratamento (Figuras 7 A e B). Glicose 6 fosfato
desidrogenase (G6PDH) e 6 fosfogluconato desidrogenase (6PGDH) entretanto; tiveram
os seus valores aumentados pelo tratamento (Figuras 7 C e D). Considerando que as
duas ultimas enzimas mostraram maior atividade frente ao tratamento, outras analises
foram focadas nelas.

A andlise da atividade G6PDH e 6PGDH em gel nativa mostrou a presen¢a de 3
isoenzimas para ambas enzimas analisadas (Figura 7 E). A ultima isoforma da G6PDH
apresentou uma menor atividade em ambos tratamentos quanto comparada com as
demais isoformas desta enzima (Figura 7 E), enquanto que em 6PGDH, a primeira
isoforma do tratamento apresentou um aumento de atividade quando comparada com a
mesma isoforma do controle (Figura 7 E).

Para verificar a estabilidade das duas enzimas, realizamos um experimento com
diferentes poderes redutores e oxidantes: Deanoato e H2O2 como agente oxidante, GSH
como agente redutor, GSNO como doador de NO, SIN-1 o qual gera peroxinitrito e
media os processos de nitragdo de tirosina. Deanoato, GSNO e GSH diminuiram a
atividade de G6PDH (Figura 8 A), enquanto que nenhum dos tratamentos foi capaz de
alterar a fungdo de 6PGDH (Figura 8 B), sugerindo que esta seja a enzima mais estavel
analisada neste experimento. A eletroforese nativa corroborou com os resultados
bioquimicos, em G6PDH, houve diminui¢do nas bandas das trés isoformas para os
tratamentos com Deanoato, GSNO e GSH (Figura 8 C), enquanto que ndo foi observada
diferenca qualitativa entre controle e os tratamentos com 6PGDH (Figura 8 D). A
producdo de oOxido nitrico (NO) aumentou nas plantas tratadas, indicando que o
glifosato promove aumento na producdo deste radical em A. thaliana (Figura 9 A), ao
passo que glifosato ndo foi capaz de alterar a producdo de peroxinitrito (ONOO-) nas

plantas (Figura 9 B).

Discussiao

Os efeitos que o glifosato provoca nas plantas, sua toxicidade e tolerancia vém
sendo estudados em diferentes espécies vegetais principalmente em relagdo a 5-
enolpiruvilshikimato 3-fosfato sintase (EPSPS), principal enzima inibida pela a¢do do
herbicida (Basantani et al., 2011). Entretanto, estudos que abordam as modulacdes que

ocorrem no sistema antioxidante vegetal para os processos de detoxificagdo deste
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herbicida ainda ndo sdo bem elucidados, tdo pouco em uma espécie modelo como A.
thaliana.

Houve reducdo de peso fresco e de crescimento radicular das plantas tratadas
com o herbicida. A principal a¢do do glifosato ¢ inibir a biossintese de aminodcidos
aromaticos essenciais por provocar alteracdes na rota do 4cido chiquimico e
perturbagdes no metabolismo do carbono (Orcaray et al., 2012). Nas plantas tratadas,
houve aumento da atividade de glioxilato oxidase, enzima envolvida na fotorrespiragao,
0 que implica numa menor incorporagdo de carbono sendo a reducdo de biomassa e
crescimento uma das principais consequéncias descritas pela ativagdo da rota das
pentoses fosfatadas. Ja foi reportado na literatura que glifosato ¢ capaz de provocar
alteragdes no crescimento, como redu¢do de peso fresco, seco e no comprimento
radicular em outras espécies tratadas com diferentes doses deste herbicida (Baig et al.,
2003; Basantani et al., 2011).

Histoquimicamente, foi documentado em nosso trabalho que o tratamento com
glifosato aumentou a produgdo de Oz~ e bioquimicamente houve diminui¢cdo de H2Ox.
Diversos fatores bidticos e abidticos levam a um desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes, promovendo a producdo de ROS, as quais em excesso podem induzir
estresse oxidativo na célula (Mittler, 2002; Gil e Tuteja, 2010). Ativacdo da rota da
glicolato oxidase nos peroxissomos pela fotorrespiracdo, ocorrida nesse trabalho, pode
ter favorecido o aumento a producdo de ROS. Além disso, o glifosato causa danos
indiretos na fotossintese por interferir na fluorescéncia, na condutincia ou na produgao
de pigmentos fotossintetizantes (Olesen e Cedergreen, 2010), elétrons livres por falhas
neste sistema, podem promover a produgdo de ROS.

Houve aumento da peroxidagdo lipidica nas plantas tratadas com o herbicida,
evidenciado histoquimicamente, além do aumento nos niveis de oxidacao de proteinas.
ROS em excesso interfere na bioquimica celular, provocando danos e comprometendo a
viabilidade de componentes celulares como membrana plasmatica, DNA e proteinas
(Boscolo et al.,, 2003). Outros autores ja descreveram a producdo destes compostos
frente a diferentes estresses (Sinha e Saxena 2006; Ahsan et al., 2008), sendo estes uns
dos marcadores de estresse celular descrito na literatura (Gil e Tuteja, 2010).

Durante o periodo de exposi¢do das plantas ao herbicida, houve indugido do
sistema antioxidante enzimatico com aumento da atividade de SOD, CAT, APX,
daquelas envolvidas no ciclo ascorbato glutationa: MDHA, DHAR, GR, além do
aumento nos niveis de GSH, principal tiol ndo proteico em plantas (Szalalai et al.,

2009).
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Viérias alternativas enzimaticas e ndo enzimaticas sdo ativadas com intuito de
diminuir a producdo de ROS e restabelecer a homeostase celular (Palma et al., 2006), de
forma que o balango entre SOD, CAT e APX ¢ crucial para determinar o nivel de HO»
e O>"na célula (Bowleret al., 1991). SOD ¢ considerada a primeira enzima do sistema
antioxidativo por dismutar O2". Houve a expressao de trés isoformas de SOD: Mn-SOD,
Fe-SOD, CuZn-SOD tanto nas plantas tratadas quanto no controle. O tratamento nao
induziu a expressdo de novas isoformas, mas promoveu a supressdo da isoforma
CuZn/SOD nas plantas, o que diminuiu a atividade total da enzima, impossibilitando a
manutengcdo de niveis homeostaticos de O~ nas plantas tratadas, uma vez que foi
detectato histoquimicamente O>" nos tecidos das plantas tratadas e danos celulares
evidenciados pela peroxidagao lipidica.

Houve aumento da atividade de CAT e¢ APX, duas enzimas envolvidas na
eliminagdo de H20: nas plantas tratadas e concomitante diminui¢do do teor de H>Oz. A
afinidade da APX pelo H2O2 ¢ menor quando comparado com CAT (Mittler, 2002),
sendo a CAT a enzima responsavel pela remocdo de grande parte desta molécula (Guo
et al., 2014), tendo em vista que essa enzima ocorre espacialmente apenas em
peroxissomos (Mittler et al., 2002), fica evidente a participagdo dessa organela nos
processos de detoxificacao.

GSH ¢ um dos principais antioxidantes solivel e de baixo peso molecular e o
principal tiol ndo proteico nas plantas (Szalalai et al., 2009), contribuindo por manter a
homeostase redox celular. Assim, a GSH exerce um papel protetor, tendo em vista a sua
capacidade redutora. Uma maior a relagdo entre GSH/GSSH, indica uma condi¢do
redox adequada na célula (Mittler et al., 2002). Maiores valores de GSH e uma maior
relagdo de GSH/GSSG foram encontrados nas plantas tratadas, o que nos leva a sugerir
que este pode ser um mecanismo eficiente de detoxificagdo desenvolvido por A.
thaliana quando exposta ao glifosato.

Ascorbato e glutationa formam o ciclo ascorbato-glutationa, responsavel por
realizar uma série de reagdes redox, principalmente em tecidos fotossintetizantes (Foyer
e Halliwell, 1976). Localizam-se principalmente em cloroplasto, mitocondrias, citosol e
peroxissomos (Mittova et al., 2002), o qual se mostrou eficiente para a atenuagdo do
estresse estudado neste trabalho. A manuten¢do de niveis de ascorbato e glutationa
reduzidos ¢ essencial para a eliminagdo de ROS e ¢ mantido por GR, MDAR e DHAR,
usando NADPH como poder redutor (Gil e Tuteja, 2010; Miller; 2010).

Por ser a via das pentoses fosfatadas a principal fonte de NADPH para a

remocao de ROS (Pandolfi et al., 1995), muitos autores consideram as desidrogenases
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geradoras de poder redutor como enzimas de segunda linha contra o estresse oxidativo
(Leterrier et al., 2012). Entre as desidrogenases, 6PGDH e G6PDH merecem atencao
especial por terem apresentado maior atividade, sugerindo que estas duas enzimas sio
as principais geradoras de NADPH e portanto; essenciais para a manuten¢do do estado
redox celular e do ciclo ascorbato- glutationa. Entretanto, a eletroforese realizada com
essas as duas enzimas sob acdo de diferentes poderes redutores e oxidantes revelou que
6PGDH nao ¢ influenciada por nenhum deles, sendo portanto; mais estavel que G6PDH
e devido a isso ¢ possivel que 6PGDH seja crucial para a atenuacdo do estresse
oxidativo gerado em A. thaliana pelo herbicida glifosato.

Embora seja um sinalizador celular com fungdes como crescimento da planta,
germinagdo, amadurecimento de frutos e florescimento (Zafra et al., 2010), o NO e
moléculas associadas comecaram a ser investigados como causadores RNS em vegetais
(Corpas et al., 2011). Houve aumento da produgdo de NO nas plantas tratadas, ao passo
que os valores de ONOO- ndo se alteraram. As implica¢des direta ou indireta do NO
nos mecanismos de respostas a estresses vem sendo estudadas com salinidade (Zhang et
al., 2006); seca (Garcia-Mata e Lamattina, 2001) e altas temperaturas (Kotak et al.,
2007).

Conclusiao

Glifosato promoveu a producdo de ROS em A. thaliana, evidenciada pela
deteccdo de O27, o que produz estresse oxidativo nas células, aumentando oxidagao de
proteinas e a producdo de malondialdeido. Embora tenha ocorrido reducdo de
crescimento, A. thaliana foi capaz de controlar o estresse, aumentando a atividade das
enzimas do sistema antioxidativo e promovendo um eficiente uso ciclo ascorbato-
glutationa. Aumento da atividade nas desidrogenases 6PGDH e G6PDH evidencia
participagdo destas na manutencdo do poder redutor celular, podendo ser duas enzimas
essenciais para a manuten¢ao da homeostase celular em A4. thaliana quando tratada com
o glifosato, principalmente 6PGDH por ter se mostrado a enzima mais estavel quando

comparada com G6PDH.
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Figura 1: Efeito do herbicida glifosato em Arabidopsis thaliana. A: Comprimento
radicular; B: Peso fresco; C: nimero de sementes germinadas e D: aspecto visual das
plantas tratadas com 0, 10, 20 e 40 uM do herbicida por 14 dias. Barras verticais
indicam o erro padrdo das médias dos tratamentos. Os resultados sdo médias de trés
experimentos diferentes. * indica diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Barra: 4 cm.
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Figura 2: Efeito do glifosato no peso fresco (A e C) e no crescimento radicular (B e D)
em Arabidopsis thaliana. Barras verticais indicam o erro padrdo das médias dos
tratamentos. Os resultados sdo médias de trés experimentos diferentes. * indica
diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 3: Controle (A e B); deteccdo de anion superoxido (C e D) e peroxidacao lipidica
(E e F); quantifica¢do bioquimica de H>O: (G) e quantificagdo da oxidacdo de proteinas
(H) em Arabidopsis thaliana tratada com o herbicida glifosato. Barras verticais indicam
o erro padrio das médias dos tratamentos. Os resultados sio médias de trés
experimentos diferentes. * indica diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. Barra: 5 cm.
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Figura 4: Atividade enzimatica em Arabidopsis thaliana exposta ao herbicida glifosato.
A: Glicolato oxidase (GOX) e B: Hidroxipiruvato redutase (HPR). Barras verticais
indicam o erro padrdo das médias dos tratamentos. Os resultados sdo médias de trés
experimentos diferentes. * indica diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Figura 5: Atividade enzimatica em Arabidopsis thaliana exposta ao herbicida glifosato.
A: catalase (CAT), B: Ascorbato peroxidase (APX) e C: Atividade de SOD em gel de
poliacrilamida. Barras verticais indicam o erro padrdo das médias dos tratamentos. Os
resultados sdo médias de trés experimentos diferentes. * indica diferenca significativa
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 6: Atividade enzimatica em Arabidopsis thaliana exposta ao herbicida glifosato
A: Desidroascorbato redutase (DHA), B: Monodesidroascorbato redutase (MDHAR) e
C: Glutationa redutase (GR). D: teores de glutationa reduzida (GSH), E: Glutationa
oxidada (GSSH) F: razdo GSH/GSSG e G: Ascorbato. Barras verticais indicam o erro
padrao das médias dos tratamentos. Os resultados sdo médias de trés experimentos
diferentes. * indica diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 7: Atividade enzimatica em Arabidopsis thaliana exposta ao herbicida glifosato.
A: enzima malica (ME), B: Isocitrato desidrogenase (ICDH), C: Glicose 6 fosfato
desidrogenase (G6PDH) e D: 6 fosfogluconato desidrogenase (6PGDH). E: atividade
em gel de G6PDH e 6PGDH. Barras verticais indicam o erro padrdo das médias dos
tratamentos. Os resultados sdo médias de trés experimentos diferentes * indica diferenca
significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 8: A e C: atividade enzimatica de Glicose 6 fosfato desidrogenase (G6PDH) ¢ B
e D: 6 fosfogluconato desidrogenase (6PGDH) em A. thaliana tratada com diferentes
poderes redutores e oxidantes. Barras verticais indicam o erro padrdo das médias dos
tratamentos. Os resultados sdo médias de trés experimentos diferentes. * indica
diferenga significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 9: Teor de Oxido Nitrico (NO) e Peroxinitrito (ONOO-) em A. thaliana exposta
ao herbicida glifosato. Barras verticais indicam o erro padrdo das médias dos
tratamentos. Os resultados sdo médias de trés experimentos diferentes. * indica
diferenga significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

76



4. Conclusoes Gerais

H. chrysotricus (Ipé amarelo) foi mais sensivel quando comparada com G.
gardneriana (Bacupari). Isso se deve ao fato de a primeira espécie possuir folha com
grande densidade de tricomas, caracteristica estrutural que favorece a adsor¢do do
herbicida em sua superficie, aumentando o tempo de contato do 6rgdo com este,
potencializando a absor¢do. Além de um sistema antioxidante enzimatico menos
eficiente que G. gardneriana, uma vez que menor atividade de quatro das cinco enzimas
analisadas neste trabalho foi encontrada nesta espécie.

A agdo mais pronunciada do glifosato em H. chrysotricus provocou alteracdes na
fotossintese, fluorescéncia da clorofila a, na peroxidagdo lipidica e nos teores de acido
chiquimico, revelando que H. chrysotricus, quando exposta ao glifosato, desenvolve
marcadores indicativos da presenca dele no ambiente sendo, portanto, efetiva como
biosensora/bioindicadora de areas impactadas com este herbicida.

Ap6s a exposicdo de A. thaliana ao herbicida glifosato foi possivel concluir que ele
¢ capaz de provocar estresse oxidativo, além de induzir também a um aumento na
producdo de NO. Esta espécie foi capaz de promover ajustes no seu sistema
antioxidativo enzimatico e ndo enzimatico o qual foi suficiente para garantir a
sobrevivéncia da planta, mesmo com o aparecimento de sintomas visuais como redugao
de crescimento e murcha das folhas.

As enzimas 6PGDH e G6PDH estdo diretamente envolvidas na geragdo de poder
redutor nas plantas sobre estresse, o que manteve funcionamento adequado do ciclo
ascorbato-glutationa, sugerindo que estes dois mecanismos sejam cruciais para os

processos de detoxificacdo em A. thaliana quando exposta ao herbicida glifosato.
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