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RESUMO GERAL 
 

 

 

SILVA, F. B., M. Sc., Instituto Federal Goiano – Campus Rio Verde – GO, fevereiro de 

2015. Biomarcadores e potencial fitoindicador de Dipteryx alata Vogel da ação dos 

herbicidas 2,4-D e nicosulfuron. Orientador: Dsc. Alan Carlos Costa. Coorientadores: 

Dsc
a
. Clarice Aparecida Megguer e Dsc. Adriano Jakelaites. 

Nos últimos anos houve intenso aumento da utilização de defensivos agrícolas cujos 

impactos no ambiente e na saúde humana ainda são poucos reportados. Mediante a 

utilização de organismos indicadores é possível obter informações sobre o impacto de 

contaminantes no ambiente e os potenciais riscos ambientais. Nesse sentido, objetivou-

se neste estudo identificar biomarcadores fisiológicos e bioquímicos que permitam 

avaliar o potencial fitoindicador de plantas de Dipteryx alata Vogel do impacto dos 

herbicidas 2,4-D e nicosulfuron em vegetação nativa do Cerrado. Foram realizados 

quatro estudos para avaliar o efeito do 2,4-D e nicosulfuron nas trocas gasosas, na 

fluorescência da clorofila a, na concentração de pigmentos cloroplastídicos, na taxa de 

liberação de eletrólitos, atividade das enzimas do sistema antioxidante contra espécies 

reativas de oxigênio, seus danos celulares e, ainda, da atividade das enzimas Aceto 

lactato sintase e da Celulase nas plantas de Dipteyx alata, além da ocorrência de 

sintomas visuais. Os herbicidas 2,4-D e nicosulfuron promoveram diminuição das 

trocas gasosas, fluorescência da clorofila a e na concentração de pigmentos 

cloroplastídicos, com exceção da razão Ci/Ca que teve valores mais aumentados nas 

plantas tratadas com nicosulfuron. Ambos os herbicidas promoveram aumento nos 

valores da dissipação não fotoquímica. Além disso, nas plantas tratadas com o 2,4-D, 

observou-se aumento na concentração de carotenoides, sugerindo possível mecanismo 
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de fotoproteção. Os danos celulares nas plantas tratadas com nicosulfuron foram 

evidenciados por meio do aumento da taxa de liberação de eletrólitos e sintomas visuais 

nas plantas, e não foi observado nas plantas tratadas com o 2,4-D. A atividade das 

enzimas do sistema antioxidante, sobretudo catalase e ascorbato peroxidase, assim 

como a concentração de malonaldeído, aumentaram em resposta ao nicosulfuron, 

indicando o potencial destas características como biomarcadores deste herbicida. 

Observou-se ainda a inibição da enzima aceto lactato sintase, nas plantas tratadas com o 

nicosulfuron e, o aumento da atividade da enzima Celulase, por efeito do 2,4-D, que 

também podem ser utilizadas como biomarcadores da ação destes herbicidas. O 

conjunto de biomarcadores observados neste estudo nas plantas de D. alata constituem 

características importantes na classificação desta espécie como potencial fitoindicadora 

da ação do nicosulfuron e, como potencial fitosensora da ação do 2,4-D. 

 

Palavras-chave: fitoindicação, fotossíntese, estresse oxidativo, risco ambiental, 

defensivos agrícolas. 
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ABSTRACT 

 

 

 

 
SILVA, F. B., M. Sc., Instituto Federal Goiano – Campus Rio Verde – GO, February 

2015. Biomarkers and phytoindicator potential of Dipteryx alata Vogel to 2,4-D and 

nicosulfuron herbicides. Advisor: Dsc. Alan Carlos Costa. Advisors: Dsca. Clarice 

Aparecida Megguer and Dsc. Adriano Jakelaites. 

In recent years there has been intense increase in the  pesticides use whose impacts on 

the environment and human health are still few reported. By using indicator organisms 

is possible to obtain information about the environmental contaminants impact and 

potential risks. In this sense, the objetctive of this study is to identify physiological and 

biochemical biomarkers to assess the phytoindicators potential of Dipteryx alata Vogel 

plants of the impact of 2,4-D and nicosulfuron herbicides in native Cerrado vegetation. 

There were carried out four studies to evaluate the effect of 2,4-D and nicosulfuron in 

gas exchange, chlorophyll a fluorescence, chloroplast pigments concentration, 

electrolytes leakage rate, activity of enzymes from antioxidant system against reactive 

oxygen species, cellular damage and also the activity of  Acetolactate synthase and 

Cellulase enzymes in Dipteyx alata plants, besides the occurrence of visual symptoms. 

The 2,4-D herbicides and nicosulfuron promoted decrease in gas exchange, chlorophyll 

a fluorescence and chloroplast pigments concentration, with an exception in Ci/C ratio, 

in which plants treated with nicosulfuron had higher values. Both herbicides promoted 

an increase in the values of not photochemistry dissipation. In addition, plants treated 

with 2,4-D, there was observed an increase in the concentration of carotenoids, 

suggesting a possible mechanism of photoprotection. The cellular damage in plants 

treated with nicosulfuron were evidenced by the increase of the electrolytes leakage rate 
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and visual symptoms on the plants, which was not observed in plants treated with 2,4-D. 

The activity of the enzymes from the antioxidant system, specially catalase and 

ascorbate peroxidase, as well as the concentration of malonaldehyde, increased in 

response to nicosulfuron, indicating the potential of these features as biomarkers of this 

herbicide. It was also observed to inhibition of acetolactate synthase, in plants treated 

with the nicolsulfuron and, the increased activity of the cellulase enzyme by the effect 

of 2,4-D, that may also be used as biomarkers of these herbicides action. The set of 

biomarkers observed in this study in D. alata plants are important features in the 

classification of this species as phytoindicator of nicosulfuron action and as potential 

phytosensor of 2,4-D action. 

 

Key words: phytoindication, photosynthesis, oxidative stress, environmental risk, 

pesticides. 
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INTRODUÇÃO GERAL 
 

 

 

 

O Cerrado é a maior região de savana neotropical do Mundo. Ocupa 

aproximadamente 2x106 Km
2
 do território brasileiro, com áreas de transição (ecótonos) 

com outros biomas como a Mata Atlântica, a Floresta Amazônica, a Caatinga e o 

Pantanal (RONQUIM et al., 2009; PALHARES et al., 2010).  

Atualmente, o Cerrado é considerado um dos 34 locais no planeta que possuem 

alta biodiversidade, sendo um dos mais ameaçados (hotspots) (MMA/IBAMA, 2012). 

Uma das atividades mais impactantes hoje neste domínio é a exploração antrópica, 

principalmente pela intensificação de atividade agrícola (ROSOLEN et al., 2015). Mais 

da metade da vegetação original do Cerrado já perdeu espaços para plantios de culturas 

como soja, algodão e cana-de-açúcar (MMA/IBAMA, 2012). 

 A ocupação do Cerrado proporciona profundas alterações ambientais, pois este 

domínio tem como principal característica possuir solos não muito férteis para 

agricultura (RADA, 2013), o que intensifica o uso de tecnologias para atingir a alta 

produtividade, como a utilização de defensivos agrícolas como herbicidas, inseticidas e 

fungicidas com intuito de eliminar pragas e plantas daninhas, descaracterizando e 

destruindo a vegetação nativa (SOARES e PORTO, 2007). Estima-se que apenas 20% 

desta vegetação nativa estejam intactas (MMA/IBAMA, 2012). 

Na região centro-oeste do Brasil, há uma vasta utilização de herbicidas nas 

culturas de soja, milho, sorgo, cana-de-açúcar e pastagens, tanto em pré ou pós-

emergência, entre o 2,4-D e o nicosulfuron. O herbicida 2,4-D é um mimetizador de 

auxina, que induz mudanças metabólicas e bioquímicas. Após absorção do 2,4-D, em 

baixas concentrações, verifica-se rápido aumento da atividade das enzimas celulase e 
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RNA-polimerase, enzimas envolvidas na biossíntese de proteínas. Aumento nesses 

processos leva a síntese de outros hormônios vegetais promovendo divisão e 

alongamento celular acelerado e desordenado, aumento da atividade enzimática, 

turgescência e rompimento das células (MACHADO et al., 2006; OLIVEIRA JR, 

2011).  

O herbicida nicosulfuron, da família das sulfoniluréias, tem como mecanismo 

de ação a inibição da atividade da enzima acetolactato sintetase (ALS), que é 

responsável por catalisar a reação na produção dos aminoácidos de cadeia ramificada 

valina, leucina e isoleucina. Após sua absorção é rapidamente translocado para a região 

de crescimento ativo das plantas, desencadeando aumento do catabolismo proteíco, que 

por sua vez interfere na síntese de DNA, inibindo seu desenvolvimento. Em plantas 

suscetíveis, ocorre a paralisação do crescimento e desenvolvimento de clorose 

interneval e ou, arroxeamento foliar. Normalmente, o meristema apical necrosa e morre 

antes das demais partes velhas da planta (OLIVEIRA JR, 2011). 

Esses herbicidas são passíveis de atingir culturas vizinhas e a longas distâncias, 

em função da deriva, cuja intensidade é determinada principalmente pelas condições 

climáticas e tamanho das gotas (WANG e RAUTMAN, 2008). Portanto, a deriva 

assume grande importância considerando que os herbicidas são de amplo espectro de 

controle e com elevada toxicidade, especialmente para espécies sensíveis (LOCKE et 

al., 1996; TUDURI et al., 2006). A ocorrência de deriva provoca baixo controle das 

plantas daninhas, fato que concorre para o aumento compensatório de dosagem, 

resultando em maiores gastos e prejuízos para as espécies não alvo e ao meio ambiente 

(EGAN et al., 2014). 

Uma forma de conhecer o impacto desses poluentes no ambiente ocorre 

mediante utilização de espécies indicadoras de impacto ambiental, por meio do 

biomonitoramento. Esse método faz uso de reações da vida biológica, em qualquer 

nível, como forma de caracterizar mudanças nas condições ambientais (ARNDT e 

SCHWEIZER, 1991). Por definição, uma planta indicadora da presença de determinado 

poluente é aquela que tem qualquer nível de sensibilidade, no entanto, para fins de 

biomonitoramento, as mais adequadas são as medianamente sensíveis (NUNES e 

VIDAL, 2009). A exposição a agentes poluentes pode ser avaliada por medidas da 

concentração do agente químico em amostras ambientais, ou através da medida das 

características biológicas ou via monitorização biológica por meio de indicadores 

biológicos ou biomarcadores (AMORIN, 2003).  
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Um biomarcador pode ser uma alteração bioquímica, fisiológica ou 

morfológica como consequência do contato do organismo com um xenobiótico ou de 

seu efeito (MELANCON, 1995). Sensíveis ao agente estressor ajudam a identificar os 

mecanismos básicos da relação causal entre o estressor e seus efeitos (ADAMS, 2002). 

Ao utilizar um conjunto de biomarcadores, obtém-se visão mais ampla dos efeitos 

tóxicos de contaminantes no organismo estudado (VIARENGO et al., 2007). Como 

biomarcadores podem ser citadas as análises fisiológicas como trocas gasosas, 

fluorescência da clorofila a, conteúdo de pigmentos cloroplastídicos, permeabilidade de 

membranas, bioquímicas.  

As vantagens da utilização do biomonitoramento no ambiente, de maneira 

geral, incluem além da sua simplicidade e versatilidade, a alta sensibilidade e a detecção 

de alterações metabólicas (VIARENGO et al., 2007). Além da identificação do nível 

que uma determinada espécie pode suportar a presença de derterminado contaminante 

(DOMINGOS et al., 2004). 

Considerando as mudanças na fisionomia do Cerrado ao longo da sua 

ocupação, a intensa antropização, e as características peculiares da vegetação, do clima 

e solo, pesquisas para identificação de espécies nativas fitoindicadoras assumem papel 

importante na análise dos impactos de poluentes, sobretudo herbicidas, sobre este 

ambiente. O Baru (Dipteryx alata Vogel) pertencente à família Fabaceae tem ocorrência 

em solos pobres do Cerrado, com grande potencial econômico, podendo ser utilizado 

para diversos fins: aproveitamento silvicultural, alimentício, forrageiro, oleaginoso, 

madeireiro e paisagístico, podendo, também, ser empregado em recuperação de áreas 

degradadas e plantio de enriquecimento de pastagens (MORENO et al., 2007). 

Neste contexto, no presente estudo, foi investigada a hipótese de que plantas 

nativas do Cerrado, como D. alata, têm sensibilidades diferenciais aos herbicidas 2,4-D 

e nicosulfuron. Essa sensibilidade pode ser utilizada na definição do potencial 

fitoindicador da ação desses herbicidas em áreas nativas próximas às áreas 

agricultáveis, por meio da utilização de biomarcadores bioquímicos e fisiológicos. 
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OBJETIVO 
 

 

 

 

Objetivou-se neste estudo identificar biomarcadores fisiológicos e bioquímicos 

que permitam avaliar o potencial fitoindicador de plantas de Dipteryx alata Vogel do 

impacto dos herbicidas 2,4-D e nicosulfuron. 
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CAPÍTULO I 

 
 
 

FOTOSSÍNTESE COMO BIOMARCADOR DA AÇÃO DO 2,4-D E 

NICOSULFURON EM PLANTAS DE Dipteryx alata: UMA ESPÉCIE 

NATIVA DO CERRADO 

 
(Normas de acordo com a revista Ecotoxicology and Environmental Safety) 
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RESUMO 
 

 

 

Diversos fatores de estresse, incluindo herbicidas, provocam alterações nos processos 

fisiológicos, bioquímicos e moleculares em plantas. A fotossíntese é um dos fatores 

mais sensíveis a alterações ambientais. Qualquer dano nos pigmentos fotossintéticos, 

complexos proteico da cadeia transportadora de elétrons, incluindo os fotossistemas e, 

as vias de redução de carbono, reduz a capacidade fotossintética. A compreensão deste 

indicador fisiológico e a sua resposta a contaminantes é importante na seleção de 

plantas fitoindicadoras da ação desses poluentes em vegetação nativa. Objetivou-se 

avaliar se as características fotossintéticas de plantas de Dypteryx alata podem ser 

utilizadas para a determinação do potencial desta espécie como fitoindicadora da 

contaminação ambiental pelos herbicidas 2,4-D e nicosulfuron. Dois estudos 

independentes foram realizados para avaliar o efeito destes herbicidas nas trocas 

gasosas, fluorescência da clorofila a, pigmentos cloroplastídicos e a permeabilidade de 

membranas de plantas de D. alata. No primeiro estudo, aplicou-se o 2,4-D nas doses: 0 

(controle), 134, 268, 536, 1072, 1340, 1608 e 1876 g e.a ha
-1

. No segundo, utilizou-se o 

nicosulfuron nas doses: 0 (controle), 6, 12, 24, 48, 60, 72 e 84 g e.a. ha
-1

. As plantas 

foram avaliadas às 24, 96 e 396 horas após a aplicação do 2,4-D e 24, 96 e 576 horas 

após aplicação do nicosulfuron. Os herbicidas 2,4-D e nicosulfuron promoveram 

alterações na maquinaria fotossintética das plantas de D. alata, poucas horas após a 

aplicação. O aumento da taxa respiratória, do NPQ e da concentração de carotenoides 

nas plantas tratadas com 2,4-D foram importantes na proteção contra o excesso de 

energia absorvida. Em adição, a ausência de sintomas foliares e de liberação de 

eletrólitos nas plantas expostas ao 2,4-D indica tolerância desta espécie ao herbicida. O 
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aumento da taxa de liberação eletrólitos nas plantas tratadas com nicosulfuron é 

indicativo de peroxidação lipídica, como evidenciando pelos sintomas foliares. Conclui-

se que as alterações no metabolismo fotossintético das plantas de D. alata são 

indicadores fisiológicos úteis na classificação desta espécie como potencial 

fitoinficadora da ação do nicosulfuron e fitosensora do 2,4-D. 

 

Palavras-chave: herbicida, fotoproteção, Cerrado, eficiência fotoquímica. 

ABSTRACT 

Many stress factors, including herbicides, cause changes in physiological, biochemical 

and molecular processes in plants. Photosynthesis is one of the most sensitive factors to 

environmental change. Any damages in the photosynthetic pigments, protein complexes 

of the electron transport chain, including the photosystems and carbon reduction 

pathways, reduce photosynthetic capacity. Understanding this physiological indicator 

and its response to contaminants is essential in selecting phytoindicator plants of the 

action of these pollutants in native vegetation. The objective was to assess whether the 

photosynthetic characteristics of Dypteryx alata plants can be used to determine the 

potential of this species as phytoindicator of environmental contamination by 2,4-D and 

nicosulfuron herbicides. Two independent studies were carried out to evaluate the effect 

of these herbicides in gas exchange, chlorophyll a fluorescence, chloroplast pigments 

and membranes permeability of D. alata plants. In the first study the 2,4-D was applied 

in the doses: 0 (control), 134, 268, 536, 1072, 1340, 1608 and 1876 g ha
-1

. In the second 

study nicosulfuron was used in the doses: 0 (control), 6, 12, 24, 48, 60, 72 and 84 g ha
-1

. 

Plants were evaluated at 24, 96 and 396 hours after application of 2,4-D and 24, 96 to 

576 hours after application of nicosulfuron. The 2,4-D and nicosulfuron herbicides 

provided changes in the photosynthetic machinery of  D. alata plants, few hours after 

application. The increased respiratory rate, NPQ and carotenoid concentration in plants 

treated with 2,4-D were important in protecting the plants against the excess of 

absorbed energy. In addition, no foliar symptoms as well as no electrolyte leakage in 

plants exposed to 2,4-D indicates tolerance of the species to this herbicide. The 

increased electrolyte leakage rate in plants treated with nicosulfuron indicates lipid 

peroxidation, as noticed by foliar symptoms. It is concluded that changes in 

photosynthetic metabolism of D. alata plants are useful physiological indicators to rank 
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this species as potential phytoindicator of nicosulfuron action and phytosensor of 2,4-D 

action. 

 

Key words: herbicide, photoprotection, Cerrado, photochemical efficiency. 

1. Introdução  

O aumento na expansão do uso da terra para interesses humanos é considerada 

uma das principais causas da perda de biodiversidade em ecossistemas terrestres 

(DOMINGOS et al., 2015). Esta perda é devida tanto pela fragmentação dos 

ecossistemas quanto pela contaminação ambiental por diversos contaminantes 

(SAWIDIS et a., 2011; PÉREZ-VEJA et al., 2012).  

Na região centro-oeste do Brasil, a intensa antropização do domínio Cerrado, 

desencadeou perdas de cerca de 50% da sua área original (MMA/IBAMA, 2012). 

Embora seja consenso que a degradação dessas áreas é consequência direta da 

expansão agrícola, acompanhada pelo aumento do uso de agrotóxicos, como 

herbicidas (MARRIS, 2005), são necessários protocolos metodológicos adequados 

para avaliar os efeitos potenciais desses contaminantes sobre a vegetação 

remanescente do Cerrado. 

Métodos de biomonitoramento, que são baseados na medição de respostas 

selecionadas (aqui referidos como biomarcadores) são muito utilizados no Hemisfério 

Norte para investigação do impacto de pesticidas, os quais exploram respostas de 

plantas em diferentes fases fenológicas (CARPENTER e BOUTIN, 2010; BASSA et 

al., 2011; BOUTIN et al., 2014). Entre os biomarcadores possíveis de mensuração e 

utilização na identificação de plantas com potencial fioindicador se destacam lesões 

visíveis na folha (BENHAM et al., 2010), pigmentos cloroplastídicos (GUTIERREZ-

RODRIGUES e LATASHA, 2011) e a fluorescência da clorofila a (DEWEZ et al., 

2008 e KUMAR et al., 2014). 

A utilização desses biomarcadores na avaliação do impacto ambiental pode ser 

ferramentas promissoras (ROSE et al., 2006), uma vez que poderá auxiliar na detecção 

dos níveis de contaminação (RATOLA et al., 2014) e detecções precoces de possíveis 

alterações biológicas, principalmente de espécies nativas (MACHADO et al., 2013). No 

ambiente Cerrado, estes estudos ainda são incipientes e a utilização de espécies nativas 

pode contribuir em diagnósticos mais precisos da condição ambiental e dos riscos 

iminentes de contaminantes como herbicidas. 
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Dentre as diversas espécies nativas do Cerrado, encontra-se a Dipteryx alata 

Vogel, pertencente à família Fabaceae, de ocorrência nas diferentes fisionomias do 

Cerrado e plasticidade adaptativa em relação à outras espécies que são encontradas em 

apenas um bioma (ALMEIDA, 2008). É uma espécie de grande valor para o Cerrado e 

por isso é protegida por leis e órgãos ambientais do Brasil. A espécie integra a lista da 

flora ameaçada de extinção, principalmente pelo avanço do desmatamento para extração 

de madeira, expansão da soja e cana-de-açúcar, bem como na formação de pastagens 

(CARNEIRO et al., 2014; RIBEIRO, 2011).  

Entender a dinâmica da fotossíntese de D. alata, em condições estressantes é 

altamente desejável. Pouco se conhece sobre o efeito destes herbicidas no metabolismo 

fotossintético destas plantas e das estratégias para proteção do aparato fotossintético. A 

maquinaria fotossintética é facilmente perturbada por herbicidas (DARWISH et al., 

2015), com ocorrência de efeitos nocivos, que variam de alterações na difusão de CO2 

(OLESEN e CEDERGREEN, 2010), no transporte de elétrons, até mudanças na 

estrutura do aparelho fotossintético (WALTERS, 2005), com consequente diminuição 

na eficiência fotoquímica (DAYAN e ZACCARO, 2012). Essa sensibilidade pode ser 

utilizada como biomarcadora da ação do herbicida no monitoramento da resposta do 

indivíduo. 

No presente estudo, foi investigada a hipótese de que plantas Dipteyx alata são 

sensíveis aos herbicidas 2,4-D e nicossulfuron, e que essa sensibilidade pode ser 

monitorada por meio de avaliações do metabolismo fotossintético. Estas alterações 

podem ser boas indicadoras fisiológicas, para a definição do papel desta espécie, como 

fitoindicadora da ação destes herbicidas em remanescentes de Cerrado. Nesse sentido, 

objetivou-se avaliar se as características fotossintéticas de plantas de Dypteryx alata 

podem ser utilizadas para a determinação do potencial desta espécie como 

fitoindicadora da contaminação ambiental pelos herbicidas 2,4-D e nicosulfuron. 

2. Material e métodos 
 

Os experimentos foram conduzidos no Instituto Federal Goiano, Campus Rio 

Verde - GO, Brasil, em casa de vegetação climatizada do Laboratório de Ecofisiologia e 

Produtividade Vegetal, durante os meses de julho de 2013 e agosto de 2014. 
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2.1. Material vegetal e as condições experimentais  

Sementes de Dipteryx alata Vogel foram semeadas em areia. Após 60 dias, 

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 típico e uma parte de areia. De acordo com a análise química do solo, o 

substrato utilizado possuia as seguintes características: pH em H2O de 4,7; 2,6 mg/dm
-3

 

de P; 14 mg/dm
-3

 de K; 0,75 cmolc/dm
-3

 de Ca; 0,22 cmolc/dm
-3

 de Mg; 3,1 cmolc/dm
-3

 

de H
+
Al; 13 g kg

-1
 de matéria orgânica e 24,4% de saturação por bases. O substrato foi 

adubado com 1,525 g por vaso de Ureia; 1,175 g por vaso de K2O; 6,9 g por vaso de 

P2O5. Além disso, foi adicionado 0,4 g por vaso de micronutrientes (Fritted Traced 

Elements 
®
), São Paulo, Brasil) para suprir possíveis deficiências. 

Plantas com 12 meses de idade foram padronizadas quanto ao tamanho e vigor e 

transferidas param casa de vegetação, 15 dias antes da imposição dos tratamentos, para 

aclimatização. Durante o período de avaliação as variáveis microclimáticas (temperatura 

e umidade relativa) da casa de vegetação foram monitoradas por meio de uma estação 

meteorológica (WATCH DOG - Weather Station, Spectrum Technologies, Inc, Aurora, 

Estados Unidos). 

2.2 Imposição dos tratamentos 

Foram conduzidos dois experimentos independentes. Sendo o primeiro para 

avaliação do efeito do herbicida 2,4-D (Nortox
®
, sal de dimetilamina de 2,4-

diclorofenol ácido acético com 670 g L
-1

 do equivalente ácido, Arapongas/PR) nas 

doses: 0 (controle), 134, 268, 536, 1072, 1340, 1608 e 1876 g e.a ha
-1

. E o segundo 

experimento, para avaliação do efeito do herbicida nicosulfuron (Sanson 40 SC, com 40 

g L
-1

 do equivalente ácido) nas doses: 0 (controle), 6, 12, 24, 48, 60, 72 e 84 g e.a. ha
-1

). 

As aplicações foram realizadas utilizando pulverizador costal (Herbicat
®

 Catanduva, 

Brasil) com pressão constante mantida por CO2 comprimido, munido de barra com 

quatro pontas de pulverização e bico (Teejet), tipo leque modelo XR110/02VP. A 

pressão de serviço utilizada foi de 5 kgf cm
-2

, proporcionando o volume de calda de 180 

L ha
-1

. 

2.3. Avaliações Fisiológicas 

As avaliações foram realizadas no segundo par de folhas totalmente expandidas, 

entre as 08h00min e 10h30min, para as características de trocas gasosas e fluorescência 
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da clorofila a. A avaliação das taxas respiratórias foi realizada no período de 3h30min e 

05h30min. As avaliações ocorreram nos seguintes tempos: para o herbicida 2,4-D (2, 

24, 48, 60, 96, 120, 168, 264, 360 e 396 horas após a aplicação) e, para o herbicida 

nicosulfuron (2, 24, 48, 60, 72, 96, 120, 168, 144, 288, 384, 480 e 576 horas após 

aplicação). Esses tempos foram escolhidos para avaliar possíveis alterações iniciais, que 

poderão ser específicas da ação dos contaminantes. A avaliação do conteúdo de 

pigmento cloroplastídicos e permeabilidade de membranas foram realizadas por meio 

de coletas de discos foliares apenas na última hora de avaliação para cada herbicida.  

2.3.1. Medições das trocas gasosas  

As trocas gasosas das plantas foram avaliadas para registro das taxas 

fotossintéticas (A, µmol m
-2

 s
-1

) e transpiratória (E, mmol m
-2

 s
-1

), da condutância 

estomática (gs, mol H2O m
-2

 s
-1

), da relação entre a concentração interna e externa de 

CO2 (Ci/Ca) e da taxa respiratória (CO2 µmol m
-2

 s
-1

). Esas avaliações foram realizadas 

utilizando analisador automático de fotossíntese modelo LI-6400XTR (Licor
®
, 

Nebrasca, Estados Unidos). 

2.3.2. Medições de fluorescência de clorofila a  
 

A fluorescência da clorofila a foi avaliada utilizando fluorômetro portátil 

modulado modelo MINI-PAM (Walz
®
, Effeltrich, Germany), equipado com pinça 

especial para suporte da folha modelo 2030-B (BILGER et al., 1995; RASCHER et al., 

2000). O rendimento quântico potencial do fotossistema II (Fv/Fm) foi calculado após 30 

minutos de adaptação ao escuro (VAN e SNEL 1990). O rendimento quântico efetivo 

do fotossistema II (∆F/Fm’) foi determinado por meio da sobreposição de um pulso de 

saturação em folhas previamente adaptadas à luz ambiente (GENTY et al., 1989). O 

∆F/Fm’ foi utilizado para estimar a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR), 

(BILGER et al., 1995; LAISK e LORETO, 1996) e o coeficiente de extinção não 

fotoquímica (NPQ) foi calculado segundo Bilger e Bjorkman (1990).  

2.3.3. Conteúdo de pigmentos cloroplastídicos e permeabilidade de membranas 

O conteúdo de pigmentos cloroplastídicos foi determinado por meio da extração 

com dimetilsulfóxido (DMSO) saturado com CaCO3, mediante ajustes da metodologia 

descrita por Kuki et al., (2005). Três discos foliares com 5 mm de diâmetro foram 

incubados em DMSO em tubos âmbar e envolvidos com papel alumínio pelo período de 
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24 horas, sob temperatura de 65ºC. Posteriormente a absorbância do extrato foi 

determinada utilizando o espectrofotômetro (Evolution 60S, Thermo Fisher Scientific 

Inc., MA, EUA). Os comprimentos de ondas e as equações para o cálculo das 

concentrações de clorofila a, b e carotenoides foram baseados no trabalho de Wellburn 

(1997).  

A permeabilidade de membranas foi avaliada pela liberação de eletrólitos (TLE) 

de 15 discos foliares imersos em 30 mL de água destilada em tubos de ensaio, segundo 

a metodologia descrita por Vasquez-Tello et al., (1990) e Pimentel et al., (2002). 

 

2.4. Análise de sintomas visuais 

 As plantas foram fotografadas, utilizando uma Máquina Digital Finepix 

modelo SL 300, Zoom óptico 30x, 14 megapixels, LCD de alta resolução às 396 horas 

após aplicação do 2,4-D e às 576 horas após aplicação do nicosulfuron, a fim de 

verificar mudanças visuais provocadas pelos efeitos dos herbicidas. 

2.5. Análise estatística 

Os experimentos foram conduzidos em delineamento de blocos ao acaso, em 

esquema fatorial 8 (doses) x 3 (tempos de avaliação), com cinco repetições, totalizando 

120 unidades experimentais. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) e ajustados aos modelos de regressão. As análises estatísticas foram 

realizadas por meio do software Sistema de Análises Estatísticas Gerais (SAEG 9.0 – 

UFV, Viçosa) e para a confecção dos gráficos foi utilizado o software SigmaPlot V.10 

(SPSS Inc., USA). 

3. Resultados 

3.1 Váriáveis microclimáticas 

A temperatura variou entre 21 a 29ºC, enquanto a umidade relativa entre 52 e 

71%. As baixas variações indicam que durante o período experimental não ocorreu 

sobreposição do estresse nas plantas avaliadas, sendo assim, os resultados obtidos são 

decorrentes dos tratamentos. 



 

20 
 

3.2 Trocas gasosas   

As variáveis de trocas gasosas indicam que houve mudança na taxa 

fotossintética (A), condutância estomática (gs), taxa transpiratória (E) e na concentração 

interna e externa de CO2 (Ci/Ca) [Figura 1 A-H], ao longo do tempo de exposição às 

doses dos herbicidas. Estas características foram modificadas a partir de 24 horas após 

aplicação.  

Em particular, às 396 horas após aplicação (HAA), as plantas tratadas com o 

herbicida 2,4-D reduziram a A em 44%, a gs em 52%, e a E em 44%, enquanto a Ci/Ca 

aumentou em 24% (Figura 1 A – D). Já para o herbicida nicosulfuron as reduções foram 

mais proeminentes às 576 horas, sendo de 88% na A, 70% na gs, 45% na E, e ao 

contrário, aumento de 47% na Ci/Ca (Figura 1 E-H).  
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Figura 1. Taxa fotossintética [A] (A e E), condutância estomática (gs) (B e F), taxa 

transpiratória (E) (C e G) e relação entre a concentração interna e externa de 

CO2 (Ci/Ca) (D e H) de Dipteryx alata Vogel tratadas com doses crescentes de 

2,4-D (A-D) e nicosulfuron (E-H) e avaliadas em três diferentes tempos. Os 

dados são médias de n=5. 
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A taxa respiratória aumentou 79% em função das doses do 2,4-D (Fig. 2 A), 

principalmente às 396 (HAA). Já para o nicosulfuron foi observado reduções de 60% às 

576 (HAA) (Fig. 2 B). 

 

Figura 2. Taxa respiratória de Dipteryx alata Vogel tratadas com doses crescentes de 

2,4-D (A) e nicosulfuron (B) e avaliadas em três diferentes tempos. Os dados 

são médias de n=5. 

3.3. Fluorescência da clorofila a 

Nos parâmetros de fluorescência da clorofila a, observou-se alterações 

semelhantes àquelas ocorridas nas trocas gasosas. As doses do herbicida 2,4-D e 

nicosulfuron resultaram em alterações no rendimento quântico efetivo do fotossistema 

II (∆F/Fm’), taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) e no coeficiente de extinção 

não fotoquímica (NPQ) na D. alata. No entanto, nenhum dos herbicidas promoveu 

reduções pronunciadas nos valores da Fv/Fm, mesmo em função do tempo após a 

aplicação (Fig 3A e E).  

 Ambos os herbicidas, em todos os tempos avaliados, promoveram diminuição 

nos valores do ∆F/Fm’ e da ETR (Fig. 3C e G). Além disso, ambos os herbicidas 

promoveram aumento nos mecanismos de dissipação não fotoquímicos (NPQ) (Fig. 3 D 

e H). No entanto, valores mais pronunciados foram observados nas plantas tratadas com 

o 2,4-D (Fig. 3 D). 



 

23 
 

 
Figura 3. Rendimento quântico máximo (Fv/Fm) (A e E), e rendimento quântico efetivo 

do FSII (ΔF/Fm’) (B e F), taxa de transporte de elétrons (ETR) (C e G) e 

quenching não fotoquímico (NPQ) (D e H) de Dipteryx alata Vogel, tratadas 

com doses crescentes de 2,4-D (A, B, C e D) e nicosulfuron (E, F, G e H) e 

avaliadas em três diferentes tempos. Os dados são médias de n=5. 
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3.4. Concentração de pigmentos cloroplastídicos e taxa de liberação de eletrólitos 

A concentração de pigmentos cloroplastídicos também foi afetada pelos 

herbicidas 2,4-D e nicosulfuron. A clorofila a e b reduziram cerca de 24% e 65% em 

função do aumento da dose do 2,4-D (Fig. 4 A) e efeitos mais pronunciados foram 

observados nas plantas expostas ao nicosulfuron com reduções de 59% e 75% 

respectivamente (Fig.4 B). O conteúdo de carotenoides variou em função da dose e do 

tipo de herbicida. Foi observado aumento de 258% no conteúdo de carotenoides em 

função do aumento da dose do 2,4-D (Fig. 4 C). Já para o nicosulfuron ocorreu 

decréscimos de 60% em função do aumento da dose do herbicida (Fig. 4 D). 

 

Figura 4. Teor de Clorofilas (A e B) e Carotenoides (C e D) de Dipteryx alata Vogel, 

tratadas com doses crescentes dos herbicidas 2,4-D (A e C) e avaliadas às 396 

(HAA), e com doses crescentes de Nicosulfuron (B e D) e avaliadas às 576 

(HAA). Os dados são médias de n=5. 

O herbicida nicosulfuron promoveu danos nas membranas celulares, 

evidenciado pelo pronunciado aumento da taxa de liberação de eletrólitos (Fig. 5 A), o 

que não foi observado nas plantas tratadas com 2,4-D (Fig. 5 B). 
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Figura 5. Taxa de liberação de eletrólitos (TLE %) de Dipteryx alata Vogel, tratadas 

com doses crescentes dos herbicidas 2,4-D (A) e avaliadas às 396 (HAA), e 

com doses crescentes de nicosulfuron (B) e avaliadas às 576 (HAA). Os dados 

são médias de n=40. 

3.5. Sintomas visuais de plantas Dypteryx alata 

Não foram observados sintomas de toxicidade em plantas tratadas com 2,4-D 

(Fig. 6). No entanto, nas plantas tratadas com nicosulfuron esses sintomas foram 

evidentes (Fig. 7). Nessas plantas foram observados amarelecimento, pontuações 

cloróticas e necroses, sobretudo em doses superiores a 24 g e.a. ha
-1

. Os sintomas foram 

mais pronunciados nas regiões marginais e ápices foliares, com expansão para a nervura 

central.  
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Figura 6. Ausência de sintomas visuais das folhas jovens de Dipteryx alata tratadas com 

doses crescentes de 2,4-D e avaliadas às 396 (HAA). 

 

 

Figura 7. Sintomas visuais das folhas jovens de Dipteryx alata tratadas com doses 

crescentes de nicosulfuron e avaliadas às 576 (HAA). 

4. Discussão  

De modo geral, os herbicidas 2,4-D e nicosulfuron promoveram alterações no 

metabolismo fotossintético das plantas de D. alata. Os efeitos observados foram tanto 

estomáticos, mediante indução do fechamento dos estômatos, quanto não estomáticos 

mediante alterações na capacidade de fixação de carbono no Ciclo de Calvin. Embora 

os processos fotossintéticos não sejam alvos principais do 2,4-D e nicosulfuron, estudos 

apontam declínios na fixação de carbono em plantas sensíveis (ZABALZA et al., 2011 e 

PAZMIÑO et al., 2012).  

 A redução na gs é um dos principais fatores limitantes à fotossíntese em plantas 

tratadas com o 2,4-D (PAZMIÑO et al., 2012). Neste estudo, o 2,4-D promoveu 

alterações difusionais, como demonstrado pela redução na gs, sobretudo nas primeiras 

horas após a aplicação do herbicida. Esse herbicida altera uma variedade de processos 

fisiológicos, dentre eles, o estímulo da síntese do etileno por meio do aumento da 

expressão do gene que codifica o ácido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC). O 

ACC promove a ativação de canais iônicos envolvidos na resposta de alongamento 
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celular e, subsequente ativação da síntese de ácido abscísico mediado pela 9-cis-

dioxigenase epoxycarotenoide, ocasionando o fechamento dos estômatos 

(GROSSMAN, 2010; PAZMIÑO et al., 2012). Mesmo com as diminuições observadas 

na A, gs e E, estes resultados não indicam danos ao processo de fixação de carbono, 

visto que a relação Ci/Ca diminuiu às 396 (HAA). A redução nos valores de Ci/Ca 

sugere que as plantas estão consumindo CO2 e a redução na fotossíntese está ocorrendo 

em função da baixa concentração do substrato por causa do fechamento estomático e, 

não por danos ao aparato fotossintético. Corrobora com essas observações, o fato de 

2,4-D não ter promovido efeitos deletérios no fotossistema II, como observado pelos 

valores da razão Fv/Fm.  

Também nas plantas expostas ao nicosulfuron as alterações nas trocas gasosas 

demostram que o metabolismo de carbono foi afetado, evidenciado pela redução na A, 

gs, E e aumento na relação Ci/Ca.  Estômatos fechados e maior concentração de CO2 na 

câmara subestomática são indicadores da diminuição da eficiência carboxilativa. A 

eficiência carboxilativa pode ser afetada tanto pelo fornecimento de energia, na forma 

de ATP e NADPH ao Ciclo de Calvin, quanto por inibição de enzimas do próprio ciclo. 

Alterações na produção de ATP e NADPH também promovem alterações na formação 

do ΔpH através das membranas dos tilacoides, que conjetura na diminuição no 

rendimento quântico do FSII (DAUD et al., 2015), conforme observado neste estudo 

mediante os baixos valores da F/Fm’. Mediante a análise das características da 

fluorescência da clorofila a, neste estudo, observa-se que a dissipação fotoquímica foi 

diminuída com consequente alteração da taxa fotossintética. Além das limitações do 

fornecimento de energia ao Ciclo de Calvin, a atividade do ciclo pode também ser 

afetada por efeitos deletérios de espécies reativas de oxigênio e de enzimas específicas 

do ciclo. AHSAN et al., (2008) reportam, por exemplo, que em plantas tratadas com 

glifosato, a rubisco pode ser inibida pela ação de EROs induzidas pelo herbicida.  

Além dos efeitos na capacidade fotossintética, a respiração mitocondrial parece 

ter um papel fundamental na resposta de plantas de D. alata a estes herbicidas. O 

aumento da taxa respiratória, como observado neste estudo, promovido pelo herbicida 

2,4-D, parece estar associado a maior atividade metabólica para desintoxicação celular. 

Sob condições de estresse, o fornecimento de hidratos de carbonos pode ser reduzido, e 

substratos alternativos, como proteínas e lipídeos, são utilizados no processo 

respiratório (ENGVIST et al., 2011; HÖRTENSTEINER e KRÄUTLER, 2011) e 

contribui na maior geração de energia para manutenção do metabolismo celular 
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(JACOBY et al., 2012), síntese de compostos de defesa e reparo de danos celulares 

(HOLLEY et al., 2010). 

Ao contrário do que foi observado nas plantas tratadas com 2,4-D, a redução da 

taxa respiratória em plantas tratadas com o nicosulfuron possivelmente está relacionada 

à diminuição da disponibilidade de substratos fornecidos pelos processos 

fotossintéticos. A respiração utiliza compostos carbonatos derivados principalmente de 

fontes como trioses-fosfato, sacarose e amido (WANG e VANLERBERGHE, 2013). 

Reduções na produção desses compostos induz alterações na via glicolítica, no ciclo do 

ácido cítrico e consequentemente na cadeia transportadora de elétrons, impactando o 

estado redox da célula (HAUBEN et al., 2009).  Além disso, após a inibição da enzima 

ALS, intermediários utilizados na produção dos aminoácidos de cadeia ramificada 

também são inibidos, como o α-cetobutirato e o ácido cetoisovelérico. O ácido 

cetoisovelérico é precursor da Coenzima A (CoA), que é necessária para a síntese de 

acetil-CoA utilizados na biosíntese de proteínas, ácidos graxos e lipídeos, compostos 

importantes que constituem as membranas celulares (BROSNAN e BROSNAN, 2006). 

Embora não seja claro quais mecanismos estão envolvidos nos efeitos do nicosulfuron 

sobre a diminuição da atividade respiratória, é possível que a limitação de carboidratos 

do metabolismo fotossintético, associado à limitação na biossíntese do acetil-CoA, 

tenham sido os processos determinantes nas respostas observadas nas plantas de D. 

alata. A redução na taxa respiratória em adição aos efeitos secundários do nicosulfuron 

contribuíram para morte lenta da planta, como evidenciado pelo aumento da TLE e pela 

presença de sintomas visuais nas folhas de D. alata. 

Além disso, as modificações nas características fotossintéticas resultaram em 

mudanças na fluorescência da clorofila a. Esses parâmetros fisiológicos são adequados 

para utilização como marcadores de lesões frente a diversos contaminantes (DAYAN e 

ZACARRO, 2012; QUIA et al., 2013). Sob condições normais a razão Fv/Fm possui 

valores ótimos em torno de 0,75 a 0,83 para a maioria das espécies (MAXWELL e 

JOHNSON, 2000; BAKER, 2008). Neste estudo, não foram observados reduções 

pronunciadas na Fv/Fm por efeito aos herbicidas, sugerindo que nem o 2,4-D ou o 

Nicosulfuron promoveram danos no fotossistema II. Corrobora esta constatação o 

aumento pronunciado na dissipação não fotoquímica, sobretudo na forma de calor, 

evidenciada pelos altos valores de NPQ, como importante mecanismo de fotoproteção, 

evitando que o excesso de energia seja convertido em estresse fotoxidativo com 

consequente degradação da proteína D1 do fotossistema II (CARBONERA et al., 2012). 
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Mesmo assim, tanto o 2,4-D quanto o nicosulfuron ocasionaram diminuições no 

rendimento quântico efetivo do FSII (ΔF/Fm’) e na taxa de transporte de elétrons (ETR). 

Em consequência, nestas plantas podem ocorrer a inibição progressiva do ciclo de 

Calvin em função da menor disponibilidade de ATP e NADPH, evidenciada pelo 

aumento da Ci/Ca, como observado nas plantas tratadas com nicosulfuron.  

No entanto, entre os parâmetros de fluorescência, o aumento no quenching não 

fotoquímico foi rápido e sensível em resposta aos efeitos do 2,4-D e nicosulfuron. Nas 

plantas tratadas com o 2,4-D, especialmente as 396 (HAA), o aumento do NPQ pode 

estar relacionado com a regulação da distribuição de energia de excitação entre os 

fotossistemas, evitando possíveis danos no FSII (RUBAN e MURCHIE, 2012). Por ser 

reconhecido como um sensor do estado da maquinaria fotossintética (GOSS e 

LEPETIT, 2015), essa característica de fotoproteção pode impedir, ou diminuir, o 

acúmulo do excesso de energia de excitação, não utilizada nos processos de assimilação 

de carbono, mediante a via não fotoquímica (PELLEGRINI et al., 2014). Contudo, 

quando a dissipação do excesso de energia é insuficiente, um aumento na tensão 

fotoxidativa pode resultar na formação de EROS, sobrecarregando processos de 

desintoxicação (CHAGAS et al., 2008). Como consequência, diversos problemas 

podem ocorrer, como danos ao fotossistema II, inibição de enzimas de diversas rotas, ou 

ainda, a degradação de pigmentos do complexo coletor de luz, com posterior formação 

de cloroses e necroses (GOSS e LEPETIT, 2015), como evidenciado nas plantas 

tratadas com o nicosulfuron. 

Corroborando com os dados de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a, 

tanto o 2,4-D, quanto o nicosulfuron, reduziram a concentração de clorofila a e b. A 

degradação de pigmentos cloroplastídicos diminui a eficência do complexo antena, com 

consequente diminuição na captação e transferência de energia para os fotossistemas 

(OLIVEIRA et al., 2009), observado neste estudo pela redução na ETR. O 2,4-D tem 

como alvo inicial os cloroplastos. Quando em excesso nesta organela, induz a produção 

EROs degradando os pigmentos (PAZMIÑO et al., 2012).  No entanto, o aumento da 

concentração de carotenoides nas plantas expostas ao 2,4-D, associa-se ao aumento na 

dissipação térmica do excesso de energia, conforme observado pelos valores de NPQ, 

que funcionam como mecanismo que previnem a formação de clorofila tripleto (Chl³) e 

outros radicais livres que são formados durante processos oxidativos e que são 

deletérios à maquinaria fotossintética (CARBONERA et al., 2012). Os carotenoides são 

considerados indicadores de estresse precoce (PELLEGRINI, 2014), e também 
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antioxidantes lipídico-solúveis, que desempenham múltiplas funções no metabolismo, 

incluindo a tolerância ao estresse oxidativo (DIMM et al., 2015). Neste estudo, o 

aumento pronunciado de NPQ, associado a maior concentração de carotenoides, à 

ausência de danos nos fotossistemas, à estabilidade das membranas celulares 

demonstrado pelos valores estáveis da TLE e, a ausência de sintomas visuais nas plantas 

tratadas com 2,4-D, sugerem que a dissipação não fotoquímica foi um importante fator 

na proteção das plantas contra o excesso de energia absorvida e a formação de EROs.  

Em plantas tratadas com Nicosulfuron, o aumento nos valores de NPQ não foi 

tão expressivo quanto nas plantas tratadas com 2,4-D, provavelmente em função da 

degradação de carotenoides. Esta condição aumenta a possibilidade de ocorrência de 

estresse oxidativo em função da formação de EROs com consequente degradação de 

componentes de plastos, como pigmentos e lipídios de membranas (KIM et al., 1999). 

Esta condição promove intensa instabilidade no funcionamento das membranas 

celulares e como consequência, elevada liberação do conteúdo celular, observado neste 

estudo por meio dos valores da TLE, e o surgimento de sintomas visíveis como clorose 

e necrose.  

Esses resultados confirmam que, mesmo em doses baixas, os herbicidas 

testados promovem alterações na maquinaria fotossintética de plantas de D. alata, 

presumindo que em condições naturais podem ocorrer danos em espécies nativas. À 

medida que os parâmetros avaliados demonstram alterações com o tempo de exposição 

aos contaminantes, eles podem fornecer informações sobre o desenvolvimento do 

estresse e da dimensão do risco ambiental. 

Neste estudo, o nicosulfuron promoveu alterações em diferentes processos 

fisiológicos de plantas de D. alata, que resultaram em injúrias visíveis nos órgãos das 

plantas. Nas condições deste estudo, estas alterações possibilitam a utilização da espécie 

como fitoindicadora da ação deste herbicida. Por outro lado, em resposta ao 2,4-D, não 

foram observadas injúrias visíveis, embora tenham sido detectadas alterações 

metabólicas, potencializando a utilização da espécie como fitosensora do 2,4-D. De 

Termmerman et al., (2004) classificaram as plantas fitoindicadoras como aquelas que 

apresentam sintomas visíveis como necroses, cloroses e distúrbios fisiológicos. Já as 

fitosensoras como aquelas que reagem aos efeitos do contaminante com sintomas não 

visíveis, apresentando alterações celulares, fisiológicas e bioquímicas. Nesse contexto, 

esta espécie possui características para utilização como monitora da ação de herbicidas 
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como o 2,4-D e nicosulfuron, permitindo possivelmente avaliar a extensão da 

contaminação em seu ambiente natural.  

A utilização de plantas nativas no biomonitoramento deve ser apoiada por 

conhecimentos prévios sobre as alterações bioquímicas, fisiológicas e morfológicas em 

respostas ao estresse, podendo ser gerados em ambientes controlados, como neste 

estudo, e também no ambiente natural de ocorrência do fator estressante. São 

incipientes os estudos com espécies nativas do Cerrado mediante exposição a 

herbicidas, aumentando assim a importância destes resultados para a orientação de 

agricultores, órgãos públicos e indústria de agroquímicos, melhorando assim a gestão e 

a utilização sustentável de produtos químicos.  

5. Conclusões 
 

1. Os herbicidas 2,4-D e nicosulfuron promovem alterações na maquinaria 

fotossintética de plantas de D. alata, com reduções nas características de trocas 

gasosas e na eficiência fotoquímica; 

2. Os efeitos observados foram estomáticos, mediante indução do fechamento dos 

estômatos, para o 2,4-D e o nicusulfuron, e não estomáticos, como alterações na 

capacidade de fixação de carbono no Ciclo de Calvin, apenas para o 

nicosulfuron; 

3. Os herbicidas induziram respostas fotossintéticas distintas nas plantas de D. 

alata, com maior sensibilidade ao nicosulfuron, podendo ser utilizados como 

indicadores sensíveis a este herbicida; 

4. Mecanismos de dissipação de calor possuem papel importante na dissipação do 

excesso de energia e fotoproteção nas plantas tratadas com 2,4-D; 

5. Plantas de D. alata possuem potencial para serem utilizadas como fitoindicadora 

da ação do nicosulfuron e, como fitosensora da ação do 2,4-D em remanescentes 

de Cerrado. 
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RESUMO 
 

 

 

Ao longo das últimas décadas, a vegetação do Cerrado no Brasil foi intensamente 

impactada pela expansão da atividade agrícola e pecuária, particularmente pela 

utilização de herbicidas em grande escala. Objetivou-se neste estudo avaliar alterações 

bioquímicas em plantas de Dipteryx alata tratadas com os herbicidas 2,4-D e 

nicosulfuron e definir biomarcadores específicos que permitam caracterizar o potencial 

fitoindicador dessa espécie. Dois estudos independentes foram realizados para avaliar o 

efeito desses herbicidas na atividade de enzimas de defesa contra espécies reativas de 

oxigênio, seus danos celulares e, ainda, na atividade das enzimas aceto lactato sintase e 

da celulase. Ambos os herbicidas promoveram alterações na atividade das enzimas do 

sistema antioxidante, danos nas membranas celulares, mas com maior magnitude para 

nicosulfuron. A atividade das enzimas catalase e ascorbato peroxidase, assim como a 

concentração de malondialdeído e a taxa de liberação de eletrólitos, aumentaram em 

resposta ao herbicida nicosulfuron, indicando o potencial destas características como 

biomarcadoras desse herbicida. A inibição da aceto lactato sintase e aumento da 

atividade da celulase, em plantas tratadas com nicosulfuron e 2,4-D, respectivamente, 

também podem ser utilizadas como biomarcadores da ação desses herbicidas. Tomados 

em conjunto, os biomarcadores observados nas plantas de D. alata, em resposta ao 

nicosulfuron e ao 2,4-D, constituem características importantes na classificação da 

mesma como potencial fitoindicadora da ação do nicosulfuron e fitosensora da ação do 

2,4-D, em remanescentes do cerrado localizados próximo a áreas de cultivo agrícola.  

 

Palavras-chaves: agricultura, membranas, estresse oxidativo, celulase, ALS. 
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Over the past decades, the Cerrado vegetation in Brazil was heavily impacted by the 

agriculture and livestock expansion, particularly by the use of large-scale herbicides. 

The objective of this study was to evaluate biochemical changes in plants Dipteryx alata 

plants treated with 2,4-D and nicosulfuron herbicides and set specific biomarkers that 

allow characterize the fhytoindicador potential of this species. Two independent studies 

were carried out to evaluate the effect of these herbicides in the activity of defense 

enzymes against reactive oxygen species, their cellular damage and the Acetolactate 

Synthase and Cellulase enzymes activity. Both herbicides promoted changes in the 

enzymes activity of the antioxidant system, damage of cell membranes, but with higher 

magnitude to nicosulfuron. The activity of catalase and ascorbate peroxidase enzymes 

as well as malonaldehyde concentration, and electrolyte leakage rate increased in 

response to nicosulfuron, indicating the potential of these features as biomarkers of this 

herbicide. Inhibition of ALS in plants treated with nicosulfuron and increased cellulase 

activity in the plants treated with 2,4-D may also be used as biomarkers of the action of 

these herbicides. Together, the set of biomarkers found in plants of D. alata, in response 

to nicosulfuron and 2,4-D, are important characteristics in classifying it as a potential 

phytoindicator of nicosulfuron action and phytosensor of 2,4-D action, in remnants of 

Cerrado located near agriculture areas. 

Key words: agriculture, membranes, oxidative stress, cellulase, ALS. 

Introdução 
 

O Cerrado ocupa 24% do território brasileiro, e está entre os mais ricos em 

biodiversidade tropical do mundo (Borges et al. 2014). Nas últimas décadas, no entanto, 

a expansão da atividade agrícola e da pecuária, tem acarretado intensa degradação desse 

bioma, resultando em decréscimo de mais de 50 % da área original (IBGE 2012), em 

função, dentre outros fatores, pelo intenso uso de pesticidas (Batista, 2009; Costa e 

Pires 2010; Miranda et al. 2014). Entre as várias classes de pesticidas, os herbicidas 

utilizados nas áreas de cultivo exercem efeito deletério na vegetação natural circundante 

(Schiesari et al. 2013), especialmente pelo processo de deriva (Van Vliet et al. 2012) e 

poucos estudos tem dimensionado estes impactos.  

No centro-oeste do Brasil, os herbicidas 2,4-D e nicosulfuron são bastante 

utilizados por possuírem amplo espectro de controle e baixo custo (Dias et al. 2012; 

Cavalieri et al. 2012; Costa et al. 2014). Embora seus efeitos tóxicos sobre as plantas 

sejam bastante reportados, ainda são incipientes estudos sobre os efeitos que esses 

herbicidas acarretam em plantas do Cerrado. As moléculas desses herbicidas podem 
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alcançar a vegetação circundante de áreas agricultáveis por diversas vias como pela 

deriva, lixiviação, escoamento superficial, volatilização e erosão/carreamento (Nunes 

2012).  

Portanto, gerar conhecimentos que auxiliem no entendimento das reações do 

Cerrado aos herbicidas é de singular importância na definição de estratégias de 

mitigação, proteção e conservação desse bioma. Dentre os programas modernos de 

monitoramento ambiental, o uso de plantas como fitoindicadoras têm se destacado 

como ferramenta eficaz na avaliação da saúde do ambiente (Cajaraville et al. 2000; 

Raftopoulou e Dimitriadis 2010; Ospar 2012). Nesse cenário, a identificação e 

caracterização de plantas capazes de sobreviver, mas ao mesmo tempo indicar a 

presença de determinado contaminante, é crucial para o sucesso de programas de 

monitoramento do impacto ambiental.  

Para que uma planta seja considerada fitoindicadora da presença de determinado 

poluente é necessário que essa possua sensibilidade suficiente para fornecer 

informações sobre o potencial impacto do agente estressor (Nunes e Vidal 2009). 

Plantas de tomate e rabanete, por exemplo, são excelentes fitoindicadoras do efeito 

residual do herbicida atrazina no solo (Marchesan et al., 2009). Já plantas de Nicotiana 

tabacum L., comumente usada em biomonitoramento da poluição atmosférica (Silva et 

al. 2012),  têm sido utilizadas com sucesso no monitoramento de atrazina (Darwish et 

al. 2015) e metais pesados (Lugon-Moulin et al. 2006) por causa da maior sensibilidade 

e toxicidade em concentrações baixas desses contaminantes. 

Assim como as avaliações morfofisiológicas e biomassa são utilizadss na 

identificação de plantas com potencial bioindicador de efeitos da poluição ambiental 

(Griboff et al. 2014), as respostas bioquímicas a esses distúrbios têm sido bastante 

reportadas como biomarcadores (Vidal-Liñán e Bellas 2013).  Além destas 

características serem ferramentas úteis para o desenvolvimento de protocolos mais 

precisos para a detecção precoce da toxicidade de poluentes (Caregnato et al., 2010). As 

células vegetais possuem sistema integrado de defesa (Qiu et al., 2014), que é 

coordenado mediante cascatas de sinalização que culminam na transcrição de genes 

responsivos ao agente estressor. Dentre os sistemas de defesa, destacam-se os 

enzimáticos, como a ativação das enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) 

e peroxidase do ascorbato (APX), as quais são amplamente utilizadas como 

biomarcadores de estresse oxidativo, uma vez que a indução dessas reflete respostas 

diretas e indiretas a vários contaminantes (Van Der Oost et al. 2003; Lu et al. 2010; 

Vidal-Liñán e Bellas 2013). Além de ajudar na identificação de mecanismos de 

feedback entre o sistema de defesa antioxidante e as EROS na regulação do estresse 

oxidativo de plantas, desempenhando papel crucial na desintoxicação por contaminantes 

(Gill e Tutela 2010; Bernard 2014). No entanto, o sucesso da aplicação e abordagem 

dos biomarcadores depende de sua sensibilidade e especificidade frente ao 

contaminante (Adams, 2002).   

Dewez et al., (2005), por exemplo, observaram que na alga Scenedesmus 

obliquo, baixas concentrações do fungicida fluoxonilo, induziram forte atividade das 

enzimas CAT, APX e GST, potencializando sua utilização como biomarcadoras 

sensíveis ao estresse oxidativo induzido pelo fungicida. Tsangaris et al. (2011), também, 
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reportaram a eficiência da utilização de biomarcadores bioquímicos, como a atividade 

das enzimas catalase e glutationa-S-transferase (GST), que foram sensíveis a compostos 

organoclorados. Também o conteúdo de malondialdeído (MDA) tem sido utilizado 

como um bom biomarcador de danos a membranas frente a contaminantes (Damiens et 

al. 2007; Xing et al. 2012; Griboff et al. 2014).  

Dentre as espécies nativas do Cerrado, com possível potencial para fitoindicação 

de efeitos tóxicos de herbicidas, destaca-se o Baru (Dipteryx alata Vogel). A espécie 

possui ampla distribuição no bioma, pouca incidência de doenças e pragas (Ribeiro et 

al. 2000), baixa exigência de adubação e bom crescimento (Heringer 1978), além de ter 

potencial para utilização na recuperação de áreas degradadas (Vera e Souza 2009). A 

resistência da espécie a estresses bióticos e abióticos é fator importante no estudo da 

relação causal com sintomas morfofisiológicos, permitindo separar efeitos promovidos 

especificamente por contaminantes. Estas características potencializam a sua utilização 

como fitoindicadora do efeito tóxico dos herbicidas 2,4-D e nicosulfuron em áreas de 

remanescentes do Cerrado. Neste estudo, foi avaliada a hipótese de que os herbicidas 

2,4-D e nicosulfuron promovem alterações bioquímicas sensíveis e específicas em 

plantas de Dipteryx alata, sendo bons biomarcadores da ação destes herbicidas. 

Portanto, objetivou-se neste estudo avaliar e caracterizar possíveis alterações 

bioquímicas em D. alata tratadas com os herbicidas 2,4-D e nicosulfuron e, assim, 

definir biomarcadores que permitam caracterizar o potencial fitoindicador da espécie. 

Material e Métodos 

 

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetação climatizada do 

Laboratório de Ecofisiologia e Produtividade Vegetal, durante os meses de junho 

(utilizando o herbicida 2,4-D) e novembro de 2014 (utilizando o herbicida 

nicosulfuron). 

 

Material vegetal e condições experimentais  

 

Sementes de Dipteryx alata Vogel foram semeadas em areia. Após 60 dias, 

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 típico, e uma parte de areia. De acordo com a análise química do solo, o 

substrato utilizado possui as seguintes características: pH em H2O de 4,7; 2,6 mg/dm
-3

 

de P; 14 mg/dm
-3

 de K; 0,75 cmolc/dm
-3

 de Ca; 0,22 cmolc/dm
-3

 de Mg; 3,1 cmolc/dm
-3

 

de H
+
Al; 13 g kg

-1
 de matéria orgânica e 24,4% de saturação por bases. O substrato foi 

adubado com 1,52 g por vaso de Ureia; 1,175 g por vaso de K2O; 6,9 g por vaso de 

P2O5. Além disso, foram adicionados 0,4 g de micronutrientes por vaso (Fritted Traced 

Elements
®
 - São Paulo, Brasil) para suprir possíveis deficiências. Foram selecionadas 

plantas com 12 meses de idade, padronizadas quanto ao tamanho e vigor e transferidas 

para casa de vegetação 15 dias antes da imposição dos tratamentos para aclimatização.  
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Imposição dos tratamentos e coleta de amostras 

 

 Foram conduzidos experimentos independentes por herbicida, em 

delineamento de blocos ao acaso, com três doses do herbicida e cinco repetições. No 

primeiro experimento, aplicou-se o herbicida 2,4-D (Nortox
®
, sal de dimetilamina de 

2,4-diclorofenol ácido acético com 670 g L
-1

 do equivalente ácido, Arapongas/PR) nas 

doses: 0 (controle), 536 e 1340 g e.a ha
-1

. No segundo experimento, aplicou-se o 

herbicida Nicosulfuron (Sanson 40 SC, com 40 g L
-1

 do equivalente ácido, 

Arapongas/PR) nas doses: 0 (controle), 6, 24 e 48 g e.a. ha
-1

). As aplicações foram 

realizadas utilizando o pulverizador costal (Herbicat
®
 Catanduva, Brasil) com pressão 

constante mantida por CO2 comprimido, munido de barra com quatro pontas de 

pulverização e bico (Teejet), tipo leque modelo XR110/02VP. A pressão de serviço 

utilizada foi de 5 kgf cm
-2

, proporcionando volume de calda de 180 L ha
-1

. Foram 

coletadas amostras foliares para as análises enzimáticas no segundo par de folhas 

totalmente expandidas, entre as 07h30min e 10h30min. As coletas foram realizadas as 

24 e 96 horas após a aplicação do herbicida 2,4-D e as 24 e 216 horas após a aplicação 

do herbicida nicosulfuron. As amostras de folhas foram conservadas em nitrogênio 

líquido para posterior avaliação.  

 

Avaliação de enzimas  

Para a determinação da atividade da superóxido dismutase (SOD), da catalase 

(CAT), da ascorbato peroxidase (APX) e da celulase (CEL), foram macerados 0,2 g de 

tecido foliar em almofariz com nitrogênio líquido contendo 2 mL do seguinte meio de 

homogeneização: tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 6,8), ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsufônico (PMSF) 1 

mM e polivinilpirrolidona 2% (PVP). O extrato enzimático foi centrifugado a 12000xg 

durante 15 min a 4ºC e o sobrenadante foi utilizado como extrato bruto (Debona et al., 

2012). Para determinar a atividade da aceto lactato sintase (ALS), 0,2 g de tecido foliar 

foi moído conforme descrito anteriormente. O pó fino foi homogeinizado em 2 mL de  

solução contendo tampão fosfato de potássio (pH 7,5) 50 mM, cloreto de magnésio 

(MgCl2) 5 mM, EDTA 5 mM, 10% (v/v) de glicerol, piruvato 5 mM, dinucleótido de 

flavina e adenina (FAD) 100 µM, pirofosfato de tiamina (TPP) 1 mM, PVP 2% e PMSF 

1 mM. O homogenato foi centrifugado a 20.000xg durante 20 min a 4ºC e o 

sobrenadante foi utilizado para análise (Muhitch 1988).  

A atividade da SOD foi determinada a partir da metodologia proposta por Del 

Longo et al. (1993), medindo a capacidade da enzima em reduzir fotoquimicamente o 

azul de nitrotetrazólio (NBT). A reação consistiu da adição de tampão fosfato de 

potássio (pH 7,8) 50 mM, metionina 13 mM, NBT 0,075 mM, EDTA 0,1 mM e 

riboflavina 0,002 mM. A reação foi iniciada após a adição 50 µL do extrato enzimático 

em 1,95 mL da mistura da reação. A reação ocorreu a 25ºC sob exposição de uma 

lâmpada de 15 W. Depois de 10 min de exposição à luz, a luz foi interrompida e a 

produção de formazana azul, resultado da fotoredução do NBT, foi determinada a 560 

nm em espectrofotrômetro (Evolution 60S, Thermo Fisher Scientific Inc., MA, EUA) de 
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acordo com Giannopolitis e Ries (1977). As amostras controle foram mantidas no 

escuro durante 10 min e medida a absorbância a 560 nm. Os valores obtidos do branco 

das amostras foram subtraídos dos valores das amostras de cada uma das repetições de 

cada tratamento exposto à luz. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para inibir 50% da fotoredução do NBT (Beauchamp e Fridovich 

1971). 

 A atividade da CAT foi determinada pela velocidade da quebra de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) a 240 nm durante 3 min a 25ºC (Havir e Mc Hale 1987), com 

algumas modificações. A reação foi iniciada após adição de 10 µL do extrato bruto 

enzimático em 990 µL do meio de reação contendo tampão de fosfato de potássio (pH 

7,0) 25 mM e H2O2 2,5 mM. O coeficiente de extinção molar de 36 M
-1

 cm
-1

 (Anderson 

et al. 1995) foi utilizado para calcular a atividade da enzima.  

Para atividade da APX foi utilizada a metodologia proposta por Nakano e 

Asada (1981). A reação foi iniciada após a adição de 50 µl do extrato enzimático bruto 

em 1,95 ml do meio de reação contendo tampão de fosfato de potássio (pH 6,0) 50 mM, 

H2O2 1 mM e ascorbato 0,8 mM. A atividade APX foi medida pela taxa de oxidação do 

ascorbato a 290 nm durante 1 min a 25°C. O coeficiente de extinção molar de 2,8 mM
-1

 

cm
-1

 (Nakano e Asada 1981) foi utilizado para calcular a atividade da APX. 

 A atividade da CEL foi determinada segundo a metodologia descrita por 

Nascimento et al. (2011). A reação foi iniciada após adição de 100 µL do extrato 

enzimático bruto em mistura de reação contendo tampão acetato de sódio 100 mM (pH 

5,0) e carboximetilcelulose 1,5% (m/v). A mistura de reação foi incubada em banho-

maria a 37°C durante 18 h e, em seguida, foi adicionado 250 µl de DNS. A reação foi 

incubada novamente em banho-maria 100°C durante 7 min e depois resfriada a 25°C em 

banho de gelo. A absorbância do produto liberado pela CEL foi medida a 540 nm. A 

quantidade de açúcares redutores liberados foi calculada mediante curva padrão de 

glicose (Sigma-Aldrich, São Paulo, Brasil) (Miller 1959). Para as amostras controle, 

procedimento similar foi seguido, com excessão da primeira incubação. 

A metodologia proposta pelo Muhitch (1988), com algumas modificações, foi 

usada para determinar a atividade da enzima ALS. A reação foi iniciada após a adição 

de 200 µl do extrato bruto enzimático ao meio de reação contendo tampão fosfato de 

potássio (pH 7,5) 50 mM, piruvato de sódio 40 mM, MgCl2 10 mM, TPP 0,62 mM e 

FAD 34 µM. A reação foi incubada em banho-maria a 37°C durante 1 h. Em seguida, 

0,2 ml de 30% (v/v) de ácido sulfúrico foi adicionado para parar a reação e converter a 

acetolactato a acetoína. As amostras foram centrifugadas a 1.700xg durante 10 min. O 

acetolactato foi quantificado indiretamente conforme segue: 1 ml da solução contendo 

creatina 0,5% (v/v) e α-naftol 1,0% (v/v) dissolvidos em NaOH 4 N foram adicionados 

aos sobrenadantes e os tubos incubados a temperatura ambiente. Após 1 h, mediu-se a 

absorbância a 520 nm (Westerfeld 1945). O branco das amostras foi acidificado antes 

da adição da enzima, e a atividade do branco das amostras subtraída de cada amostra. O 

coeficiente de extinção molar de 15000 M
-1

 cm
-1

 (Forlani et al., 1991) foi utilizado para 

calcular a atividade da enzima.  

A atividade das enzimas foi expressa com base em proteína, cuja concentração 

foi determinada de acordo com o método de Bradford (Bradford, 1976).  
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Determinação da concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

Para determinação da concentração de H2O2, amostras de 0,2 g foram trituradas 

em nitrogênio líquido e homogeneizadas em 2,0 mL meio de extração constituído de 

tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 6,5) e hidroxilamina 1mM, seguida da 

centrifugação a 10.000xg por 15 min a 4 ºC (Kuo e Kao 2003). A reação foi iniciada 

após adição de 150 µL do sobrenadante ao meio de reação contendo sulfato de amônio 

de ferro (FeNH4SO4) 100mM, ácido sulfúrico 25mM, laranja de xilenol 250 µM e 

sorbitol 100 mM (Gay e Gebicki 2000). As amostras foram mantidas no escuro por 30 

min e, após se mediu a absorbância a 560nm. A concentração de H2O2 foi estimada com 

base em curva de calibração preparada com padrões de H2O2. Brancos, para os 

reagentes e os extratos vegetais, foram preparados em paralelo e subtraídos das 

amostras. 

Conteúdo de malondialdeído (MDA) e taxa de liberação de eletrólitos 

Amostras de 0,15 g de folhas foram trituradas em nitrogênio líquido e 

homogeneizadas em 2,0 mL de ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v), seguido de 

filtração através de quatro camadas de gazes e da centrifugação a 10.000xg por 15 min a 

4ºC. Para a reação, Alíquota de 0,5 mL do sobrenadante foi adicionada a 1,5 mL de 

solução de ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,5% (m/v) em TCA 20% (m/v). Os tubos foram 

fechados e incubados em banho-maria a 95ºC por 30 min. A reação foi paralisada em 

banho de gelo por 1 min e centrifugado a 9.000xg por 4 min a 25ºC. A absorvância foi 

medida a 600 e 440 nm. A concentração do complexo aldeído malônico-TBA foi obtida 

mediante subtração das absorvâncias e da utilização do coeficiente de absortividade 

molar de 155 mM
-1

 cm
-1

 (Hodges 1999), sendo os resultados expressos em nmol g
-1

 de 

massa fresca. 

A permeabilidade de membranas foi avaliada pela taxa de liberação de 

eletrólitos (TLE) de 15 discos de folhas imersos em 30 mL de água desionizada em 

tubos de ensaio, segundo a metodologia descrita por Vasquez-Tello et al. (1990) e 

Pimentel et al. (2002). 

 

Análise de sintomas visuais 

 As plantas foram fotografadas, utilizando uma Máquina Digital Finepix 

modelo SL 300, Zoom óptico 30x, 14 megapixels, LCD de alta resolução nas 96 horas 

após aplicação do 2,4-D e nas 216 horas após aplicação do nicosulfuron. 

Análise estatística 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e ao teste de médias 

Tukey. As análises estatísticas foram realizadas por meio do software Sistema de 

Análises Estatísticas Gerais (SAEG 9.0 – UFV, Viçosa) e para a confecção dos gráficos 

foi utilizado o software Sigma Plot V.10 (SPSS Inc., USA). 
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Resultados  

 

Atividades de enzimas antioxidantes  

Os herbicidas 2,4-D e nicosulfuron promoveram alterações na atividade das 

enzimas do sistema antioxidante. A atividad da SOD aumentou em função das doses do 

2,4-D (Fig. 1-A), independente do tempo de avaliação. Já nas plantas expostas ao 

nicosulfuron (Fig. 1-B) ocorreu aumento expressivo da atividade da SOD, às 24 HAA, 

em função das doses aplicadas. Porém, a taxa de aumento não se manteve às 216 HAA, 

observando-se, inclusive, valores semelhantes ao controle na maior dose aplicada. A 

atividade das enzimas CAT e APX aumentou em função das doses de 2,4-D, sobretudo 

às 24 HAA (Fig. 1 C-E). Para o nicosulfuron o aumento da atividade das enzimas CAT 

e APX ocorreu em função das concentrações e das horas após aplicação, porém de 

forma mais pronunciada às 216 HAA (Fig. D e F). 

 

Determinação de danos celulares 

Houve aumento na concentração de H2O2 em plantas submetidas ao 2,4-D, e de 

forma mais pronunciada às 24 HAA (Fig. 2 A). Para o nicosulfuron esse aumento 

ocorreu em função da dose e do tempo após a aplicação do herbicida, particularmente às 

216 HAA na dose de 48 g e.a. ha
-1

. 

A integridade de membranas também foi afetada pelos herbicidas 2,4-D e 

nicosulfuron. Para o 2,4-D não houve interação entre as doses do herbicida e os tempos 

após aplicação para a concentração de MDA. Observa-se aumento de 18% na 

concentração de MDA em função do incremento das doses do 2,4-D (Fig. 3 A), 

sobretudo no último tempo de avaliação (Fig. 3 B). Efeitos mais severos foram 

observados nas plantas expostas ao nicosulfuron, especialmente às 216 HAA.  

Para a taxa de liberação de eletrólitos, não houve interação entre as doses dos 

herbicidas e nas horas após aplicação, para ambos herbicidas analisados, sendo esse 

efeito significativo apenas para as doses. Semelhante ao observado para MDA houve 

aumento na taxa de liberação de eletrólitos em plantas tratadas com o nicosulfuron (Fig. 

5 A). No entanto, a alteração na concentração de MDA nas plantas tratadas com 2,4-D 

não culminou em aumento da TLE (Fig. 5 B). 

 

Atividade das enzimas Celulase e Aceto lactato sintase  

 A exposição das plantas ao herbicida 2,4-D acarretou aumento pronunciado na 

atividade da enzima celulase logo após a aplicação. Interessantemente, transcorridas às 

96 HAA, a atividade da enzima se manteve alta, mas com valores bem menores em 

relação aos observados anteriormente (Fig. 6).  

 Em resposta ao nicosulfuron a atividade da enzima ALS foi reduzida em 

função do aumento das concentrações do herbicida (Fig. 7). Sendo esse efeito não 

significativo em função do tempo de aplicação do nicosulfuron. 

 

Sintomas visuais de Dipteryx alata 
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 Não foram observados sintomas de fitotoxidez nas plantas submetidas ao 2,4-D 

(Fig. 8 A-C). Entretanto, as plantas expostas ao nicosulfuron apresentaram sintomas de 

amarelecimento, pontuações cloróticas e necróticas nos ápices e nos bordos foliares 

(Fig. 9 A-C). Esses sintomas de toxidez ocorreram principalmente nos ápices foliares e 

na nervura central. 

Discussão 

 

De modo geral, os herbicidas 2,4-D e Nicosulfuron promoveram alterações no 

metabolismo das plantas de D. alata com toxicidade evidenciada pelo aumento da 

concentração de H2O2, danos nas membranas celulares, aumento da atividade de 

enzimas do sistema antioxidante e de enzimas específicas da rota do mecanismo de ação 

dos herbicidas. No entanto, efeitos mais deletérios ocorreram em resposta ao 

nicosulfuron e menos pronunciados em relação ao 2,4-D. Além da atuação dos 

herbicidas afetando rotas específicas, aparentemente, o sistema antioxidativo menos 

robusto foi determinante na sensibilidade das plantas tratadas com o nicosulfuron. Ao 

contrário, a maior atividade das enzimas do sistema antioxidante nas plantas tratadas 

com 2,4-D, sobretudo nas primeiras horas após a aplicação, contribuiu para o menor 

dano celular comparado ao promovido pelo nicosulfuron. Em adição, evidencia-se que o 

sistema de defesa antioxidante de D. alata possui especificidades em relação ao tipo de 

molécula do herbicida, sendo mais eficiente para o 2,4-D. 

A tolerância da planta às EROs envolve mecanismos enzimáticos e não 

enzimáticos, constituindo o sistema de defesa antioxidante (Scandalios 1993). Entre os 

mecanismos não enzimáticos se destacam antioxidantes como o ascorbato, α-tocoferol, 

poliaminas, carotenoides e flavonoides (Maheshwari e Dubey 2009) e as glutationas 

(Ratnam et al. 2006), não sendo estes objetos deste estudo. Já os enzimáticos constituem 

enzimas importantes na rota de detoxificação de EROS como a SOD, a CAT, a APX, a 

peroxidase da glutationa (GPX) e a redutase da glutationa (GR) (Noctor e Foyer 1998; 

Dixon et al. 2010). Contudo, foram analizadas as enzimas SOD, CAT e a APX, que 

atuam diretamente na remoção das EROS. 

A maior atividade da SOD, neste estudo, possivelmente está relacionada ao 

mecanismo de defesa contra o aumento de superóxidos (O2
-
) promovido pelos hebicidas 

2,4-D e nicosulfuron. No entanto, após a dismutação de O2
-
 em H2O2 pela SOD, a 

detoxificação da célula depende ainda da ação complementar de enzimas como CAT e 

APX, as quais degradam o H2O2, uma vez que esse subproduto também é tóxico. Neste 

cenário, a maior atividade dessas enzimas, observada neste estudo, funcionam como 

parte do sistema integrado na degradação de EROs (Oruc et al. 2004; Machado et al. 

2013; Chaabani et al. 2015). Adicionalmente, os resultados deste estudo evidenciaram 

que o sistema antioxidante de D. alata é eficiente em amenizar os danos causados pelo 

2,4-D, pois mesmo com o incremento de H2O2 não se observou fitotoxidez nas plantas o 

que, possivelmente, está relacionado ao aumento na atividade das enzimas CAT e APX.  

A produção de EROs ocorre em consequência da toxicidade de vários 

xenobióticos, incluindo os herbicidas (Maran et al. 2009; Ozden et al. 2013; Lysenko et 
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al. 2014; Messina et al. 2014). Estudos demonstram que o 2,4-D induz a acumulação 

excessiva de EROS em diferentes espécies de plantas (Romero-Portas et al. 2004; 

Sunohara e Matsumoto 2008; Grossmann et al. 2011). Pazmiño et al. (2011), por 

exemplo, confirmaram a existência de superprodução de EROS em folhas de ervilhas 

jovens e maduras expostas ao 2,4-D, mediante análises do conteúdo de H2O2, que 

desencadeou processos de cloroses e necroses, que não foi observado neste estudo. O 

aumento da produção de EROS induzida pelo 2,4-D é uma consequência direta da 

ativação de enzimas específicas, tais como a acil-CoA oxidase (ACX) envolvida na β-

oxidação de ácidos graxos, além da enzima celulase, que está envolvida na degradação 

de compostos de parede celular (Pazmiño et al. 2012). 

O aumento na atividade da celulase é característico de herbicidas mimetizadores 

de auxina (Oliveira Jr et al. 2011). Essa enzima atua na degradação da celulose na 

parede celular, reduzindo a resistência física, promovendo o alongamento celular 

(Machado et al. 2006). Os sintomas visuais da ação da enzima celulase são 

caracterizados pela ocorrência de epinastia, retorcimento do caule, engrossamento das 

gemas terminais e destruição do sistema radicular (Dou et al. 2000; Sunohara e 

Matsumoto 2008),  mas, não foram observados nas plantas de D. alata. Neste estudo, a 

ausência de sintomas possivelmente está associada à diminuição da taxa de aumento da 

atividade da enzima celulase às 96 (HAA). Caso a atividade da enzima se mantivesse 

tão pronunciada como observado às 24 (HAA), possivelmente, às lesões causadas pelo 

herbicida seriam irreversíveis. A diminuição da taxa de aumento da atividade da 

celulase nas plantas de D. alata pode estar relacionada aos mecanismos de 

desintoxicação do herbicida. Dentre os possíveis processos determinantes da tolerância 

de plantas ao 2,4-D, destaca-se o rápido metabolismo mediado pela enzima citocromo 

P450 monoxigenase (reações de hidroxilação e oxidação) convertendo a molécula do 

herbicida em ésteres de glicose que são menos tóxicos à planta (Schuler, 1996). Além 

disso, Sandermann (1992) relata que o 2,4-D pode ser conjugado pela enzima glutationa 

S-transferase (GST), e após ser compartimentalizado no vacúolo, promovendo a 

desintoxicação celular. 

Embora tenha ocorrido maior atividade das enzimas SOD, CAT e APX nas 

plantas expostas ao nicosulfuron, este sistema de defesa não foi eficiente para evitar que 

as EROS, como o H2O2, promovessem danos celulares com o consequente 

desenvolvimento de lesões cloróticas, que evoluíram para necroses. Neste estudo, a 

maior atividade das enzimas CAT e APX às 216 (HAA), indica que estas enzimas 

podem ser utilizadas como biomarcadoras da ação do nicosulfuron, pois foram 

rapidamente responsivas aos efeitos desse herbicida. Ao contrário desse resultado, 

Caregnato et al. (2010) analisando parâmetros de estresse oxidativo de quatro 

variedades de Phaseolus vulgaris expostas ao O3, foi observado aumento de cerca de 

2,5 vezes da atividade da CAT em duas variedades quando expostas ao ozônio, no 

entanto esta resposta foi relacionada à proteção contra as EROS geradas pela exposição 

ao poluente, sugerindo que esta enzima desempenha papel importante na resistência à 

toxicidade ao O3, podendo ser utilizada como biomarcador precoce da toxicidade do 

poluente. 
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A redução da atividade da enzima ALS nas plantas de D. alata, tratadas com o 

nicosulfuron, está diretamente relacionada ao mecanismo de ação do herbicida, sendo 

observado em várias espécies de plantas sensíveis (Zulet et al. 2013; García-Garijo et al. 

2014; Zulet et al. 2015). A ação de inibidores da ALS não está diretamente relacionada 

ao estresse oxidativo. No entanto, a inibição dessa enzima, envolvida na biossíntese de 

aminoácidos de cadeia ramificada (Ocaray et al. 2012), pode promover indiretamente a 

formação de EROS. Essa possibilidade é coerente com reduções no desempenho do 

metabolismo fotossintético, decorrente do acúmulo de carboidratos solúveis e 

aminoácidos livres e, consequentemente, pela superprodução de EROS (Zabalza et al. 

2004;Gaston et al. 2003; Gaston et al. 2002; Zulet et al. 2015). Neste estudo, o aumento 

da concentração de H2O2, resultante da inibição da ALS, atuou diretamente no processo 

de peroxidação lipídica e no rompimento de membranas, evidenciado pelo aumento da 

concentração de MDA e na TLE. Produzido durante a peroxidação de lipídeos, o MDA 

é um importante indicador do dano celular que resulta em aumento no extravasamento 

de eletrólitos (Dallagnol et al. 2011). Em concordância com nossos resultados, o 

elevado acúmulo de H2O2 em plantas de ervilhas submetidas ao tratamento com inibidor 

da ALS, também resultou em peroxidação de lipídeos, que se deu, pelo menos em parte, 

em um sistema antioxidativo menos robusto (Zabalza et al. 2007). Neste estudo, embora 

tenham sido observado aumento no conteúdo de MDA nas plantas expostas ao 2,4-D, 

esse aumento não foi suficiente para promover alterações na fluidez da membrana, o 

que pôde ser constatado pela estabilidade dos valores de TLE.  

Tomados em conjunto, mediante análise dos resultados deste estudo, é possível 

propor que as variáveis estudadas podem ser utilizadas como biomarcadores da ação 

dos herbicidas 2,4-D e nicosulfuron. A maior atividade das enzimas CAT e APX, assim 

como o conteúdo de MDA e TLE foram eficientemente responsivos ao herbicida 

nicosulfuron, demonstrando especificidade ao herbicida. Em contrapartida, a alteração 

hormonal ocasionada pelo 2,4-D pode ter alterado a cascata de sinalização, levando uma 

resposta rápida ao estresse, como verificado pela eficiente ação do sistema de defesa 

antioxidante. Adicionalmente, a atividade da ALS, assim como a da Celulase também 

podem ser utilizadas como bons biomarcadores da ação do nicosulfuron e do 2,4-D, 

respectivamente, uma vez que estas enzimas são os alvos primários no mecanismo de 

ação destes herbicidas (Oliveira Jr et al. 2011). Ambas as enzimas possuem elevada 

especificidade e sensibilidade aos respectivos herbicidas, constituindo biomarcadores 

robustos da ação dos mesmos. Os sintomas visuais em decorrência da ação do 

nicosulfuron, associados às medidas metabólicas, podem contribuir de forma eficiente 

na análise dos impactos causados por este herbicida na vegetação nativa. A 

sensibilidade, especificidade e facilidade de detecção são características essenciais na 

seleção de biomarcadores precisos em resposta ao fator de estresse (Olson et al. 2009).  

O conjunto de biomarcadores observados nas plantas de D. alata, em resposta, 

sobretudo ao nicosulfuron que resultou em danos visuais, associada à ampla ocorrência 

da espécie no Cerrado, constituem características importantes na classificação da 

mesma com potencial fitoindicadora da ação deste herbicida em remanescentes do 

cerrado localizados próximo a áreas de cultivo agrícola. Adicionalmente, as respostas 

bioquímicas das plantas ao 2,4-D e a ausência de sintomas visuais permitem classificar 
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a mesma como potencial fitosensora da ação do herbicida. Ressaltando que, embora 

alterações nas respostas oxidativas, observadas neste estudo, possam ocorrer em 

resposta a outros fatores de estresse, como o déficit hídrico e altas temperaturas, 

normalmente esses herbicidas são utilizados em épocas de cultivo agrícola em que estes 

fatores de estresse abiótico não prevalecem. Portanto, em contraste com as 

características peculiares de D. alata, cuja espécie apresenta tolerância aos estresses 

supracitados neste estudo, essas informações tomadas em conjunto, consolidam os 

resultados obtidos. 

 

Conclusões 

 

1. Os herbicidas 2,4-D e nicosulfuron promovem alterações no metabolismo das 

plantas de D. alata, com aumento da concentração de H2O2, danos nas 

membranas celulares e aumento da atividade de enzimas do sistema 

antioxidante; 

2. Os herbicidas utilizados induzem respostas metabólicas distintas nas plantas de 

D. alata, com maior sensibilidade ao nicosulfuron; 

3. As enzimas CAT e APX, a concentração de MDA e a TLE, possuem maior 

sensibilidade e especificidade ao nicosulfuron, podendo ser utilizadas como 

biomarcadores sensíveis ao herbicida; 

4. A atividade das enzimas ALS e Celulase podem ser utilizadas como 

biomarcadores específicos e eficazes em resposta a ação do nicosulfuron e 2.4-

D, respectivamente; 

5. A atividade das enzimas do sistema antioxidante de defesa foi robusta na 

proteção das plantas contra o estresse oxidativo ocasionado pelo 2,4-D; 

6. Em conjunto os biomarcadores observados nas plantas de D. alata potencializam 

a classificação como fitoindicadora da ação do nicosulfuron e fitosensora da 

ação do 2,4-D em remanescentes de vegetação nativa do cerrado.  
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Legendas 

Figure 1. Atividades das enzimas superóxido dismutase (SOD) [A-B], catalase (CAT) 

[C-D] e ascorbato peroxidase (APX) [E-F] de Dipteryx alata de acordo com a 

interação entre as doses do 2,4-D e das horas após aplicação (A, C e E) e de 

acordo com a interação entre as doses do nicosulfuron e das horas após 

aplicação (B, D e F). Médias seguidas de mesma letra maiúscula entre, e 

minúscula dentro das doses, não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de 

probabilidade. Os dados são média e desvio padrão de n= 30. 

Figure 2. Concentrações de peróxido de hidrogênio H2O2 de Dipteryx alata de acordo 

com a interação entre as doses do 2,4-D e das horas após aplicação (A) e de 

acordo com a interação entre as doses do nicosulfuron e das horas após 

aplicação (B). Médias seguidas de mesma letra maiúscula entre, e minúscula 

dentro das doses, não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. 

Os dados são média e desvio padrão de n= 30. 

Figure 3. Concentrações de malondialdeído (MDA) de Dipteryx alata submetidas às 

doses do herbicida 2,4-D (A) e às horas após aplicação (B). Médias seguidas de 

mesma letra maiúscula não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de 

probabilidade. Os dados são médias e desvio padrão de n= 5. 

Figure 4. Concentrações de malondialdeído (MDA) de Dipteryx alata, de acordo com a 

interação entre as doses do nicosulfuron e das horas após aplicação. Médias 

seguidas da mesma letra maiúscula entre, e minúscula dentro das doses, não 

diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Os dados são médias 

e desvio padrão de n= 30. 

Figure 5. Taxa de liberação de eletrólitos (TLE) de Dipteryx alata, submetidas a doses 

dos herbicidas 2,4-D (A) e nicosulfuron (B). Médias seguidas de mesma letra 

maiúscula, não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Os 

dados são médias e desvio padrão de n= 5. 

 

Figure 6. Atividade da enzima celulase de Dipteryx alata, de acordo com a interação 

entre as doses do 2,4-D e das horas após aplicação. Médias seguidas de mesma 

letra maiúscula entre, e minúscula dentro das doses, não diferem entre si pelo 

teste Tukey a 5% de probabilidade. Os dados são média e desvio padrão de n= 

30. 

 

Figure 7. Atividade da enzima aceto lactato sintase de Dipteryx alata, de acordo com a 

interação entre as doses do nicosulfuron e horas após aplicação. Médias 

seguidas de mesma letra maiúscula, não diferem entre si pelo teste Tukey a 5% 

de probabilidade. Os dados são média e desvio padrão de n= 5. 

 

Figure 8. Ausência de sintomas visuais em folhas de Dipteryx alata às 96 horas após 

aplicação do herbicida 2,4-D. Todas as barras da figura são na escala de 1 cm. 
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Figure 9. Sintomas visuais em folhas de Dipteryx alata às 216 horas após aplicação do 

herbicida nicosulfuron. Todas as barras da figura são na escala de 1 cm. 

Legenda: NC (necrose) e CL (clorose). 
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CONCLUSÃO GERAL 
 

 

 

Os herbicidas 2,4-D e nicosulfuron promoveram efeitos em plantas de Dipteryx 

alata Vogel, como alterações nas trocas gasosas, na fluorescência da clorofila a e, na 

concentração de clorofila a, b e carotenoides. Além da maior atividade das enzimas do 

sistema antioxidante de defesa, aumento na concentração de peróxido de hidrogênio e 

de malonaldeído.  

Os resultados demonstram que em folhas de D. alata os sintomas visuais, a 

redução na atividade da enzima aceto lactato sintase constituem biomarcadores 

específicos da ação do nicosulfuron. 

 


