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RESUMO

BATISTA, Priscila, F. MSc®,, Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
Fevereiro de 2014. Biomarcadores da acédo do glyphosate em plantas Pouteria torta
(Mart.) Radlk.: uma espécie nativa do dominio Cerrado Orientador: DSc. Alan
Carlos Costa. Coorientadores: DSc?. Clarice Aparecida Megguer e DSc. Adriano

Jakelaitis.

O uso do glyphosate tem aumentado ao longo das Ultimas décadas, constituindo
importante ferramenta para a expansao da producdo agricola nacional. No entanto, essa
pratica pode estar associada a problemas de ordem ambiental, sobretudo pelo efeito
deste herbicida em organismos ndo alvos. Diante disso, objetivou-se, com este estudo,
verificar alteracdes bioquimicas, fisiologicas e morfoldgicas em plantas de Pouteria
torta Mart. Radlk que possam ser utilizadas como biomarcadores da acdo do
glyphosate. Foram obtidas plantas de P. torta, a partir de sementes, cultivadas em vasos,
e apds 16 meses de plantio, foram aplicados os tratamentos consistindo das seguintes
doses de glyphosate: 0 (controle), 25, 50, 100, 200, 400, 800 e 1200 g e.a. ha™. Foram
avaliadas as trocas gasosas, a fluorescéncia da clorofila a, o teor de pigmentos
cloroplastidicos, analise visual, determinacdo de agUcares solUveis totais, agucares
redutores, agucares nao redutores, amido, taxa respiratoria e o teor de acido chiquimico.
O glyphosate promoveu reducéo das trocas gasosas, da fluorescéncia da clorofila a e no
teor de pigmentos cloroplastidicos, com excecdo da razdo Ci/Ca e do NPQ que
aumentou, em plantas de P. torta, no entanto, a condutancia estomatica foi a
caracteristica mais afetada e a que exerceu maior efeito 0s demais parametros

fotossintéticos. Além disso, o glyphosate promoveu alteragdes visuais como clorose e



necrose nas folhas jovens, assim como o acumulo do &cido chiquimico nestas folhas.
Nas folhas expandidas foi observado o acimulo de carboidratos. O acumulo do acido
chiguimico confirma o efeito do glyphosate na inibicdo da atividade da EPSPs. Os
sintomas visuais, as alteragdes na condutancia estomética e o acUimulo de acido
chiquimico, demonstraram ser bons biomarcadores da acdo do glyphosate em folhas de

plantas de P. torta.

PALAVRAS-CHAVE: carboidratos, condutancia estomatica, EPSPs, herbicida,

metabolismo.



ABSTRACT

BATISTA, Priscila, F. MSc®, Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
February 2014. Biomarkers of glyphosate action in Pouteria torta (Mart.) Radlk.
plants: a native specie of Brazilian Savanna. Advisor: DSc. Alan Carlos Costa. Co-

Advisors: DSc?. Clarice Aparecida Megguer and DSc. Adriano Jakelaitis.

Glyphosate use has been increasing over the past decades being an important tool for
expansion of national agricultural production. However, this practice may be associated
with environmental impact problems, especially the herbicide effect on non-target
organisms. Therefore, this study was carried out to verify biochemical, physiological
and morphological changes in Pouteria torta Mart. Radlk plants that can be used as
biomarkers of glyphosate action. P. torta plants were obtained from seeds grown in pots
for 16 months, then plants were submitted to different glyphosate doses: 0 (control), 25,
50, 100, 200, 400, 800 and 1200 g e.a. ha™’. Plants were evaluated to gas exchange, a
chlorophyll fluorescence, the content of chloroplastid pigments, visual analysis,
reducing sugar, non-reducing sugar, total soluble sugar, starch, respiratory rate and
shikimic acid. Glyphosate reduced gas exchange, a chlorophyll fluorescence and the
pigments content, while Ci/Ca ratio and NPQ increased in P. torta plants. However,
stomatal conductance was the characteristic that was most affected and had a higher
effect under other characteristics. Furthermore, glyphosate promoted visual changes
such as chlorosis and necrosis in young leaves, as well as the accumulation of shikimic
acid in these leaves. In the mature leaves the accumulation of carbohydrates was
observed. The accumulation of shikimic acid confirms the effect of glyphosate in the

inhibition of EPSPs activity. The visual symptons, stomatal conductance changes and



accumulation of shikimic acid, proved to be good biomarkers of glyphosate action in P.

torta leaves.

KEY WORDS: carbohydrates, stomatal conductance, EPSPs, herbicides, metabolism.



INTRODUCAO

O Cerrado é o segundo maior dominio do Brasil (SILVA, 2010), e uma das
regibes mais ricas em termos de espécies vegetais vasculares por hectare. Com grande
concentracdo de espécies endémicas, é considerado um dos centros de biodiversidade
mais importantes do planeta e um dos hotspots mundiais (MYERS et al., 2000). De
acordo com Fernandes e Pessoa (2011), a topografia plana, além das condicfes
sazonais, possibilitou o Cerrado ser uma area de grande potencial agricola. Atualmente,
quase 25% de toda a producéo de grdos no Brasil vem dessa regido (MITTERMEIER et
al., 2005).

A expansdo agricola vem acompanhada da necessidade de adogdo de
tecnologias que a torne vidvel. Normalmente essas tecnologias estdo associadas a
utilizacdo de insumos quimicos, como herbicidas (SPADOTTO, 2002), fertilizantes,
entre outros. A utilizagdo dos herbicidas constitui importante ferramenta para alcangar
producdes elevadas (PROCOPIO et al. 2008), porém, a intensificacio do uso desses
produtos promovem diversos problemas de ordem ambiental (KLAUCK, 2011).

A perda da biodiversidade nas parcelas agricolas e no seu entorno se
caracteriza como um dos principais e preocupantes problemas ambientais causados pelo
uso intensivo e descontrolado de herbicidas. A biodiversidade é afetada pelas alteracdes
da dindmica natural, resultantes da pressdo de selecdo exercida sobre 0s organismos,
tendo como consequéncia, mudancas no funcionamento do ecossistema afetado
(SPADOTTO, 2006; LIMA et al., 2007). Os herbicidas alteram o metabolismo das
plantas, ocasionando acdes deletérias (LIMA, 2000) que, geralmente, sdo precedidos
por mudancas na capacidade fotossintética, compreendidos por danos aos fotossistemas
e reducdo da taxa de assimilacdo de CO, (DEMMIG-ADAMS et al., 1996), além de



alteracbes bioquimicas, por causa da inibicdo de sistemas enziméaticos ou proteinas
especificas das plantas (MESCHEDE et al., 2008).

O principal herbicida utilizado no sistema de plantio direto é o glyphosate,
(FERREIRA et al., 2006), sendo comercializado em mais de 130 paises e aprovado para
o controle de diversas plantas daninhas (VELINI et. al., 2009). Seu uso foi intensificado
em aplicacbes pos-emergéncia em plantas de soja geneticamente modificadas,
conhecidas como soja RoundupReady® (PETTER et al., 2007). O glyphosate (N-
fosfonometil-glicina) tem dominado o mercado de herbicidas desde sua introdugédo
comercial, em 1974 (FRANCO et al.,, 2012), sendo um herbicida sisttmico e néo
seletivo (YAMADA e CASTRO, 2007; ZHAO et. al., 2011). O glyphosate é mével no
floema e € rapidamente translocado, via simplasto, para todas as partes da planta
acumulando preferencialmente, nas regides meristematicas (YAMADA e CASTRO,
2007).

O glyphosate atua inibindo a agdo da enzima sintase do 5-
enolpiruvilchiguimato-3-fosfato (EPSPs), levando ao acimulo do &cido chiquimico nos
tecidos vegetais (VELINI et al., 2009), impedindo a transformac&o de acido chiquimico
em corismato, resultando em acumulo do &cido chiquimico e comprometimento da
biossintese dos aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano (COUTINHO e MAZO,
2005). Além disso, reduz o teor de clorofila, a sintese de proteinas, da lignina, do acido
indolacético, estimula a producdo de etileno, altera a permeabilidade de membranas e
interfere no processo transpiratorio (COLE, 1985; YAMADA e CASTRO, 2007).
Provoca, ainda, danos celulares irreversiveis, tais como a ruptura parcial do cloroplasto
(MENEZES et al., 2004). E por fim, provoca alteracdes nas caracteristicas das trocas
gasosas (OLESEN e CEDERGREEN, 2010; ZOBIOLE et. al. 2011), promovendo o
declinio da fotossintese, decorrente da limitagcdo estomatica (YAN et al., 2010), mesmo
ndo sendo o alvo primério desse herbicida (YANNICCARI et al., 2012).

Segundo Spadotto (2006), a deriva, ou o desvio na rota de goticulas formadas
durante a pulverizagdo que ndo atingem o alvo, constituindo uma das causas de perdas
de herbicidas, gerando, consequentemente, a contaminagcdo ambiental. Por meio do
biomonitoramento pode-se avaliar a extensdo e a direcdo das respostas da comunidade
biologica em fungdo dos impactos ocorridos no meio ambiente pelos herbicidas
(SILVEIRA, 2004). O biomonitoramento pode ser uma alternativa eficaz para detectar
os efeitos de poluentes sobre organismos, fornecendo avisos precoces de mudancas no

ambiente, que constituem riscos para espécies, populacdes, comunidades ou



ecossistemas. Esta técnica pode ainda ser utilizada como medida reguladora; e como
prova contra agdes criminosas causadoras de danos ambientais (KLUMPP et al., 2001,
FURLAN, 2007; ANDREA, 2008).

A identificacdo de espécies nativas bioindicadoras facilita 0 monitoramento da
unidade de conservacdo com relacdo ao fluxo de herbicidas (FRANGCA, 2006).
Bioindicadores podem ser definidos como organismos (uma parte de um organismo ou
de uma populacdo de organismos) que sdo capazes de fornecer informacgdes sobre a
qualidade do seu ambiente e que apresentam 0s sintomas visiveis como necrose,
clorose, redugédo de crescimento, entre outros (DE TEMMERMAN et al., 2004). As
plantas bioindicadoras além da sensibilidade devem possuir alta taxa de crescimento,
ampla distribuicdo geogréafica, e homogeneidade genética (NUNES e VIDAL, 2009). Ja
as respostas aos disturbios decorrentes do uso de poluentes sdo caracterizadas pelos
biomarcadores, que oferecem informac6es completas e biologicamente relevantes sobre

o impacto dos contaminantes toxicos sobre os organismos (PERNIA et al., 2008).
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OBJETIVO

Objetivou-se com este estudo verificar alteragcdes bioquimicas, fisioldgicas e
morfoldgicas em plantas de Pouteria torta Mart. Radlk que possam ser utilizadas como

biomarcadores da acdo do glyphosate.
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CAPITULO |

CARACTERISTICAS FOTOSSINTETICAS COMO
BIOMARCADORES DA ACAO DO GLYPHOSATE EM PLANTAS DE
Pouteria torta (Mart.) Radlk

(Normas de acordo com a revista Pesticide Biochemistry and Physiology)
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RESUMO

Os biomarcadores podem ser utilizados para 0 biomonitoramento da acdo de herbicidas
sobre espécies ndo alvo. No entanto, estudos que determinem caracteristicas
fotossintéticas como biomarcadores, quando se trata do glyphosate sdo necessarios.
Objetivou-se com a presente pesquisa determinar quais caracteristicas fisioldgicas sao
mais adequadas para utilizagdo como biomarcadores em plantas de Pouteria torta
(Mart.) Radlk., submetidas a acdo do glyphosate. O experimento foi conduzido em
delineamento de blocos aos acaso, em esquema fatorial 8 (doses) x 10 (tempos de
avaliacdo), com 4 repeticdes, totalizando 320 unidades experimentais. As doses de
glyphosate utilizadas foram: 0 (controle), 25, 50, 100, 200, 400, 800 e 1200 g e.a. ha™.
As avaliagOes foram realizadas, nos tempos de 2, 6, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 e 240
horas ap0s a aplicacdo do herbicida, sempre em uma folha completamente expandida.
Foram avaliadas as trocas gasosas, a fluorescéncia da clorofila a e o teor de pigmentos
cloroplastidicos. O glyphosate diminuiu as trocas gasosas, a fluorescéncia da clorofila a,
e ainda, o teor de pigmentos cloroplastidicos, poucas horas apés a aplicacdo, com
excecdo da razdo Ci/Ca e do NPQ que aumentou. No entanto, a condutancia estomatica
demonstrou ser a caracteristica com sensibilidade sobre o comportamento das demais
andlises, concluindo ser um bom biomarcador fisiologico da acdo do glyphosate em

plantas de Pouteria torta (Mart.) Radlk.

Palavras-chave: condutancia estomatica; fotossintese; herbicida, Cerrado.
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1. Introducéo

As plantas de Pouteria torta (Mart.) Radlk. (Familia Sapotaceae) sé&o
encontradas em todo dominio Cerrado brasileiro e utilizadas para fins alimenticios e
medicinais por possuirem atividade antifungica e inseticida (LORENZI, 2002; BOLETI
et al., 2007). Sdo também utilizadas como ornamentais e em projetos de recomposicao
de areas degradadas (PERFEITO et al., 2005).

No Brasil, o dominio Cerrado sofreu profundas alteracdes ao longo das ultimas
décadas decorrentes da expansdo da agricultura, com forte intensificacdo do uso de
herbicidas. Entre os herbicidas, o glyphosate se destaca pela intensidade e frequéncia do
seu uso e, principalmente, pelo seu mecanismo de acdo (PIOLA et al.,, 2013). O
glyphosate é sisttmico e se transloca na planta, via floema, até os meristemas
(MACHADO et al., 2010). O herbicida possui amplo espectro e atua inibindo a acdo da
sintase do 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSPs), considerada enzima-chave na via
do acido chiquimico, em que ocorre a biossintese dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina, triptofano e tirosina (ZABLOTOWICZ e REDDY, 2004; DAYAN e
ZACCARO, 2012). Além disso, alguns estudos relatam que o glyphosate induz
alteracOes nos parametros fisioldgicos, dentre eles, na taxa fotossintética, transpiratdria
e na abertura dos estdmatos, que podem ter efeito direto ou indireto sobre a fotossintese
(OLESEN e CEDERGREEN, 2010; YANNICCARIA et al., 2012).

Na fotossintese, parte da energia da luz absorvida é efetivamente utilizada
(energia fotoquimica) e o excedente € liberada como energia ndo fotoquimica, na forma
de calor (NPQ) e de fluorescéncia da clorofila a (DAYAN e ZACCARO, 2012).
AlteracGes nas caracteristicas da fotossintese, dentre elas a taxa fotossintética e a

condutancia estomética, e ainda nas caracteristicas da fluorescéncia, sdo bons
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indicadores da agdo de xenobioticos (OLESEN e CEDERGREEN, 2010; DAYAN e
ZACCARO, 2012; YANNICCARIA et al., 2012).

Mesmo o glyphosate sendo um herbicida de uso tdo amplo, ha necessidade de
estudos sobre o que ocorre com o0 metabolismo, apos a inibicdo da EPSPs, que leva a
planta & morte (OLESEN e CEDERGREEN, 2010; YANNICCARIA et al., 2012). No
entanto, embora escassos em plantas, maior nimero de estudos sdo encontrados com
animais, e levaram a descoberta de bons biomarcadores da acdo do glyphosate em
diversas espécies (GUNGORDU, 2013; NWANI et al., 2013; IUMMATO et al., 2013).

Os biomarcadores sdo conhecidos como alteracdes morfoldgicas, anatémicas,
fisiologicas ou moleculares que, ocorrendo em organismos, podem ser associados a
presenca de contaminantes ou poluentes no ambiente (PERNIA et al., 2008).
Normalmente, os biomarcadores indicaram de forma rapida e precisa, niveis de
contaminacdo no ambiente que potencialmente colocam em risco o proprio organismo,
a comunidade e até mesmo o ecossistema (AMORIM, 2003). De modo geral, 0s
principais biomarcadores em plantas, estdo associados a respostas que ocorrem na
atividade fotossintética, na sintese de metabdlitos secundarios, no estresse oxidativo e /
ou nos mecanismos de desintoxicacdo (FERRAT et al., 2003).

Dessa forma, faz-se necessaria a realizacdo de estudos sobre biomarcadores
rapidos e sensiveis diante a acdo do glyphosate em espécies vegetais nativas do dominio
Cerrado, no intuito de avaliar os riscos, tentando quantificar a acdo desse herbicida
sobre organismos ndo alvos (CEDERGREENA et al., 2007). Diante do exposto,
objetivou-se determinar quais caracteristicas fisioldgicas sdo mais adequadas para
utilizacdo como biomarcadores da acdo do glyphosate em plantas de Pouteria torta
Mart. Radlk.

2. Material e métodos

O experimento foi conduzido no Instituto Federal Goiano, Campus Rio Verde -
GO, Brasil, em condig¢des controladas, em casa de vegetacdo climatizada do Laboratério

de Ecofisiologia e Produtividade Vegetal, durante o més de abril de 2013.

2.1. Material vegetal e condi¢Ges experimentais
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Os frutos de Pouteria torta (Mart.) Radlk. foram coletados no Instituto Federal
Goiano, Campus Rio Verde - GO, Brasil, despolpados em peneira, € as sementes
lavadas e secas em local ventilado e sombreado, sendo posteriormente semeadas em
areia. Apos 60 dias, as plantas jovens foram transferidas para vasos de polietileno
contendo 10 kg de substrato preparado a partir da mistura de duas partes de solo do tipo
Latossolo Vermelho distroférrico tipico e uma parte de areia. De acordo com a analise
quimica do solo, o substrato utilizado possui a as seguintes caracteristicas: pH em H,0
de 6,3; 0,7 mg/dm™ de P; 8 mg/dm™ de K; 240,0 mg/dm™ de Ca; 24,30 mg/dm™ de
Mg; 174,0 mg/dm™ de H+Al; 11,0 g kg™ de matéria organica e 68% de saturacio por
bases. O substrato, em cada vaso, foi adubado com 1525,0 mg de Nitrogénio; 1175,0
mg de K,0; 6900,0 mg de P,Os e 400,0 mg de micronutrientes (Fritted Traced Elements
®) S&o Paulo, Brasil).

Plantas com 16 meses de idade foram padronizadas quanto ao tamanho e vigor e
transferidas para casa de vegetagédo, 30 dias antes da imposicdo dos tratamentos, para
aclimatizacao.

As varidveis microclimaticas (radiacdo fotossinteticamente ativa, temperatura e
umidade relativa) da casa de vegetacdo, durante o periodo de avaliagdo, foram
monitoradas por meio da estacdo meteorolégica (WATCH DOG - Weather Station,
Spectrum Technologies®, Inc, Aurora, Estados Unidos).

Os tratamentos constituiram da aplicacdo do herbicida glyphosate (Roundup
Transorb® sal de isopropilamina com 480 g L™ do equivalente cido) nas seguintes
doses: 0 (controle), 25, 50, 100, 200, 400, 800 e 1200 g e.a. ha™. As aplicagbes do
herbicida foram realizadas utilizando pulverizador costal (Herbicat® Catanduva, Brasil)
com pressdo constante, mantida por CO, comprimido, munido de barra com quatro
pontas de pulverizacéo e bico da série XRTeejet®, tipo leque modelo XR11002-VP. A
pressdo de servico utilizada foi de 5 kgf cm™, proporcionando um volume de calda de
180 L ha™.

As avaliacOes foram realizadas no segundo par de folhas totalmente expandidas,
entre as 08h30min e 10h30min. Em cada folha foi utilizada sempre a mesma area para
obtenc¢éo dos dados de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e teor de clorofila. As
avaliacOes ocorreram nos seguintes tempos: 2, 6, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 e 240

horas ap0s a aplicacéo do herbicida, perfazendo 10 analises.
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2.2. Medicdes das trocas gasosas e do teor de clorofila

As trocas gasosas das plantas de Pouteria torta (Mart.) Radlk. foram avaliadas
para registro das taxas fotossintéticas (A, umol m?s™) e transpiratdria (E, mmol m?s™),
da condutancia estomatica (gs, mol H,O m? s™) e da relacdo entre a concentracio
interna e externa de CO, (Ci/Ca). Estas avaliacdes foram realizadas utilizando um
analisador automético de fotossintese modelo LI-6400XTR (Licor®, Nebrasca, Estados
Unidos) com temperatura do bloco de 24 °C e densidade de fluxo de fotons igual a 1000
umol m?s™,

O teor de clorofila foi avaliado com medidor portétil, ClorofiLOG1030®
(Falker®, Porto Alegre , Brasil), sendo obtido o teor de clorofila a, clorofila b e clorofila

total, expressos no indice Clorofilog.

2.3. Medicdes da fluorescéncia de clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi avaliada utilizando um fluorémetro portatil
modulado modelo MINI-PAM (Walz®, Effeltrich, Germany), equipado com pinca
especial para suporte da folha, modelo 2030-B (BILGER et al., 1995; RASCHER et al.,
2000). O rendimento quantico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) foi calculado ap6s
30 minutos de adaptacdo ao escuro (VAN e SNEL, 1990). O rendimento quantico
efetivo do fotossistema II (AF/Fm’) foi determinado por meio da sobreposi¢do de um
pulso de saturacdo em folhas previamente adaptadas a luz ambiente (GENTY et al.,
1989). O AF/Fm’ foi utilizado para estimar a taxa aparente de transporte de elétrons
(ETR, mmol m? s™) (BILGER et al., 1995; LAISK e LORETO, 1996) e o coeficiente
de extin¢do ndo fotoquimica (NPQ) foi calculado segundo Bilger e Bjorkman (1990).

2.4. A anélise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos aos acaso, em esquema
fatorial 8 (doses) x 10 (tempos de avaliagdo), com 4 repeticGes, totalizando 320
unidades experimentais. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e ajustados aos modelos de regressdo. As analises estatisticas foram
realizadas por meio do software Sistema de Analises Estatisticas Gerais (SAEG 9.0 —
UFV, Vigosa) e, para a confeccao dos graficos, foi utilizado o software SigmaPlot V.10
(SPSS Inc., USA).
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3. Resultados

3.1 Variaveis microcliméticas

Durante o periodo experimental a média de radiacdo fotossinteticamente ativa
foi de 274 + 8,7 pmol m? s™* e méxima de 597 umol m?s™. A temperatura variou de 23
a 26 °C, enquanto a umidade relativa variou entre 61 e 80%, com a média de 66%. As
baixas variagdes nesses parametros indicam que, nas plantas avaliadas, ndo ocorreu
sobreposicdo de estresse e, sendo assim, os resultados obtidos foram decorrentes da
acédo do herbicida glyphosate.

3.2. Trocas gasosas

Tanto a taxa fotossintética (A) quanto a condutancia estomatica (gs)
diminuiram em funcéo das doses de glyphosate e do tempo apds aplicacdo do herbicida.
A taxa fotossintética diminuiu acentuadamente em funcdo do aumento das doses do
glyphosate, sobretudo as 240 horas apds aplicacdo, em que a diminuicdo foi superior a
70% nas plantas submetidas a dose de 1200 g e.a. ha™ em relacdo ao controle (Fig. 1A).
Comportamento semelhante foi observado na gs, em que o aumento das doses do
glyphosate promoveu reducdo de até 75% nesta caracteristica, com efeito mais
pronunciado a partir das 72 horas apés aplicacéo (Fig. 1B).
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Fig. 1. Taxa fotossintética (A) (A) e condutancia estomatica (gs) (B) em plantas de P.
torta de acordo com a interacdo entre as doses do glyphosate e das horas apds
aplicacdo. Os dados sdo médias de n = 4,

A taxa transpiratoria (E) diminuiu e a relacdo entre a concentracdo interna e

externa de CO; (Ci/Ca) aumentou em funcéo de efeitos independentes do herbicida e do

tempo apds a aplicacao.

Em decorréncia do efeito sobre a gs, ocorreu decréscimo acentuado na taxa
transpiratoria (Fig. 2 A e 2 B), com reducéo de 57% na dose 1200 g e.a. ha™* em relagéo

ao controle. Verificou-se, ainda, aumento da Ci/Ca entre as doses avaliadas (Fig. 2 C,

D), que foi superior a 53% as 240 horas apods aplicagéo.
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Fig. 2. Taxa transpiratdria (E) (A, B) e relacéo entre a concentracdo interna e externa de
CO; (Ci/CA) (C, D), em plantas de P. torta de acordo com as doses do
glyphosate (n = 32) e das horas apds aplicagdo (n = 40).

3.3. Fluorescéncia da clorofila a

As doses do glyphosate e o tempo apds a aplicacdo promoveram alteracdes
pronunciadas no rendimento quantico maximo do FS Il (Fv/Fm), no rendimento
quantico efetivo (AF/Fm’), na taxa relativa de transporte de elétrons (ETR) e no
coeficiente de extingdo ndo fotoquimica (NPQ) (Fig. 3 e 4).

A Fv/Fm das plantas controle neste estudo se mantiveram em torno de 0,63 e nas
plantas tratadas esses valores reduziram a 0,43, principalmente a partir de 96 horas ap6s
a aplicacdo do herbicida (Fig. 3 A).

Houve reducao de 50% tanto nos valores da AF/Fm’ quanto da ETR em fungao
do aumento das doses e do tempo apds a aplicagdo do glyphosate (Fig. 3 B e Fig. 4 A).
O herbicida também promoveu aumento acentuado nos valores do NPQ sendo de 96%
na ultima avaliagdo, em comparagéo ao controle com a maior dose do glyphosate (Fig. 4
B).
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Fig. 3.

Rendimento quantico méximo do FS Il (Fv/Fm) (A), rendimento quantico
efetivo (AF/Fm’) (B), em plantas de P. torta de acordo com a interacdo entre as
doses do glyphosate e das horas ap6s aplicacdo. Os dados sdo médias de n = 4.
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Fig. 4. Taxa relativa de transporte de elétrons (ETR) (A), coeficiente de extingdo nao
fotoquimica (NPQ) (C) em plantas de P. torta de acordo com a interacdo entre as
doses do glyphosate e das horas apos aplicacdo. Os dados sdo médias de n = 4.

3.4. Teor de clorofila

O teor de clorofila a, b e total diminuiram, tanto por efeito das doses do

herbicida quanto pelo tempo ap6s a aplicacdo. Esse decréscimo foi de 23% para a

clorofila a, de 41% para a clorofila b e de 27% para a clorofila total, nas plantas

submetidas a dose 1200 g e.a. ha' (Fig. 5 [A, C, E]). Reducdo significativa dos

pigmentos ocorreu, também, com o decorrer do tempo apds a aplicacdo do herbicida
(Fig. 5 [B, D, F]).
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Fig. 5. Clorofila a (A, B), clorofila b (C, D) e clorofila total (E, F), em funcdo das doses
do herbicida glyphosate (n = 40) e horas ap6s aplicacdo (n = 32), em plantas de
P. torta.

4. Discussao

O glyphosate promoveu danos a maquinaria fotossintética de plantas de
Pouteria torta, sendo evidenciados poucas horas ap6s a aplicacdo do herbicida, com
alteracdes nas trocas gasosas e, consequentemente, no metabolismo de carbono. A taxa
fotossintética (A) € um dos processos mais afetados por herbicidas (HORBOWICZ et
al., 2013), incluindo o glyphosate (ORCARAY et al., 2010).

Embora o processo fotossintético ndo seja o alvo principal do glyphosate,

estudos apontam o declinio da fixagdo de carbono em plantas tratadas (MATEQOS-
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NARANJO et al., 2009; ORCARAY et al., 2010). Esses efeitos estdo associados a
desregulacdo do controle estomatico e, em consequéncia, alteracdes na abertura e
fechamento dos estdmatos, (YAMADA e CASTRO, 2007), provocando efeitos nas
taxas fotossintéticas e transpiratdrias (E). Ocorreu reducdo na condutancia estomatica
(gs) nas primeiras horas ap6s aplicacdo do glyphosate, mesmo nas doses baixas. 1sso
sucedeu, provavelmente, por causa dos danos nas células estométicas causados por esse
herbicida (YANNICCARIA et al., 2012) , conforme observado em Eucaliptus grandis,
em que houve diminuicdo da E nas plantas expostas ao glyphosate (PEREIRA et al.,
2010).

O aumento da relagéo entre a concentracdo interna e externa de CO, (Ci/Ca)
observado nas plantas expostas ao glyphosate resultou do incremento de CO, na camara
subestomatica, em decorréncia da baixa taxa de fixacdo de carbono no ciclo de Calvin,
que ¢é dependente da disponibilidade de ATP e NADPH as alteracGes observadas nos
parametros da fluorescéncia da clorofila a, no rendimento quantico efetivo do FSII (AF/
Fm') e na taxa de transporte de elétrons (ETR) indicam que a producdo de ATP e
NADPH foram afetadas pelo glyphosate. Em trabalhos com outros poluentes, resultados
semelhantes ja foram observados, em que a producdo de ATP e NADPH foram
diminuidas com consequente aumento da Ci/Ca (WATANABE et al., 2013). Além
disso, o glyphosate pode ainda diminuir a atividade da Rubisco, levando
consequentemente a diminuicdo da atividade do Ciclo de Calvin, como observado em
plantas de B. maritimus (MATEOS-NARANJO e PEREZ-MARTIN, 2013). Essa
alteracdo na atividade da Rubisco pode ser decorrente da formacao espécies reativas de
oxigénio (ERQOs), que regulam negativamente essa enzima (AHSAN et al., 2008).

Independente da dose aplicada, o glyphosate promoveu reducdes nos valores da
razdo entre a fluorescéncia variavel e a fluorescéncia méxima (Fv/Fm), no AF/ Fm', na
ETR e aumento na dissipacdo de energia na forma de calor (NPQ). Estes resultados
reforcam o comportamento observado na A, confirmando a acdo deste herbicida na
limitacdo da assimilagcdo de carbono em plantas (YANNICCARIA et al., 2012; QIUA,
et al, 2013; QIUB, et al, 2013). Tanto a diminuicdo da ETR e do AF/ Fm', quanto o
aumento do NPQ, estdo relacionados a baixa atividade do Ciclo de Calvin em plantas
tratadas com glyphosate, conforme observado por Yanniccaria et al. ( 2012). Resultados
semelhantes foram observados em plantas de Spartina densiflora (MATEOS-
NARANJO et al., 2009). O aumento do NPQ ¢ o indicativo que parte do excesso da
radiacdo fotossinteticamente ativa foi dissipada na forma de calor, por meio do Ciclo
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das Xantofilas (GUIRAO et al., 2013). Outras formas de dissipacdo do excesso de
energia na forma de calor nos complexos antena do FSII estdo associadas as mudancas
no gradiente de pH, desconexd dos complexos mdveis captadores de luz e na
protonacdo de PsbS que sdo subunidades integrais da membrana de FSII (BAKER,
2008). Este mecanismo minimizam os danos nos fotossistemas contra a fotoxidagéo
(KIELAK et al., 2011).

Neste estudo, a reducdo observada na Fv/Fm ocorreu partir das 48 HAA do
glyphosate, podendo ser por causa dos danos ocorridos no fotossistema Il das plantas de
P. torta, diminuindo a sua eficiéncia quantica méxima (QIUA et al., 2013). Esse efeito
do glyphosate sobre a fotossintese indica que essa espécie apresenta alta sensibilidade
ao herbicida.

Estudos confirmam que um dos fatores responsaveis pela reducdo na taxa
fotossintética esta relacionada com o declinio no teor de clorofilas (YANNICCARIA et
al., 2012; ZOBIOLE et al., 2011), como também foi observado nas plantas de P. torta
deste estudo. A reducdo do teor de clorofila em plantas tratadas com glyphosate pode
ocorrer tanto em funcdo da inibicdo da sua biossintese, quanto pela sua degradacdo
(MOLDES et al., 2013). A biossintese de clorofilas pode ser afetada pelo glyphosate
pela agdo quelante que o herbicida exerce ao interagir com nutrientes como o
nitrogénio, 0 magnésio e o manganés, formando o complexo metal-glyphosate
(SORATTO et al.,, 2004; ZOBIOLE et al., 2011) que é pouco soltuvel em tecidos
vegetais (EKER et al., 2006; ZOBIOLE et al., 2011; MATEOS-NARANJO e PEREZ-
MARTIN, 2013). Segundo Kielak et al., (2011) o glyphosate também pode inibir a
biossintese de clorofilas, reduzindo a formagdo do acido -aminolevulinico, que é o
precursor de porfirinas, sendo uma estrutura quimica integrante de algumas enzimas
antioxidantes, como a catalase, ascorbato peroxidadse e citocromos.

O presente estudo fornece evidéncias dos efeitos do glyphosate sobre as
caracteristicas fotossintéticas das plantas de P. torta. De modo geral, o glyphosate
afetou o processo fotossintético das plantas por meio da alteracdo de diversos
parametros, como a condutancia estomatica, que por sua vez afetou diretamente as taxas
fotossintéticas e transpiratorias, passando pelo sistema de absor¢do da energia radiante,
por meio dos pigmentos cloroplastidicos, indo até a transferéncia de energia para a
formacdo de ATP e NADPH, avaliados por meio da fluorescéncia da clorofila a.
Diversas caracteristicas nestas etapas podem ser utilizadas como biomarcadores da acéo

do glyphosate em plantas de P. torta. Entretanto, considerando a rapidez e a
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estabilidade da resposta, a condutancia estomatica demonstrou ser a caracteristica com
maior sensibilidade ao herbicida e a que mais rapidamente influenciou o

comportamento das demais caracteristicas avaliadas.
5. Conclustes

Com excecdo da razdo Ci/Ca e do NPQ, todas as demais caracteristicas das
trocas gasosas, da fluorescéncia da clorofila a, e ainda, o teor de pigmentos
cloroplastidicos, foram negativamente afetados pelo glyphosate.

O aumento da razdo Ci/Ca, concomitante a diminuicdo da condutancia
estomatica, € uma evidéncia da acdo do glyphosate sobre a atividade do Ciclo de
Calvin.

Considerando o papel determinante da condutédncia estomatica nas trocas
gasosas das plantas, aliado a sensibilidade e rapidez de resposta ao glyphosate, esta
caracteristica demonstrou ser um bom biomarcador da acdo do glyphosate em plantas de
P. torta.
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CAPITULO II

ALTERAQC)ES NO TEOR DE CARBOIDRATOS E ACIDO
CHIQUIMICO PROMOVIDAS PELO GLYPHOSATE EM PLANTAS DE Pouteria
torta (Mart.) Radlk

(Normas de acordo com a revista Pesticide Biochemistry and Physiology)
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RESUMO

Os efeitos deletérios dos herbicidas geralmente sdo avaliados por mudancas na atividade
metabolica e, apesar de sua grande utilizacdo no mercado mundial, a relacdo entre o
glyphosate e essas alteragfes sdo pouco documentadas. Diante disso objetivou-se com o
presente estudo avaliar se o glyphosate promove alteragdes visuais, no teor de aglcares
e nas taxas respiratorias, além da inibicdo da enzima EPSPs de plantas de Pouteria torta
Mart. Radlk. As doses de glyphosate utilizadas foram: 0 (controle), 25, 50, 100, 200,
400, 800 e 1200 g e.a. ha™. Foram realizadas a determinacdo de acticares redutores,
acucares nao redutores, acucares solUveis totais, amido, avalia¢cGes da taxa respiratoria,
do teor de acido chiquimico e, analise visual. O glyphosate promoveu clorose com
inicio de necrose em folhas jovens de P. torta, juntamente com aumento no teor de
todos os carboidratos avaliados e também no teor de acido chiquimico. No entanto, ndo
promoveu alteracGes na taxa respiratoria. O acumulo de carboidratos possivelmente
ocorreu em fungédo dos efeitos deletérios do glyphosate nos 6rgéos drenos afetando o
transporte através do floema. O alto teor de &cido chiquimico confirma o efeito do

glyphosate na inibicdo da atividade da EPSPs.

Palavras-chave: agucares, EPSPs, herbicidas, metabolismo, taxa respiratoria.
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1. Introducéo

Nos ultimos anos, a agricultura proporcionou crescimento expressivo do
Produto Interno Bruto Brasileiro, com expansao de 9,7% no ano de 2013 em relacdo ao
mesmo periodo do ano anterior (IBGE, 2013). Dentre as regides agricultaveis, o
Cerrado se destaca pela producdo em grande escala de graos, entre eles: soja, milho,
algoddo e sorgo. O aumento da producdo agricola acarreta maior utilizacdo de
agroquimicos, com intensificacdo no uso de herbicidas (TILMAN et al., 2001).

A utilizacdo de herbicidas se tornou uma das atividades humanas mais
impactantes a0 meio ambiente, causando danos a organismos néo alvos por meio do
processo de deriva, que muitas vezes ndo sao compreendidos e nem estudados (POWER
etal., 2013; BOUTINA et al., 2014; MARWITZ et al., 2014).

Os herbicidas atuam inibindo sistemas enzimaticos ou proteinas especificas das
plantas (COLE et al., 2000), e os seus efeitos deletérios geralmente sdo precedidos por
mudancas no metabolismo, porém ndo se conhece precisamente os fatores que levam a
morte das plantas.

Dentre os herbicidas, o mais utilizado é o glyphosate (SIHTMAE et al., 2013;
BOHN et al., 2014). A utilizacdo do glyphosate foi intensificada a partir da geragéo de
plantas geneticamente modificadas que sdo tolerantes a este herbicida, conforme previa
Ulanova et.al., 2009. O glyphosate é um herbicida de amplo espectro, que é utilizado
para o controle de plantas daninhas (JIANGA et al., 2013). Esse herbicida atua inibindo
a sintase do 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato (EPSPs), uma enzima chave na via para a
biossintese dos aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano) (MEIOS e
KREMER, 2007), os quais sdo precursores de outros produtos, como lignina, alcaloides,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0261219413001944?np=y#bib20
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0261219413001944?np=y#bib20

34

flavonoides e 4&cidos benzoicos (AMARANTE JUNIOR, 2002; OLESEN e
CEDERGREEN, 2010). A acdo toxica do glyphosate, com efeitos em diversas rotas
metabolicas, como a inibicdo da EPSPs e acumulo de &cido chiquimico (ROMAN et al.,
2007; ORCARAY et al., 2010), ocasiona a morte das plantas em uma a duas semanas
apos o tratamento (ROJANO-DELGADO et al., 2012).

Embora o mecanismo de acdo deste herbicida seja conhecido, ainda néo é claro
como o glyphosate realmente controla as plantas daninhas (GOMES, 2011; ORCARAY
et al., 2012). Neste contexto, avaliagdes bioquimicas e fisiologicas podem contribuir
para a elucidacdo das alteragdes do metabolismo causadas pelo glyphosate.

Além da inibicdo da enzima EPSPs, alvo primério da acdo do glyphosate, a
morte das plantas também esta associada a desregulacdo no fluxo de carbono, falhas na
producdo de compostos secundarios e reducdo na sintese de proteinas (GOMES, 2011;
ORCARAY et al., 2012). Diante do exposto, objetivou-se neste estudo avaliar se, além
da inibicdo da enzima EPSPs, o glyphosate causa danos morfoldgicos nas folhas e
promove alteracdes no teor de agucares, nas taxas respiratorias de plantas de Pouteria
torta Mart. Radlk.

2. Material e métodos

2.1. Material vegetal e as condi¢cdes experimentais

Os frutos de Pouteria torta (Mart.) Radlk. foram coletados no Instituto Federal
Goiano, Campus Rio Verde - GO, Brasil, despolpados em peneira e as sementes lavadas
e secas em local ventilado e sombreado, sendo posteriormente semeadas em areia. Apds
60 dias, as plantas jovens foram transferidas para vasos de polietileno contendo 10 kg
de substrato preparado a partir da mistura de duas partes de solo do tipo latossolo
vermelho distroférrico tipico e uma parte de areia. De acordo com a anélise quimica do
solo, o substrato utilizado possui as seguintes caracteristicas: pH em H,O de 6,3; 0,7
mg/dm™ de P; 8 mg/dm™ de K; 1,2 cmolc/dm™ de Ca; 0,2 cmolc/dm™ de Mg; 0,6
cmolc/dm™ de H+AI; 11,0 g kg™ de matéria organica e 68% de saturacdo por bases O
substrato, em cada vaso, foi adubado com 1,525 g de ureia; 1,175 g de K;0O; 6,9 g de

P,Os e 0,4 g de micronutrientes (Fritted Traced Elements ®, Sdo Paulo, Brasil).
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Plantas com 16 meses de idade foram selecionadas quanto ao tamanho e vigor e
transferidas para casa de vegetacdo, 30 dias antes da imposicdo dos tratamentos para
aclimatizacao.

Os tratamentos constituiram da aplicacdo do herbicida glyphosate (Roundup
Transorb® sal de isopropilamina com 480 g L™ do equivalente acido) nas seguintes
doses: 0, (controle), 25, 50, 100, 200, 400, 800 e 1200 g e.a. ha™. As aplicacdes do
herbicida foram realizadas utilizando pulverizador costal (Herbicat®, Catanduva, Brasil)
com pressdo constante mantida por CO, comprimido, munido de barra com quatro
pontas de pulverizagdo e bico (Teejet), tipo leque modelo XR110/02VP. A pressdo de
servico utilizada foi de 5 kgf cm™, proporcionando um volume de calda de 180 L ha™.

2.2. Sintomas visuais de toxicidade do glyphosate

Foram realizadas imagens (Méquina Fujifilm FinePix SL300® Sdo Paulo
Goiania, Brasil) das folhas jovens de P. torta, as 240 horas apds aplicacdo do

glyphosate, a fim de verificar mudancas visuais provocadas pelo efeito do herbicida.

2.3. Determinacdo dos teores de acucares sollveis totais, agUcares redutores,
acucares nao redutores e amido.

Apds 240 horas da aplicacdo do glyphosate procedeu-se a coleta de 1,0 g de
folhas frescas e totalmente expandidas, as quais foram mantidas em frascos @mbar, com
volume de 25 mL, e cobertas totalmente com etanol 80%, previamente aquecido a
temperatura de 65 — 70 °C. Ap6s 30 minutos em temperatura ambiente, os frascos foram
transferidos para geladeira, em que permaneceram até extracdo. A extracdo dos aclcares
foi realizada por meio da maceracdo das amostras em etanol 80%, seguido de trés
filtragens sucessivas em papel filtro. O filtrado obtido foi completado para 25 mL com
etanol 80% e, os residuos foram secos em estufas (Modelo SP-102®, Sé&o Paulo, Brasil),
a 65°C, durante 72 h, sendo posteriormente utilizados para a determinagéo do teor de
amido. A determinacdo dos teores de acgucares sollveis totais, agucares redutores e
amido foram realizadas utilizando espectrofotdometro UV — VIS modelo Evolution 60S

(Thermo Fischer Scientific®, Madison, Estudos Unidos).

2.3.1. Determinacdo dos teores de agucares sollveis totais
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Para a quantificacdo de agucares sollveis totais foi empregado o método fenol-
sulfarico (DUBOIS et al., 1956), ao comprimento de onda de 490 nm, utilizando uma

curva padréo de sacarose (1%).

2.3.2. Determinacdo dos teores de agucares redutores

Os acucares redutores foram determinados conforme método do é&cido
dinitrosalicilico, segundo Miller, (1959), ao comprimento de onda de 540 nm, utilizando

uma curva padréo de glicose (1%).

2.3.3. Determinacdo dos teores de agucares nao redutores

Os acUcares nao redutores foram estimados pelas diferencas entre os teores de

acucares sollveis totais e redutores.

2.3.4. Determinacdo de amido

O amido foi determinado segundo McCready et al., (1950) ao comprimento de
onda de 490 nm, utilizando uma curva padrdo de sacarose (1%) de intervalo de 0 a 50
Hg.

As analises de acucares sollveis totais, acucares redutores e amido foram
realizadas em duplicatas e, a partir dos valores, foram efetuados os célculos e 0s
resultados expressos em porcentagem (%), utilizando a equacdo proposta por Nelson,
(1944); Somogy, (1945), sendo:

% = ((L x nx V) /(MF) x 100, em que:
% = porcentagem de carboidratos da amostra;
L = concentracdo da amostra obtida pela leitura do espectrofotometro (g
mL™Y);
n = namero de dilui¢des, caso existir;
v = volume final do extrato bruto;

MF = massa fresca.
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2.4. Medicdo da taxa respiratdria

Para a avaliacdo da taxa respiratoria (umol m? s™) das plantas de P. torta foi
utilizado um analisador automatico de fotossintese modelo LI-6400XTR (Licor®,
Nebrasca, Estados Unidos), sendo realizadas entre 04h e 05h30min da manha, em uma
folha completamente expandida e totalmente no escuro. As avaliacGes foram realizadas

nos seguintes tempos: 24, 72, 120, 168 e 240 horas ap0s a aplicacdo do herbicida.

2.5. Determinacao do teor de &cido chiquimico

Para a analise do &cido chiquimico foram coletados oito discos foliares de seis
mm (£ 25 mg) da segunda folha abaixo do meristema apical de cada planta, as 2, 6, 24,
48, 72,120, 168 e 216 horas ap0s a aplicacdo do herbicida. As amostras coletadas foram

congeladas e armazenadas em nitrogénio liquido até o0 momento da extragao.

2.5.1. Extracao

A extracdo do acido chiquimico foi realizada conforme método descrito por
Singh e Shaner (1998), com modificacdes. As amostras congeladas foram maceradas
em eppendorf contendo HCI (0,25 N), na relacdo 1:10 [massa do tecido (g) / volume de
HCI 0,25 N (mL)]. O extrato foi centrifugado a 15.000 g, a temperatura de 4°C durante
25 minutos, coletando o sobrenadante para a quantificacdo do acido chiquimico.

2.5.2. Determinag&o de &cido chiquimico

A determinacdo do acido chiquimico foi efetuada segundo método proposto
por Gaitonde e Gordon (1957) e Perez-Jones et al. (2005), com modificacdes. Foi
coletada uma aliquota de 30 puL do sobrenadante, transferido para eppendorf, e foram
adicionados 500 pL de acido periddico a 1%. Logo apos, esse material foi colocado em
banho-maria a 37°C por 45 min. Ao retirar as amostras do banho acrescentou-se 500 uL
de hidroxido de sédio (1 N) e 300 uL de glicina (0,1 M). Em seguida, a solugdo foi
homogeneizada e se efetuaram as leituras a 380 nm, em espectrofotémetro UV — VIS
modelo Evolution 60S (Thermo Fischer Scientific®, Madison, Estudos Unidos), e 0s

resultados expressos em mg g™ MF, ralizados através do coeficiente de absortividade.
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2.6. A anélise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos aos acaso, com 4
repeticGes. A andlise do teor de agUcares redutores, aclcares ndo redutores, agucares
sollveis totais e amido foi realizada em delineamento inteiramente casualizado com 8
doses e 4 repeticdes. A taxa respiratoria foi avaliada em esquema fatorial de 8 (doses) x
5 (tempos de avaliacdo), totalizando 160 unidades experimentais. A variavel acido
chiquimico também foi avaliada em esquema fatorial de 8 (doses) x 8 (tempos de
avaliagéo), totalizando 256 unidades experimentais. Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e ajustados aos modelos de regressdo. As analises
estatisticas foram realizadas por meio do software Sistema de Analises Estatisticas
Gerais (SAEG 9.0 — UFV, Vicosa) e para a confeccdo dos graficos foi utilizado o
software SigmaPlot V.10 (SPSS Inc., USA).

3. Resultados

3.1. Sintomas visuais de toxicidade do glyphosate

Nas folhas das plantas de P. torta foram observadas cloroses, com inicio de
necrose, principalmente nas concentragdes mais elevadas de glyphosate (Fig. 1). A
clorose ocorreu nas regides internervais e marginais das folhas, com expanséo para a
nervura central, e a necrose foi observada, principalmente, nas margens e apices

foliares.
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Controle 25gea ha-' | 50ge¢a ha-' | 100 g ¢.a ha-'

200 g e.a. ha-" | 400 g c.a. ha-' | 800 g ¢.a. ha-'

1200 g ¢.a, ha-'

Fig. 1. Sintomas visuais da toxicidade do glyphosate em folhas jovens de P. torta
tratadas com doses crescentes do herbicida. Legenda: Ne (Necroses).
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3.2. Teores de agUcares e amido em plantas de P. torta.

Em funcdo das doses do glyphosate, ocorreu aumento de até 90% no teor de
acucares sollveis totais (Fig. 2A), de até 108 no teor de agucares ndo redutores (Fig.
2B) e, de até 62% no teor de agUcares redutores (Fig. 2C). Também o teor de amido
aumentou em funcdo das doses de glyphosate, no entanto, de forma mais pronunciada
em doses de até 200 g e.a. ha™ (Fig. 2D).
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Fig. 2. AcUcares sollveis totais (A), aclcares ndo redutores (B), Aculcares redutores (C)
e amido (D), em plantas de P. torta tratadas com doses crescentes de glyphosate
(n=32).

3.3. Taxa respiratoria

A taxa respiratoria de plantas de P. torta se manteve estavel durante todo

periodo experimental, mesmo nas plantas tratadas com o glyphosate (Fig. 3).
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Fig. 3. Taxa respiratoria em plantas de P. torta tratadas com doses crescentes de
glyphosate (n=32) (A) e das horas apés aplicacdo (n=20) (B). As barras na
vertical representam o erro padrdo da média.

3.4. Teor de &cido chiquimico em plantas de P. torta.

O teor de &cido chiquimico aumentou em funcdo das doses de glyphosate,
atingindo acréscimo de 40% na maior dose (Fig. 4A), no entanto, independente da dose,
esse acréscimo foi observado a partir de 120 horas apds aplicacdo do glyphosate (Fig.

4B), constituindo acumulo superior a 70% as 216 horas ap6s aplicacao.
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Fig. 4. Acido chiquimico em plantas de P. torta tratadas com doses crescentes de
glyphosate (n=32) (A) e das horas apés aplicacdo (n=20) (B).

4. Discussao
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O glyphosate promove alteragdes morfoldgicas e metabdlicas nas plantas e, em
P. torta, os sintomas visiveis de toxicidade foram cloroses, seguidas de necrose nas
folhas jovens. O glyphosate se acumula, preferencialmente, nas regides meristematicas,
induzindo a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que, ao reagirem
com os &cidos graxos insaturados das membranas, levam a peroxidacdo lipidica
(LUKATKIN et al.,, 2013; CHANG et al., 2013). A condicdo de estresse oxidativo
provoca o rompimento da parede periclinal externa da epiderme, colapso de tecidos
mais internos, como o colénquima, juntamente com a degeneracao dos cloroplastos e,
ou inibigdo da formacéo da clorofila (SANTOS et al., 2008), ocasionando a morte da
planta em alguns dias ou semanas.

A guantidade de acgucares translocado influencia o movimento do glyphosate,
porque o herbicida é rapidamente conjugado aos acucares por meio de pontes
glicosidicas, processo esse catalisado pela enzima glicosiltransferase (COLEN, 1994;
MONQUERO et al., 2004). Apds a conjugacdo, o herbicida segue a mesma rota dos
produtos finais da fotossintese, ou seja, das folhas fotossinteticamente ativas para 0s
orgdos drenos (CASELEY e COUPLAND, 1985). O glyphosate é transportado através
das células por carreadores de fosfato da membrana plasméatica (CONCENCO et al.,
2007) e, por meio dos plasmodesmos, via simplasto (SAMMONS e GAINES, 2014),
atingindo rapidamente todas as células.

O aumento do teor de acgUcares observados nas folhas, em funcéo das doses do
glyphosate, pode estar associado a alteragdes no transporte pelo floema em que o teor de
carboidratos transportados, a partir dos 6rgdos-fonte, ocorrendo elevacdo maior que 0s
Orgdos-dreno sdo capazes de metabolizar (ORCARAY et al., 2012). Os sintomas de
toxidez observados nas regiGes meristematicas das plantas de P. torta evidenciaram que
atividade metabolica dos érgdos-dreno foi comprometida pelo herbicida e, sob essas
condices, o gradiente de pressdo osmotica exigido para o transporte a longa distancia é
anulado, uma vez que o transporte no floema € inibido pela reducdo da forga de dreno
(GONCALVES et al., 2005; BERGER et al., 2007). Resultados semelhantes com
glyphosate foram observados em plantas de ervilha (ORCARAY et al., 2012); em
plantas de Lolium perenne, obtendo aumento pronunciado tanto de agucares totais,
quanto redutores (YANNICARIA et al., (2012) e em Zea mays in vitro, com 0 aumento
tambeém de acucares redutores como glicose, sorbose, frutose e galactose (ULANOV et
al., 2009).



43

Normalmente, o maior teor de aglUcares produzidos na fotossintese promove,
também, aumento da taxa respiratoria, tendo em vista a maior disponibilidade de
substrato para as enzimas da via glicolitica (RODRIGUES, 2009). No entanto, o maior
teor de agUcares nas folhas de P.torta tratadas com glyphosate ndo promoveu alteragdes
na taxa respiratoria como, também, observado por Sprankle et al. (1975) em plantas de
trigo. O aumento da taxa respiratéria, nos casos em que ocorre, é atribuido a
intensificacdo da atividade metabdlica associada aos processos de desintoxicacdo como
a inativacdo, compartimentacdo, degradacdo do herbicida, entre outros.
(CEDERGREEN e OLESEN, 2010). Dentre os processos de desintoxicacdo se destaca a
degradacdo do glyphosate em acido aminometilfosfénico (AMPA) e glioxialato, reacdo
catalisada pela enzima glyphosate desidrogenase (GOX) (REDDY et al.,, 2008;
ROJANO-DELGADO et al., 2012).

Alteracdes metabdlicas decorrentes de doses crescentes de glyphosate, como o
aumento do teor de acido chiquimico (AC) nas plantas de P. torta € resposta tipica do
efeito toxico desse herbicida (MATTALLO et al., 2009; GONZALEZ-TORRALVA, et
al., 2012; YANNICARIA et al., 2012). Isso ocorre pela acdo do glyphosate sobre a
enzima EPSPs na rota do &cido chiquimico (CARVALHO, e al., 2012).

A sintese do &cido chiquimico consiste na condensacao do fosfoenolpiruvato,
resultante da glicolise, e da eritrose-4-fosfato, resultante da via da pentose-fosfato
(YAMADA e CASTRO, 2007), o acido chiguimico formado reage com
fosfoenolpiruvato (PEP), processo catalisado pela enzima EPSPs, formando 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSP) e fosforo inorganico (FRANZ et al., 1997).
Essa reacdo ocorre através da ligacdo da enzima EPSPs ao AC, formando o complexo
EPSPs-AC, em que posteriormente o PEP se liga a esse complexo. O glyphosate se liga
ao complexo EPSPs-AC, competindo com o PEP, pois sua afinidade com o complexo é
75 vezes maior do que a do PEP. A ligacdo do glyphosate a EPSPs ocorre
possivelmente em um sitio alostérico, resultando em alteracdes estruturais do sitio de
ligagdo da PEP (READE e COBB, 2002), que por sua vez promove a inibicdo da sintese
do corismato, e posteriormente dos aminoacidos aromaticos. Nesse sentido, é esperado
que a inibicdo da EPSPs de fato promova o aumento do teor de &cido chiquimico como
foi observado neste estudo (Fig. 5).
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Fig. 5. Visédo geral dos efeitos no metabolismo de plantas de Pouteria torta Mart. Radlk
decorrentes de alteragdes bioquimicas diante da acdo do glyphosate. Seta entre
parénteses (1) simboliza o aumento do produto. Igual entre parénteses (=)
simboliza normalidade.

Tomados em conjunto, esses resultados demonstraram que a acdo toxica do
glyphosate nas regides meristematicas de plantas de P. torta afetaram o transporte de
carboidratos no floema e, em consequéncia, ocorreu acumulo de carboidratos nas
folhas. O processo respiratério, por sua vez, ndo sofreu alteracdo, sendo possivel manter
a rota de biossintese do acido chiquimico. Como o glyphosate provoca a inibicdo da
acao da enzima EPSPs, que utiliza o AC como substrato, a manutencdo da sintese de

AC resultou em seu acimulo nas folhas.

6. Conclusoes

A acdo toxica do glyphosate resultou em danos morfologicos como clorose e

necrose, nas folhas jovens de Pouteria torta Mart. Radlk. Em termos metabdlicos,
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ocorreu acumulo de carboidratos e de &cido chiquimico nas folhas expandidas. O
elevado teor de &cido chiquimico confirma o efeito do glyphosate na inibicdo da
atividade da EPSPs.
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CONCLUSAO GERAL

O glyphosate promoveu efeitos em plantas de Pouteria torta (Mart.) Radlk.,
como clorose, necrose e um alto teor de acido chiquimico nas folhas jovens, juntamente
com acumulo de carboidratos nas folhas expandidas. Além de reducdo das trocas
gasosas, da fluorescéncia da clorofila a, e do teor de pigmentos em folhas expandidas
das plantas.

Os resultados deste estudo demonstram que em folhas de plantas de P. torta, os
sintomas visuais, as alteragdes na condutancia estomética e o acuimulo de &cido

chiquimico, sdo bons biomarcadores da acdo do glyphosate.



