IF GOIANO - CAMPUS RIO VERDE y
L';SJEL%?QFE:JEERC?:EiECNomcm DIRETORIA DE PE}SQUISA E POS~' GRADUACAO .
— PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGROQUIMICA

SINALIZACAO CELULAR: OXIDO NITRICO NA
RESPOSTA DE Pistia stratiotes AO HERBICIDA ATRAZINA

Autora: Lorena Alves de Jesus Vieira
Orientadora: Dr.? Fernanda dos Santos Farnese

Rio Verde — GO
Setembro — 2018



INSTITUTO FEDERAL GOIANO — CAMPUS RIO VERDE
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGROQUIMICA

SINALIZACAO CELULAR: OXIDO NITRICO NA
RESPOSTA DE Pistia stratiotes AO HERBICIDA ATRAZINA

Autora: Lorena Alves de Jesus Vieira
Orientadora: Dr.? Fernanda dos Santos Farnese

Dissertacdo apresentada como parte das exigéncias para
obtencio do titulo de MESTRE EM AGROQUIMICA,
no Programa de Pds-Graduagdo em Agroquimica do
Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano — Campus Rio Verde - Area de concentracio
Agroquimica.

Rio Verde — GO
Setembro — 2018



Sistema desenvolvido pelo ICMC/USP
Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicagéo (CIP)

Sistema Integrado de Bibliotecas - Instituto Federal Goiano

V658s

Vieira, Lorena Alves de Jesus

SINALIZACAO CELULAR: OXIDO NA NITRICO EM RESPOSTA
DE Pistia stratiotes AQ HERBICIDA ATRAZINA / Lorena
Alves de Jesus Vieira;orientadora Fernanda dos
Santos Farnese; co-orientador Adriano Jakelaitis, =--
Rio Verde, 2018.

46 p.

Dissertacdo (Mestrado em Agroquimica) -- Instituto
Federal Goiano, Campus Rio Verde, 2018.

1. Macréfitas., 2. Fitorremediacdo. 3. Agrotédxicos.
4, Estresse Oxidativo. 5. Espécies Reativas de
Oxigénio. I. Farnese, Fernanda dos Santos, orient.
II. Jakelaitis, Adriano, co=-orient. III. Titulo.

Responsavel: Johnathan Pereira Alves Diniz - Bibliotecario-Documentalista CRB-1 n°2376




INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAQ, CIENCIA E TECNOLOGIA
GOIAND — CAMPUS RIO VERDE
DIRETORIA DE POS-GRADUACADQ, PESQUISA E INOVACAD
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGROQUIMICA

SINALIZACAO CELULAR: OXIDO NiTRICO NA
RESPOSTA DE Pistia stratiotes AO HERBICIDA ATRAZINA

Autora: Lorena Alves de Jesus YVieira
Orientadora: Fermanda dos Santos Famese

TITULACAO: Mestre em Agroguimica — Area de concentracio
Agroquimica.

APROVADA em 28 de setembro de 2018,

Prof. Dr. Rﬂfﬂ.ﬁ]IMﬂlquﬁ Pereira Leal

Avaliadar interno
IF Goiano / Rio Verde

Soemanch dbo Sl Soegre ﬂ?;
Prof® Dr.* Fernanda dos Santos Famnese Prof. Dr. Adnano Jakelaitis

Avaliador interno Presulente da banca
IF Goiang  Rio Verde [F Gowano £ Rio Verde




DEDICO ESTE TRABALHO:

Dedico este trabalho aos meus pais, que
deram todo o suporte que podiam na minha
vida. Dedico ao meu marido e meus filhos,
por todo amor e fé que depositaram em
mim. Aos meus orientadores, que me
incentivaram e acreditaram que eu iria
conseguir. Ao divino criador, pela
oportunidade.



AGRADECIMENTOS

Palavras sdo insuficientes para expressar a gratiddo que sinto pela ajuda e pela
forca recebida durante esta jornada, sem as quais ndo teria sido possivel concluir esta
etapa.

Gratidao ao meu marido que me apoiou de forma incondicional, ajudando e
incentivando em todos os momentos com muito amor e aos meus filhos lindos que
souberam dividir a aten¢do deles com as planilhas, graficos e pesquisas.

A minha mée Denize ¢ Meu padrasto (pai) Alceu Anténio Falchetti, por terem
incentivado meus estudos desde pequena, nao medindo esfor¢os para que eu pudesse ter
uma boa aprendizagem.

A meu pai Marcos, ja falecido, pelo amor e pela vida.

A minha V6 Helena, por todo apoio de uma vida toda, que mesmo sem entender
uma palavra da minha pesquisa se emociona com tudo o que alcancei.

A minha orientadora Fernanda dos Santos Farnese, por ter aceitado o desafio de
embarcar nessa jornada comigo, com muita paciéncia. Por toda ajuda e sem duvida,
gratidao pelos puxdes de orelha, sem os quais teria sido dificil terminar este trabalho.

Aos meus coorientadores, Paulo Eduardo Menezes e Adriano Jakelaitis, pelos
ensinamentos e conselhos, que contribuiram muito para minha formacao.

Agradeco a professora Maria Andréia Mendonga, por ceder o laboratdrio e
auxiliar na execugdo das andlises de divisdo celular nos ensinando de forma prestativa.

Aos colegas e ao professor Alan Carlos Costa, do Laboratério de Ecofisiologia e
Produtividade Vegetal (LECO), por cederem o espaco e equipamentos para as anélises e
ao colega Adnan, por nos ajudar em semanas de férias escolares, tempo que poderia
estar descansando... Gratidao.

Agradeco o companheirismo de todos do Laboratério de Fisiologia do Estresse
Vegetal (Vicejar), as colegas Maria Lucia e Maria Clara, que dividiram comigo o
trabalho, sempre com sorrisos no rosto e disposi¢ao.

Agradeco ao amigo Rauander Douglas, que se prontificou a me ajudar de forma
admirdvel em momentos cruciais do meu projeto.

Aos amigos do instituto Arco-iris Sol do Coragdo, por serem minha medida de
amor cOsmico universal, em especial ao Aurimar, gratiddo.

Ao Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde e ao Programa de Pos-

Graduagao em Agroquimica, pela oportunidade de qualificagdo e crescimento.



A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela concessdo da bolsa, que chegou na hora certa e viabilizou meus estudos e pesquisa.

E a todos que de alguma forma contribuiram, direta ou indiretamente, para a
conclusdo deste trabalho.

Gratidao ao arquiteto universal, pela oportunidade de vivenciar este momento,
com estas pessoas, neste planeta.

GRATIDAO!



BIOGRAFIA DO AUTOR

Lorena Alves de Jesus Vieira, filha de Denize Alves de Jesus e Marcos Antonio Almeida
de Jesus (in memoriam), nasceu em 26 de marco de 1988, na cidade do Rio de Janeiro —
RJ.

Sua formagao profissional estd assentada sobre a verticalizacao do ensino oferecida pelo
Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, tendo sido iniciada no ano de 2004 com
o curso Técnico em Comércio. No ano de 2007, iniciou os estudos nos cursos
Tecndlogo em Saneamento Ambiental e Bacharel em Gestdo Ambiental, tendo
concluido o curso tecnolégico no primeiro semestre de 2011 e o bacharelado no
segundo semestre de 2012.

Foi tutora da Educagao a Distancia do Curso técnico em actcar e dlcool de 2013 a 2015,
também pelo [FGoiano.

Possui atuacdo profissional como analista de gestdo administrativa na Universidade
Estadual de Goidas — Campus Caldas Novas, desde outubro de 2017 até o momento
presente, e foi Lider de Meio Ambiente do Frigorifico Marfrig — Unidade Rio Verde de
2011 a2013.

Em 2016, iniciou seu Stricto sensu - Mestrado em Agroquimica, também no Instituto
Federal Goiano — Campus Rio Verde, sob orientacdo da professora Dr.* Fernanda dos

Santos Farnese.



Pagina

INDICE DE FIGURAS E TABELAS ...ttt 10
LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS ......cccooovvvvieereeireeerseenn. 11
RESUMO ...ttt ettt ettt st e be e st esabe e b e e 13
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et e st e beesateebee e 15
L. INTRODUGAO ...ttt 17
2. 0BIETIVOS .ottt ettt ettt et ettt e st e e b e e 21
0] GOFQLS ..ottt ettt e 21
2.2 ESPECIICOS ccuuueeeiaeieiiieeee ettt ettt e e st e s et e e s s abte e e esabaeeaens 21
3. MATERIAL E METODOS .....oovviiiieeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeve e 22
3.1 Determinacgdo da concentragdo de espécies reativas de 0Xigénio........................ 22
3.1.1 Peroxido de RIiATOZENIO ............cccccuveeeeeeciiieieeiiee e eeeee et 22
3.1.2 ARUON SUPEIOXIAO ... 22

3.2 Avaliac¢do da ocorréncia de danos as membranas celulares......................co....... 23
3.2.1 Concentragdo de malondialdeido..................ccccoovvueiviiiiniiiiiiiiiiiieiiieenne 23
3.2.2 Extravasamento de eletrolitos ..............oocooveemuieeienciiiieenieeieenieeieenieeneeae 23

3.3 POIENCIAL CITOTOXICO .........coueeeieieiieiieieeeeeeeeeet ettt 24
3.4 AvaliacOes fISIOIOZICAS. ....ccovurieiriiieiiiieeiee ettt ettt ettt e et e et e e 24
3.4.1 Pigmentos fotossintéticos e fluorescéncia da clorofila a ............................... 24
3.4.2 TYOCAS GUSOSAS ....veveeeneeeeeaerieeaeeieeeeeeeieeeeeeeaaeesaaeeeestaaeeessseeeeensssaeesennseeas 25

3.5 Determinagdo da atividade de enzimas antioXidantes...........cccoceeerveerrveennineennnne. 25
3.6 Taxa de crescimento e indice de tolerdncia a atrazina .........cccceeeeeeveeenieenieeneennne. 26
3.7 ANALISES ESTALISTICAS ..eeuveeutieriieeiieite ettt ettt ettt ettt et e st e bt e saae e 26
4. RESULTADOS ...ttt ettt et s 27
4.1. Geracdo de espécies reativas de OXiZENIO0 ......ueeevreeereieeeiiieriieenieeerieeerveeesinee e 27
4.2. Danos as membranas Celulares............ccoocveiiiiiiiiiiiiiiiiiiceececeee 28
4.3. Potencial CILOLOXICO .. .eeruiiiiieiieiiieiteet ettt ettt s et e e 29
4.4 Avaliacoes fiSTOLOGICAS .......uveeveeeeeeeeiecieeeeiiieeeieeeeieeeete e siee e sae e s aeeeseseessaveesnnaeeenns 30
4.5 Atividade de enzimas AntioXidANTES ...............ccceevueenieiieesieniieiienieeseeeieesieene 33
4.6 Taxa de crescimento relativo e indice de tolerdncia a atrazina.......................... 33
5. DISCUSSAD ..ottt 34
6. CONCLUSAD ......ceovumiirrirrietie et 39

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o ses s, 40



INDICE DE FIGURAS E TABELAS

Pagina
Figura 1: Concentracao de Perdxido de Hidrogénio (H2O2).....coovveeriiiiiniiiiiiiiiniieeee. 27
Figura 2: Imagem fotografica das folhas submetidas a anélise, por coloracdo, da
concentracao do anion SUPETOXIAO.......eieriireriieeiiieeiieeeiteeeieeesieeesbeeesereeesareeeereeenaneeas 28
Figura 3: Aldeido Malonico (MDA)......ccooiiieiiieiieeeiee ettt 28
Figura 4: Extravasamento de eletrolitos .......cooueeviiiiiiiniiiiiiiieiieeeeeeseeee e 29
Figura 5: Clorofila a (mg/g MF) (A), Clorofila b (mg/g MF) (B), Clorofila totais (mg/g
MF) (C), Carotenoides (Mg/g MF) (D)..cccuuiiiiiiiiiieiieete et 30
Figura 6: Eficiéncia fotOqUIMICA .......ccuutiiiiiiriiiiiiieeniieeieceeceee e 31
Figura 7: Taxa de assimila¢do liquida de carbono (A) (A), Condutancia estomadtica (gs)
(B), Concentracao interna de CO2 (Ci) (C), Taxa transpiratéria (E) (D) .....cccceevnnenne 32
Figura 8: Respiracdo Noturna (umol CO,2 m™ s™) (A) e Respira¢do Diurna (umol CO,
27 ST) (B oot 32
Figura 9: Superdéxido Dismutase (SOD) (A), Peroxidase (POX) (B), Ascorbato
peroxidase (APX) (C), Catalase (CAT) (D) ceocveeeeiieeeiieeeieeeeiee et et 33
Figura 10: Taxa de crescimento (A), Indice de tolerancia (IT) (B) eeeerrrveeeeeeeeeeecrreeen. 34

Tabela 1 - Indice mitético em 4pices radiculas de Pistia stratiotes submetidas ao
atrazina e ao SNP, isoladamente ou €m CONJUNLO. .......cevvuieeriieeriieeniieeiie e 29



LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS

A - Taxa fotossintética liquida

ANOVA - Anilise de Variancia

APX - Ascorbato peroxidase

ATP - Energia

ATZ - Atrazina

CAT - Catalase

Ci - Concentragao de CO,

Cm - Centimetro

CO2 - Diéxido de carbono

Cptio - Carboxy-ptio - sequestrador de NO
CT - Controle

DMS- Diferenca minima significativa

EDTA - Acido etilenodiaminotetracético
EROs - Espécies Reativas de Oxigénio

ETR - Taxa aparente de transporte de elétrons
F, - Fluorescéncia Minima

Fo < - Fluorescéncia Minima apds aclimatagdo a luz actinica
F., - Fluorescéncia Maxima

F.. - Fluorescéncia Maxima a luz

F;- Fluorescéncia transiente

F, - Fluorescéncia Varidvel

Fv/Fm - Rendimento quantico potencial do fotossistema II
g - Gramas

gs - Condutancia estomatica

h - Horas

H,0; - Peréxido de Hidrogénio

IM - Indice Mitético

IT - Indice de tolerdncia

In w0 - Logaritmo neperiano de massa seca inicial
In w1 - Logaritmo neperiano de massa seca final
M - Metro

M? - Metro quadrado

M2 Kg -1 - Metro quadrado por quilograma
MDA - Malondialdeido

Mg - Miligrama

mgL™" - Miligrama por litro

mL - Mililitro

mM - Milimol

NBT - Azul de p-nitro tetrazdlio

nm - NanOmetro

NO - Oxido Nitrico



NO®- - Nitrato

NPQ - Quenching ndo fotoquimico

O, Anion super6xido

ONOO- - Peroxinitrito

ONOOH - Acido peroxinitroso

p/v - peso por volume

pH - Potencial hidrogenidnico

PMSF - Fluoreto de finilmetilsulfonico

POX - Peroxidase

PVPP - Polivinilpirrolidona

gN - Quenching ndo fotoquimico

gP - Quenching fotoquimico

RD - Respiragao ditirna

RN - Respirag¢ao noturna

Rw - Taxa de crescimento relativo (férmula)

Rw* - Taxa de crescimento da planta na solucdo de atrazina (férmula)
SISVAR - Sistema de Andlises Estatisticas e Planejamento de Experimentos
SNK - Student Newman Keuls

SNP - Nitroprussiato sédico

SOD - Superéxido dismutase

t1-t0 - Duragdo do experimento (férmula)

TBA - Acido 2 - tiobarbitirico

TCA - Acido tricloroacético

TCR - Taxa de Crescimento Relativo

g L' - microgramas por litro

pL - Microlitro

UM - Micromolar

pmol - Micromol

@FSII - Eficiéncia Fotoquimica Fotossistema 11

®CO; - Rendimento quantico de assimila¢io de carbono



13

RESUMO

VIEIRA, LORENA ALVES DE JESUS; Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde
— GO, setembro de 2018. Sinalizacao celular: 6xido nitrico na resposta de Pistia
stratiotes ao herbicida atrazina. Orientadora: Dr.* Fernanda dos Santos Farnese;
Coorientadores: Dr. Adriano Jakelaitis, Dr. Paulo Eduardo de Menezes Silva.

Os herbicidas, substancias utilizadas para combater ervas daninhas que sao
prejudiciais a lavoura, representam 60% do total de agrotoxicos comercializados
atualmente. Nesse contexto, ressalta-se o herbicida Atrazina (2-cloro-4-etilamina-6-
1sopropilamino-S-atrazina), cujo uso intensivo, a persisténcia e a mobilidade nos solos
tem contribuido para que seja um dos defensivos mais frequentemente detectados em
aguas subterraneas e superficiais no mundo. Devido a sua alta toxicidade, a presenca da
atrazina no meio aqudtico pode causar sérios danos para a conservacdo da
biodiversidade e comprometer a saide humana. Diante desses fatos, varias técnicas tém
sido propostas na tentativa de retirar esse composto do ambiente, como é o caso da
fitorremediacdo. A fitorremediacdo consiste no emprego de plantas para a
descontamina¢cdo de ambientes poluidos. Vadrias plantas tém sido propostas como
eficientes fitorremediadoras de ambientes aquéticos, como é o caso da Pistia stratiotes,
estas plantas tolerantes a poluentes apresentam robustos mecanismos de defesa, e
envolve alteracdo na expressdo gé€nica como resultado de complexas cascatas de
sinaliza¢do. O 6xido nitrico (NO), é um sinalizador que pode trabalhar para regular a
fisiologia e o desenvolvimento de diferentes processos nas plantas, em resposta a
estresses abidticos. No entanto, pouco se sabe sobre esta sinalizacdo em relacdo aos
agrotoxicos. Portanto, o objetivo do trabalho foi caracterizar os danos desencadeados
pelo herbicida atrazina em Pistia stratiotes e avaliar o efeito do 6xido nitrico (NO) na
tolerancia das plantas, buscando esclarecer o mecanismo de acdo e sinalizacdo do NO
nas células vegetais. Para tanto, Espécimes de Pistia stratiotes foram coletados em local
livre da influéncia de herbicidas e cultivadas em solucdo nutritiva, sendo mantidas em
casa de vegetacdo. As plantas foram submetidas a quatro tratamentos adicionados na
solucdo, com 5 repeti¢des. Sao estes: Controle (apenas solugdo nutritiva); Nitroprussiato
sédico (SNP; 0,1 mgL'l); Atrazina (Atz) (5 mgL'l); Atz + SNP (5 mgL'1 e 0,1 mgL'l,
respectivamente); posteriormente, foram avaliados parametros que permitiram avaliar
os danos provocados pelo herbicida e o papel sinalizador do NO fornecido pelo SNP.
Dentre os diversos danos provocadas pelo herbicida em P. stratiotes, destacaram-se a
reducdo na fotossintese, na eficiéncia de carboxilagdo com consequéncia sobre o
crescimento dos espécimes, e ainda aumento da taxa respiratéria, geracdo de EROs,
extravasamento de eletrélitos e emissdao de fluorescéncia. Contudo, observou-se que a
adicao do NO, atenuou os danos provocados pelo herbicida, sendo capaz de aumentar a
assimilacdo de carbono, bem como elevando a TCR (taxa de crescimento relativo). Os
resultados indicaram também, que o NO aumentou o indice mitético das plantas tratadas
com o ATZ4+SNP. Nio foi possivel visualizar aumento na atividade de antioxidantes
enzimaticos. Os resultados deste trabalho, indicaram o NO contribuiu de forma positiva
em P. stratiotes submetidas ao herbicida atrazina. No entanto, que se faz necessério
pesquisas mais aprofundadas referentes a forma de atuagdo do NO na sinalizacdo desta
planta a agrotoxicos, principalmente no que tange a sinalizacdo cruzada com outras
moléculas sinalizadoras.
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ABSTRACT

VIEIRA, LORENA ALVES DE JESUS; Goiano Federal Institute — Rio Verde
Campus— GO, September of 2018. Cell signaling: nitric oxide in the response of
Pistia stratiotes to the herbicide atrazine.. Adviser: Dra. Fernanda dos Santos
Farnese; Co-advisers: Dr. Adriano Jakelaitis, Dr. Paulo Eduardo de Menezes Silva.

The herbicides, substances used to combat weeds that are harmful to agriculture,
represent 60% of the total pesticides currently commercialized. In this context, the
herbicide Atrazine (2-chloro-4-ethylamine-6-isopropylamino-S-atrazine) is highlighted,
whose intensive use, persistence and mobility in soils has contributed to its being one of
the most frequently detected pesticides in groundwater and superficial in the world. Due
to their high toxicity, the presence of atrazine in the aquatic environment can cause
serious damage to the biodiversity conservation and compromise human health. Faced
with these facts, several techniques have been proposed in the attempt to remove this
compound from the environment, as is the case of phytoremediation. Phytoremediation
consists in use plants for polluted environments decontamination. Several plants have
been proposed as efficient phytoremediation agents of aquatic environments, as is the
case of Pistia stratiotes, which are plants tolerant to pollutants and present robust
mechanisms of defense, which involves alteration in the gene expression as a result of
complex signaling cascades. Nitric oxide (NO) is a signal that can work to regulate the
physiology and development of different processes in plants in response to abiotic
stresses. However, little is known about this signaling in relation to agrochemicals.
Therefore, the objective of this work was to characterize the damage caused by the
herbicide atrazine in Pistia stratiotes and to evaluate the nitric oxide (NO) effect on
plant tolerance, seeking to clarify the NO action and signaling mechanisms in plant
cells. For this, specimens of Pistia stratiotes were collected in a place free from
herbicides influence and cultivated in nutrient solution, being kept in a greenhouse. The
plants were submitted to four treatments added in the solution, with 5 replicates. These
are: Control (nutrient solution only); Sodium nitroprusside (SNP; 0,1 mgL'l); Atrazine
(Atz) (5 mgL™"); Atz + SNP (5 mgL" and 0,1 mgL"”, respectively); subsequently,
parameters to evaluate the damage caused by the herbicide and the NO signal paper
provided by the SNP were evaluated. Among the various damages caused by the
herbicide in P. stratiotes, it was highlighted the reduction in photosynthesis, in the
carboxylation efficiency with consequence on the specimens’ growth, and also an
increase in the respiratory rate, ROS generation, electrolyte extravasation and
fluorescence emission. However, it was observed that the NO addition attenuated the
damage caused by the herbicide, being able to increase the carbon assimilation, as well
as raising the TCR. The results also indicated that NO increased the mitotic index of
plants treated with ATZ + SNP. It was not possible to visualize an increase in the
enzymatic antioxidants activity. The results of this work, indicated that the NO
contributed positively in P. stratiotes submitted to the herbicide atrazine. However, it is
necessary to do more research about the way that NO acts in the signaling of this plant
to pesticides, especially in relation to cross-signaling with other signaling molecules.
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1. INTRODUCAO

Agrotéxicos sdo substancias quimicas toxicas, naturais ou sintéticas, usadas na
prevencdo, destruicdo, repulsdo ou atenuacdo das doencas e das pragas que lesam,
atacam ou transmitem enfermidades as plantas (MEZZARI, 2002; LONDRES, 2011). A
aplicacdo destes tem sido a principal estratégia de controle e prevencdo de pragas
durante o cultivo e apds a colheita em vdrias culturas, com objetivo de aumentar a
produtividade e a qualidade da producio agricola (GONZALEZ-RODRIGUEZ et al.,
2008). Segundo Peres (2003), os agrotoxicos sdo classificados de acordo com o tipo de
praga a ser combatida, podendo ser herbicidas, inseticidas ou fungicidas. Sua ndo
utilizacdo pode ocasionar perdas significativas na producdo agricola, aumento de
doencas infecciosas e a devastacao de culturas por pragas invasoras (GIANESSI, 2013).
Todavia, embora os agrotoxicos sejam formulados com propdsito de controle e
prevencdo de pragas, estes compostos também podem afetar direta ou indiretamente
outros organismos, em funcdo da toxicidade do composto ativo e, ou das substancias
que compdem a formulagdo comercial (TSAI 2013). Neste contexto, o uso excessivo de
agrotoxicos pode ser extremamente prejudicial ao meio ambiente, podendo inclusive
resultar no acumulo destes produtos quimicos na d4gua, solo e sedimentos
(SRIVASTAVA et al., 2011).

Aproximadamente 540.000 toneladas de pesticidas foram vendidas no mercado
interno brasileiro em 2017, sendo boa parte utilizada na agricultura e aplicada
diretamente nas plantas ou no solo IBAMA, 2017). Uma vez liberados no ambiente, os
agrotoxicos ndo ficam restritos a darea de liberacdo, podendo se difundir para outros
locais (SILVA, 2012). Sendo assim, a contaminacdo de cursos hidricos por essas
substancias, principalmente no setor agricola, € frequente, podendo ocorrer através do
processo de escoamento superficial, lixiviagdo, pela lavagem dos equipamentos
agricolas ou, ainda, por derivacdo quando a aplicacdo ocorre por via aérea (SCORZA
JUNIOR e REGITANO, 2012). Uma vez que atinja os corpos hidricos, os agrotéxicos
podem ser transportados rapidamente por difusido nas correntes de 4gua ou podem ser
incorporados por organismos aqudticos (SILVA, 2012). Esses compostos irdo
influenciar fungdes essenciais dos ecossistemas aquaticos por meio de modificacdes na
cadeia alimentar, alteracdes nos padrdes de fluxo de energia, ciclagem de nutrientes e
reducdo na diversidade de espécies, modificando a estabilidade e resiliéncia do

ecossistema (PEREZ et al., 2011).
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Os agrotéxicos mais empregados na agricultura atualmente sdo os herbicidas,
substancias utilizadas para combater plantas daninhas que sido prejudiciais a lavoura.
Neste contexto, encontra-se inserido a atrazina (2-cloro-4-etilamina-6-isopropilamino-
S-atrazina), que € um herbicida pertencente a familia das s-triazinas, apresentando na
sua estrutura quimica um anel aromdtico constituido por trés dtomos de carbono e trés
dtomos de nitrogénio em posi¢des alternadas (PAN, 2016). E um herbicida seletivo,
moderadamente hidrofilico, com elevada solubilidade aquosa (PAN, 2016), comumente
utilizado para controlar plantas daninhas eudicotiledoneas e algumas gramineas em
diversas culturas, tais como milho, sorgo e cana-de-agicar (MOORE KROGER, 2010).
No entanto, apesar de ser produzido para controlar plantas, determinadas concentragdes
desse herbicida podem causar danos a animais expostos (SOLOMON et al., 2014) e a
presenca da atrazina no meio aqudtico pode causar sérios danos para a conservacao da
biodiversidade e comprometer a satide humana (CHEVRIER et al., 2011).

No Brasil, em 17 de marco de 2005, entrou em vigor a Resolucio Conama N°
357, que estabelece que a concentragdo maxima de atrazina em dgua potavel deve ser de
2,0 ug L. Apesar desta limitacdo, a atrazina pode ser encontrado em corpos hidricos
por todo o pais, com concentragdes até 35 vezes maiores do que as recomendadas por
lei (ARMAS et al., 2007; MOREIRA et al., 2012; TODESCHINI, 2013). Loro et al.,
(2015) em seus estudos identificou concentracdes de 2,6 ng L' a 4,15 pg L' |, em
corpos d’agua, valores acima do permitido pela legislacdo. Contudo mesmo presente em
quantidades menores, como 0,30 pg L, estudos evidenciaram efeitos genotoxicos em
peixes expostos (VIEIRA et al, 2016).

Devido a sua alta taxa de concentra¢do nos ecossistemas aquaticos, em conjunto
com sua alta toxicidade, a busca por métodos capazes de retirar a atrazina do ambiente
tem sido motivada, sendo que uma das alternativas estudadas € a fitorremediacdo. A
fitorremediacdo consiste no emprego de plantas para conter, remover ou transformar
compostos toxicos presentes no ambiente, diminuindo os teores desses elementos,
substancias a niveis seguros (VIEIRA et al., 2015). Macrdfitas aqudticas apresentam
caracteristicas interessantes para programas de fitorremedia¢do, como fécil cultivo,
elevada taxa de crescimento e capacidade de absorver e acumular altas concentragdes de
poluentes (PIO et al., 2013). Dentre as varias macrdfitas aquaticas com potencial para a
fitorremediacao de herbicidas ressalta-se aqui a Pistia stratiotes.

Conhecida popularmente como alface d’agua, a Pistia stratiotes L. (Araceae) é

uma macrofita que tem sido utilizada em diversos trabalhos de fitorremediacao, pela sua
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capacidade de absorver e acumular diferentes poluentes (PRASAD E GREGER, 2001).
Plantas utilizadas na fitorremediacdo, além de serem capazes de acumular o
contaminante, também devem ser tolerantes ao poluente em questdo, a fim de
garantirem a sua sobrevivéncia e a continuidade dos processos de absorcao
(VASCONCELLOS et al., 2012). Todavia, um dos principais limitantes ao processo de
fitorremediacdo de herbicidas consiste na alta sensibilidade das plantas a este tipo de
poluente. De fato, a presenca de atrazina nas células vegetais desencadeia uma série de
danos, como o bloqueio da transferéncia de elétrons no fotossistema II (ESPERANZA
et al., 2016) e o aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), com
consequente desnaturacdo de proteinas, lipidios e dcidos nucleicos (ZHAO et al., 2005).
Plantas tolerantes a atrazina apresentam robustos mecanismos de defesa antioxidante, o
que envolve o aumento na concentracdo ou na atividade de enzimas envolvidas na
eliminacdo de ERO, como as dismutases do superéxido (SOD, EC 1.15.1.1),
peroxidases (POX, EC 1.11.1.7), peroxidases do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) e
catalases (CAT, EC 1.11.1.6). A ativacdo destes mecanismos de defesa, por sua vez,
demanda a participagdo de moléculas sinalizadoras, como € o caso do 6xido nitrico
(NO), molécula fundamental para o aumento a tolerancia das plantas a diferentes tipos
de compostos toxicos (MISRA et al., 2011; SAXENA e SHEKHAWAT ,2013; SINGH
et al., 2013).

O NO € uma molécula gasosa de estrutura molecular simples, que ocorre
naturalmente nas células vegetais, diatdmica, com alta difusibilidade e que apresenta
propriedades hidrofébicas, sendo capaz de se difundir livremente através das
membranas (ARASIMOWICZ et al., 2011; WANG et al.,, 2013), caracteristicas
essenciais em sinalizadores celulares (SAXENA E SHEKHAWA, 2013). Resultados de
pesquisas em diferentes espécies vegetais evidenciaram que o tratamento com baixas
concentracdes de NO pode promover a reprogramacdo de processos fisioldgicos,
diminuir danos oxidativos e estimular a sintese e atividade de enzimas antioxidantes
quando a planta estd sob diversos tipos de estresse (MARTI et al., 2013; DEL RIO,
2015). Os efeitos do NO dependem de alteragdes quimicas nas proteinas, como a S-
nitrosilacdo, a qual representa o principal mecanismo de transdugdo de bioatividade do
NO (MALIK et al., 2011; FUNGILLO et al, 2014). A S-nitrosilacio € uma
modificacdo pds-traducional que pode alterar a atividade, estabilidade, conformagao,
interacdes com outras moléculas ou a localizagdo subcelular de proteinas alvo

(SEVILLA et al., 2015). Por meio da S-nitrosilacio o NO contribui para a
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reprogramagdo metabdlica da célula vegetal, desencadeia mudangas na dinamica das
enzimas e altera os padrdes de expressdao génica das células (FARNESE et al., 2016).
Essas modificag¢des resultam na ativagdo de mecanismos de defesa capazes de aumentar
a tolerancia da planta ao agente estressante (SAXENA E SHEKHAWA, 2013).

Embora, saiba-se que os agentes sinalizadores sdo essenciais para a tolerancia
das plantas a estresses, pouco se conhece sobre o envolvimento do NO na resposta das
plantas aos herbicidas, principalmente com relagdo a processos bioquimicos e
fisiolégicos, de forma que os mecanismos de acao da molécula dentro da célula vegetal
ainda permanecem desconhecidos (OBERMEIER et al., 2015; ERINLE et al., 2016). O
esclarecimento a respeito desses processos, além de contribuir para o avango do
conhecimento na drea da sinalizac¢do celular em plantas, podera contribuir também para
o aprimoramento dos processos de fitorremediacdo. Tendo como base esses fatos, e
considerando o grande potencial de P. stratiotes para utilizacdo em programas de
fitorremediacdo, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar os danos desencadeados
pelo herbicida atrazina em espécimes de Pistia stratiotes, avaliando o efeito do 6xido

nitrico (NO) na tolerancia das plantas a esse poluente.
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2. OBJETIVOS

2.1 Gerais

Caracterizar os danos desencadeados pelo herbicida atrazina em espécimes de
Pistia stratiotes e avaliar o efeito do 6xido nitrico (NO) na tolerancia das plantas ao

poluente.

2.2 Especificos

Caracterizar os danos desencadeados pelo herbicida atrazina no crescimento e
metabolismo de Pistia stratiotes;

Analisar o efeito do herbicida atrazina na geracdo de ERO em Pistia stratiotes;

Caracterizar a ocorréncia de danos as membranas em Pistia stratiotes com
relacdo a atrazina;

Verificar alteragdes fotossintéticas e de fluorescéncia desencadeados pelo
herbicida atrazina em Pistia stratiotes.

Verificar possiveis alteragdes enzimaticas em Pistia stratiotes.

Avaliar alteragdes no indice mitético em Pistia stratiotes, desencadeados pelo
herbicida atrazina.

Avaliar o potencial do Oxido nitrico em atenuar os danos desencadeados pelo

herbicida, aumentando a tolerancia de pistia stratiotes a atrazina.
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3. MATERIAL E METODOS

Espécimes de Pistia stratiotes foram coletadas no lago campestre, localizado na
cidade de Rio Verde, Goias e esterilizadas com hipoclorito de sédio 1% durante 1 min,
sendo entdo lavados em &4gua corrente e dgua destilada. A seguir as plantas foram
cultivadas em soluc@o nutritiva de Clark (1975), Y4 da forca idnica, pH 6,5 e foram
mantidas em casa de vegetacdo durante cinco dias, para aclimatacdo. Apds a
aclimatagdo, as plantas foram submetidas a quatro tratamentos, com cinco repeti¢oes:
T1 — controle (apenas solug¢do nutritiva); T2 — Nitroprussiato sédico (SNP; 0,05 mg L
:; T3 - Atrazina (Atz) (150 ug L"); T4 - Atz + SNP (150 pg L' e 0,05 mg L,
respectivamente). Nitroprussiato sédico € uma substincia comumente utilizada em
ensaios bioquimicos como doadora de NO. As plantas permaneceram nessas condi¢cdes
por 24 horas, sendo entdo utilizadas para obtencao dos parametros descritos abaixo. Em
um segundo experimento, para determinar a taxa de crescimento e tolerancia ao
herbicida, as plantas permaneceram nos tratamentos supracitados por trés dias. As

concentracdes de Atrazina e SNP foram estabelecidas com base em testes de dose.

3.1 Determinagdo da concentragdo de espécies reativas de oxigénio
3.1.1 Peroxido de hidrogénio

A fim de determinar a geracdo de espécies reativas de oxigénio, a concentracao
de perdxido de hidrogénio (H,0,) foi quantificada utilizando amostras de 200 mg de
folhas frescas homogeneizadas em meio de extragdo (tampao fosfato de potdssio 50
mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM) e centrifugadas a 10.000 x g, por 15
minutos, a 4 °C (KUO e KAO, 2003). Aliquotas de 50 pLL do sobrenadante foram
adicionadas a meio de reacdo contendo FeNH;SO4 100 uM, acido sulfirico 25 mM,
laranja de xilenol 250 uM e sorbitol 100 mM (GAY e GEBICKI, 2000). As amostras
foram mantidas no escuro por 30 minutos e a absorvancia determinada a 560 nm. As
concentracdes de H,O, foram estimadas com base em curva de calibracdo preparada

com padrdes de H,0,.

3.1.2 Anion superéxido
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Para andlise da presenca do anion superéxido (O;”) foi primeiramente preparado
um tampao fosfato de potassio SOmM, pH 7.8, contendo NBT 0,1%. Em seguida,
cortou-se um quadrado na regido central de uma folha totalmente desenvolvida de cada
planta, o qual foi mergulhado no tampao, sendo aplicado um vacuo leve, de
aproximadamente 2 minutos, para garantir a infiltragdo no tecido. Cada quadrado
permaneceu incubado no tampao, na presenca de luz e na temperatura ambiente, por 30
minutos. Em seguida, foram emergidos em etanol fervente até eliminar completamente
a clorofila. Foram fotografados cada quadrado em fundo branco, e as fotos analisadas

visualmente, sendo que a coloracao azul indica a presenca do O;".

3.2 Avaliacdo da ocorréncia de danos as membranas celulares
3.2.1 Concentragdo de malondialdeido

A concentracdo de malondialdeido (MDA) foi medida e utilizada como
parametro para avaliar a peroxidagdo lipidica. Para isso, o tecido foi macerado e
homogeneizado com 0,1% (p/v) de acido tricloroacético (TCA) e 20% de insoluvel
polivinilpirrolidona. O homogenato foi centrifugado a 15.000 x g por 15 min a 4°C e
adicionada uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante a 1,5 mL de 0,5% de &4cido 2-
tiobarbitdrico (TBA) (preparado em 20% de TCA). As amostras foram homogeneizadas
e a reacdo colorimétrica conduzida a 90°C por 20 min apds incubagdo. Em seguida, as
amostras foram imersas em banho de gelo e clarificadas através de centrifugacdo a
15000 x g por 15 min a 4 °C. A absorbancia das amostras foi lida em espectrofotometro.
A concentracdo de MDA foi calculada utilizando o coeficiente de extin¢cao molar de 155

mM™! cm™ (HODGES et al., 1999).

3.2.2 Extravasamento de eletrolitos
Para avaliar a estabilidade das membranas celulares, 10 discos foliares foram
retirados de cada planta, os quais foram lavados previamente (2 vezes) em dgua
desionizada. A seguir, os discos foram colocados para flutuar em frascos contendo 15
ml de agua desionizada. As amostras foram incubadas por 6 h, na temperatura ambiente,
e a condutividade foi avaliada. A seguir esses frascos foram colocados na estufa a 90°C,
e permaneceram por 3 h, e apds, a leitura foi feita novamente. A condutividade foi

expressa em porcentagem da condutividade total (frascos a 90°C).
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3.3 Potencial citotoxico

Com o objetivo de averiguar o potencial citotéxico do herbicida em questao, foi
analisada a regido meristemdtica de raizes oriundas das plantas submetidas aos
tratamentos. Para isso, raizes foram coletadas e fixadas em solu¢do de metanol:acido
acético (3:1) e tratadas com pectinase pura a 37°C por 2 h em banho-maria, seguindo-se
a metodologia utilizada por Arcanjo e Silva (2011). Posteriormente, as raizes foram
submetidas a coloragdo pela Reagcdo de Feulgen. Para o preparo das laminas, os
meristemas foram dissociados, cobertos com laminula e esmagados. Os efeitos
citotéxicos foram analisados em células em divisdo e calculados o indice mitético (IM),
sendo contados 1900 nucleos para cada tratamento. O IM foi calculado como sendo a

razdo das células em divisdo pela soma das células em interfase e em divisao.

3.4 Avaliagoes fisiologicas
3.4.1 Pigmentos fotossintéticos e fluorescéncia da clorofila a
Amostras foliares foram maceradas em nitrogénio liquido e em acetona 80%. O

homogeneizado foi filtrado e diluido para 25 ml com acetona. Todo o procedimento foi
realizado na auséncia de luz e a leitura da absorvancia foi realizada em
espectrofotobmetro nos comprimentos de onda de 663, 645, 652 e 470 nm, para
determinacdo da clorofila a, clorofila b, clorofilas totais e carotenoides,
respectivamente. Os teores dos pigmentos supracitados foram calculados por meio das
equagdes propostas por Arnon (1949).

A andlise da fluorescéncia minima (Fy) foi realizado via excitacao dos tecidos
foliares por luz vermelha modulada de baixa intensidade, utilizando um analisador de
gases a infravermelho (IRGA). A fluorescéncia maxima (Fy,) foi obtida pela aplicacao
de um pulso de luz actinica saturante. A fluorescéncia varidvel (F,) foi determinada pela
diferenca entre Fy e F,, e, a partir desses valores, foi calculado o rendimento quantico
potencial do fotossistema II (VAN KOOTEN e SNEL, 1990). As folhas foram
aclimatadas a luz actinica, a fim de se obter a fluorescéncia transiente (F;), seguido por
um pulso de luz saturante para estimar-se a fluorescéncia méixima a luz (F,) e, por
ultimo, aplicou-se um pulso de luz vermelho-distante, para obter-se a fluorescéncia

minima apds aclimatacio a luz actinica (Fy’). Com esses parametros, foram calculados a
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eficiéncia fotoquimica do transporte de elétrons associado ao fotossistema II (OFSII), o
rendimento quantico da assimilacdo de CO, (®CO;) e o quenching nio fotoquimico

(NPQ), conforme proposto por Maxwell e Johnson (2000).

3.4.2 Trocas gasosas
A taxa de assimilacdo liquida do carbono (A), a condutincia estomatica (gs) e a

concentracdo interna de CO, (Ci) foram determinadas em sistema aberto, com
analisador de gases a infravermelho (LI-6400, Li-Cor Inc.), equipado com uma fonte de
luz azul/vermelho.

A respiracdo noturna (RN), ou taxa de assimilacdo liquida de CO; noturna, foi
avaliada antes do amanhecer utilizando um analisador de gases a infravermelho

(IRGA).

3.5 Determinagdo da atividade de enzimas antioxidantes
Para determinar a atividade enzimatica, amostras foliares de aproximadamente

0,3 g foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas nos seguintes meios de
extracao:

e Tampao fosfato de potéassio 0,1 M, pH 6,8, EDTA 0,1 mM, fluoreto de
fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% para dismutases do
superéxido (SOD, EC 1.15.1.1), peroxidases (POX, EC 1.11.1.7), peroxidases do
ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) e catalases (CAT, EC 1.11.1.6) (PEIXOTO et al., 1999);

Os homogenatos foram centrifugados a 12.000 x g por 15 min, a 4°C, para as
enzimas SOD, POX, APX, CAT. Os sobrenadantes foram utilizados como extrato
enzimatico bruto e as atividades enzimaticas foram determinadas pela adi¢ao do extrato
aos seguintes meios de reacdo:

* Tampao fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, azul de p-nitro
tetrazdlio (NBT) 75 pum, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 pm, para SOD
(GIANNOPOLITIS e RIES, 1977);

* Tampao fosfato de potdssio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H,0O, 2 mM,
para POX (PEIXOTO et al., 1999);

» Tampao fosfato de potdssio 50 mM, pH 6,0, dcido ascérbico 0,8 mM e H,O; 1
mM, para APX (PEIXOTO et al., 1999);
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» Tampao fosfato de potédssio 50 mM e H202 12,5 mM, para CAT (PEIXOTO et
al., 1999);

Para determinacdo da atividade da SOD, as amostras foram iluminadas por 5
min e a absorvancia foi, entdo, medida a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida
como a quantidade de enzima necessdria para reduzir em 50% a fotorreducdo do NBT
(GIANNOPOLITIS e RIES, 1977). As atividades das enzimas POX, APX, GPX, CAT
foram estimadas pela leitura da absorvancia durante o primeiro minuto de reaciao. Os
seguintes coeficientes de extincdo molar foram utilizados: POX (420 nm, &: 2,47 mM’!
cm™), APX (290 nm, &: 2,8 mM ™' cm™), CAT (240 nm, &: 36 M-1 cm™) (PEIXOTO et
al., 1999).

3.6 Taxa de crescimento e indice de tolerdancia a atrazina
A taxa de crescimento relativo (TCR) foi calculada usando a equagdo proposta

por Hunt (1978), usando o peso seco de folhas e raizes:

Rw = (In w1 — In w0) x 1000/(t1 — t0);

Em que: Rw representa a taxa de crescimento relativo; In wl e InwO
representam o logaritmo neperiano da massa seca no final e no inicio do experimento,
respectivamente; e t1 — tO representam a duragdo do experimento, em dias.

A tolerancia a atrazina foi estimada pelo célculo do indice de tolerancia (IT)

(%), segundo proposto por Wilkins (1978):

TI (%) = (Rw*/Rw) x 100;

Em que: Rw* € a taxa de crescimento da planta na solucdo com Atrazina
(sozinho ou em conjunto com NO) e Rw € a taxa de crescimento da planta na solugdo

controle.

3.7 Andlises estatisticas
Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental inteiramente

ao acaso, com cinco repeticdes, sendo os dados submetidos a ANOVA e as médias
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calculadas pelo teste SNK (Student Newman Keuls), a 5% de probabilidade. Todas as

andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico Sisvar.

4. RESULTADOS

4.1. Geragado de espécies reativas de oxigénio
A exposicao de Pistia stratiotes ao herbicida atrazina ndo alterou a concentracao

de per6xido de hidrogénio em nenhum dos tratamentos analisados (Fig. 1). Em relagdo
ao anion superdxido, por outro lado, foi possivel visualizar variacdes na intensidade da
coloragdo azul das folhas, indicando que a concentra¢do do anion foi diferente entre os
tratamentos (Fig. 2). A coloracdo mais intensa foi observada nas folhas do tratamento
contendo apenas o herbicida, sendo que, no tratamento ATZ+SNP, a coloragdo foi
consideravelmente mais clara, evidenciando que o SNP foi capaz de manter a
concentracdo dessa ERO em niveis mais baixos do que os observados nas plantas

expostas a atrazina de forma isolada.
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Figura 1. Concentracdo de Per6xido de Hidrogénio (H,O,) em folhas de Pistia stratiotes
expostas ao herbicida atrazina na presenga e na auséncia de SNP. CT (controle); SNP
(nitroprussiato sédico); ATZ (herbicida atrazina); ATZ+SNP (Atrazina + nitroprussiato
sodico). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (P <
0,05).
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Controle SNP

ATZ+SNP

Figura 2. Concentracdo do anion superdxido, por coloracdo em imagens fotograficas das
folhas de Pistia stratiotes expostas ao herbicida atrazina na presenca e na auséncia de
SNP. CT (controle); SNP (nitroprussiato sédico); ATZ (herbicida atrazina); ATZ+SNP (
Atrazina + nitroprussiato sodico),

4.2. Danos as membranas celulares
A concentracdo de MDA, um importante marcador de estresse oxidativo nas

membranas celulares, ndo foi diferente entre o controle e o tratamento com atrazina,
embora tenha sido diferente entre os tratamentos ATZ e ATZ+SNP, evidenciando uma
tendéncia de queda na concentracio desta molécula (Fig. 3). Com relagdo ao
extravasamento de eletrdlitos (Fig. 4), por outro lado, o tratamento apenas com atrazina
obteve uma condutividade elétrica significativamente maior que tratamento ATZ+SNP,

que manteve valores similares aos observados no controle.
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Figura 3. Concentra¢do de aldeido Maldnico (MDA) em folhas de Pistia stratiotes
expostas ao herbicida atrazina na presenca e na auséncia de SNP. CT (controle); SNP
(nitroprussiato sédico); ATZ (herbicida atrazina); ATZ+SNP (Atrazina + nitroprussiato
sédico). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (P <
0,05).
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Figura 4. Extravasamento de eletr6litos em folhas de Pistia stratiotes expostas ao
herbicida atrazina na presenca e na auséncia de SNP. CT (controle); SNP (nitroprussiato
sodico); ATZ (herbicida atrazina); ATZ+SNP (Atrazina + nitroprussiato sodico).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (P < 0,05).

4.3. Potencial citotoxico
A exposicdo das plantas ao herbicida atrazina ndo alterou o indice mitético no

apice radicular de P. stratiotes (Tabela 1). Contudo, € interessante observar que, quando
as plantas foram tratadas com o herbicida em conjunto com o doador de NO, o indice

mitético aumentou em quase 50% (Tabela 1).

Tabela 1 — Numero de ntcleos observados em cada uma das fases da divisdo
mitética e indice mitético em dpices radiculas de Pistia stratiotes submetidas a atrazina

e ao SNP, isoladamente ou em conjunto.

Tratamentos | Interfase Profase Metafase Anafase Telofase (,:re(::l;?: Divisoes IM (%)

CT 1734a 53d 69 b 25¢ 19b 1900 166¢ 9b
CT+SNP | 1737a 78D 48 ¢ 32b 5d 1900 163d 9b
Atz 1724b 66 ¢ 68 b 27c I5¢ 1900 1760 9b
Atz+SNP | 1571v 121a 14la 46 a 2l a 1900 329a 17a

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK. DMS (P < 0,05).
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4.4 Avaliacgoes fisiologicas
A exposi¢do ao herbicida atrazina afetou a planta de diversas formas. Observou-
se variacao dentre os tratamentos no que se refere a clorofila “a” e clorofilas totais (Fig.
5A e 5C), sendo que o tratamento com atrazina sem a adi¢do de SNP foram os que
resultaram em valores mais baixos. Os parametros de clorofila “b” e carotenoides (Fig.
5B e 5D) ndo obtiveram alteragdes dentre os tratamentos, permanecendo
estatisticamente iguais ao controle, fato que pode ser explicado pelo mecanismo de agcao

do herbicida, atuando diretamente no fotossistema II.
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Figura 5. Clorofila a (mg/g MF) (A), Clorofila b (mg/g MF) (B), Clorofila totais (mg/g
MF) (C), Carotenoides (mg/g MF) (D), em folhas de Pistia stratiotes expostas ao
herbicida atrazina na presenca e na auséncia de SNP. CT (controle); SNP (nitroprussiato
sodico); ATZ (herbicida atrazina); ATZ+SNP (Atrazina + nitroprussiato sodico).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (P < 0,05).

A exposigdo das plantas ao herbicida teve um efeito danoso sobre os parametros
de fluorescéncia da clorofila a. De fato, todos os parametros analisados apresentaram
queda tanto no tratamento ATZ quanto no tratamento ATZ+SNP, indicando que o SNP
nao foi capaz de atenuar os danos desencadeados pelo poluente. Na figura 6°, pode-se
observar que as plantas expostas a atrazina apresentaram queda no rendimento quantico
potencial do fotossistema II, e foi acompanhado por altera¢des também no rendimento
quantico efetivo do fotossistema II (fig. 6C), no quenching fotoquimico (fig. 6E) e na

taxa aparente de transporte de elétrons (fig. 6 G). Resultados similares foram
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observados para o coeficiente de extin¢cdo ndo fotoquimica (fig. 6B) e para o quenching

ndo fotoquimico (fig. 6F).
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Figura 6. Rendimento quantico potencial do fotossistema II (F,/ F,,) (A), Coeficiente de
extin¢ao nao fotoquimica (NPQ) (B), Rendimento quantico do fotossistema II (® FS II)
(C), Rendimento quantico da fixa¢do de CO, (®CO,) (D), Quenching fotoquimico (qP)
(E), Quenching ndo fotoquimico (gqN) (F), Taxa aparente de transporte de elétrons
(ETR) (G), em folhas de Pistia stratiotes expostas ao herbicida atrazina na presenca e
na auséncia de SNP. CT (controle); SNP (nitroprussiato sédico); ATZ (herbicida
atrazina); ATZ+SNP ( Atrazina + nitroprussiato sédico). Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (P < 0,05).

A exposicdo da planta ao herbicida atrazina afetou varios pardmetros de trocas
gasosas. A figura 7A representa a assimilacdo liquida de carbono (A), parametro central
no processo de metabolismo da planta, e pode-se observar que os valores nos
tratamentos controle e controle + SNP ficaram estatisticamente similares, indicando
auséncia de alteracdo entre estes. J4 no tratamento contendo apenas atrazina, observou-
se que a exposi¢ao ao poluente resultou em queda de 55,81% na fixacdo de carbono. O

SNP foi capaz de atenuar esse efeito danoso da atrazina, de forma que a planta
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apresentou pequeno incremento na sua taxa fotossintética. Em relacdo a condutancia
estomdtica (gs), os valores apresentados pelos tratamentos mantiveram-se
estatisticamente iguais ao controle (Fig. 7B). A concentracdo interna de CO, (Ci) variou

dentre os tratamentos, sendo que os menores valores foram encontrados no controle e

no tratamento contendo apenas SNP (Fig. 7C).
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Figura 7. Taxa de assimilagdo liquida de carbono (A) (A), Condutincia estomaética (gs)
(B), Concentragao interna de CO, (Ci) (C) em folhas de Pistia stratiotes expostas ao
herbicida atrazina na presenca e na auséncia de SNP. CT (controle); SNP (nitroprussiato
sodico); ATZ (herbicida atrazina); ATZ+SNP ( Atrazina + nitroprussiato sodico).
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (P < 0,05).

N

Em relacdo a respiracdo noturna, os maiores valores foram encontrados no
tratamento com o herbicida atrazina (fig. 8). Nao foram verificadas diferencas

estatisticas entre as plantas controle e as plantas contendo SNP.
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8. Respiragdo Noturna (umol CO, m™ s™), em folhas de Pistia stratiotes expostas ao
herbicida atrazina na presenca e na auséncia de SNP. CT (controle); SNP (nitroprussiato
sédico); ATZ (herbicida atrazina); ATZ+SNP (Atrazina + nitroprussiato sddico).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (P < 0,05).
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4.5 Atividade de enzimas antioxidantes
Nao foi possivel observar variagdo na atividade de nenhuma das enzimas
analisadas (SOD, POX, APX e CAT) (Fig. 9). De fato, em todos os tratamentos a

atividade obtida foi similar a observada no controle.
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Figura 9. Super6xido Dismutase (SOD) (A), Peroxidase (POX) (B), Ascorbato
peroxidase (APX) (C), Catalase (CAT) (D), em folhas de Pistia stratiotes expostas ao
herbicida atrazina na presenca e na auséncia de SNP. CT (controle); SNP (nitroprussiato
sédico); ATZ (herbicida atrazina); ATZ+SNP (Atrazina + nitroprussiato sddico).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (P < 0,05).

4.6 Taxa de crescimento relativo e indice de tolerdncia a atrazina
A taxa de crescimento relativo dos tratamentos contendo o herbicida foram
menores que a do controle, evidenciando dano (fig. 10A). E com relagdo ao indice de
tolerancia, foi possivel observar que com relacdo ao controle, que expressa a razio
100%, o tratamento com atrazina obteve apenas 40,7% enquanto o tratamento de

atrazina + snp obteve 54,8% evidenciando atenuacdo dos danos (Fig. 10B).
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Figura 10. Taxa de crescimento relativo (A), Indice de tolerancia (IT) (B). em Pistia
stratiotes expostas ao herbicida atrazina na presenca e na auséncia de SNP. CT
(controle); SNP (nitroprussiato s6dico); ATZ (herbicida atrazina); ATZ+SNP (Atrazina
+ nitroprussiato sodico). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste SNK (P <0,05).

5. DISCUSSAO

A presenca de atrazina nas células vegetais desencadeou uma série de danos
bioquimicos e fisiolégicos em Pistia stratiotes. Dentre as varias alteracdoes promovidas
por esse herbicida, uma das mais danosas inclui o aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), com consequente desnaturacdo de proteinas, lipidios e
acidos nucleicos (ZHAO et al., 2005). As ERO sdo derivadas do oxigénio molecular
pelas reacdes de transferéncia de elétrons, que resultam na formacdo do radical anion
superdxido (O;") e, subsequentemente, do peréxido de hidrogénio (H,0O,) (NIU e LIAO,
2016). No tratamento apenas com atrazina foi possivel observar que o herbicida
provocou aumento na geracdo de O, ", fato que era esperado, visto que o herbicida afeta
diretamente o fotossistema II, e pode promover a transferéncia de elétrons para o
oxigénio, com consequente formagdo de ERO. O SNP no entanto, foi capaz de atenuar
esse dano causado pelo herbicida, e provavelmente, deve-se a capacidade de reagir com
o anion superdxido. Segundo Silva (2015), em sistemas bioldgicos, o NO pode reagir
rapidamente com o O, produzindo o peroxinitrito (ONOQO’). Em pH fisioldgico, o
peroxinitrito € protonado, formando acido peroxinitroso (ONOOH), o qual, dependendo
da sua concentracdo, é convertido rapidamente a nitrato (NO3") (POPOVA; TUAN,
2010). Apesar de ser comumente citado na literatura pela acdo citotéxica (LIMA;
ABDALLA, 2001, HUMMEL et al, 2006, MALERBA; CERANA, 2018), o
peroxinitrito e seus subprodutos podem agir como potentes moduladores da regulacdo
redox em vdrias rotas de transdugdo de sinal (LIAUDET et al., 2009) através da nitracdo

de proteinas (ARASOMOWICZ-JELONEK; FLORYSZAK-WIECZOREK, 2011). A
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hipétese de que o NO teria eliminado o anion superéxido diretamente € refor¢ada pelo
fato de que ndo foram observados aumentos na concentracio de H,0O,. Convém
ressaltar, no entanto, que além de eliminar o anion superéxido diretamente, o NO
também pode agir como sinalizador e aumentar a concentraciao de antioxidantes, como
as enzimas catalases, peroxidases e peroxidases do ascorbato(CAT, POX, APX)
(MITTLER, 2002), bem como a superéxido dismutase (SOD) ( DEL RIO, 2015), que
eliminam ou evitam a formag¢ao dessa molécula.

Como consequéncia do aumento na formagcdo de ERO, é comum que plantas
expostas a atrazina apresentem danos em suas membranas celulares. Isso ocorreu
também com P. stratiotes porque, embora ndo tenham sido observadas alteracdes na
concentracio de MDA em relagdo ao controle, o extravasamento de eletrélitos
aumentou consideravelmente nesse tratamento. Mais uma vez, o SNP foi capaz de
mitigar a acdo deletéria do herbicida, ja que no tratamento ATZ+SNP tanto o conteido
de MDA quanto o extravasamento de eletrdlitos foram menores do que quando as
plantas foram expostas de forma isolada ao herbicida. De fato, em adi¢do ao seu papel
sinalizador, o 6xido nitrico pode agir também como potente inibidor da peroxidacdo
lipidica, por meio de reacdo em cadeia que culmina na eliminagdo de hidroper6xidos
lipidicos (produtos primarios da peroxidacao lipidica). Além disso, o 6xido nitrico pode,
ainda, inibir muitos potenciais iniciadores da peroxidacdo lipidica (HOGG E
KALYANARAMAN, 1999).

Os dados de fluorescéncia permitem determinar de forma indireta o fluxo de
transferéncia de elétrons (TROPALDI et al., 2015) e os dados obtidos quando P.
stratiotes foi exposta ao poluente indicam que esse processo foi comprometido pelo
atrazina. Esse resultado € bem conhecido em plantas expostas a atrazina, uma vez que
esse herbicida é um inibidor seletivo do fotossistema II (SILVA,2015; HESS,2000).
Quando o transporte de elétrons € reduzido pela acdo de herbicidas, ha aumento
proporcional na fragdo de energia absorvida que € reemitida na forma de fluorescéncia,
com consequente queda na eficiéncia quantica do fotossistema Il e na taxa de transporte
de elétrons. Em alguns casos esse decréscimo ¢ acompanhado por incrementos no NPQ,
um indicador da dissipacdo termal na antena do fotossistema II, representando um
importante mecanismo de adaptacdo em plantas expostas a estresses abidticos (SILVA
et al., 2014). No presente estudo, no entanto, ndo foram observadas alteracdes nos
valores de NPQ, bem como nos valores do quenching ndo fotoquimico (qN) (SILVA

JR., 2008). No entanto, foi visivel a diminuicao do ETR, fato que corrobora a afirmacgao



36

de que o herbicida atrazina, reduz a taxa de transportes de elétrons.Dayan et al. (2009),
monitoraram o ETR em plantas de Digitaria sanguinalis e Abutilon theophrasti
submetidas a aplicacdo de amicarbazona e atrazina. A taxa de transporte de elétrons
para Digitaria sanguinalis e Abutilon theophrasti foi completamente inibida com oito
horas de aplicacao dos herbicidas. O parametro qP, por sua vez, indica a propor¢do de
centros de reacdo abertos no FSII (MINAGAWA, 2008), estando diretamente
relacionado com o estado redox da plastoquinona e decresce na propor¢ao do
fechamento dos centros de reagdo (SOUSA, 2012). Neste estudo foi observada a
reducdo de P nos tratamentos com atrazina e também a redug¢do no rendimento
quantico da fixacdo de CO,, demonstrando a acdo inibitéria do herbicida no
fotossitema. Em relacdo aos parametros de fluorescéncia, a adi¢ao de SNP nao foi capaz
de atenuar os danos desencadeados pela atrazina.

Além de impactar os parametros de fluorescéncia da clorofila a, a atrazina
também afetou a concentracdo de pigmentos fotossintéticos e a fixacdo de carbono. A
atrazina € um herbicida da familia das triazinas, cujo mecanismo de a¢do é interromper
a fotossintese, com danos como o bloqueio da transferéncia de elétrons no fotossistema
IT (ESPERANZA et al., 2016), e, consequentemente, ird impactar a etapa de assimilacao
de carbono. Embora a atrazina tenha diminuido substancialmente a taxa de fixacdo de
carbono em P. stratiotes, o SNP foi capaz de atenuar esse impacto, ainda que
parcialmente. Esse efeito benéfico do SNP provavelmente € um reflexo de menores
danos nas células, j4 que o tratamento ATZ+SNP reduziu a concentracdo de anion
super6xido e diminuiu danos nas membranas celulares. O fato dos parametros de
condutancia estomdtica nao terem sido alterados corrobora para que a afirmacgdo seja
verdadeira, pois indica que menor fixagdo de carbono ndo foi consequéncia de
fechamento estomadtico, mas sim de outras modificagdes internas da planta, como a
ocorréncia de danos bioquimicos. As plantas submetidas ao herbicida apresentaram
valores para a concentracao interna de CO, (Ci) maiores do que o controle, indicando
que o CO; que entrava na camara subestomatica ndo estava sendo fixado pelas enzimas
do ciclo de Calvin, as quais sdo sensiveis a herbicidas, em especial a Rubisco (FLEXAS
et al.,, 2006). De modo geral, os danos oxidativos influem em queda dos pigmentos
cloroplastidicos, justificando a alteragdao encontrada na clorofila a e clorofilas totais, no
entanto, era esperado que houvesse alteracio também nos carotenoides, visto que
sintomas de herbicidas que interferem no FSII levam as plantas a clorose que ocorre

pela destrui¢cdo da clorofila por meio das reacdes de foto-oxidacdo no cloroplasto,
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seguidas de uma necrose que ocorre pela destruicdo das membranas pela peroxidagcdao
dos lipideos (PACHECO,2017). No entanto, os mesmos se mantiveram estatisticamente
similares ao controle.

O tratamento com herbicidas inibidores do fotossistema II é comumente
associado ao aumento da taxa respiratdria. A respiragdo € o principal processo
fisiolégico por meio do qual as plantas obtém energia (ATP), logo o processo de
respiracdo estd intimamente vinculado a capacidade fotossintética das plantas
(ARAUIJO et al., 2014). Foi realizada andlise da respiracio noturna e verificou-se que o
tratamento com atrazina promoveu aumento significativo na taxa respiratoria. Dessa
forma, com suas condicdes fisioldgicas alteradas, a planta tende a desviar a energia que
seria utilizada no crescimento, desenvolvimento e reproducdo, para a geracdo de
antioxidantes, para protecdo dos danos celulares e manutencdo do seu metabolismo
(PEREIRA & HOUSSAINI, 2015). Cabe ressaltar, no entanto, que esse aumento na
respiracdo, associado com a queda na fixagcdo de carbono, resulta em um balanco de
carbono negativo que pode, em ultima instancia, provocar a morte da planta (DAVID &
HOLDING, 2013).

Na presenca de SNP ndo foram observados aumentos na respiracdo,
provavelmente porque menos danos celulares foram desencadeados e, portanto, ndo foi
necessario input de energia para a reparagao celular.

Algumas enzimas participam diretamente dos mecanismos antioxidantes em
plantas, sendo que a SOD € considerada a primeira linha de defesa frente ao estresse
oxidativo, sendo responsavel por realizar a dismutagdo do radical superéxido (O,”) em
peréxido de hidrogénio (H,0;) e oxigénio molecular (NASCIMENTO et al, 2015).
Catalases, peroxidases e peroxidases do ascorbato catalisam a conversdo do peréxido de
hidrogénio em compostos ndo téxicos. As peroxidases do ascorbato, juntamente com as
redutases da glutationa, participam do ciclo ascorbato-glutationa que, adicionalmente,
promovem a decomposi¢do do perdoxido de hidrogénio (MITTLER, 2002). O NO tem
sido amplamente relatado como sendo capaz de agir como uma molécula sinalizadora
que aumenta a sintese e/ou atividade destas enzimas antioxidantes (DEL RIO, 2015).
No entanto, ndo foi possivel evidenciar alteracdes destas enzimas em nenhum dos
tratamentos analisados. Zhang et al (2014) afirmam que o actimulo de atrazina nas
plantas de arroz levou a respostas toxicas, como a geracdo excessiva de perdxido de
hidrogénio e anions superdxido, desencadeando o sistema de defesa da planta contra o

estresse oxidativo induzido por herbicida; no estudo citado, esses efeitos puderam ser
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evidenciados, principalmente, pelas atividades aumentadas de vérias enzimas
antioxidantes, como a superdxido dismutase e a catalase. Todavia, mesmo sem observar
essas alteracdes nas enzimas antioxidantes em P. stratiotes, o NO foi capaz de atenuar
os danos desencadeados pelo herbicida, indicando que outras vias de defesa foram
ativadas, como por exemplo, por meio do aumento na concentragdo de antioxidantes
ndo enzimaticos, como a glutationa. Além da sua acdo como antioxidante, a glutationa
também € capaz de se complexar com o herbicida, formando complexos glutationa-
atrazina que sdo direcionados para o vacuolo, e podem ser armazenados sem causar
danos aos vegetais, sendo esta uma das principais respostas das plantas a este herbicida
(ERINLE et al., 2016).

A andlise citogenética nas plantas expostas ao herbicida indicou que o
tratamento com Atrazina ndo afetou de forma aparente o indice mitdtico da planta,
permanecendo os dados similares ao controle. Todavia, estudos como o de Kumar e
Srivastana (2015), em trigo (Fagopyrum esculentum Moench), mostram que ha redugdo
gradual no indice mitético como resultado do aumento na concentragdo dos herbicidas
glifosato e atrazina. Algumas anormalidades, mitoses anormais, espalhamento,
viscosidade, desorientacdo, anomalias cromossOmicas precoces da c-mitose, foram
encontrados apds o tratamento da ponta da raiz com os herbicidas. A redu¢do gradual do
indice mitdtico, juntamente com a maior taxa de anormalidades cromossOmicas,
mostram claramente que os herbicidas sdo téxicos para as plantas no nivel dos
cromossomos, comprometendo assim o funcionamento do sistema radicular. Resultados
similares foram encontrados em Allium cepa e Vicia faba tratadas com atrazina (EL-
GHAMERY et al., 2000). E possivel que a falta de alteracio no presente estudo, no
entanto, seja pelo baixo tempo de exposicdo ou a concentragdo de atrazina que foi
relativamente baixa. No tratamento de atrazina em conjunto com o NO, por sua vez, foi
possivel verificar aumento no indice mitético, indicando que o NO estd induzindo a
divisdo celular. De fato, Zhu e al. (2016) e Otvos et al. (2005) observaram que o
tratamento com NO € capaz de estimular o processo de divisdo celular. Esses autores
demonstraram que essa molécula atua diretamente com a auxina, mediando a passagem
da fase G1 para S, ndo sendo observado esse efeito quando as células foram tratadas
com cPTIO, um sequestrador de NO. No presente estudo foi possivel observar que a
atrazina promove o aumento de ERO e também danifica membranas celulares.

Assim sendo, o aumento no indice mitético no tratamento ATZ+SNP pode

representar uma resposta de defesa da planta, a fim de formar novas células radiculares
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que substituiriam as células danificadas pelo herbicida e, dessa forma, permitir a
manuten¢do da fungdo radicular, mantendo ativos os sistemas de absorcdo e transporte
da raiz.

Como resultado das vérias alteracdes desencadeadas pelo 6xido nitrico, as
plantas expostas a atrazina em conjunto com o SNP apresentaram maior indice de
tolerancia. O indice de tolerancia é o fator que permite analisar a capacidade global da
planta em tolerar estresses desencadeados por poluentes. Apesar da atenuacao dos danos
pelo SNP, no entanto, ele ndo foi capaz de reverter o impacto negativo do herbicida
sobre a taxa de crescimento das plantas, provavelmente pelas grandes quedas

observadas na taxa de assimilacdo de carbono.

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que exposi¢do da Pistia stratiotes ao
herbicida atrazina acarretou danos diversos as plantas, particularmente na taxa
fotossintética e nas membranas celulares, o que refletiu em baixo crescimento e baixo
indice de tolerancia ao poluente. A adicdo do NO resultou no aumento do indice de
tolerancia ao herbicida, e envolveu a acdo do NO na atenuacao do estresse oxidativo, na
mitigacdo dos danos fotossintéticos e, também, na manuten¢do do crescimento
radicular. Contudo, faz-se necessario pesquisas mais aprofundadas referentes a forma de
atuacdo do NO na sinalizac@o desta planta a agrotoxicos, principalmente no que tange a

sinalizacdo cruzada com outras moléculas sinalizadoras.
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