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RESUMO GERAL

REZENDE-SILVA, SUEISLA LOPES. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde
— GO, agosto de 2016. Pouteria torta e Alibertia edulis: Espécies nativas do cerrado
indicadoras da acdo do glyphosate. Orientador: Dsc. Alan Carlos Costa.

Coorientadores: Dsc?. Clarice Aparecida Megguer e Dsc. Fabio Henrique Dyszy.

As transformagdes ocorridas no Cerrado, decorrente da alta demanda agricola,
acarretam o uso intensivo de defensivos agricolas, cujos impactos nos ecossistemas
naturais ainda sdo poucos reportados. A selecdo de plantas nativas com capacidade de
bioindicacdo pode ser importante instrumento para 0 monitoramento e preservacdo do
meio ambiente. Nesse contexto, as respostas fisiologicas e bioquimicas das espécies
nativas do Cerrado Pouteria torta (Mart.) Radlk e Alibertia edulis Rich a acdo do
glyphosate foram investigadas. Objetivou-se com este estudo avaliar o potencial do uso
das plantas de Pouteria torta e Alibertia edulis como biondicadoras da acdo do
herbicida glyphosate, além de selecionar biomarcadores responsivos mediante o estudo
das caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas em ambas as plantas. Foram conduzidos
quatro experimentos independentes, sendo um para P. torta e o outro para A. edulis. Em
ambos 0s ensaios 0s tratamentos consistiram da aplicacdo do glyphosate nas doses de 0
(controle), 200, 400 e 800 g e. a. ha™*. Foram realizados estudos para avaliar o efeito do
glyphosate nas trocas gasosas, na fluorescéncia da clorofila a, na concentragdo de
pigmentos cloroplastidicos, na morfoanatomia foliar, e ainda a atividade das enzimas
fenilalanina amonia-liase, peroxidases, polifenol oxidase e 5-enolpiruvilchiquimato-3-

fosfato sintase, bem como as concentrac¢Ges de acido chiquimico, compostos fendlicos,
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aminoacidos e proteinas solUveis totais e de malondialdeido, além da ocorréncia de
sintomas visiveis em ambas as espécies. Os resultados revelaram que a sensibilidade
diferiu entre as duas espécies estudadas, sendo P. torta mais responsiva aos efeitos
toxicos do glyphosate. Em P. torta, o glyphosate promoveu efeitos negativos no
desempenho fotossintético, na concentragdo de clorofilas, na superficie epicuticular e
estdbmatos, além de sintomas de fitotoxicidade, comprovada pela ocorréncia de cloroses
e necroses foliares e pela desestabilizacdo das membranas celulares, além do
comprometimento na sintese de aminodcidos, proteinas e compostos fendlicos e
acumulo de acido chiquimico, resultante da inibicdo da enzima EPSPs. Por outro lado,
A. edulis apresentou capacidade intrinseca de tolerar os efeitos toxicos do herbicida,
pois mesmo ocorrendo reducdo no processo fotossintético, na atividade da EPSPs, com
resultante acumulo de acido chiquimico, isso ndo foi suficiente para comprometer a
sintese dos principais metabdlitos da via do chiquimato, bem como a integridade das
membranas celulares. Isso foi evidenciado pela inalteracdo na sintese de aminoéacidos e
proteinas, na estrutura das membranas e pela auséncia de sintomas de fitotoxicidade.
Diante dos resultados obtidos, conclui-se que P. torta é uma espécie bioindicadora,
podendo ser usada como referencial dos efeitos deletérios do glyphosate em ecossistema
de Cerrado. Os biomarcadores fisiologicos e bioquimicos responsivos ao glyphosate
encontrados em A. edulis permitem classificar essa espécie como potencial biosensora

da acdo do glyphosate.

PALAVRAS-CHAVE: fotossintese, fluorescéncia da clorofila a, acido chiquimico,

atividade enzimatica, bioindicadores.



ABSTRACT

REZENDE-SILVA, SUEISLA LOPES. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde
— GO, August, 2016. Pouteria torta and Alibertia edulis: Cerrado native species
indicators of glyphosate action. Advisor: Dsc. Alan Carlos Costa. Co-Advisors: DSc.

Clarice Aparecida Megguer and DSc. F&bio Henrique Dyszy.

Changes in the Brazilian Cerrado, due to high agricultural demand, results in the
intensive use of agrochemicals, and impacts on natural ecosystems are still poorly
reported. The selection of native plants with bioindication capacity may be an important
tool for monitoring and preserving the environment. In this context, we investigated the
physiological and biochemical responses of native species from Cerrado, Pouteria torta
(Mart.). Radlk and Alibertia edulis Rich, exposed to glyphosate. The aim of this study
was to evaluate the potential of Pouteria torta and Alibertia edulis plants as
bioindicators of the glyphosate action, and select responsive biomarkers according to
the study of the physiological and biochemical characteristics in both plants. Four
independent experiments were conducted with plants of P. torta and A. edulis. The
experiments consisted in the application of glyphosate at four doses: 0 (control), 200,
400 and 800 g a.e. hal. After exposure, effects of glyphosate on gas exchange,
chlorophyll a fluorescence, chloroplast pigments concentration, leaf morphoanatomy,
activity of phenylalanine ammonia lyase, peroxidases, polyphenol oxidase and 5-

enolpyruvylshikimate-3 -phosphate synthase and the shikimic acid concentrations of,
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phenolics, amino acids and soluble protein and malondialdehyde, as well as the
occurrence of visible symptoms were evaluated in both species. The results showed that
the sensitivity differed between the two species, and P. torta was more responsive to the
toxic effects of glyphosate. In P. torta, glyphosate promoted negative effects on the
photosynthetic performance, chlorophyll concentration, epicuticular surfaces and
stomata, and visible phytotoxic symptoms, suchas leaf chlorosis and necrosis and the
destabilization of cellular membranes. In addition glyphosate affected the synthesis of
amino acids, proteins and phenolic compounds and accumulation of shikimic acid,
resulting from the inhibition of EPSPs. On the other hand, A. edulis presented an
intrinsic ability to tolerate the toxic effects of the herbicide, because even with a
reduction in the photosynthetic process and the activity of the EPSPs, resulting in
accumulation of shikimic acid, this was not enough to compromise the synthesis of the
main metabolites of the shikimate pathway, and the integrity of cell membranes. This
was evidenced by the unchanged synthesis of amino acids and proteins, structure of the
membranes and by the absence of phytotoxicity symptoms. Based on these results, we
concluded that P. torta is a potential bioindicator species of the deleterious effects of
glyphosate in the Cerrado ecosystem. Moreover, we concluded that the physiological
and biochemical responsesto glyphosate observed in A. edulis allow us to classify this

species as a potential biosensor of glyphosate action.

KEY WORDS: photosynthesis, chlorophyll a fluorescence, shikimic acid, enzyme
activity, bio-indicators.



INTRODUCAO GERAL

Os Cerrados sd0 savanas sazonais que ocupam mais de dois milhdes de Km?,
representando 23% da area total do Brasil (Ratter et al, 1997). Esse bioma apresenta
varios tipos fisiondmicos, concentrando cerca de um ter¢o da biodiversidade nacional e
5% da flora e da fauna mundial (Batlle-Bayer et al, 2010). Porém, nos Gltimos anos as
transformacdes ocorridas no Cerrado, decorrentes da alta demanda agricola (Santos et
al, 2016), trouxeram danos ambientais, tais como a fragmentacao de habitats (Franco et
al, 2014), degradacdo de ecossistemas, alteracbes nos regimes de queimadas,
desequilibrios no ciclo do carbono e possivelmente modificagdes climaticas regionais
(Klink, 2005).

Concomitante a elevada producdo de grdos na regido do Cerrado, ocorre a
intensificacdo no uso de herbicidas (Santos et al, 2016). Dentre eles, o glyphosate se
destaca em relacdo aos demais, é ndo seletivo, de baixo custo e amplamente utilizado no
manejo de plantas daninhas no Brasil e no Mundo (Duke e Powles, 2008). Depois de
aplicado nas folhagens, esse herbicida € rapidamente absorvido através da cuticula
(Kirkwood et al, 2000) e translocado pelo floema em direcéo aos tecidos meristematicos
(Yamada, 2007). Sua penetracdo é fortemente influenciada pelas caracteristicas
morfoldgicas das folhas, tais como a distribuicdo das ceras epicuticulares, composicao
quimica e polaridade da cuticula (De la Cruz et al, 2016). Nas ceras epicuticulares
existem componentes hidrofilicos, como a cutina e pectina, por onde a difusdo de
herbicidas soliveis em agua, como o glyphosate, podem atravessar (Yilmaz e Dane,
2012).

Ao ser absorvido, o glyphosate compete pelo sitio de ligagdo da 5-enolpiruvil-
shiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs, E.C. 2.5.1.19) que catalisa a transferéncia de parte



do grupo enolpiruvil do fosfoenol piruvato (PEP) para o grupo 5-hidroxil do chiquimato
3-fosfato (S3P), produzindo o enolpiruvilchiquimato-3-fosfato e fosfato inorganico na
rota do acido chiquimico (Herrmann e Weaver, 1999; Orcaraya et al, 2012). A inibicdo
da EPSPs se da através de mecanismo competitivo, em que a molécula de glyphosate
compete com o fosfoenolpiruvato pelo sitio ativo da EPSPs (Mobin et al, 2015). Uma
intricada rede de interagBes entre substrato/inibidor e enzima é realizada através de
ligacbes de hidrogénio, interacdes idnicas e hidrofébicas, envolvendo pelo menos 20
aminoéacidos (Schonbrunn et al, 2001).

Em consequéncia da inibicdo da enzima EPSPs pelo glyphosate ocorre o
acumulo de &cido chiquimico nos tecidos (Rojano-Delgado et al, 2012; Schriibbers et al,
2014), resultando em alteracBes na sintese de proteinas e aminoacidos (Zulet et al,
2013), de clorofilas (Zobiole et al, 2012), na atividade de enzimas, tais como
fenilalanina amoénia liase (Fal) (Maroli et al, 2015; Mobin et al, 2015), além de
comprometimento na fotossintese e na fluorescéncia da clorofila a (Yanniccaria et al,
2012; Mateos-Naranjo 2013; Gomes et al, 2016; Gomes e Juneau, 2016).

A aplicacdo inadequada de herbicidas pode acarretar a dispersdo das gotas para
as plantas ndo alvo, provocando fitointoxicacdo e danos as espécies vegetais (Alves et
al, 2000; Gusméo et al, 2011; Egan et al, 2014). Isso pode acarretar a contaminagéo
ambiental e perda da biodiversidade no entorno dos plantios agricolas (Boutin, 2014;
Egan et al, 2014) mediante a fitotoxicidade foliar (Schribbers et al, 2014), ou mesmo
desencadear a morte de plantas sensiveis poucos dias ap6s a sua aplicacdo (Yamada e
Castro, 2007). Nesse cenéario, o biomonitoramento é importante ferramenta para estimar
os efeitos de herbicidas na contaminacdo de remanescentes de vegetacao nativa.

O bimonitaramento requer a identificacdo de plantas sensiveis, as quais
indiguem a condicdo do ambiente em relacdo a contaminantes. As plantas que
apresentam sintomas visiveis de fitotoxicidade em resposta a determinando xenobiotico
é classificada como bioindicadoras (Franzle, 2003; De Termmerman et al, 2004;
Larcher, 2006). No entanto, nem todas as plantas sdo sensiveis ao ponto de manifestar
efeitos fitotoxicosdecorrentes do contaminante no ambiente, mas respondem com
mudangas em nivel fisiologico e/ou bioquimico, 0 que as caracterizam como plantas
com potencial biossensor (De Termmerman et al, 2004). As respostas fisiologicas,
bioquimicas e morfoldgicas induzidas pelos contaminantes sdo denominadas de
biomarcadores, proporcionam informacao sobre o estado de saide do ambiente (Walker
et al, 1996).



Nos ultimos anos, estudos apontaram que a condutancia estomatica (Yanniccaria
et al, 2012), a fluorescéncia da clorofila a (Silva et al, 2014), o acimulo de acido
chiquimico (Schribbers et al, 2014; Gomes et al, 2016) e do metabdlito glioxilato
(Rojano-Delgado et al, 2012) sdo bons biomarcadores do efeito do herbicida glyphosate
em plantas de Lolium perenne, Raphanus sativus, Coffea arabica, Salix miyabeana e
bidtipos de Lolium spp. No entanto, estudos visando identificar plantas com potencial
bioindicador, bem como a identificacdo de biomarcadores responsivos aos efeitos
toxicos do glyphosate em ambiente de Cerrado sdo incipientes. Assim, a selecdo e
validacdo de plantas nativas com capacidade de bioindicacdo pode ser importante
instrumento para 0 monitoramento e preservacdo do meio ambiente. Nesse contexto, as
respostas fisioldgicas e bioquimicas das espécies nativas do Cerrado: Pouteria torta
(Mart.) Radlk e Alibertia edulis Rich, em resposta a acdo do glyphosate foram
investigadas. As espécies P. torta e A. edulis, pertencente as familias Sapotaceae e
Rubiaceae, respectivamente, foram escolhidas para este estudo por serem de ampla
distribuicdo no Cerrado. Essas espécies sdo plantas arboreas, de facil propagacdo via
sementes e de crescimento relativamente rapido (Almeida et al, 1998; Lorenzi, 2002;
Perfeito et al, 2005) quando comparada a outras nativas do Cerrado. Por isso, 0 interesse
em se estudar o potencial dessas espécies para 0 biomonitoramento da acdo do

glyphosate no Cerrado.
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OBJETIVO

Objetivou-se com este estudo avaliar o potencial das plantas de Pouteria torta
e Alibertia edulis como biondicadoras da acdo do herbicida glyphosate, além de
selecionar biomarcadores responsivos mediante estudo das caracteristicas fotossintéticas

e bioquimicas em ambas as plantas.



CAPITULO |

BIOMARCADORES FISIOLOGICOS E MORFOLOGICOS DA
ACAO DO GLYPHOSATE EM DUAS ESPECIES NATIVAS DO
CERRADO BRASILEIRO

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



RESUMO

Com o aporte do crescente uso do glyphosate no ecossistema do Cerrado, a
identificacdo de biomarcadores fisiologicos sensiveis a acdo desse herbicida, bem como
selecdo de espécies bioindicadoras nativas desse bioma, pode contribuir para obtencao
de um método sustentavel de manejo do impacto do glyphosate no ambiente. Neste
sentido, objetivou-se, neste estudo, avaliar e caracterizar possiveis alteracdes no
metabolismo fotossintético de Pouteria torta (Mart.) Radlk e Alibertia edulis Rich
tratadas com glyphosate e, assim, definir biomarcadores apropriados e especificos da
acao desse herbicida, além de definir o potencial bioindicador das duas espécies nativas
do Cerrado. Foram conduzidos dois experimentos independentes para P. torta e A.
edulis, em que os tratamentos consistiram da aplicacdo do glyphosate nas doses de 0
(controle), 200, 400 e 800 g e. a. ha™*. Foram realizados estudos para avaliar o efeito do
glyphosate nas trocas gasosas, na fluorescéncia da clorofila a, na concentragdo de
pigmentos cloroplastidicos e na morfoanatomia foliar. De modo geral, o glyphosate
promoveu alteracbes no metabolismo fotossintético em ambas as espécies. Os
resultados revelaram que P. torta possui maior sensibilidade ao glyphosate,
particularmente pela intensificacdo dos efeitos negativos no desempenho fotossintético,
na concentracdo de clorofilas, na superficie epicuticular e estdmatos. Os sintomas de
fitotoxicidade em P. torta estdo relacionados com os danos fotossintéticos e
morfoanatémicos, assim, P. torta € uma espécie bioindicadora, podendo ser usada como
referencial dos efeitos deletérios do glyphosate em ecossistema de Cerrado. Por outro
lado, A. edulis, demonstrou diante dos tratamentos, notavel tolerancia ao glyphosate,
com auséncia de danos as clorofilas e fitotoxicidade foliar, entretanto tenha promovido

diminuigdo no processo fotossintético.

PALAVRAS-CHAVE: herbicida, fotoprotecéo, fotoinibicao, fitotoxicidade.
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ABSTRACT

With the increasing use of glyphosate in the Cerrado ecosystem, identifying
physiological biomarkers of this herbicide action, as well as selecting bioindicator
native species of this biome, may contribute to achieving a sustainable method of
managing the impact of glyphosate on the environment. In this sense, the aim of this
study was to evaluate and characterize possible changes in the photosynthetic
metabolism and leaf morphoanatomy of Pouteria torta (Mart.) Radlk and Alibertia
edulis Rich treated with glyphosate and thus set appropriate and specific biomarkers of
the action of this herbicide, in addition to defining the bioindicator potential of these
two Cerrado native species. Two independent experiments were conducted to P. torta
and A. edulis. The treatments consisted of glyphosate application at doses of 0 (control),
200, 400 and 800 g a. e. ha. There were evaluated the effect of glyphosate on gas
exchange, chlorophyll a fluorescence, chloroplast pigments concentration and leaf
morphoanatomy. In general, glyphosate promoted changes in photosynthetic
metabolism in both species. Results showed that P. torta is more sensitive to
glyphosate, because of the negative effects intensification on the photosynthetic
performance, chlorophyll concentration, epicuticular surface and stomata. Symptoms of
phytotoxicity in P. torta are related to the photosynthetic and morphoanatomic damage,
thus P. torta is a bioindicator species and can be used as a reference of the deleterious
effects of glyphosate in the Cerrado ecosystem. On the other hand, A. edulis has shown
remarkable tolerance to the glyphosate treatment, neither with damage to chlorophylls

nor foliar phytotoxicity, even showing a decrease in the photosynthetic process.

KEY WORDS: herbicide, photoprotection, photoinhibition, phytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

Os Cerrados sd0 savanas sazonais que ocupam mais de dois milhdes de Km?,
representando cerca de 23% do territdrio brasileiro (Ratter et al, 1997). Esse bioma é
constituido por vérios tipos fitofisiondbmicos, em que se concentram alto indice de
espécies endémicas (Myers et al, 2000). Apesar da sua elevada importancia ecoldgica,
nos ultimos anos cerca da metade da area original do Cerrado foi transformada em
pastagens e culturas anuais (Ratter et al, 1997; Klink e Machado 2005), culminando na
fragmentagdo de habitats e degradacdo do ecossistema (Franco et al, 2014, Klink e
Machado 2005, Battle-Bayer et al, 2010). Essas alteracbes ao longo dos anos
caracterizam o Cerrado como uma das areas prioritarias para conservacao, estando
entre um dos hotspots mundiais (Myers et al, 2000).

Concomitante ao aumento de é&reas destinadas a producdo agricola, a
intensificacdo no uso de herbicidas € notoria. A aplicacdo de herbicidas é essencial
para a producdo em larga escala de alimentos (Belo et al, 2016), no entanto,
desencadeia efeitos negativos ao ambiente (Freemark e boutin 1995; Belo et al, 2016).
O glyphosate (N-fosfonometil- glicina), amplamente utilizado no Brasil e no Mundo, é
um herbicida ndo seletivo, pos-emergente e de baixo custo (Duke e Powles, 2008).
Quando aplicado, o glyphosate € rapidamente absorvido pelas folhas e translocado
pelo floema em direcdo aos tecidos meristematicos (YYamada e Castro, 2007). Ao inibir
a 5-enolpiruvil-shiguimato-3-fosfato sintase (EPSPs, E.C. 2.5.1.19), esse herbicida
promove a desregulacdo da rota do acido chiquimico, comprometendo a sintese de
proteinas e aminodacidos (Zulet et al, 2013). Embora de forma ainda nédo elucidada, o
glyphosate causa pertubacdes no processo fotossintético e na eficiéncia fotoquimica do
fotossistema |1, além de afetar a concentragdo de pigmentos cloraplastidicos (Yamada
e Castro, 2007; Yanniccaria et al, 2012; Mateos-Naranjo 2013; Zobiole et al, 2012,
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Gomes et al, 2016). Recentemente, Gomes e Juneau (2016) reportaram que o efeito
negativo do glyphosate sobre na fotossintese de plantas de Lemna minor se deu
fundamentalmente pela interferéncia no fluxo de elétrons mitocondrial.

Em areas de agricultura intensiva, os herbicidas podem alcancar plantas ndo alvo
por meio de deriva e escoamento (Boutin e Jobin, 1998; Boutin 2014). Nos ultimos
anos, os efeitos potenciais dos herbicidas em vegetacdo adjacente a é&reas
agriculturaveis tem sido alvo de estudos por meio do bimonitoramento (Boutin et al,
2014; Egan et al, 2014). Esse método baseia-se na selecdo de plantas com
sensibilidade ao xenobidtico de interesse de estudo (Klumpp et al, 1994). Essas
espécies, de modo geral, apresentam alteracdes a nivel fisioldgico e bioquimico, além
de resultar em efeitos visiveis que caracterizam fitotoxicidade. Essas alteracdes, em
conjunto, tornam possivel o emprego de determinada espécie como bioindicadora de
estresse ambiental (Larcher 2006, Franzle, 2003; De Termmerman et al, 2004). Porém,
nem todas as espécies manifestam sintomas visiveis do estresse, mas respondem com
mudancas a nivel fisiolégico e/ou bioguimico, 0 que as caracterizam como plantas
com potencial biossensor (De Termmerman et al, 2004). As alteracdes fisioldgicas,
bioquimicas e/ou morfoldgicas causadas nos organismos pelos contaminantes sao
definidas como biomarcadores (Walker, 1998). Alteracdes no controle estomatico
(Yanniccaria et al, 2012), na concentracdo de pigmentos cloroplastidicos (Gomes et al,
2016), na performance da taxa fotossintética e fluorescéncia da clorofila a (Dewez et
al, 2008 e Kumar et al, 2014) e fitotoxicidade foliar (Benham et al, 2010) sdo
potenciais biomarcadoras, que podem ser utilizadas na avaliacdo do impacto no
ambiente desencadeado por xenobidticos (Lam e Gray 2003).

Com o aporte do crescente uso do glyphosate no Cerrado, a identificacdo de
biomarcadores sensiveis a acdo desse herbicida, bem como selecdo de espécies
bioindicadoras nativas desse bioma, podem fornecer um método sustentavel de manejo
do impacto do glyphosate no ambiente. Nesse contexto, a ampla distribuicéo, aliada a
facilidade de multiplicacdo via semente, das espécies Pouteria torta (Mart.) Radlk
(familia Sapotaceae) e Alibertia edulis Rich (familia Rubiaceae) (Almeida et al, 1998;
Perfeito et al, 2005) as tornam promissoras para serem utilizadas em programas de
biomonitoramento do Cerrado Brasileiro.

No presente estudo, foi investigada a hipdtese de que plantas de P. torta e A.
edulis possuem sensibilidade ao herbicida glyphosate, e resultara em alteracGes

especificas no metabolismo fotossintético, que permitirdo identificar biomarcadores da
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acdo desse herbicida. As alteracbes no metabolismo fotossintético poderdo ser
utilizadas para caracterizar o potencial bioindicador de ambas as espécies. Portanto,
objetivou-se neste estudo avaliar e caracterizar possiveis alteracdes no metabolismo
fotossintético de P. torta e A. edulis tratadas com glyphosate e, assim, definir
biomarcadores apropriados e especificos da acdo desse herbicida, além de definir o
potencial bioindicador das duas espécies nativas do Cerrado.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e as condi¢des de crescimento

A multiplicagdo das plantas Pouteria torta e Alibertia edulis se deu através de
sementes. Frutos de Pouteria torta foram coletados na fazenda Santo Antonio, 16° 26’
29" S, 51° 7' 11" W, Iporéa, Goiés, Brasil. Os frutos de Alibertia edulis foram coletados
na fazenda Rio Preto, 18° 20" 29" S, 50° 8" 14” W, municipio de Rio Verde, Goias,
Brasil. Os frutos foram despolpados em peneira, e suas sementes lavadas e secas em
local ventilado e sombreado, e posteriormente semeadas em areia lavada. Apés 60 dias,
as mudas foram transferidas para vasos de polietileno contendo 10 kg de substrato
[preparado a partir da mistura de solo do tipo Latossolo Vermelho distroférrico e areia
(2:1)], apresentaram as seguintes caracteristicas quimicas: pH em H>O de 4,7; 2,6
mg/dm= de P; 14 mg/dm= de K; 0,75 cmolc/dm= de Ca; 0,22 cmolc/dm™ de Mg; 3,1
cmolc/dm de H+Al; 13,0 g dm™ de matéria organica e 24,4% de saturagio por bases.
Com base nessa analise, a adubacdo do substrato foi realizada por vaso com adicdo de
1,52 g de ureia; 6,9 g fosforo; 6,9 g de potassio e 0,4 g de micronutrientes (aplicada por
vaso) (Fritted Traced Elements® - Sdo Paulo, Brasil). Plantas das duas espécies com 12
meses de idade, padronizadas quanto ao tamanho e vigor, foram utilizadas para a
realizacdo dos experimentos, e foram conduzidas em casa de vegetacdo aclimatizada.
As varidveis microclimaticas (umidade e temperatura) da casa de vegetacdo foram
monitoradas durante todo o periodo experimental mediante estacdo meteorologica
modelo WATCH DOG (Weather Sation, Spectrum Technologies, In., Aurora. IL,
USA).
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2.2. Imposicdo dos tratamentos

No periodo de setembro a novembro de 2013 foram realizados dois
experimentos concomitantes, sendo um para a espécie P. torta e o0 outro para A. edulis.
Para ambos 0s experimentos, os tratamentos consistiram da aplicacdo do herbicida
glyphosate [Roundup Transorb®, sal de isopropilamina, contendo 480 g L™ do
equivalente &cido (g e. a. ha')] nas seguintes doses: 0, 200, 400 e 800 g e. a. ha*. O
herbicida foi pulverizando mediante pulverizador costal (Herbicat® Catanduva, Brasil),
munido de barra com quatro pontas de pulverizacdo e bico da série XRTeejet®
(XR11002-VP), com pressdo constante de 3,0 bar mantida por CO2 comprimido e
volume de calda de 110,02 L ha™.

2.3. Avaliacdo das trocas gasosas

As trocas gasosas foram mensuradas em folhas localizadas no é&pice (F1)
(folhas jovens) e no terco médio (F3) (folhas expandidas) das plantas, as 24, 48, 72,
144, 264 e 312 horas ap0s aplicacdo (HAA) para P. torta e as 24, 48, 72, 264, 312 e
1.728 HAA para A. edulis. Foram mensuradas as variaveis de taxa fotossintética (A,
umol CO2 m? s?), taxa transpiratoria (E, mmol H2O m2 s?), condutincia estomatica
(gs, mol H20 m s1), relagdo entre a concentragdo interna e externa de CO2 (Ci/Ca) €
taxa respiratoria. As medicGes foram realizadas com analisador de gases infravermelho
portéatil (IRGA, modelo LI-6400XTR, LI-COR, Lincoln, Nebraska, Estados Unidos). As
medicdes de A, gs, E e Ci/Ca foram realizadas entre 8h e 11h da manha utilizando
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1000 pmol fotons m?2 s ),
concentracdo atmosférica de CO2 de 400 pmol mol?, temperatura de 25 + 1 °C e

umidade ambiente de 75 % + 2.

2.4. Avaligdo de Imagens de fluorescéncia da clorofila a

As analises de imagens da fluorescéncia da clorofila a foram realizadas nas
mesmas folhas utilizadas para as medigdes das trocas gasosas, conforme descrito acima.
As mensuragdes foram realizadas as 1, 6, 12, 24, 240 e 312 HAA para P. torta e as 1, 6,
12, 24, 48, 72, 312 e 1.728 HAA para A. edulis. Esses tempos foram escolhidos para
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avaliar os possiveis efeitos iniciais da acdo do glyphosate. Foram obtidos os parametros
de fluorescéncia inicial (Fo), rendimento quéntico potencial do fotossistema Il (Fv/Fm),
rendimento quantico efetivo do fotossistema Il (Fv’/Fm’) e coeficiente de extin¢cdo nao
fotoquimica (YY) NPQ utilizando fluorémetro de imagem de fluorescéncia da clorofila a
modelo Imaging-PAM (Heinz Walz, Effeltrich, Alemanha). As imagens dos parametros

de fluorescéncia da clorofila a foram processadas por meio do software Win.

2.5. Determinacao da concentracdo de pigmentos cloroplastidicos

A metodologia descrita por Silva et al, (2014), com modifica¢es, foi utilizada
para determinar a concentracdo de pigmentos cloroplastidicos em discos foliares (18
cm?) oriundos de folhas localizadas no terco médio (F3) da planta. As coletas dos discos
foliares foram realizadas as 24 e 312 HAA para P. torta e as 24 e 1.728 HAA para A.

edulis. Os resultados foram expressos segundo proposto por Wellburn et al, (1997).

2.6. Avaliacao de Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para avaliagdo da superficie foliar o total de 40 fragmentos foliares medindo
aproximadamente 5 cm? foram coletados das folhas localizadas no apice (F1) e no tergo
médio (F3) das plantas de P. torta e de A. edulis as 312 e 1.728 HAA, respectivamente.
As amostras foram fixadas em Karnovsky (1965) e armazenadas em etanol 70 %. Para
as andlises, as amostras foram previamente desidratadas em série acetdnica crescente
(80 %, 90 %, 100 %), acetona:HMDS (1:1) por 30 minutos e HMDS puro até a total
evaporacdo do solvente (Araujo et al, 2003, modificado). Posteriormente, as amostras
foram aderidas a suporte metalico (stubs) com fita dupla face e metalizadas com ouro,
em metalizador (empregando-se equipamento Bal-Tec SCD 030, Geisenhein,
Germany), para posterior observacdo em microscopio de varredura (Philips XL series
XL 20). Essas analises foram realizadas no Nucleo de Pesquisa em Anatomia Vegetal

do Instituto de Botanica de Sdo Paulo.

2.7. Determinagdo dos sintomas visiveis

As plantas foram fotografadas a fim de verificar mudancas visiveis provocadas

pelo glyphosate nas folhas F1 e F3 de P. torta e A. edulis, respectivamente, avaliada as
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312 HAA e 1.728 HAA mediante observagdes visuais. Para registro foram realizadas

imagens utilizando camara Fujifilm FinePix (SL300®, Brasil).

2.8. Andlise estatistica

Neste estudo foram conduzidos dois experimentos independentes, sendo um para
a espécie P. torta e outro para A. edulis. Para as analises de trocas gasosas e imagem da
fluorescéncia da clorofila a, os experimentos foram conduzidos em delineamento de
blocos ao acaso, em esquema fatorial de 4 (doses) x 6 (tempos de avaliagéo) x 2 (folhas
de avaliagdo) com 4 repeticGes. O delineamento de blocos ao acaso em esquema fatorial
de 4 (doses) x 2 (tempos de avaliagdo) com quatro repeticdes foi utilizado para a
determinacdo da concentracdo de pigmentos cloroplastidicos. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia, ajustes de modelos de regressdo e ao teste F. Os
softwares SISVAR e SigmaPlot V.10 (SPSS Inc., USA) foram utilizados para as

analises estatisticas e para a confeccdo dos graficos, respectivamente.
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3. RESULTADOS

3.1 Variaveis microclimaéticas

Durante todo o periodo experimental houve 65 % (+ 5) de umidade relativa
média e temperaturas médias de 28 °C (+ 5, diurna) e 22 °C (z 5, noturna). A pequena
variacdo microclimatica demonstra que os resultados obtidos neste estudo foram
decorrentes exclusivamente do efeito do herbicida glyphosate, pois as espécies P. torta

e A. edulis ndo foram expostas a outros estresses ambientais.

3.2 Trocas gasosas

O glyphosate promoveu comprometimento na performance das trocas gasosas e
na fluorescéncia da clorofila a de ambas as espécies, mas de maneira mais pronunciada
em P. torta (Tabela 1). Essa espécie apresentou reducdo substancial na A quando
submetida & dose de 200 g e.a h't, com tendéncia de estabilizagdo nas doses superiores
(Figura 1 A). Concomitante com o decréscimo na A, a gs diminuiu em resposta as doses
crescentes do glyphosate e com o tempo de avaliacdo (Figura 1 C). O glyphosate e o
tempo de avaliacdo também desencadearam decréscimos na taxa transpiratoria em P.
torta (Figura 1 E), porém em menor propor¢do quando comparada ao decréscimo
observado na gs (Figura 1 E). De modo inverso, a Ci/Ca em P. torta aumentou de
maneira linear em resposta ao incremento das doses de glyphosate (Figura 1 G). Em A.
edulis houve diminuicdo gradativa tanto na A quanto na gs em resposta ao incremento
das doses de glyphosate (Figura 1 B e D). Essa resposta ocorreu de forma mais

expressiva nas folhas localizadas no apice (F1) em relacdo as do tergco médio (F3) das
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plantas, sobretudo para a gs (Figura 1 B e D). A E apresentou decréscimos em resposta
ao aumento das doses do glyphosate e do tempo de avaliagdo (Figura 1 H), ao passo
que, independente do tratamento, a Ci/Ca permaneceu inalterada em A. edulis (Figura 1
F e H). Independentemente da espécie, o glyphosate ndo alterou a taxa respiratdria

(dados ndo mostrados).
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Tabela 1. Taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (gs), taxa transpiratéria (E),
relacdo entre a concentracdo interna e externa de CO2 (Ci/Ca), fluorescéncia
inicial da clorofila a (FO), rendimento quéntico maximo do fotossistema Il
(Fv/Fm), rendimento quantico efetivo do fotossistema II (Fv’/Fm’) e
coeficiente de extingdo ndo fotoquimica (Y-NPQ) de plantas de Pouteria torta
e Alibertia edulis tratadas com glyphosate.

Pouteria torta

Variaveis GL A s E Ci/Ca Fo FviFm Fv/Fm’ Y-NPQ
Valores F
Doses 3 105.45** 554**  443** 1584** 11.05** 33.87** 11.03** 17.99**
Horas 5 1454*  11.14™ 1350™  1.06™  8.16** 17.62** 4.47** 154"
Folhas 1 5.60m 0.35™ 0.03"  11.75** 1.68™ 5.67"  14.23** 442"

Doses x Horas 15 1.01™ 4.22™ 4.49™ 1.22™ 1.66™  5.59**  4.08** 0.96™

Doses x Folhas 3 1.91m 0.06M 0.34m 0.09m 1.73m 1.02m 2.69m 1.57m

Horas x Folhas 5 0.12" 0.73"™ 0.46™ 1.07™ 1.00" 2.39™ 1.80™ 1.24™

DosesxHorasx ;5 goem g 053® 088  0.65°  1.32°  1.03%*  0.82%

Folhas
CV (%) - 2339 3124 2935 1460 2698 1158 24,36 12,92
Alibertia edulis
*
Doses 3 1851%% 1627 jgquex  page  go1ex  7438%  459%x 1144
Horas 5 375%  18.38%% 1168%*  17.22% 11.73% 1223** 10.33%* 157
Folhas 1 916%  38.86** 26.09%*  0.84™ 077"  224™  320% 251"

Doses x Horas 15 1.53™ 1.55™ 3.14** 1.05™ 1.56™  0.00**  2.95*%* 3,93**
Doses x Folhas 3 4.19* 5.29** 2.84m™ 2.09™ 2.17™ 1.50"™ 1.20™  1.46™

Horas x Folhas 5 1.14™ 4.18** 5.62** 1.23™ 1.56"™ 2.36™ 1.10™  1.40™

Doses x Horas x
Folhas

CV (%) - 23,95 14,56 30,71 6,89 4,93 10,18 22,78 16,95

15 1.06" 1.14"™ 5.62"™ 0.37™ 0.257™ 0.00™ 1.10™  0.60™

ns, ndo significativo; ** significativo ao nivel de 1%, * significativo ao nivel de 5% pelo teste de F.
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Figura 1. Taxa fotossintética (A) [A — B], condutancia estomaética (gs) [C — D], taxa
transpiratoria (E) [E — F] e relagdo entre a concentracdo interna e externa de
CO2 (Ci/Ca) [G e H] nas plantas de Pouteria torta e Alibertia edulis em
resposta as doses crescente de glyphosate (A, G e H), e da interacdo entre as
doses crescentes do glyphosate com o tipo de folha avaliada (B e D), além da
interacdo entre as doses crescentes do glyphosate com as horas ap06s aplicacéo
do herbicida (HAA) (C, E e F). Os dados sdo médias de n =24 (A, Ge H),n=
4(B,C,D,EeF).
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3.3. Fluorescéncia da clorofila a

Independentemente da espécie estudada, o glyphosate desencadeou alteragdes
nas varidveis de fluorescéncia da clorofila a, porém de forma mais expressiva em P.
torta. Nessa espécie houve danos na funcionalidade do complexo antena dos tilacoides
em resposta ao glyphosate, evidenciado pelo aumento de Fo (Figura 2 A) e na
dissipacdo nao fotoquimica (YY) NPQ (Figura 3 C). Essas alteragdes ocorreram mesmo
nas menores doses do herbicida, sobretudo a partir de 240 HAA. P. torta submetida a
doses crescentes do herbicida apresentou decréscimos proeminentes na Fv/Fm (Figura 2
C) e na Fv’/Fm’ (Figura 3 A) as 240 HAA. A diminui¢do na eficiéncia fotoquimica,
evidenciada pela reduc¢do na Fv/Fm e Fv’/Fm’ e incremento na Fo e (Y) NPQ (Figura 2
B e D; 3 B e C) também ocorreu em A. edulis, porém em propor¢do muito inferior a
observada em P. torta.

As coloragdes marrom e vermelho-escura observadas na Figura 4, decorrentes
da avaliacdo da Fo, Fv/Fm ¢ Fv’/Fm’ evidenciam que houve perda na capacidade
fotossintética em P. torta, principalmente quando essa espécie foi submetida a dose de
800 g e. a. ha'* a partir de 240 HAA. Em contraste, em A. edulis ndo foram observadas
grandes alteracfes na imagem de fluorescéncia da clorofila a, independentemente do

tempo de avalicdo e da dose do herbicida testada (Figura 5).
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Figura 2. Fluorescéncia inicial da clorofila a (Fo) [A e B] e rendimento quantico
méaximo do fotossistema Il (Fv/Fm) [C e D] nas plantas de Pouteria torta e
Alibertia edulis em resposta as doses crescente do glyphosate (A e B) e da
interacdo entre as doses crescentes do glyphosate com as horas apds aplicacao
do herbicida (HAA) (C e D). Os dados sdo médiasde n=24 (AeB),n=4(C
e D).
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Figura 3. Rendimento quantico efetivo do fotossistema II (Fv’/Fm’) [A e B] e

coeficiente de extincdo ndo fotoquimica (Y-NPQ) [C e D) nas plantas de
Pouteria torta e Alibertia edulis em resposta as doses crescente do glyphosate
(C) e da interacdo entre as doses crescentes do glyphosate com as horas apds
aplicacdo do herbicida (HAA) (A, B e D). Os dados sdo médiasden=4 (A, B

e D),n=24(C).
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Fo

F/F,,

Y (NPQ)

Figura 4. Imagens da fluorescéncia inicial da clorofila a (Fo), rendimento quantico
méaximo do fotossistema Il (Fv/Fm), rendimento quéntico efetivo do
fotossistema II (Fv’/Fm’) e coeficiente de extingdo ndo fotoquimica (Y-NPQ)
nas folhas localizadas no apice (F1) e no terco médio (F3) das plantas de
Pouteria torta tratadas com as doses de 0, 200, 400 e 800 g e. a. ha do
glyphosate as 24, 240 e 312 horas apos aplicagdo do herbicida (HAA). A
escala de cor, abaixo das imagens, corresponde aos valores de 0 (preto) a 100
(rosa).



26
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Figura 5. Imagens de fluorescéncia inicial da clorofila a (Fo), rendimento quantico
maximo do fotossistema Il (Fv/Fm), rendimento quantico efetivo do
fotossistema IT (Fv’/Fm’) e coeficiente de extin¢do ndo fotoquimica (Y-NPQ)
nas folhas localizadas no &pice (F1) e no terco médio (F3) das plantas de em
Alibertia edulis tratadas com as doses de 0, 200, 400 e 800 g e. a. ha do
glyphosate as 24, 312 e 1.728 horas apds aplicagdo do herbicida (HAA). A
escala de cor, abaixo das imagens, corresponde aos valores de 0 (preto) a 100
(rosa).
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3.4. Concentracao de pigmentos cloroplastidicos

A concentragdo de pigmentos cloroplastidicos foi afetada pelo glyphosate apenas
em P. torta. Nessa espécie, a concentracdo de clorofila a diminuiu em resposta ao
incremento das doses do glyphosate (Figura 6 A). Houve diminuicdo nas concentragdes
de clorofila b e clorofilas totais em P. torta submetidas a doses crescentes do herbicida
as 312 HAA, porém, sem resposta as 24 HAA (Figura 6 E - C). Em contraste, nessa
espécie a concentracdo de carotenoides aumentou com o incremento da dose do
glyphosate as 312 HAA (Figura 6 G). Em A. edulis a concentracdo de clorofila a,
clorofila b e clorofilas totais ndo alterou com as doses e HAA (Figura 6 B, D - F).
Entretanto, observa-se nessa espécie aumento na concentracdo de carotenoides com

incremento das doses do herbicida (Figura 6 H).
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Figura 6. Concentraces de clorofila a [A e B], clorofila b [C e D], clorofila total [E e F]
e carotenoides [G e H] nas plantas de Pouteria torta e Alibertia edulis em
respostas as doses crescentes do glyphosate (A, B e H) e da interacdo entre as

doses crescentes do glyphosate com as horas ap6s aplicacdo do herbicida

(HAA) (C, D, E, F e G). Os dados sdo médiasde n=8 (A, Be H),n=4 (C, D,
E,F,eQG).
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3. 5. Microscopia eletronica de varredura

Corroborando os dados fisiologicos o glyphosate desencadeou, de modo geral,
maiores alteragdes morfoanatdmicas em P. torta quando comparada & A. edulis (Figura
7). Em P. torta o glyphosate promoveu a erosdo da cera epicuticular a partir da dose de
200 g. e.a. h, e a intensidade do dano, ocorreu proporcionalmente de acordo com
incremento das doses, tanto nas folhas do apice (F1), quanto nas folhas do terco medio
(F3) (Figura 7). Em A. edulis, ap6s a aplicacdo do glyphosate ndo foram observadas
alteracdes nas superficies epidérmicas, como erosdao e/ou degradacdo das ceras
epicuticulares, com o incremento das doses de glyphosate, em ambas as folhas avaliadas
(Figura 7).

P. torta possui na superficie foliar adaxial depdsitos de ceras epicuticulares em
forma de placa e auséncia de tricomas (Figura 8 A). As folhas sdo hipoestomaticas, 0s
estdmatos ocorrem aleatoriamente e isolados com padrdo anomocitico (Figura 8 B).
Nessa espécie, o glyphosate provocou a plasmolise das células subsidiarias e
desornamentacdo das ceras epicuticulares nas folhas do &pice (F1), quando expostas a
dose de 800 g e.a h! (Figura 8 D). Além de promover o estriamento das células
subsidiarias em folhas localizadas no terco médio (F3) quando submetidas a doses
superiores a 400 g. e.a h' (Figuras 8 E e F).

Observou-se na superficie abaxial das folhas de A. edulis, a presenca de
tricomas tectores simples e estdbmatos do tipo paracitico (Figura 9 B). As folhas sdo
hipoestomaticas. Destaca-se que nessa espécie ndo houve danos e modificacdes na
morfologia das células estomaticas (face abaxial) e na superficie epidérmica das células
(face adaxial) com o tratamento de glyphosate (Figuras 9 A, B, C e D, respectivamente).
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Pouteriatorta Alibertia edulis
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Figura 7. Eletromicrografias das superficies foliares de Pouteria torta e Alibertia edulis.
Visdo geral da superficie adaxial de folhas localizadas no apice (F1) e no terco
médio (F3) de plantas submetidas as doses de 0, 200, 400 e 800 g. e.a h'* de
glyphosate.
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Figura 8. Eletromicrografias da superficie foliar de Pouteria torta. Folhas apicais (F1)
(A — D); Folhas do terco medio (F3) (E — F). Visao geral da superficie adaxial
(A); detalhes das ceras epicuticulares da superficie abaxial (seta) e presenca de
estomatos (ES) (B); estbmato sadio do controle (C); estématos danificados
submetidas a dose de 800 g e.a h'* de glyphosate (D); visdo geral do dano aos
estdmatos (seta), estriamento das células subsidiarias e a superficie epidérmica
de folhas submetidas a dose de 400 g e.a h de glyphosate (E). Detalhe em
maior aumento do dano no complexo estomatico (F).
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Figura 9. Eletromicrografias da superficie foliar de Alibertia edulis. Superficie abaxial
com presenca de tricomas e estdmatos (A); detalhe dos estdmatos (ES),
tricomas (TR) e presenca de ceras (Ce) nas folhas apicais (F1) ndo tratadas
com glyphosate (B); visdo geral da superficie adaxial de folhas do apice (F1)
ndo tratadas com glyphosate (C); visdo geral da superficie adaxial de folhas do
apice (F1) submetidas a dose de 800 g e.a h* de glyphosate (D).

3.6. Sintomas visiveis

P. torta apresentou clorose e necrose no tecido foliar, de forma mais expressiva
nas folhas apicais (F1), a partir da dose de 200 g e.a h™%, os sintomas progrediram com
incremento das doses (Figura 10 A). A. edulis ndo apresentou sintomas de fitotoxidez
independente das doses de glyphosate e folhas avaliadas (Figura 10 B).
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A Pouteria torta
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B Alibertia edulis
0 200 400 800

Figura 10. Sintomas visiveis em folhas localizadas no apice (F1) e terco médio (F3) [A]
de Pouteria torta submetidas a doses crescentes do glyphosate (0, 200, 400 e
800 g a. e hal) as 312 horas ap6s a aplicacdo do herbicida. Auséncia de
sintomas visiveis em folhas F1 e F3 [B] de Alibertia edulis submetidas a doses
crescentes do glyphosate (0, 200, 400 e 800 g a. e ha*) as 1.728 horas apds
aplicacdo do herbicida.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, o glyphosate desencadeou erosdo da cera na superficie foliar
com consequente alteragdo na distribuicdo das ceras epicuticulares de P. torta,
favorecendo, possivelmente, 0 maior contato e absor¢do desse herbicida. Isso pdde ter
contribuido substancialmente para a ocorréncia dos danos severos na performance
fotossintética observados em P. torta. O glyphosate depois de aplicado é rapidamente
absorvido através da cuticula (Kirkwood et al, 2000; Yamada e Castro 2007) e sua
penetracdo € fortemente influenciada pelas caracteristicas das ceras epicuticulares (De la
Cruz et al, 2016), dentre outros fatores. Em contraste, a inalteracdo na superficie foliar
observada em A. edulis traz evidéncias de que a tolerancia ao glyphosate, nessa espécie,
esta relacionada, ao menos em parte, a robustez da sua cuticula. Essa evidéncia esta de
acordo com a informacé&o reportada por Yilmaz e Dane (2012), os quais observaram que
a cera epicuticular é considerada uma barreira eficaz contra a absorcdo de herbicidas
solGveis em agua, como o glyphosate. Assim, em casos em que herbicidas promovem a
remoc&o da cera, por erosdo, aumenta consideravelmente a possibilidade de absorgao de
herbicidas (Alves et al, 2014) e, consequentemente, ocorréncia de danos celulares. 1sso
provavelmente ocorreu em P. torta. Resultados semelhantes aos observados nessa
espécie foram reportados por outros autores (Rojano-delgado, 2012; Yilmaz e Dane,
2012).

A absor¢do do glyphosate estd diretamente relacionada a fitotoxidade foliar em
plantas sensiveis (Schriibbers et al, 2014). Os sintomas de clorose e necrose foliar
observados em P. torta estdo intimamente relacionados com a ocorréncia de degradacéao
clorofilas pelo glyphosate, seja de forma direta ou indireta. Essa degradagéo
desencadeou a ocorréncia de dano fotoxidativo e, consequente, comprometimento na

performance fotossintética de P. torta. De maneira similar, Radwan et al, (2016) e
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Gomes et al, (2016) relataram recentemente que o glyphosate promove estresse
oxidativo, que culmina na diminuicdo do teor de clorofilas e nas trocas gasosas em
Arachis hypogaea L. A fitotoxicidade (Schriibbers et al, 2014) e a diminuicdo na
concentracdo de clorofilas sdo sintomas amplamente reportados em plantas tratadas com
glyphosate (Huang et al, 2012; Radwan, 2016). O efeito do glyphosate sobre as
clorofilas pode estar relacionado tanto com a sua degradacdo quanto a inibicdo de sua
sintese (Zobiole et al, 2011). Ha evidencias de que a inibicdo na biossintese de
clorofilas pelo glyphosate ocorre via redu¢do da formacao do acido &-aminolevulinico,
que é precursor de porfirinas (Kielak et al, 2011; Radwan, 2016). E, considerando que a
diminuicdo no teor de clorofilas estd intimamente relacionada com os sintomas de
fitotoxidade e com o decréscimo na fotossintese (Zobiole et al, 2010; Zobiole et al,
2011), a diminuicdo na concentracdo de clorofilas em P. torta é bom biomarcador de
danos causados pelo glyphosate.

Embora o processo fotossintético ndo seja alvo principal da acdo do glyphosate
(Munoz-Rueda et al, 1986), estudos tem relatado o efeito negativo deste herbicida nas
trocas gasosas (Yannicaria et al, 2012) e na eficiéncia fotoquimica do FSII (Gomes et
al, 2016). Neste estudo, o glyphosate desencadeou limitacdes na fotossintese tanto
estomaticas quanto bioquimicas em P. torta, evidenciadas pelos incrementos na
resisténcia estomatica e na Ci/Ca, respetivamente. A menor gs em P. torta desencadeada
pelo glyphosate se deu via inducao de plasmolise das células subsidiarias dos estdmatos.
O aumento na Ci/Ca em P. torta tratadas com glyphosate evidencia que houve
comprometimento na fixagdo de carbono no ciclo de Calvin mediante, possivelmente, a
diminuicdo da regeneracdo da RuBP, segundo reportado por Olesen e Cedergreen
(2010) e Yanniccaria et al, (2012). Existem evidéncias de que a inibi¢cdo da EPSPs pelo
glyphosate e, consequentemente, o acimulo de acido chiquimico nos tecidos, desregula
o fluxo de carbono no ciclo de Calvin (Orcaraya et al, 2012; Gomes et al, 2014). Em
adicdo, o comprometimento nas trocas gasosas pelo glyphosate pode estar diretamente
relacionado com a reducdo na atividade da Rubisco por esse herbicida (Yanniccaria et
al, 2012, Mateos-Naranjo, 2013).

Diferente ao observado em P. torta, as alteracfes no processo fotossintético em
A. edulis estdo associadas apenas a limitacbes estomaticas, uma vez que ndo houve
alteracdo na Ci/Ca. Nesse caso, a inducdo parcial do fechamento estomatico em A.
edulis resultou na diminuic¢do na gs e na E. Yanniccaria et al (2012) sugeriram que a gs

é um parametro sensivel para avaliar a sensibilidade e a resisténcia de plantas ao
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glyphosate, antes da ocorréncia de sintomas visiveis de fitotoxicidade. Os resultados
observados em P. torta e A. edulis reforcam a hipdtese de que a gs seja um biomarcador
sensivel aos efeitos do glyphosate. Corroborando com os dados deste estudo, a gs foi
bastante responsiva ao glyphosate em Hordeum vulgare (Olesen e Cedergreen, 2010) e
bidtipos de Lolium perenne (Yanniccari et al, 2012).

A diminuicdo na A em P. torta estd diretamente associada ao impacto do
glyphosate sobre a integridade do aparato fotoquimico, por causa da diminui¢cdo no
rendimento quantico potencial do fotossistema Il (FSII; Fv/Fm). Neste estudo, a Fv/Fm
foi mais comprometida em P. torta em relacdo a A. edulis, indicando que essa variavel
seja bom biomacador de sensibilidade ao glyphosate. A intensa reducgdo na Fv/Fm em P.
torta, tratada com glyphsoate, indica a ocorréncia de fotoinibicdo nessa espécie. A
fotoinibicdo ocorre quando ha excesso de energia ndo utilizada, via reducdo na
performance fotossintética (Maxwell e Johnson 2000; Mateos-Naranjo, 2013). A
intensidade da fotoinibicdo estd associada ao equilibrio entre o fotodano e a capacidade
de reparacdo (Takahashi e Badger, 2010). Neste estudo, 0 aumento na dissipacdo de
calor via ativacdo do ciclo das xantofilas em P. torta tratada com glyphosate,
evidenciado pelo aumento dos carotenoides e no coeficiente de extingdo néo
fotoquimica Y(NPQ), ndo foram suficientes para conter os efeitos negativos
desencadeados pelo glyphosate ao FSII. E, considerando que o aumento no NPQ seja
um mecanismo de protecdo do aparato fotossintético contra os efeitos deletérios do
excesso de energia (Jiang et al, 2006; Guirao et al, 2013), conclui-se que esse
mecanismo de fotoprotecdo foi eficiente apenas em A. edulis.

Concomitantemente ao incremento no Y(NPQ), neste estudo observa-se
aumento na Fo em ambas as espécies. Esse resultado traz as primeiras evidéncias que a
sensibilidade ao glyphosate em plantas do Cerrado estd relacionada a maior ativacdo
dos processos de dissipacdo de energia via fluorescéncia e calor, uma vez que esses
processos foram mais exacerbados em P. torta em relacdo a A. edulis. Dessa forma, Foe
Y (NPQ) apresentam potencial para serem empregados como biomarcadores dos efeitos

do glyphosate em plantas sensiveis.
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5. CONCLUSOES

1. A extensdo do dano na superficie epicuticular, os efeitos deletérios nos
estomatos e a diminuicdo na concentracdo de clorofilas em P. torta sdo potenciais

biomarcadores da sensibilidade ao glyphosate;

2. Os parametros da fluorescéncia da clorofila a, Fo e Y(NPQ) sdo potenciais
biomarcadores da acdo do glyphosate em P. torta e A edulis, ao passo que a Fv/Fm é

bom biomarcador dos efeitos toxicos do glyphosate apenas em P. torta;

3. As respostas obtidas pelas trocas gasosas, fluorescencia da clorofila a e na
concentracdo de pigmentos cloroplastidicos evidenciaram a ocorréncia de danos
fotoinibitérios e a ativacdo de mecanismo de fotoprotecdo através do aumento de Fo e
Y(NPQ);

4. Os sintomas de visiveis de fitotoxicidade em P. torta estdo relacionados
com os danos fotossintéticos e morfoanatdmicos. Assim, P. torta € uma espécie
bioindicadora, podendo ser usada como referencial dos efeitos deletérios do glyphosate

em ecossistema de Cerrado.
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CAPITULO II

ALTERACOES METABOLICAS EM DUAS ESPECIES NATIVAS
DO CERRADO COMO BIOMARCADORES DA ACAO DO
GLYPHOSATE

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

Embora o Cerrado seja um ecossistema de savana que se destaca pela alta
diversidade em fauna e flora, com cerca de 2 milhdes de km? de extensdo original,
atualmente mais de 50% do Cerrado foi convertido em areas agriculturdveis e
pastagens. Nesse ecossistema desenvolve-se expressiva producdo de graos
concomitantes com o aumento do uso de pesticidas, que tem intensificado a perda da
biodiversidade desse bioma. Dentre os herbicidas, glyphosate se destaca em relagéo aos
demais, pois é utilizado em grande intensidade e frequéncia em escala global.
Objetivou-se neste estudo avaliar e caracterizar possiveis alteracdes no metabolismo
bioguimico de Pouteria torta e Alibertia edulis tratadas com glyphosate e, assim, definir
biomarcadores da acdo desse herbicida, além de definir o potencial bioindicador das
duas espécies nativas do Cerrado. Foram conduzidos experimentos independentes para
P. torta e A. edulis, em que os tratamentos consistiram da aplicacdo do glyphosate nas
doses de 0 (controle), 200, 400 e 800 g e. a. ha. Foram avaliadas as atividades das
enzimas fenilalanina amonia-liase, peroxidases, polifenol oxidase e 5-
enolpiruvilchiguimato-3-fosfato sintase, bem como as concentracdes de acido
chiguimico, compostos fenolicos, aminoacidos e proteinas sollUveis totais e de
malondialdeido em ambas as espécies. Os resultados revelaram que a sensibilidade
diferiu entre as duas espécies estudadas, sendo P. torta mais responsiva aos efeitos
toxicos do glyphosate. P. torta apresentou um conjunto de biomarcadores bioquimicos
sensiveis ao glyphosate, além dos sintomas visiveis de fitotoxicidade, sendo, portanto
indicada como bioindicadora da acdo desse herbicida em vegetacdo nativa dos
Cerrados. Embora A. edulis tenha apresentado pouca sensibilidade ao glyphosate, ndo

apresentando sintomas de fitotoxicidade, nessa espécie também foram identificados



45

biomarcadores responsivos a esse herbicida, que permitem classificar a mesma como

potencial biosensora da acdo do glyphosate.

PALAVRAS-CHAVE: bioindicadores, biomacardores, chiquimato, agricultura.
fitotoxicidade.
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ABSTRACT

Although Cerrado is a savannah ecosystem that has a high diversity of flora
and fauna and originally covered 2 million km?, over 50% of Brazilian Cerrado has
been converted into agricultural areas and pastures. In this ecosystem, intense grain
production has been accompanied by an increase in chemical pesticide use especially
herbicides. This has intensified the loss of its biodiversity. Glyphosate is the most
common herbicide. Here, we assessed the possible biochemical changes in Pouteria
torta and Alibertia edulis plants—both native Cerrado species that were challenged with
glyphosate in two independent experiments. In addition, we examined whether those
metabolic changes can be used as biomarkers to determine the potential of these species
as phytoindicators of glyphosate action on the remnant Cerrado vegetation. In both
experiments, glyphosate was used at 0, 200, 400, and 800 g a.e. ha. The activities of
the enzymes phenylalanine ammonia lyase, peroxidase, polyphenol oxidase, and 5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase, as well as the concentrations of shikimic
acid, phenolic compounds, amino acids, proteins, and malondialdehyde were evaluated.
Glyphosate treatment impaired the activities of the enzymes and the concentration of
metabolites particularly in the P. torta plants. This species exhibited a set of
biochemical markers that were sensitive to glyphosate and had visual symptoms of
phytotoxicity. Therefore, P. torta has characteristics that classify it as a phytoindicator
of the action of glyphosate. A. edulis showed little sensitivity to glyphosate and no
symptoms of phytotoxicity, but did have biochemical biomarkers of this herbicide.

Thus, A. edulis plants may be used as a glyphosate biosensor.

KEY WORDS: bioindicators, biomarkers, shikimate, agriculture, phytotoxicity.



47

1. INTRODUCAO

A intensa atividade antropogénica, apontada como uma das principais causas da
perda da biodiversidade (Domingos et al, 2015), expde 0s ecossistemas terrestres a
diferentes classes de compostos xenobidticos. Na regido do Cerrado, por exemplo, a
expressiva producdo de grdos vem sendo acompanhada pelo aumento do uso
indiscriminado de pesticidas. Isso tem contribuido, em grande parte, para perdas de
mais de 50% do montante de 2 milhdes de km? da extensdo original do Cerrado
Brasileiro, 0 que o transformou em uma paisagem de vegetacdo nativa fragmentada
(Franco et al, 2014). Ressalta-se que o Cerrado é um ecossistema de savana,
considerado um dos principais centros de biodiversidade do planeta, pois apresenta alta
diversidade floristica e grande concentracao de espécies endémicas (Myers et al, 2000;
Soldrzano et al, 2012). E, dentre as varias classes de pesticidas utilizadas na regido do
Cerrado, o herbicida glyphosate (N-fosfonometil-glicina) se destaca em relacdo aos
demais, pois é utilizado em grande intensidade e frequéncia (Piola et al, 2013).

O glyphosate, por ser ndo seletivo, causa disfuncdo em processos celulares vitais
de diversas espécies vegetais. Esse herbicida inibe diretamente a atividade da enzima 5-
enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs, E.C. 2.5.1.19), através de mecanismo
competitivo, em que a molécula do glyphosate compete com o fosfoenolpiruvato pelo
sitio ativo da enzima (Schonbrunn et al, 2001; Mobin et al, 2015). Essa competicdo
desencadeia o bloqueio da via do chiquimato e, consequentemente, acimulo de &cido
chiquimico nos tecidos e reducdo na sintese de aminoacidos aromaticos, essenciais para
a sintese de proteinas e de diversos compostos secundarios, incluindo compostos
fenolicos (Piola et al, 2013; Mobin et al, 2015).

Em areas agricolas o glyphosate € pulverizado diretamente nas folhagens das
plantas, no entanto, uma por¢do do produto quimico pode alcangar a vegetacao

adjacente, levando plantas ndo alvo a exposi¢do (Gomes et al, 2014). A disperséo das
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gotas pode ocorrer por meio de deriva e evaporagdo, podendo provocar a perda da
biodiversidade no entorno dos plantios agricolas (Alves et al, 2000, Boutin et al, 2014;
Egan et al, 2014). Dessa forma, torna-se necessario monitorar os efeitos potenciais da
aplicacdo do glyphosate nas areas agricolas sobre a vegetacdo remanescente do Cerrado.
Dentre os métodos de monitoramento empregados para mensurar o0 impacto de
xenobioticos sobre o ambiente, destaca-se o uso de plantas bioindicadores (Furlan,
2008). As plantas biondicadoras, de modo geral, sdo capazes de reagir de forma
previsivel e quantificavel a contaminantes por ativar cascatas de sinalizagéo especificas.
A manifestacdo dos efeitos toxicos de um determinado xenobidtico ocorre inicialmente
a nivel molecular, bioquimico ou fisiologico (biomarcadores) (Huggett et al, 1992;
Lagadic et al, 1994; Burger, 2006). Em situacdes em que a acumulacdo do componente
toxico for suficiente em magnitude ou duracao para sobrecarregar o organismo, efeitos
deletérios como sintomas de fitotoxicidade podem ser observados em organismos
sensiveis, (Bartell, 2006) denominados de bioindicadores. Adicionalmente, 0s
biomarcadores podem auxiliar na avaliacdo do estado de saude dos organismos expostos
a pesticidas mesmo na auséncia de sintomas aparentes, e possibilita mensuracfes dos
efeitos subletais dos xenobidticos (Glngordua et al, 2016), classificando esses
organismos como biosensores. No caso especifico do glyphosate, o acimulo de &cido
chigquimico (Schribbers et al, 2014; Gomes et al, 2016) e do metabdlito glioxilato
(Rojano-Delgado et al, 2010) tém sido apontados como bons biomarcadores do efeito
desse herbicida em plantas de Coffea arabica, Salix miyabeana e bidtipos de Lolium
spp, respectivamente. Varios autores tém reportado a eficiéncia da utilizacdo do
composto malondialdeido (MDA) como eficiente biomarcador de danos celulares
acarretados por diversos xenobioticos (Damiens et al, 2007; Xing et al, 2012; Griboff et
al, 2014). A atividade de enzimas do sistema antioxidativo, como a superdxido
dismutase, catalase e ascorbato peroxidase, além da concentracdo de metabdlitos e
proteinas sdo alguns dos biomarcadores amplamente empregados no biomonitoramento
ambiental (Van der Oost et al, 2003; Lu et al, 2010; Vidal Lifian e Bellas, 2013; Hattab
et al, 2016).

Considerando que a utilizacdo de plantas com potencial bioindicador pode
contribuir para a identificacdo precoce do efeito toxico de herbicidas em remanescente
de vegetagdo nativa do cerrado, o uso das especies Alibertia edulis Rich. e Pouteria
torta (Mart.) Radlk, pertencente as familias Rubiaceae e Sapotaceae, respectivamente,

para esse fim pode ser promissor. 1sso porque essas espécies possuem facil propagacao,
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bom crescimento e baixa exigéncia nutricional (Lorenzi, 2002), caracteristicas
desejaveis para a selecdo de espécies vegetais utilizadas em programas de
monitoramento do impacto ambiental (Boutin et al, 2014). Além disso, A. edulis e P.
torta, sdo espécies nativas amplamente distribuidas no Cerrado (Almeida et al, 1998),
fato que aumenta seu potencial para utilizagdo no monitoramento da ac¢ao dos herbicidas
sobre a vegetacdo remanescente do Cerrado.

No presente estudo, foi investigada a hipdtese de que plantas de P. torta e A.
edulis possuem sensibilidade ao herbicida glyphosate, assim como as plantas nativas.
Portanto, objetivou-se neste estudo avaliar e caracterizar possiveis alteracbes no
metabolismo bioquimico de P. torta e A. edulis tratadas com glyphosate e, assim,
definir biomarcadores apropriados e especificos da acdo desse herbicida, além de definir

o0 potencial bioindicador das duas espécies nativas do Cerrado.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material VVegetal e Condigdes de Crescimento

Os frutos de Pouteria torta foram coletados na fazenda Santo Antonio, 16° 26’
29" S, 51° 7" 11" W, Ipora, Goias, Brasil. Ja os frutos de Alibertia edulis foram
coletados na fazenda Rio Preto, 18° 20’ 29" S, 50° 8’ 14" W, localizada no municipio de
Rio Verde, Goias, Brasil. Os frutos foram despolpados em peneira, € as sementes
lavadas e secas em local ventilado e sombreado, sendo posteriormente semeadas em
areia lavada. Apo6s 60 dias, as mudas foram transferidas para vasos de polietileno
contendo 10 kg do substrato, preparado a partir da mistura de solo do tipo Latossolo
Vermelho distroférrico e areia (2:1), o qual apresentou as seguintes caracteristicas
quimicas: pH em H20 de 4,7; 2,6 mg/dm= de P; 14 mg/dm™ de K; 0,75 cmolc/dm™ de
Ca; 0,22 cmolc/dm™ de Mg; 3,1 cmolc/dm™ de H+AI; 13,0 g dm™ de matéria organica e
24,4% de saturacdo por bases. Com base nessa analise, a adubacdo do substrato foi
realizada por vaso com adicdo de 1,52 g de ureia; 6,9 g fésforo; 6,9 g de potéssio e 0,4 g
de micronutrientes (aplicada por vaso) (Fritted Traced Elements® - Sdo Paulo, Brazil).
Plantas das duas espécies com 12 meses de idade, padronizadas quanto ao tamanho e

vigor, foram utilizadas para a realizagdo dos experimentos.

2.2. Imposicdo dos tratamentos

Experimentos independentes para as espécies P. torta e A. edulis foram
conduzidos durante os meses de junho a agosto de 2014. Para ambos o0s experimentos,
os tratamentos consistiram da aplicacdo do herbicida glyphosate (Roundup Transorb®
sal de isopropilamina com 480 g L™ do equivalente acido) nas seguintes doses: 0

(controle), 200, 400 e 800 g e. a. ha. As aplicacbes do herbicida foram realizadas
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utilizando pulverizador costal (Herbicat® Catanduva, Brasil), munido de barra com
quatro pontas de pulverizagio e bico da série XRTeejet® (XR11002-VP), com pressio
constante de 3,0 bar, mantida por CO2 comprimido, e volume de calda de 110,02 L ha™.

A partir de estudos prévios de curva-dose resposta ao glyphosate, foram testadas
diferentes doses de glyphosate [0, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 g e.a. ha'] combinado
com dez tempos de avaliagOes [24, 48, 72, 96, 144, 264, 312, 1.104, 1.416 e 1.728 horas
apos aplicacdo (HAA)] para P. torta e A. edulis. As doses e horarios foram escolhidos a
fim de detectar alteraces bioquimicas iniciais que podem ser especificas para os efeitos
do glyphosate. Esta escolha foi com base nas analises de sintomas visiveis e respostas
fisiologicas de ambas as espécies (dados ndo mostrados).

2.3. Determinacdo dos sintomas de fitotoxicidade do glyphosate

A fitotoxicidade foliar do herbicida em P. torta e A. edulis foi avaliada,
respectivamente, as 312 horas e 1.728 horas apdés a aplicacdo (HAA) mediante
observac@es visuais. Para registro dos sintomas de fitoxicidade foliar foram realizadas

imagens utilizando camara Fujifilm FinePix (SL300®, Brasil).

2.4. Analises bioquimicas

Para investigar o efeito do glyphosate no metabolismo de ambas as espécies,
determinou-se a atividade das enzimas fenilalanina amonia-liase (FAL, EC 4.3.1.5),
polifenol oxidase (PPO, EC 1.10.3.1), peroxidases (POX, EC 1.11.1.7) e 5-
enolpiruvilchiguimato-3-fosfato sintase (EPSPs, E.C. 2.5.1.19), além de possiveis
alteracdes na sintese de aminoacidos, proteinas, compostos fendlicos e estabilidade das
membranas, por meio da andlise de malondialdeido (MDA). Essas anélises foram
realizadas em folhas completamente expandidas, localizadas no terco médio, as 24 e
312 e as 24 e 1.728 HAA em P. torta e A. edulis, respectivamente. Nesse mesmo
periodo de avaliacdo, determinou-se a concentracdo do &cido chiquimico em folhas
localizadas tanto no &pice (folhas em desenvolvimento) quando no tergo médio (folhas
expandidas) das plantas.

A obtencdo do extrato foliar para determinacdo da atividade das enzimas FAL,

POX e PPO foi realizada conforme descrito por Nascimento et al, (2014).
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A atividade da FAL foi determinada segundo a metodologia proposta por Guo et
al, (2007), com algumas modificacGes. A reacdo foi iniciada ap6s a adigdo de 100 ul de
extrato foliar a uma mistura de reacdo contendo tampéao borato de sédio 40 mM (pH
8,8) e L - fenilalanina 20 mM em um volume de 1 mL. A mistura de reacdo foi
incubada em banho-maria a 30 °C durante 1 h, e a reacdo foi interrompida pela adicéo
de 50 pul de HCI 6 N. A absorbancia dos derivados do &cido trans-cindmico foi medida a
290 nm . Procedimento similar foi utilizado para as amostras controle, mas a reacao foi
imediatamente interrompida ap6s a adicdo do extrato bruto da enzima no meio de
reacdo. O coeficiente de extingdo molar de 100 M * cm foi utilizado para calcular a
atividade de FAL (Zucker, 1965).

A atividade da POX foi determinada pela adi¢do de 100 ul de extrato foliar a um
meio de reacdo contendo 25 mM de tampéo de fosfato de potassio (pH 6,8), 20 mM de
pirogalol e 20 mM de perdxido de hidrogénio em um volume de 2 mL (Kar e Mishra,
1976). A reacdo foi iniciada apds a adicdo de 15 pl de extrato foliar, e a absorbancia foi
determinada a 420 nm durante 1 min, a 25 °C. O coeficiente de extincdo de molar 2,47
mM-! cm™ (Chance e Maehley, 1955) foi utilizado para calcular a atividade da POX. A
atividade da PPO foi determinada utilizando o mesmo procedimento para a POX, exceto
pela omisséo do peroxido de hidrogénio na mistura de reacao.

A obtencdo do extrato foliar para determinacdo da atividade da enzima EPSPs
foi realizada a partir da maceracao de 1 g de tecido foliar em 4 mL de solucdo-tampao
Hepes-NaOH 50 mM (pH 7,0), glicerol 10%, B-mercaptoetanol 10 mM, EDTA 0,1 mM,
heptamolibdato de aménio [(NH4)s M07024 4H20] 0,01 mM e PVP 5%. O macerado foi
centrifugado a 5.000 xg por 30 min. O sobrenadante, dessanilizado em colunas de
Sephadex G-25, foi utilizado como fonte de EPSPs. A temperatura foi mantida entre 0 e
4 °C durante todas as etapas do processo de extracdo. A atividade da EPSPs foi
mensurada via a quantificacdo de fosforo inorgéanico liberado durante a transferéncia do
grupo enolpiruvil do fosfoenolpiruvato (PEP) para o shiquimato-3-fosfato (S3P),
conforme descrito por Forlani et al, (1994), com algumas modificacbes. A reacdo foi
iniciada pela adicdo de 10 pL do extrato foliar dessanilizado a uma solugéo-tampao
Hepes-NaOH 200 mM (pH 7), shiquimato-3-fosfato 1 mM, PEP 4 mM e (NHa)s
Mo07024 4H20 5 mM . Apo6s incubacdo por 20 minutos, a 28 °C, a reacdo foi
interrompida pela adicdo de 500 pL da solugdo colorimétrica de malaquita verde 9,2
mM e (NH4)s M07024 4H,0 8,5 mM em HCI 1 M, com acréscimo de 2 g L™ de 3 - [(3-

colamidopropil) dimetilamonio] -1-propanossulf onato (CHAPS) para a estabilizacéo da
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coloracdo. Apés exatamente um minuto, adicionou-se 250 pL de citrato de sodio 34%
(m/v). Apds 15 min de incubagdo a temperatura ambiente, as amostras foram lidas a 660
nm. Para as amostras controle, um procedimento similar foi realizado exceto pela
omissdo do S3P.

A concentracdo de proteinas sollveis totais foi determinada conforme descrito
por Bradford (1976).

Para a determinacédo do acido chiquimico foram coletados oito discos foliares de
6 mm (x 25 mg) de tecido foliar, conforme supracitado. A extracdo do acido chiquimico
foi realizada conforme o método proposto por Singh e Shaner (1998), com algumas
modificagdes. Os discos foliares foram macerados em eppendorf contendo 250 pL de
HCI 0,25 N. O extrato foi centrifugado a 15000 xg, a 4 °C, durante 25 min. O
sobrenadante foi coletado para a quantificacdo do acido chiquimico conforme o método
descrito por Gaitonde e Gordon (1957) e Perez-Jones et al, (2005), com algumas
modificagdes. Para a reacdo, adicionou-se 30 uL do sobrenadante a uma solucdo de
acido periodico 1%, em volume final de 500 uL. Essa mistura foi incubada em banho-
maria por 45 min, a 37 °C. Apds esse periodo, acrescentou-se 500 pL de hidroxido de
sodio 1 N e 300 uL de glicina 0,1 M, e as leituras foram realizadas a 380 nm. O
coeficiente de extingdo molar de 4,76 x10* M cm™ foi utilizado para determinar a
concentracdo do acido chiquimico, conforme descrito por Gaitonde e Gordon (1957).

Para a determinacdo da concentracdo dos compostos fendlicos totais, 0,15 g de
tecido foliar foi macerado em nitrogénio liquido e homogeneizado em 1 ml de metanol
80 % (v/v). O homogeneizado foi centrifugado a 17000 xg durante 30 min, a 4 °C. A
concentracdo dos compostos fenolicos totais foi determinada segundo o método
proposto por Zieslin e Ben-Zaken (1993), com algumas modificacBes proposta por
Rodrigues et al, (2005). A reacdo foi iniciada com a adi¢do de Fenol Folin-Ciocalteu 0,2
M a 35 pL do extrato metandlico, e mantido a 25 °C por 5 min. Apds a incubacgéo por 5
min a 25 °C, adicionou-se a solugdo carbonato de sédio 0,1 M, a qual permaneceu
incubada por 10 min a 25 °C. Logo ap0s, 765 ul de agua desionizada foi adicionada a
mistura, e procedeu-se hovamente a incubacao por 1 h a 25 °C. A absorbancia foi lida a
725 nm e a concentracdo de compostos fendlicos totais foi determinada com base em
uma curva de calibracdo usando acido galico (SigmaAldrich, S&o Paulo, Brasil) como
padréo.

O procedimento descrito por Stein e Moore (1948) foi utilizado para a

determinagdo da concentragdo de amino&cidos solUveis totais. A reagéo foi iniciada pela
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adicdo de 0,2 mL do extrato foliar a solu¢éo constituida de citrato de sédio 0,2 M (pH
5,0), reagente de ninhidrina 5 % em metilcelossolve e cianeto de potassio (KCN) 2%
em metilcelossolve, em volume total de 1,7 mL, seguida da incubagcdo em banho-maria
a 100°C, durante 20 min. Apos o resfriamento, adicionou-se 1,3 mL de etanol 60 %
(v/v) e as leituras foram realizadas a 570 nm. A quantificagdo dos aminoacidos baseou-
se em uma curva de calibragdo, tendo como padrdo solucdo composta por glicina e
fenilalanina.

Os danos celulares foram avaliados por meio da peroxidacdo de lipideos
mediante a concentragdo de MDA, conforme descrito por Cakmak e Horst (1991),
porém com algumas modificagdes. Amostras de 0,15 g de tecido foliar foram maceradas
em N2 liquido até a obtencdo de um po fino. O po obtido foi homogeneizado em 2 mL
constituido de é&cido tricloroacético (TCA) 1 % (m/v). O homogeneizado foi
centrifugado a 10000 xg, durante 15 min, a 4 °C. Apos centrifugagdo, 0,5 mL do
sobrenadante foi adicionado a 1,5 mL da solugdo de &cido tiobarbitdrico (TBA) 0,5 %
(m/v) em TCA 20 % (m/v) e incubado em banho-maria a 95 °C, por 30 min. Apos esse
periodo, a reacdo foi interrompida em banho de gelo. As amostras foram centrifugadas a
9000 xg, por 10 min, e a absorbancias especificas e inespecificas do sobrenadante foram
determinadas a 532 e 600 nm, respectivamente. A concentracdo de MDA foi calculada

usando o coeficiente de extingdo de 155 mM* cm™ (Heath e Packer, 1968).

2.5. Andlise estatistica

Foram conduzidos dois experimentos independentes, sendo um para a espécie
P. torta e outro para A. edulis. Ambos os experimentos foram conduzidos em
delineamento de blocos ao acaso, em esquema fatorial de 4 (doses) x 2 (tempos de
avaliacdo) com 4 repeticdes. Porém, apenas para a determinagdo do teor de acido
chiguimico, utilizou-se o delineamento de blocos ao acaso em esquema fatorial de 4
(doses) x 2 (tempos de avaliacdo) x 2 (folhas de avaliagédo) com 4 repeticdes. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia, ajustes de modelos de regressao e ao
teste F. Os softwares SISVAR e SigmaPlot V.10 (SPSS Inc., USA) foram utilizados

para as analises estatisticas e para a confec¢do dos graficos, respectivamente.
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3. RESULTADOS

A maioria dos efeitos dos tratamentos sobre as variaveis analisadas foram
observados para o fator doses, independentemente da espécie estudada (Tabela 1). A
interacdo significativa entre doses x horas foi significativa apenas em P. torta para as
variaveis FAL e MDA (Tabela 1).
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Tabela 1. Atividades da fenilalanina aménia liase (FAL), polifenol oxidase (PPO)
peroxidases (POX), 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs),
compostos fendlicos totais, aminoacidos sollveis totais, proteinas sollveis
totais e malondialdeido (MDA) de plantas de Pouteria torta e Alibertia edulis
tratadas com glyphosate.

Pouteria torta

Variaveis GL FAL PPO POX EPSPs %Zr:éﬁfcségs Aminoacidos Proteinas MDA
Valores de F
Doses 3 15.05*%* 5.82** 75.49**  6.72** 13.57** 13.78** 20.42** 14.03**
Horas 1 10.35* 0.001" 2.73m 2.78™ 16.39** 15.70** 5.43m 64.79**
Dosesx 5 gagex  013® 104 135 0.72% 2.48" 1.30™ 7.50*
Horas
CV (%) - 14,80 24.24 11,75 11,96 4,25 5,42 2,80 16,30

Alibertia edulis

Doses 3  3163** 3049** 211  863** 0.7"s 0.981"s 218 2.12m
Horas 1 089  001™ 2227  576%  22.68** 5.441"s 1207 3.84m
Dlj’ses X3 116 0.07™ 1.04  1.850 0,51 0.507" 0.19™  0.60™
oras
cV (%) - 7.41 14,56 1142 6,63 7,06 10,18 8,24 16,53

ns, ndo significativo; ** significativo ao nivel de 1%, * significativo ao nivel de 5% pelo teste de F.
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O glyphosate promoveu alteragdes no metabolismo foliar das espécies P. torta e
A. edulis, porém com maior intensidade na P. torta, evidenciando a maior sensibilidade
aos efeitos toxicos desse herbicida. Como mostra na figura 1A, o incremento das doses
do glyphosate desencadeou aumento na concentracdo de acido chiquimico, porém com
estabilizacéo a partir da dose de 400 (g e. a. ha) (Figura 1). Em conformidade com os
dados de acido chiquimico, P. torta e A. edulis submetidas a doses crescentes do
glyphosate apresentaram decréscimo linear na atividade da EPSPs, porém de maneira
mais pronunciada na P. torta (Figura 1 C e D).

Independente das HAA, a atividade da enzima POX aumentou com o0
incremento da dose do glyphosate apenas na P. torta (Figura 1 E). A atividade da PPO e
da FAL aumentou em ambas as espécies submetidas a doses crescentes de glyphosate,
porém de maneira mais expressiva na A. edulis (Figura 1 G, H, I, e J). Em P. torta, a
FAL aumentou linearmente com o incremento das doses do glyphosate as 312 HAA,
porém, sem resposta as 24 HAA (Figura 1 1).
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Figura 1. Concentracdo do &cido chiquimico [A e B], atividades da 5-enolpiruvil-
shiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs) [C e D], peroxidase (POX) [E e F],
polifenoloxidase (PPO) [G e H] e fenilalanina amdnia-liase (FAL) [l e J], em
folhas de Pouteria torta e Alibertia edulis em funcdo das doses do glyphosate
(A, B,C, D, E, F, GeH)e da interacdo entre as doses do glyphosate e horas
apos aplicacédo (). Os dados séo mediasden=8 (A,B,C,D,E,F,GeH),n=
4 (1). As barras representam o desvio padrdo da média (n = 4) (F).
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O glyphosate apds ser absorvido, tende a se acumular em folhas jovens e
meristemas, nesse sentido, analisou-se a concentragdo de acido chiquimico em folhas
em desenvolvimento e completamente expandidas de ambas as espécies.
Interessantemente, neste estudo o acréscimo na concentracdo do acido chiquimico foi
19% superior em folhas em desenvolvimento comparada as completamente expandidas
(Figura 2) na P. torta, com nenhuma alteracdo significativa na A. edulis (Tabela 2;

Figura 2).

85.0
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60.7 —

a

T

| b

48.6 / b
36.4 /

24.3 —

Acido chiquimico (mg g™ MF)

12.1

0.0 . .
Folhas em desenvolvimento Folhas expandidas

Figura 2. Concentragdo do &cido chiquimico em folhas em desenvolvimento e
completamente expandidas de Pouteria torta. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de F a 5% de probabilidade. Os dados sé&o
médias de n=8.
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Tabela 2. Concentracdo de &cido chiquimico em folhas de Pouteria torta e Alibertia
edulis tratadas com glyphosate.

Acido chiquimico

Variaveis cL Pouteria torta  Alibertia edulis
Valores de F

Doses 3 11.15** 3.952*
Horas 1 0.001" 1.134™
Folhas 1 6.336* 0.738™
Doses x Horas 3 1.797™ 1.444m
Doses x Folhas 3 1.533m™ 0.289™
Horas x Folhas 1 0.007" 0.289"
Doses x Horas x Folhas 3 0.694" 0.067"
CV (%) - 36,65 21,60

ns, ndo significativo; ** significativo ao nivel de 1%, * significativo ao nivel de 5% pelo teste de F.
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O decréscimo na EPSPs em A. eduis foi mais pronunciado as 1.728 HAA
(Figura 3 A). Independente da dose do glyphosate, a concentracdo de compostos
fenolicos totais em A. edulis aumentou as 1.728 HAA em relacdo as 24 HAA (Figura 3
B).
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24 1.728 24 1.728

Horas ap6s aplicagdo

Figura 3. Atividade da 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs) (A), e
concentracdo de compostos fendlicos totais (B) em folhas de Alibertia edulis
em funcdo das horas ap6s aplicacdo do glyphosate. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de F a 5% de probabilidade. Os
dados sdo médias de n = 16.

Decréscimos nas concentracdes de compostos fendlicos totais, aminoacidos e
proteinas (Figuras 4 A, C e E), bem como aumento na concentracdo de MDA foram
observados na P. torta com o incremento das doses de glyphosate (Figura 4 G). O
aumentou no MDA com o incremento das doses e das horas ap6s a aplicacdo do
glyphosate ocorreu de maneira mais pronunciada as 312 HAA (Figura 4 G).
Diferentemente do observado em P.torta, ndo houve alteracdes nas concentracdes de
compostos fendlicos, aminoacidos solUveis totais, proteinas sollveis totais e de MDA
em A. edulis, independentemente dos tratamentos aplicados (Figuras 4 B, D, F e H).
Ressalta-se que as 312 HAA os decréscimos de compostos fenolicos totais e
aminoéacidos na P. torta foram mais proeminentes comparados as 24 HAA (Figuras 5 A
e B).



62

60.0 60.0
- Pouteria torta A Alibertia edulis B -
L
S 514 F514 &
Zg 2o .\0\‘\‘ L 429 'x
8 =% 3 —F £
§ 343 - 343 E
2 257 . L 257 g
& Y= 47,57 - 0,0165x + 0,000012x%** B
2 2
g 1714 R=099 VA
Q o
=3 ="
£ £
5 86 86 £
&) &)
0.0 } } } } } } } } 0.0
17 17
C D
. 15 - 15
™ o
Z 124 L12 =
x l\‘.\. “en
£ 10 10 &
2 @
2 07 A Fo7
2 f\—i\I—} 3
£ 05 Y=11716-00002¢", R’=0,89 Los 2
g
< <
0.2 - 0.2
0.0 } } } } } } } } 0.0
160.0 160.0
E F
137.1 - 137.1
m o
s 1143 4 .\‘\.‘. I\i\g\l F 11435
% 914 - - o4
E £
£ 68:6 7 v= 107,12 - 0,0306x + 0,000022x%** - 686 £
3] 2_, 2
S 457 4 R=099 457
~ ~
22.9 - 22,9
0.0 } } } } } } } } 0.0
65.0 65.0
312 HAA, G H
55.7 4 Y=20,25 + 0,0086x - 0,000005x%** I 55.7
2_
T 464 RO W 464 T
S 0 S
= 371 - L 371 ™
o o
1S (e} £
2 279 F279 &
< ._’_._’,_.-_——/‘ <
S 186 - 186 S
® 24 HAA, Y= 20,61 + 0,0048x**
934 Recoos - 93
0.0 } } } } } } } } 0.0
0 200 400 800 0 200 400 800
Doses de glyphosate (g e. a. ha™) Doses de glyphosate (g e. a. ha™)

Figura 4. Concentracdes de compostos fendlicos totais [A e B], aminoacidos solUveis
totais [C e D], proteinas soluveis totais [E e F] e de malondialdeido (MDA) [G
e H] em folhas de Pouteria torta e Alibertia edulis submetidas as doses do
glyphosate [A, B, C, D, E e F) e da interagdo entre as doses do glyphosate e
horas ap6s aplicacdo (G). Os dados sdo médias de n =8 (A, C, E) e n = 4 (G).
As barras representam o desvio padrédo da media (n =4) (B, D, F e H).
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Figura 5. Concentracdo de compostos fendlicos totais (A) e de aminoécidos soltveis
totais (B) em folhas de Pouteria torta em funcdo das horas apos aplicacdo do
glyphosate. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de F a 5% de probabilidade. Os dados sdo médias de n = 16.

P. torta submetida a doses crescentes do glyphosate apresentou areas cloroticas

e necrdticas, as quais iniciaram a partir do apice, evoluindo para os bordos foliares.

Esses sintomas foram mais pronunciados nas plantas expostas a maior dose do herbicida

(Figura 6 A, B, C, e D). Entretanto, A. edulis ndo apresentou sintomas de fitotoxidez,

independentemente da dose de glyphosate testada (Figura 6 E, F, G e H).
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Figura 6. Sintomas visiveis de folhas de Pouteria torta as 312 horas apds a aplicacdo
em resposta as diferentes doses de glyphosate [A (0 g. e. a hal), B (200 g. e. a
hal), C (400 g. e. a ha*) e D (800 g. e. a ha!)] e auséncia de sintomas visiveis
em folhas de Alibertia edulis as 1.728 horas ap6s aplicacdo em reposta as
mesmas doses de glyphosate descritos acima para P. torta.
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4. DISCUSSAO

O glyphosate promoveu efeitos visiveis de fitotoxicidade em P. torta,
comprovada pela ocorréncia de cloroses e necroses foliares e pela desestabilizacdo das
membranas celulares (indicado pelo incremento de MDA), além do comprometimento
na sintese de aminoacidos, proteinas e compostos fendlicos e acimulo de &cido
chiquimico, resultante da inibigdo da enzima EPSPs. Ao contrario, A. edulis apresentou
capacidade intrinseca de tolerar os efeitos toxicos do herbicida, pois mesmo ocorrendo
reducdo significativa na atividade da EPSPs, com resultante acumulo de &cido
chiguimico, isso ndo foi suficiente para comprometer a sintese dos principais
metabdlitos da via do chiquimato, bem como a integridade das membranas celulares.
Isso foi evidenciado pela inalteracdo na sintese de aminoacidos e proteinas, na estrutura
das membranas e pela auséncia de sintomas de fitotoxicidade.

O acumulo de &cido chiquimico em P. torta e A. edulis submetidas a doses
crescentes do glyphosate corrobora com os resultados obtidos por vérios autores
(Gonzélez-Torralva et al, 2012; Yannicaria et al, 2012; Schribbers et al, 2014). Esse
acumulo se da pelo bloqueio especifico do glyphosate na via do chiquimato (Mobin et
al, 2015). Esse herbicida inibe diretamente a enzima EPSPs, a qual catalisa a
transferéncia de parte do grupo enolpiruvil do fosfoenol piruvato (PEP) para o grupo 5-
hidroxil do chiquimato 3-fosfato (S3P), produzindo o enolpiruvilchiquimato-3-fosfato e
fosfato inorganico na rota do &cido chiquimico (Herrmann, 1995; Herrmann e Weaver,
1999; Orcaray et al, 2012). O bloqueio na atividade da EPSPs desregula o fluxo de
carbono na planta, elevando as concentra¢fes de acido chiquimico e comprometendo a
producdo de corismato, que é precursor de varios metabdlitos secundarios (Tzin e
Galili, 2010; Mensah et al, 2015).
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Corroborando com os dados de acido chiquimico, neste estudo a sensibilidade
diferencial ao glyphosate observada entre as duas espécies ndo esta relacionada com a
acao diferencial desse herbicida na atividade da EPSPs, pois ambas as espécies
apresentaram reducdo na atividade dessa enzima. Portanto, tomados em conjunto, esses
resultados apontam para o potencial uso do &cido chiquimico e da EPSPs como
biomarcadores sensiveis e especificos da acdo do glyphosate em plantas nativas do
cerrado. Resultados semelhantes foram reportados em Brassica napus (Petersen et al,
2006), Panicum miliaceum, Helianthus annuus e Triticum aestivum (Henry et al, 2007),
em cultivares sensiveis de Glycine max (Bonini et al, 2009), Canavalia ensiformis
(Cruz-Hipolito et, 2009) e Coffea arabica (Schriibbers et al, 2014).

Considerando que, de modo geral, o glyphosate se mova de érgdos fonte para
tecidos meristematicos (drenos), local em que ¢ preferencialmente acumulado (Lukatkin
et al, 2013), a sua translocagdo deficiente nos tecidos das plantas é considerada um dos
mecanismos de toleréncia inata de plantas (Rojano-Delgado, 2012). Dessa forma, a alta
sensibilidade de P. torta ao glyphosate pode estar relacionada, ao menos em parte, a
auséncia de mecanismos robustos que reduzam a livre translocacdo desse herbicida nos
tecidos do vegetal. Isso porque essa espécie apresentou maior acimulo de &cido
chiquimico nas folhas em desenvolvimento em relacdo as completamente expandidas,
conforme reportado para espécie Coffea arabica, que também foi sensivel a a¢éo tdxica
do glyphosate (Schriibbers et al, 2014). Corroborando com esses resultados, as plantas,
de modo geral, apresentam maior expressdo de genes que codificam para a EPSPs nos
tecidos meristematicos, o que desencadeia maior efeito toxico do glyphosate nas folhas
jovens (Shaner, 2009). Interessantemente, neste estudo, ndo houve alteracdo no acumulo
de acido chiquimico entre as folhas de idades diferentes em A. edulis, sugerindo que a
translocacéo preferencial do glyphosate para tecidos meristematicos foi, pelo menos em
parte, comprometida, contribuindo possivelmente com sua tolerancia.

O aumento na atividade da POX em P. torta evidencia que o glyphosate induziu,
pelo menos indiretamente, o incremento na concentracdo de peroxido de hidrogénio
(H202). Em contraste, A. edulis, ndo apresentou alteragdo na atividade da POX, mesmo
nas maiores doses do herbicida, indicando a atuacdo de mecanismo de defesa
antioxidante inato mais robusto. As POXs estdo presentes em todos 0s compartimentos
celulares, catalisando a transferéncia de elétrons de diferentes substratos reduzidos,
como compostos fendlicos, para 0 H20». Varios autores relatam alteragBes na atividade

da POX na defesa de plantas, quando submetidas a condicGes de estresse abioticos, tais
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como hidrico (Dias et al, 2014), térmico (Sekmen et, 2014) e por irradiancia (Takshak e
Agrawal, 2015), o que ndo houve neste estudo, uma vez que o mesmo foi realizado em
condi¢cdes controladas de casa de vegetacdo climatizada. Interessantemente, neste
estudo, a ativacdo do sistema de defesa antioxidante em P. torta ndo foi suficiente para
conter os efeitos toxicos desencadeados pelo glyphosate, mesmo nas menores doses.
Adicionalmente, o comprometimento nas membranas celulares apenas em P. torta,
evidenciado pelo aumento de MDA, que € um indicador da peroxidacdo de lipideos
(Aguiar-Silva, 2016), corrobora com a ideia de que o glyphosate, independentemente da
dose aplicada, induz estresse oxidativo nessa espécie, via incremento de espécies
reativas de oxigénio (EROs), mas ndo em A. edulis. Por ser altamente responsiva e
sensivel a acdo do glyphosate, além de ser ativada mesmo nas menores doses, a POX
apresenta grande potencial para 0 monitoramento do impacto ambiental utilizando P.
torta como bioindicadora.

Embora o envolvimento da PPO na resposta de plantas a estresses abidticos
ainda ndo esteja claro (Boeckx et al, 2015), neste estudo essa enzima foi bastante
responsiva a acdo do glyphosate tanto em P. torta quanto A. edulis. Corroborando com
esse resultado, recentemente foi relatado o envolvimento da PPO na defesa de Cajanus
cajan contra o estresse por alagamento (Bansal e Srivastava, 2015). O aumento na
atividade da PPO reduz o nivel de oxigénio livre, desencadeando decréscimo de sua
quantidade para a producdo de EROs. Isso porque essa enzima catalisa a oxidacao de
monofendis e o-difendis em o-quinonas, com concomitante consumo de oxigénio
(Boeckx et al, 2015). Além disso, existem evidéncias de que o aumento da PPO em
plantas submetidas a estresses abioticos esteja mais relacionado ao seu papel indireto no
metabolismo secundéario, por participar no balan¢co de compostos da rota dos
fenilpropanoides, via dissipacdo do excesso de energia, reduzindo o estresse oxidativo
(Boeckx et al, 2015).

Independente da espécie estudada, concomitante ao incremento da PPO houve
aumento pronunciado na atividade da FAL, que caracterizam essas enzimas cOmo
potenciais biomarcadoras da a¢do do glyphosate. A FAL, semelhante a PPO, atua na
rota dos fenilpropanoides, sendo a primeira enzima dessa via. O aumento na atividade
da FAL em P. torta e A. edulis esta em conformidade com as respostas encontradas em
outras espécies de plantas tratadas com glyphosate (Maroli et al, 2015; Mobin et al,
2015). Recentemente Maroli et al. (2015) relataram que o aumento na atividade da FAL

em resposta ao glyphosate, pode atenuar, mesmo que parcialmente, os efeitos toxicos do
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glyphosate, mediante diminuicdo dos danos oxidativos gerados por esse herbicida. A
FAL atua na conversao da L-fenilalanina a acido trans-cinanimco e amdnia (Mobin et
al, 2015), redirecionando grande quantidade de carbono fixado a partir do metabolismo
primario para a formacdo de varios metabolitos secundarios, dentre eles, diversas
classes de compostos fendlicos (Tzin e Galili, 2010).

O glyphosate é capaz de modular a concentracdo de compostos fendlicos via
reducdo da concentracdo da fenilalanina (Sousa et al, 2007), além de, possivelmente
desregular, via estresse oxidativo, o metabolismo primario, resultando em menor
alocacdo para a sintese de metabdlitos secundarios. Neste estudo, o glyphosate
desencadeou diminui¢do na sintese de aminodacidos, proteinas e compostos fendlicos
apenas em P. torta. Dessa forma, esses metabolitos podem ser utilizados com
biomarcadores da acdo do glyphosate, porém apenas em espécies sensiveis a essa
molécula de herbicida. A manutencdo das concentracfes desses compostos em A.
edulis, submetidas a pulverizacdo com glyphosate, pode estar associada com a sua
maior capacidade inata em driblar os efeitos da reducdo na atividade da EPSPs causada
por esse herbicida. O aumento da concentracdo de compostos fenolicos as 1.728 HAA,
intrinseco a sua ontogenia, corrobora com a ideia de que A. edulis apresenta
mecanismos inato robusto em tolerar a acdo toxica do glyphosate. Isso porque 0s
compostos fendlicos desempenham diversas funges em plantas, com destaque para sua
capacidade antioxidativa, por atuar no sequestro de radicais livres e na quelacdo de
metais de transicao, contribuindo para retardar ou inibir a peroxidacao lipidica (Sousa et
al, 2007; Takahashi e Badger, 2011).

Tomados em conjuntos, os resultados deste estudo demonstraram que a inibicdo
da rota do acido chiquimico pelo glyphosate, além de promover efeitos adversos no
metabolismo, desencadeou a formacdo de espécies reativas de oxigénio (Ahsan et al,
2008), resultando em peroxidacdo lipidica e, consequentemente, em efeitos visiveis de
fitotoxicidade foliar, via clorose e necrose, apenas em P. torta. Portanto, P. torta e A.
edulis apresentaram sensibilidade diferencial, sendo P. torta mais responsiva aos efeitos
toxicos do glyphosate. Essa espécie apresentou um conjunto de biomarcadores
bioquimicos sensiveis, além dos sintomas visiveis de fitotoxicidade, caracterizando P.
torta como potencial bioindicadora da acdo do glyphosate em vegetacdo nativa do
Cerrado. Embora A. edulis tenha apresentado pouca sensibilidade ao glyphosate, foram
identificados biomarcadores responsivos a esse herbicida, permitindo classificar a

mesma como potencial biosensora da acdo do glyphosate. Ressalta-se que a alta
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tolerancia de A. edulis aos efeitos do glyphosate pode esta relacionada a atuacéo de
mecanismo de defesa bioquimico robusto, o que pode ser evidenciado pela atividade
mais expressiva da maioria das enzimas analisadas em relacdo a P. torta. Além disso,
outros mecanismos podem ter contribuido para a tolerdncia inata de A. edulis ao
glyphosate, tais como menor absor¢cdo e mecanismo mais eficiente nos processos de
compartimentalizacdo e metabolizacdo da molécula desse herbicida (Sherman et al,
1996; Beltrano et al, 2013). Assim, mais estudos sdo necessarios para elucidar os

mecanismos envolvidos na tolerancia inata de A. edulis ao glyphosate.
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5. CONCLUSOES

1. O glyphosate induz alteracbes metabolicas em P. torta e A. edulis, porém, de
maneira mais pronunciada em P. torta;

2. O aumento na concentracdo de MDA e na atividade das enzimas PAL, POX e
PPO, bem como, a diminuicdo na atividade da EPSPs, na concentracdo de
aminoacidos, proteinas e compostos fendlicos e a ocorréncia de danos visiveis
demonstram claramente a alta sensibilidade de P. torta ao glyphosate.

3. O actmulo de acido chiquimico e as alteracdes na atividade das enzimas EPSPs,
PAL e PPO podem ser utilizados como biomarcadores responsivos a acdo do
glyphosate em ambas as especies;

4. A manutencdo nas concentracbes de compostos fendlicos totais, mesmo nas
maiores doses do glyphosate, associada a maior atividade da maioria das
enzimas analisadas, pode ter contribuido para a maior tolerdncia inata de A.
edulis em relacdo a P. torta a acdo do glyphosate;

5. A auséncia de sintomas visiveis de fitotoxicidade associada aos biomarcadores
observados indica que A. edulis € uma potencial biosensora da acdo do
glyphosate.

6. Os biomarcadores, em conjunto, observados em P. torta potencializam a sua
indicacdo como bioindicadora da acdo do glyphosate em remanescentes de

vegetacdo nativa do cerrado.
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CONCLUSAO GERAL

O glyphosate induz altera¢cdes no metabolismo fotossintético e bioquimico
em P. torta e A. edulis, porém, de maneira mais pronunciada em P. torta. A diminuicao
do processo fotossintético, o dano fotoinibitério ao FSII, 0 aumento na concentragdo de
MDA, bem como, a diminuicdo na atividade da EPSPs, na concentracdo de
aminoacidos, proteinas e compostos fendlicos e a ocorréncia de danos visiveis de
fitotoxicidade demonstram claramente a alta sensibilidade de P. torta ao glyphosate, o
que potencializa a sua indicagdo como bioindicadora da acdo do glyphosate em
remanescentes de vegetacdo nativa do cerrado.

A manutencdo da concentracdo dos pigmentos cloroplastidicos, compostos
fendlicos totais, bem como a maior atividade da maioria das enzimas analisadas, e a
auséncia de sintomas de fitotoxicidade visiveis associada aos biomarcadores observados

indica que A. edulis é uma potencial biosensora da acdo do glyphosate.



