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RESUMO

OGLIARI, Juares, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, Junho de 2007. Envolvimento do sistema primario de translocacdo de
protons na desintoxicagdo do herbicida mesotrione em plantas de milho.
Orientador: Prof. Silvério de Paiva Freitas e Co-orientador: Prof. Arnoldo Rocha
Faganha.

Objetivou-se verificar a participagado da atividade hidrolitica da H*-ATPases do tipo
P e V e da H*-PPase na desintoxicacao do herbicida mesotrione em tecidos de
Zea mays L. (hibrido Braskalb 330) em trés épocas de avaliagdo apds a aplicagao
do herbicida. Aos 15 dias apds o plantio foram aplicados 192 g ha™” do mesotrione
em poés-emergéncia. A raiz, o caule e a folha foram coletados aos trés, sete e 12
dias apds aplicacdo (DAA) para o fracionamento celular e isolamento das
vesiculas de membrana plasmatica e de tonoplasto. A atividade fotossintética e a
fluorescéncia da clorofila a foram avaliadas como indicadores da toxicidade do
herbicida em um, dois, trés, cinco e sete DAA. Também foi avaliado o perfil
eletoforético de proteina no citoplasma aos trés e sete DAA. O mesotrione afetou
a taxa fotossintética nos primeiros trés DAA, apresentando aparente
desintoxicacdo a partir do quinto dia e recuperacao total aos sete DAA. Este

herbicida promoveu maior sintese de proteinas ou polipeptideos nos tecidos de

Xi



folha e caule e menor na raiz na faixa de peso molecular de 20 a 64 kDa. O
tratamento com o herbicida mesotrione promoveu ativagao da atividade hidrolitica,
principalmente da H*-PPase vacuolar nas folhas de 568% e 290%, caules de
191% e 144 % e raizes de 114% e 67% aos trés e sete DAA, respectivamente,
em relacao ao controle. A hidrélise de ATP associada a membrana plasmatica do
caule desencadeou modulagéo diferencial sendo estimulada em 64% aos trés
DAA e inibida aos sete e 12 DAA em 40% e 76%, respectivamente. A hidrélise de
ATP associada ao tonoplasto também foi afetada pelo tratamento, mas em menor
intensidade, atingindo maximo de 57% de ativacao aos sete DAA. Os resultados
indicaram que os principais sistemas de transporte primario da célula vegetal sao
modulados em resposta ao tratamento com mesotrione atingindo ativagao
maxima nos primeiros DAA, indicando possivelmente participacdo no processo de
desintoxicacao da planta. Os dados também indicam que a H*-PPase vacuolar
seria a principal enzima a responder ao tratamento com mesotrione, podendo
assim exercer fungdo chave na energizacdo do tonoplasto e
compartimentalizagdo deste herbicida no vacuolo, principalmente nas células de

folhas e caule de milho.
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ABSTRACT

OGLIARI, Juares, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, June 2007. Involvement of the primary system of translocation of protons
of in detoxification of herbicide mesotrione in corn of plants. Advisor: Prof. Silvério
de Paiva Freitas and Co-advisor: Prof. Arnoldo Rocha Faganha.

The aim of this work was to investigate the role of P- and V-type H’-
ATPases and vacuolar H*-PPase hydrolytic activity on the detoxification of
herbicide (mesotrione) in Zea mays L (hybrid Braskalb 330) in three evaluation
points after herbicide application. Post-emergence herbicide was applied (192 g
ha™) on the 15™ day after plantation, and the H *-pumps activities were evaluated
in root, mesocotyl and leaf on the 3", 7" and 12" day after application (DAA) of
mesotrione. The plant tissues collected on the three periods were submitted to the
cell fractionation to isolate the plasma membrane and tonoplast vesicles. The
photosynthetic and fluorescence activity of the chlorophyll a was evaluated as
indicators of toxicity of the herbicide on the 1%, 2", 3™ 5" and 7" DAA. Also, was
evaluated the cytoplasm protein electrophoresis profile on the 3@ and 7" DAA. The
mesotrione affected the photosynthetic rate on the 1%, 2" and 3™ DAA due a likely
detoxification on the 5™ day and a total recovery on the 7" DAA. This herbicide has
enhanced the synthesis of proteins or polypeptides ranging from 20 to 64 kDa in
the leaf and stem but decreased in the root. The treatment with herbicide
promoted activation of hydrolytic activity, mainly in the H*-PPase from leaves
(568% and 290 %) and roots (114% and 67%) to 3™ and 7" DAA respectively. In
regards to mesocotyl the stimulus was 191%, 144% and 110% on the 3", 7" and
12" DAA, in comparison to control. The P-H*-ATPase ATP hydrolysis in mesocotyl
had a differential modulation being stimulated on the 3™ DAA (+64%) and inhibited
on the 7" and 12" day (-40% and -76%, respectively). The V-ATPase hydrolysis
was also affected, but with lower intensity (maximum activation of 57%) on the
7"DAA. The results showed that the primary H* transport systems of plant cell are
modulated in response to the treatment with mesotrione, reaching the maximum
activation on the first DAA, indicating possible contribution to the plant

detoxification process. The data also demonstrated that the H*-PPase was more
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sensitive to mesotrione, functioning as a key enzyme on the tonoplast energization
and herbicide compartmentalization in vacuole mainly in leaves and mesocotyl

maize cells.
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1. INTRODUGAO

O mesotrione é um herbicida de agao sistémica indicado para o controle
de plantas daninhas na cultura de milho (Zea mays) em pré ou em pos-
emergéncia (Rodrigues e Almeida, 2005; Sprague et al., 1999). As plantas
absorvem este herbicida por meio das raizes e folhas, apresentando excelente
movimento apossimplastico (Mitchell et al., 2001). As espécies de plantas
susceptiveis ao mesotrione comegam a apresentar sintomas de amarelecimento
nas folhas aos trés dias apds a aplicagédo (DAA), com posterior branqueamento,
progredindo para a necrose e morte da planta em até duas semanas. Os sintomas
se desenvolvem mais rapidamente na presenga de luz (Johnson e Young, 2002;
Wichert et al., 1999).

O mesotrione provoca leve sintoma de intoxicagdo em algumas
variedades ou hibrido de milho, embora ndo promova perdas na produtividade de
graos (Masiunas et al.,, 2004). O milho é tolerante ao mesotrione devido,
provavelmente, a capacidade de desativacdo do principio ativo e a translocacao
para compartimentos celulares, como vacuolo ou para o meio extracelular
(Johnson e Young, 2002; Mitchell et al., 2001; Kreuz et al., 1996). Por isso,
possivelmente a grande maioria das classes de herbicida € translocada para o
interior do citoplasma com gasto de energia para romper a barreira da
plasmalema (Riechers et al., 1998; Hess, 1995; Briskin, 1994). Esta energia é
fornecida pelos transportadores primarios de prétons (H-ATPase) localizados na

membrana plasmatica, que irdo energizar as proteinas transportadoras



secundarias (Hull e Cobb, 1998; Coleman et al., 1997). Os herbicidas no
citoplasma, em plantas tolerantes, sdo removidos para o vacuolo ou apoplasto,
através dos transportadores secundarios, energizados pelas bombas primarias de
prétons, que geram gradiente eletroquimico, através da membrana vacuolar,
produzindo for¢a motriz para o transporte ativo secundario (Kreuz et al., 1996,
Gaillard et al., 1994; Rus et al., 1994; Martinoia et al., 1993; Ros et al., 1990).

Em plantas tolerantes, a metabolizacédo e a desintoxicacdo dos herbicidas
sdo realizadas por quatro fases distintas (Coleman et al., 1997; Kreuz et al.,
1996). Na Fase | (ativagdo) ocorre a exposi¢dao ou introdugdo de grupos
funcionais, por meio de reagbes que normalmente envolvem hidrolise, oxidagao
ou reducao, tornando as moléculas de herbicida ativas para as enzimas atuarem
na Fase Il (Eerd et al., 2003; Coleman et al., 1997; Kreuz et al., 1996). Na Fase II
(conjugacao) o herbicida ativado é conjugado por meio de moléculas hidrofilicas
endégenas, como a glutationa e/ou Uridina-5"-difosfoglicose por meio da acao das
enzimas Glutationa S-transferase (Riechers et al., 1998; Lamoureux et al., 1991),
O ou N-Glicosiltransferases (Leah et al.,, 1992; Lamoureux et al., 1991)
respectivamente, e aminoacidos — possivelmente sem a necessidade de enzimas
para formar o conjugado (Eerd et al., 2003; Coleman et al., 1997; Hatzios, 1997;
Kreuz et al., 1996). Na Fase lll (eliminagdo) o conjugado é translocado para o
interior do vacuolo ou excretado para o apoplasto através de transportadores
primarios (transportadores ABC, ATP-binding cassette) e/ou secundarios sendo
energizados pelas bombas primarias H'-ATPase e a pirofosfatase (H'-PPase)
(Eerd et al.,, 2003; Harzios, 1997; Martinoia et al., 1993). Na Fase IV
(transformacdo) os conjugados que foram transportados para o vacuolo ou
apoplasto sdo posteriormente hidrolisados ou degradados (De Prado e Franco,
2004; Coleman et al., 1997; Kreuz et al., 1996; Sandermann, 1992).

Existem varios estudos relatando a atuagdo dos herbicidas no
metabolismo das plantas, no entanto, ha poucos trabalhos que descrevem a
participacao dos transportadores primarios de prétons de membrana (plasmalema
e tonoplasto) na translocag¢ao da grande maioria das classes de herbicidas para o
interior da célula, e a eliminagdo para o apoplasto. Alguns estudos verificaram a
dependéncia do gradiente eletroquimico gerada pelas bombas H*, em promover a
translocagao do herbicida para o interior da célula (Hull e Cobb, 1998; Coudercher

e Retzlaff, 1991), e também a compartimentalizagdo no vacuolo (Bartholomew et



al., 2002; Martinoia et al., 1993). Dessa forma, é importante compreender como
as diversas classes de herbicidas interagem com os transportadores primarios de
protons, em plantas sensiveis e/ou tolerantes. No caso do milho, tolerante ao
herbicida mesotrione, ndo ha informacédo se este produto quimico interfere no
gradiente eletroquimico da H* das membranas.

A relevancia deste trabalho consiste em conhecer quais s&o os possiveis
transportadores primarios de protons de membrana plasmatica e de tonoplasto
em plantas de milho, que sdo mais afetados pelo herbicida mesotrione. Diante do
exposto, foi elaborada a seguinte hipbtese: é provavel a participacdo do sistema
de transporte primario de protons na desintoxicagdo do herbicida mesotrione nas

plantas de milho.



2.0. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cultura do milho

O milho (Zea mays L.) € considerado a terceira cultura mais importante do
mundo depois do arroz e do trigo (Baligar et al., 1997), devido ao seu potencial
produtivo, a sua composi¢cao quimica e ao seu valor nutritivo. Essa planta pode
ser cultivada em climas variados, desde a zona temperada a tropical a 58° de
Latitude Norte até 40° de Latitude Sul e, ainda, em regides com altitude de até
4000 m (Fancelli e Neto, 2000; Pinazza, 1993; Fageria, 1989).

No Brasil, o milho € considerado uma das principais culturas agricolas,
principalmente, por ser a base da alimentagdo humana, animal e fonte de matéria-
prima para diversos produtos industriais. No entanto, um dos fatores que
comprometem o rendimento da cultura é a interferéncia exercida pelas plantas
daninhas. As perdas ocasionadas pela competicdo de plantas daninhas com a
cultura podem variar de 10 a 90%, dependendo das espécies envolvidas, do grau
de infestacdo, do periodo de convivéncia, bem como do estadio de
desenvolvimento da cultura e das condigdes climaticas que as espécies sao
submetidas (Silva et al., 2005; Fancelli e Neto, 2000; Ford e Pleasant, 1994).
Portanto, para expressar o potencial produtivo do milho € necessario o controle

adequado das plantas daninhas (Deuber, 1992).



2.2. Plantas daninhas

As plantas daninhas sdo ameagas constantes para a agricultura em todo
mundo, ocasionando grande prejuizo na producdo de alimentos, por serem
altamente competitivas e se adaptam bem a qualquer tipo de ecossistema. Com a
crescente demanda por alimentos, os agricultores tém procurado meios mais
rapidos e menos onerosos de aumentar a produtividade das lavouras (Basu et al.,
2004).

Os herbicidas sdo amplamente utilizados no controle das plantas
daninhas, principalmente em grandes plantacbes nas quais outros métodos
seriam inviaveis. Comparados aos outros métodos de controle, os herbicidas
destacam-se pela eficiéncia, rapidez na operacédo e redugcao nos custos. Dentre
os herbicidas aplicados em pds-emergéncia das plantas daninhas na cultura do
milho, merecem destaque o atrazine e alguns herbicidas do grupo quimico das
sulfoniluréias, como o nicosulfuron, o foramsulfuron e o iodosulfuron methyl
sodium (Zagonel, 2002), além do mesotrione (Rodrigues e Almeida, 2005).

O controle das infestantes no milho, quando realizado com herbicidas de
pos-emergéncia, tem a vantagem da flexibilidade para escolha do produto e da
dose a ser aplicada para as espécies presentes e também, em funcdo da
infestacdo da area. Nessa modalidade de aplicagcdo, a seletividade dos
herbicidas, juntamente com a época de aplicagao, € muito importante (Vidal et al.,
2002). A época de aplicagao do herbicida na cultura do milho varia com a espécie
de planta daninha, a populacéo e a época de incidéncia (Zagonel et al., 2000). Em
geral, essa cultura deve ser mantida livre da presenga das plantas invasoras entre
o periodo de 14 e 42 dias apds a semeadura ou plantio (Ramos e Pitelli, 1994;
Blanco, 1982). No entanto, quando a infestagdo € predominantemente de
poaceas (gramineas), e/ou ocorrer altas populagbes de plantas daninhas que
incidem desde o inicio do desenvolvimento da cultura, o controle deve ser
executado mais cedo (Zagonel et al., 1998; Pitelli, 1985), visto que os herbicidas
sdo mais eficientes em plantas daninhas menos desenvolvidas.

As plantas daninhas verdadeiras apresentam  determinadas
caracteristicas que as possibilitam sobreviver em condi¢cdes adversas como: solos
encharcados, alcalinos ou acidos e temperaturas variadas (Brighenti, 2001; Silva
et al., 2000). De acordo com Brighenti (2001) e Cardenas et al. (1972) as



principais caracteristicas das plantas daninhas sdo: ciclo de vida semelhante ao
da cultura, plasticidade populacional, germinagcao desuniforme (mecanismo de
sobrevivéncia em fungdo da dorméncia e da quiecéncia), liberacdo de substancias
quimicas (efeitos alelopaticos), habilidade de produzir grande numero de
sementes viaveis com adaptacdes que facilitam a dispersdo da espécie e formas
variadas de multiplicagcao (tubérculos, estoldes, rizomas e bulbos).

Entretanto, as plantas daninhas n&o devem ser vistas sempre como
inimigas ou indesejaveis, pois podem ser uteis em determinadas situa¢gdes como:
controle da erosado, reciclagem de nutrientes (Ruedell, 1995), produgédo de
compostos medicinais e também producdo de néctar para as abelhas e outros
insetos de interesse a cadeia ecologica. Outra questdo favoravel a ser
considerada € a cobertura viva e morta que as plantas daninhas proporcionam ao
solo, reduzindo o aquecimento deste, e auxiliando na retencdo de umidade
(Brighenti, 2001; Silva et al., 2000).

A cultura do milho, apesar de apresentar boa capacidade competitiva e de
ser enquadrada entre o grupo de culturas que mais sombreiam o solo (Keeley e
Thullen, 1978), sofre intensa interferéncia das plantas daninhas, com sérios
prejuizos no crescimento, na produtividade e na operacionalizagdo da colheita
(Ramos, 1992). Portanto, o controle delas € de fundamental importéncia para
aqueles que desejam obter bons rendimentos, tornando necessario controla-las

na época oportuna, por meio de métodos adequados (Karan et al., 2003).

2.3. Herbicida mesotrione

O mesotrione (2-(4-mesil-2-nitrobenzoil)-1,3-ciclohexano-1,3-dione) é
recomendado no controle de plantas daninhas na cultura do milho, e integra o
grupo quimico das 2-benzoilciclohexane-1,3-dione (tricetonas), o qual atua
inibindo a enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase - HPPD, EC1.13.11.27 -
Figura 01 - (Mitchell et al., 2001; Sprague et al., 1999; Young et al., 1999; Lee et
al., 1997). Na Tabela 01 estdo descritas algumas propriedades fisicas e quimicas

mais importantes do mesotrione.
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Figura 01: Mecanismo de agdo do herbicida mesotrione - inibidor da biossintese
de carotendides. (Fonte: adaptado de Fritze et al., 2004; Hall et al.,

2001).

Tabela 01: Propriedades fisicas e quimicas do herbicida mesotrione
Férmula molecular C1sH1sNO;S
Massa Molecular 339.3
Ponto de Fusao 165,3 °C
Solubilidade em agua 168,7 mg L'
Densidade 0,6736 g mL""
Coeficiente de particdo octano/agua pH 5: - 1,076
(Kow) a 25 °C pH7:<-1,0
Constante de dissociagao (pKa) 25 °C 3,12
Absorcao UV/VIS (max) 256 nm
Tipo de formulacao Solucao concentrada (SC)
Pressdo de vapor <7,5x10° mm Hg
Concentracéo (g L"i.a.) 480 g L

Fonte: Rodrigues e Almeida (2005) e European Commission (2003); pKa = pH em
gue o herbicida esta 50% dissociado.

Em plantas, a HPPD é uma enzima da rota biossintética, que converte a

tirosina em plastoquinona e a-tocoferol. A acumulagdo da tirosina, e o



esgotamento de plastoquinona (Prysbilla et al., 1993) com a elevagao do nivel do
fitoeno (Mayonado et al., 1989; Soeda e Uchida, 1987) tém sido observados em
tecidos meristematicos da planta Ipomoea hederacea, tratadas com
benzoilciclohexanedione.

A plastoquinona é um co-fator critico para a fitoeno desaturase, e
componente da reagao enzimatica da biossintese dos carotendides (Norris et al.,
1995; Mayer et al., 1992). Desse modo, a reducéo do nivel de plastoquinona pela
inibicdo da HPPD, provocado pelo mesotrione, resulta no esgotamento dos
carotendides, o que leva o branqueamento dos tecidos, (Boger e Sandmann,
1998; Sandmann e Bdger, 1997), principalmente os meristematicos (Mayonado et
al., 1989; Soeda e Uchida, 1987). Por outro lado, Pallete (2000) sugere que
podem existir outras trés cascatas ou ramificacdes independentes quando ocorre
a reducao da sintese da plastoquinona, por meio da competicdo do mesotrione
com a enzima HPPD, como é demonstrando na Figura 02, na qual todas as

divisdes contribuem para a morte da planta.

| Inibidor da Hidroxifeniipiruvato desidrogenase \
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Figura 02: Efeitos secundarios de fitoxicidade em planta sensivel ao herbicida
mesotrione quando a plastoquinona nao for mais sintetizada apds a
inibicdo da enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD).

A deplecao da sintese de plastoquinona pelo mesotrione vai desencadear

a inibicao da sintese, principalmente, das moléculas de carotendides e a-tocoferol,



as quais servem como agentes fotoprotetores das membranas tilacoidais, onde

atuam eliminando o excesso de energia (Hess, 2000) - Figura 03. A reducgao da

sintese da plastoquinona também reduz o transporte de elétrons nos

fotossistemas Il para I, e gera moléculas de clorofilas no estado triplet (°Chl).

Nesse estado, elas dao origem a uma reagao em cadeia formando radicais livres

(R*)'" como: oxigénio singleto ('0.), superoxido (07), radical hidroxila (OH*) e

peréxido de hidrogénio (H:0:), que irdo peroxidar os lipidios das membranas,

proteinas, pigmentos, acidos nucléicos e outras moléculas da célula, induzindo a

desorganizagao e, consequentemente, a morte da célula (Fuerst e Norman,
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Figura 03: Esquema representativo que o herbicida mesotrione pode acarreta no
fotosistema |l da fotossintese, pela inibicdo da sintese de plastoquinona, no
qual interrompe o fluxo de elétrons entre os fotossistemas (FS Il e 1), sendo
que os elétrons e a energia da clorofila no estado friplet € dessipada,
principalmente pelos carotendides e a-tocoferol, acido ascorbico, glutationa
e compostos fendlicos. A clorofila triplet pode desencadear a peroxidacéo
lipidicas dos acidos graxos poliinsaturados da membrana do cloroplasto e
da membrana plasmatica. PSIl = fotossistema Il; CHL = clorofila; 'CHL =
clorofila singlet; *CHL = clorofila triplet; Qa € Qg = plastoquininas. Fonte:

adaptado de Hess (2000).

! Radical livre é definido como qualquer atomo ou molécula que contém um ou mais elétrons

desemparelhados nas suas camadas de valéncia.
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As plantas em condigdes normais de desenvolvimento possuem
mecanismos alternativos no sistema fotossintético para dissipar o excesso de
energia luminosa, quando absorvem grande quantidade e ndo conseguem
transforma-la em energia quimica. Esta energia em excesso pode levar a
producao de pequena quantidade de radicais reativos, podendo ocorrer danos as
células se nao forem dissipadas com seguranga, por mecanismos dessipadores
de energia (Taiz e Zeiger, 2004). Entretanto, quando as plantas sdo tratadas com
herbicidas que interferem no aparelho fotossintético, a quantidade de radicais
reativos produzidos ultrapassa a capacidade de desintoxificagdo dos mecanismos
de dissipadores de energia. Por isso, a atuagao dos carotendides, a-tocoferois,
acidos ascorbicos, glutationas e os compostos fendlicos presentes nos
cloroplastos, protegem contra o oxigénio singlet ('0.) e as clorofilas no estado
triplet (*Chl) na peroxidacao lipidica, dissipando o excesso de energia da clorofila
e a eliminacao de radicais téxicos (Gronwald, 1994; Fuerst e Norman, 1991). Por
outro lado, a formacéo de pequena quantidade de '0, pode ser benéfica a célula,
atuando como mensageiro secundario na traducdo de sinal em resposta ao
estresse ambiental e/ou por herbicidas, podendo desencadear a expressao de
genes para ativar o sistema enzimatico de defesa ou antioxidante como a
Superoxido dismutase, Catalase, Guaiacol peroxidase, Glutationa redutase,
Ascorbato peroxidase, Tioredoxina redutase, sendo esses capazes de remover ou

neutralizar os radicais livres (Mittler, 2002; Scandalios, 1993) - Figura 04.
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Figura 04: Producdo de oxigénio singlet no fotossistema Il e mecanismo de
protegao, com possiveis danos a célula.

2.3.1. Eficiéncia do mesotrione

O mesotrione é um herbicida seletivo de acao sistémica, indicado para o
controle em pré-emergéncia e, principalmente, em pds-emergéncia das plantas
daninhas principalmente, das dicotiledéneas e algumas monocotiledéneas na
cultura do milho. A quantidade do produto recomendado quando aplicado em pré-
emergéncia é de 100,0 a 225,0 g ha™ (Mitchell et al., 2001) e em pds-emergéncia
é de 144,0 a 192,0 g ha” (Rodrigues e Almeida, 2005).

Muitos testes realizados na cultura do milho nos Estados Unidos e na
Europa n&o constataram intoxicagado nas aplicagdes em pré-emergéncia, e média
inferior a 3% nas aplicagbes em pos-emergéncia. Masiunas et al. (2004)
descreveram que o mesotrione tem, ocasionalmente, provocado injuria em alguns
hibridos de milho quando aplicado em pods-emergéncia, porém, ndo promoveu

perda na produtividade de gréos.

2.3.2. Absorc¢ao e translocagao do mesotrione

Trabalhos realizados por Wichert et al. (1999) para verificar a magnitude

da absorgao da molécula do mesotrione marcada com o ["*C] em folhas de milho,
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observaram que 90% do herbicida absorvido ocorria no periodo de até 24h apds a
aplicagéo e destes, 60% na primeira hora. A absorgao pode ocorrer pelas raizes e
folnas das plantas, apresentando excelente movimentagdo apossimplastica e
translocamento no interior da planta por ambos movimentos: acrépeto e basipeto.
Young et al. (1999) demonstraram que a aplicagao foliar do mesotrione melhora o
espectro de controle das plantas daninhas em relagdo aquelas realizadas via solo.
A atividade do herbicida na folha é frequentemente influenciada por fatores
ambientais, tais como temperatura e umidade relativa (Bayer, 1987; Cudney,
1987). O milho é tolerante ao mesotrione devido a sua capacidade de ser
metabolizado rapidamente, produzindo metabdlitos sem atividade toxica para a
planta, o que ndo ocorre nas plantas daninhas sensiveis. Por apresentar
seletividade natural ao milho, ndo foi necessario desenvolver um antidoto para o
mesotrione (Mitchell et al., 2001).

2.4. Transportadores de membrana plasmatica envolvidos na entrada de

herbicida para o citoplasma

O estudo das membranas bioldégicas ocupa importante area da
investigacao, visto que as membranas protegem as células das adversidades e
flutuagcdes ambientais, além disso, definem os compartimentos controlando todos
os tipos de interagdes entre o interior e o exterior celular. Além do mais, quanto ao
aspecto bioquimico, muitos dos processos celulares fundamentais ocorrem em
membranas, ou envolvem as membranas (Laura e Almeida, 2004).

Apesar da enorme variedade de seres vivos e dos diferentes tipos
celulares existentes nos organismos, € comprovado que todas as membranas
biolégicas possuem uma bicamada lipidica (Figura 05). Além de grande
diversidade de lipidios, os principais constituintes das membranas sao proteinas,
que sao essencialmente responsaveis pela atividade bioquimica. A proporcao
relativa dos dois tipos de componentes nas biomembranas varia de 20% a 80%
de proteina no modelo do mosaico fluido. Algumas membranas podem ter até
10% de dlicidios, estando presentes sempre na forma de glicolipidios ou
glicoproteinas. As propriedades fisicas dos lipidios das membranas influenciam as
atividades das proteinas integrais da membrana, incluindo as H*-ATPases e os
transportadores secundarios, que regulam o transporte de ions e outros solutos

na célula (Laura e Almeida, 2004).
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Figura 05: Esquema representativo da membrana plasmatica constituido de uma
bicamada de fosfolipidios, sendo permeavel a pequenas moléculas
hidrofébicas (02, CO,, N e etanol). E ligeiramente permeavel a agua
e uréia, e impermeavel a ions e grande moléculas polar sem carga.
(FONTE: adaptado de Laura e Almeida, 2004).
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Dessa forma, uma das proteinas mais importantes da membrana
plasmatica de plantas, fungos e animal € a H*-ATPases do tipo P, que realiza a
hidrolise do ATP e o bombeamento de H* para o meio extracelular. A fungdo da
ATPase é gerar um gradiente eletroquimico para promover o transporte de
substancias para o interior e o exterior da célula. A H*-ATPase da membrana
plasmatica € uma enzima eletrogénica, que bombeia carga positivas (H") do
interior da célula para o exterior da membrana, formando assim, um potencial
eletroquimico de membrana (carga negativa no lado interno e positiva no lado
externo), podendo ultrapassar 200 mV (Hirsch et al., 1998). Como os prétons sao
acumulados no lado de fora da célula, o pH do apoplasto decresce a valores de
pH 5-6, tornando-se mais acido que o citoplasma. Em tais condi¢gdes, os cations
sdo atraidos pela célula devido ao potencial negativo de membrana podendo
entrar na célula por proteinas de canal. Os anions, cations, solutos neutros e
muitas classes de herbicidas sao todos capazes de entrar na célula através de
varias proteinas carreadoras, podendo o transporte de protons ocorrer
concomitantemente. A inibicdo da H*-ATPase de membrana plasmatica pode
resultar no colapso do gradiente de prétons transmembrana e na morte da planta
(Palmgren, 1991). Assim, a maioria das proteinas transportadoras de membrana
identificadas em plantas necessitam de energia produzida indiretamente pela
acao das bombas H*-ATPase (Laura e Almeida, 2004;Palmgren, 1991)-Figura 06.
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. ’
intracelular Y
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de Herbicida-H*
Transportadore/ ‘ Herbicida ‘
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Figura 06: Proteinas transportadoras de membrana plasmatica (Fonte: adaptado
de Laura e Almeida, 2004 e Palmgren, 1991).
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A membrana plasmatica pode atuar como importante meio para a entrada
de herbicida no interior da célula (Sterling, 1994; Devine et al., 1993) devido ao
estabelecimento de um gradiente de prétons promovido pelas H*-ATPases (Hull e
Cobb, 1998). Nesse sentido, o gradiente eletroquimico gerado por esta bomba
primaria de membrana plasmatica esta diretamente envolvido com dois
mecanismos fundamentais do desenvolvimento vegetal: primeiro com a
energizagdo de sistemas secundarios de translocacdo de ions e moléculads;
segundo com o aumento da plasticidade da parede celular, que possibilita o
crescimento e a divisdo da célula vegetal (Rayle e Cleland, 1992).

A atividade H*-ATPase do tipo P pode ser também influenciada por uma
variedade de condigbes ambientais adversas e fisioldgicas, incluindo estresse
salino, horménio (auxina), luz, ataque de patogenos Palmgren (2001) e, por
herbicidas (Tanguy et al. 2005).

Possivelmente, muitas classes de herbicidas s&do translocadas para o
interior da célula por difusado nao facilitada, através dos transportadores presentes
na membrana plasmatica. Como exemplo, o herbicida glyphosate postula ser
translocado para o interior da célula por transportadores secundarios de fosfato.
Enquanto, que o herbicida paraquat € absorvido através dos transportadores
secundarios de putrecina e controlado por putrecina - Figura 07 (Deletage-
Grandon et al.,, 2001) Por outro lado, o herbicida Amitrole é translocado,
provavelmente, para o interior da célula de tabaco via difusdo simples, sem a
necessidade de energia (Singer e McDaniel, 1982). Enquanto, o mecanismo de

transporte do mesotrione ndo € conhecido.
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Figura 07: Possiveis proteinas carregadoras (transportadores secundarios)
envolvidas na translocagdo de herbicidas pelo tecido do floema.
Translocagdo mediada por carregadores de glyphosate, paraquat e
2,4-D-Lys (adaptado de Delétage-Grandon et al., 2001).

Para alguns autores, o herbicida 2,4-D pode ser transportado pelos
carregadores de aminoacidos, de auxinas ou de oligopeptideos (Denis e Delrot,
1993). No entanto, Delétage-Grandon et al. (2001) sugerem que o 2,4-D pode ser
transportado especificamente por meio de carregadores de auxina. Chollet et al.
(1997) relataram que o 2,4-D inibem o sistema de transporte de aminoacido,
enquanto Delétage-Grandon et al. (2001) descreveram que a absor¢cdo da
sacarose e tirosina (Tir) era inibida por 0,1 mM de 2,4-D. Porém, nas mesmas
condi¢gdes experimentais e em concentracao de 2,5 mM de 2,4D-Lis (lisina), a
absorcao de Tir era inibida drasticamente, embora o influxo de sacarose nio era
afetado. Delétage-Grandon et al. (2001) constataram que os conjugados 2,4D-Lis
sdo habeis em atravessar a membrana plasmatica e atingir o floema em folhas de
feijao, sendo averiguado claramente, que o conjugado €& progressivamente
hidrolisado no interior dos tecidos em lisina e 2,4-D. O herbicida 2,4-D apresenta
caracteristica de acido fraco que se liga a ions e acumula-se no interior das
células.

Alguns herbicidas altamente lipossoluveis, como exemplo o MCPA (acido
2-metil-4-clorofenoxiacético), afetam significamente a organizagdo da membrana

plasmatica de planta, danificando a fungcdo de barreira seletiva, conduzindo a
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dissipacédo do gradiente eletroquimico da transmembrana e a inibigdo de outras
fungcdes da membrana plasmatica, tais como o transporte de nutrientes e de
solutos (Weber e De Bont, 1996). Entretanto, em Saccharomyces cerevisiae o
herbicida MCPA estimula a H*-ATPase, provavelmente para eliminar a molécula
para fora da célula (Cabral et al., 2004).

Gronwald et al. (1993) trabalhando com plantas de milho, constataram
que a translocac¢ao do herbicida imazethapyr para o interior da célula foi reduzido
pelo uso de inibidores da H*-ATPase na membrana plasmatica, como vanadato e
diethylstibestrol. Similarmente, a absor¢éo do herbicida sethoxydim na cultura do
trigo também foi reduzida, mas por outro lado foi constatado o incremento da
incidéncia do fungo patogénico Fusarium, podendo ser decorrente do aumento do
pH extracelular (Couderchet e Retzlaff, 1991). Nenhum herbicida é relatado como
inibidor das fungcdes de membranas celulares de plantas, embora, Ball et al.
(1987) tenham verificado que o herbicida SW26 (inibidor da fotossintese) inibe H*-
ATPase de membrana plasmatica.

Hull e Cobb (1998) estudaram a atividade das bombas H*-ATPase de
membrana plasmatica de Beta vulgaris (beterraba) utilizando 25 herbicidas de
diferentes classes e obtiveram sequéncia decrescente de inibicdo da atividade
enzimatica: tiocarbamato > ariloxifenoxipropionato > ciclohexanediona >
cloroacetamide > tipo auxinico. Neste trabalho, as classes dos tiocarbamatos e
dos ariloxifenoxipropionatos causaram elevada inibicdo da H*-ATPase em duas
espécies de plantas (Beta vugaris e Alopecurus myosuroides). De todos os
herbicidas testados, o 2,4-D (grupo quimico dos auxinicos) foi o que menos inibiu
a atividade da bomba H*-ATPase em relagdo ao controle. Por outro lado, Jahn et
al. (1996) relataram que os herbicidas de tipo auxinicos promovem estimulagao
do bombeamento de H' pela ativacdo da bomba H*-ATPase acarretando o
aumento da taxa de alongamento celular.

Alguns herbicidas interferem em rotas enzimaticas especificas da
biossintese de muitos produtos (aminoacidos, acidos graxos). E o caso do
herbicida gramicida do grupo quimico ariloxifenoxipropionato relatado como um
inibidor da acetil-CoA carboxilase (ACCase), enzima chave na biossintese de
acidos graxos. Estes herbicidas interferem no crescimento induzido por auxina e
no efluxo de H*, despolarizando o potencial de membrana, reduzindo a

seletividade e, consequentemente, inibindo a biossintese dos acidos graxos (Kafiz
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et al., 1989; Wright e Shimabukuro, 1987; Shimabukuro et al., 1982). Barnwell e
Cobb (1993) propuseram também que o ariloxifenoxipropionato interfere
diretamente nos processos que controlam o efluxo de H* no coledptilo de Avena
sativa, atuando como inibidores competitivos, nos quais se ligam aos receptores
de auxinas. Eles também constataram que o efluxo de H* na membrana
plasmatica era pouco afetado, quando se utilizava a combinagado dos herbicidas
auxinicos (2,4-D, clopyralid e MCPA) aplicados simultaneamente com o herbicida

aryloxyphenoxypropionato.

2.5. Desintoxicagao de herbicida no interior da célula

A atividade bioquimica das plantas afeta a quantidade de herbicida
absorvido que chega a enzima especifica, podendo ser suficiente ou ndo para que
a intoxicacao seja manifestada. Dessa forma, as plantas sdo equipadas por um
versatil sistema de protecdo contra possiveis danos causados por herbicidas
(Yuan et al., 2006).

As plantas sao tolerantes aos herbicidas devido a capacidade de alterar a
estrutura quimica da molécula, promovendo a desintoxicagdo e resultando em
uma substancia ndo-tdxica (Gaillard et al., 1994; Sandermann, 1992). Por isso, a
seletividade de herbicida na maioria das espécies vegetais € baseada na
desintoxicagao metabdlica (Cole, 1994; Lamoureux et al., 1991). Isto é realizado
por determinadas enzimas e moléculas de defesa que possuem ampla faixa de
especificidade, possibilitando que muitos herbicidas sejam metabolizados por uma
ou varias enzimas e moléculas de defesa (Hatzios e Penner, 1982).

Dessa forma, o mecanismo de desintoxicagao dos herbicidas em plantas
tolerantes pode ser dividido em quatro fases (Coleman et al., 1997; Ishikawa,
1992; Sandermann, 1992):

. FASE | (ativacao)

Na Fase | ocorre a exposicdo ou introdu¢cdo de grupos funcionais nas
moléculas de herbicidas por meio de reagcdes que normalmente envolvem
hidrdlise, oxidagao e/ou redugao, tornando as moléculas de herbicida ativas para

as enzimas ou moléculas de defesa atuar na Fase Il (Tabela 02). Essas reagbes
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sdo importantes para promoverem mudancas na molécula do herbicida
diminuindo a habilidade em interagir com as membranas bioldgicas (hidrofébicas),
que deste modo restringe a distribuicdo dentro da célula e nos tecidos. A Fase | é
mediada, principalmente pela enzima Citocromo P-450 Monooxigenase-
Dependente em que o herbicida pode ser oxidado, reduzido ou hidrolisado para

introduzir ou expor um grupo funcional (Eerd et al., 2003).

Tabela 02: Reagdes que ocorrem na Fase | do metabolismo de alguns herbicidas

nas plantas
FASE | -Ativacdo | REACAD Exemplo de Exemplo de reagdes quimicas
Herbicida
Fase| - Herbicida + O, —* Herbicida- 0 +H,0
Oxidacio — | AnlfAlquil Chiortoluren i R
G hidroxilagdo ( ¥ = ke
O-dealquilagéo Ethametsulfuron R—0OCH, —* ER—CH
M-dealquilacdo Ethametsulfuron R—NHCH, —* R—-NH,
Deaminagao Metribuzin R—MNH—MNH, » P—NH;
oxidativa
Sulfoxidagéo Prometrine R—s M 5 p—s-CHs
o
Chidacdo de Credazide 7 — %
nitrogénio N —H
Fase | — Nitroredugao Trifluralin (- H) | R—NO, s RemhH,
Reducao
Fasel - Herbicida + H,0 — . Herb- OH+H
Hidrdlise - S —
star ic rmet R—C=0-CHy > R—C-0OH
o o
. . [+
Amida Propanil R—NH-8-CHaCHs ——3 R—NHz
Mitrila Cyanazine R—C=N — R—C-0-NH;

(Fonte: Eerd et al., 2003)

A exposicao ou introducao de grupos funcionais nos herbicidas torna-os
mais hidrofilicos quando comparado aos herbicidas originais (Coleman et al.,
1997). Nesta fase os herbicidas também podem ser hidrolisados pela agcado das
enzimas esterases, constatado com o herbicida aryloxyphenoxypropionates em
plantas de trigo (Haslam et al., 2001). Pode-se citar também, as amidases, aril
acilamidases e nitrilases (enzima que hidrolisa amida, carbamato e ester). Mas,

na maioria dos herbicidas, ocorrem reacdes oxidativas que sado catalisadas
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principalmente, pela enzima citocromo P450 monooxigenases (P450),
responsavel pela hidroxilagdo de anéis aromaticos, liberando grupos metil ou
heteroatomos. A enzima P450 prepara o herbicida para ser desintoxicado pela
adicao de um grupo funcional e também, introduz cargas negativas aumentando a
solubilidade do herbicida em agua, o que é de fundamental importancia para a
ocorréncia das reagdes da Fase Il, que servem para bloquear os grupos reativos
gerados na Fase | (Rea et al., 1998). Esta enzima também realiza as seguintes
reagoes: dehidratagéo, dimerizagdo, deaminagéo, dehidrogenagéo, desalquilagado
de heteroatomo, epoxidagao, redugao, hidroxilagao, oxidagao e clivagem de C-C
e C=N (Hartizios, 1997).

Os produtos da Fase | nem sempre diminuem a fitotoxidade. Em alguns
casos aumentam a fitotoxidez (Hartizios, 1997). Se os herbicidas apresentarem
grupo funcional, eles passarao direto para a Fase |l do metabolismo, podendo a
desintoxicagao proceder sem a necessidade do metabolismo da Fase | (Eerd et
al., 2003).

a) Oxidacao de herbicidas pela enzima citocromo P450

A enzima Citocromo P450 monooxigenase (P450) é formada por cinco
proteinas codificadas por uma variedade de genes - mais de 60 isoformas desta
enzima foram identificadas em Arabidopsis (Bolwell et al., 1994). Ela desempenha
importante fungcdo na oxidacao de herbicidas nas células de plantas, por meio da
reacao expressada na seguinte equacédo: XH + O, + NADPH — XOH + H.0 +
NADP*, em que XH é o herbicida e XOH é o produto oxidado. Para realizar a
atividade catalitica, essa enzima necessita de oxigénio molecular e de NADPH,
que sao produzidos a partir da acdo da enzima NADPH-citocromo redutase -
Figura 08 - (Caboni et al., 2003; Barrett, 1995; Frear, 1995).
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Figura 08: Reacdo de hidroxilagdo em moléculas de herbicidas catalizada pela
enzima Citocromo P450 (Fonte: adaptado de Caboni et al., 2003).

Nessa enzima, ndo se conhece ainda a funcéo das diferentes isoformas,
mas sabe-se que ela realiza inumeras reacbes de biossintese de produtos
importantes para o desenvolvimento da planta como: fenilpropandides, esterol,
isoflavondides, terpenos, acidos graxos, cianogénico, giberelina, acido abscisico,
citocinina, lignina, e na catalise de diversos substratos de herbicidas (Schuler,
1996; Barrett, 1995; Durst e O'Keefe, 1995). A P450 é responsavel pela
degradacdo dos seguintes herbicidas: monuron, chlorotoluron, metolachlor,
2,4-D,

primisulfuron, prosulfuron e triasulfuron. Portanto, a enzima P450 tem atraido

alachlor, bentazon, chlorotoluron, diclofop-methyl, flumetsulam,
recentemente muita atencdo, e o numero de novas isoformas, inicialmente

caracterizadas e clonadas, sdo ampliadas constantemente (Schuler, 1996).

. Fase Il (conjugacao)

Na Fase Il o herbicida é catabolizado por enzima Transferase, na qual o
composto ativado € conjugado por substancias hidrofilicas tais como, glutationa,
glicose, proteinas, aminoacidos e também, outros complexos formando um
conjugado soluvel em agua, de forma que ocorra a desativagdo do herbicida
(Hsieh et al., 1998; Cole, 1994).
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Com isso, o herbicida pode ser conjugado a uridina-5 -difosfoglicose,
sendo essa reacgao catalizada pela enzima glicosiltransferases (Tabela 03) e
podendo ser também, conjugado a glutationa pela agado da enzima Glutationa-S-
transferase (GST). Outras enzimas podem estar atuando na conjugagado como a
N-acetiltranferase, metiltransferase e sulfotranferases (Caboni et al., 2003). Logo,
a Fase Il é uma importante fase protetora no processo de desintoxicacdo da
célula (Cole, 1994).

Os resultados desta conjugacédo séo: (a) inativacdo do mecanismo de
acao do herbicida; (b) o conjugado torna-se mais hidrofilico, apresentando menor
mobilidade na planta que o herbicida original e, (c) facilita a realizagdao de
atividades quimicas que podem incluir conjugacdo secundaria, degradagao e
compartimentalizagdo no vacuolo ou apoplasto (Kreuz et al., 1996).

Nessa Fase Il, outra enzima importante € a GST (formada por uma
superfamilia de isoformas, com grau variado de especificidade para diferentes
compostos), que realiza a formagdo do conjugado glutationa-herbicida (GS-
herbicida), promovendo a desintoxicagdo de herbicidas em plantas.

Por isso, a seletividade dos herbicidas é atribuida a formacado do
conjugado herbicida-GS em espécies de plantas tolerantes, levando a diminuigao
de injurias promovidas pelos herbicidas, entretanto o mesmo processo nao ocorre

nas especies suscetiveis (Kreuz, 1993).
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Tabela 03: Reagdes e conjugacédo na FASE Il do metabolismo de herbicida em

plantas
Fase |l REAGAO Exemplo de Exemplo ndo especifico de reacdes
Herbicida quimicas
Conjugagéo Herbicida Herbicida conjugado
conjugaclo a
moléculas
O-glicosides | metribuzin R—0OH — , R---O----glicose
Glicose + (N, O- N-glicosides | Flumetsulam R-NH, —, R-N-glicose
glicosiltransferase R 4D
ster glicose | 2,4- o 0
R—COH — R—C-0—glucose
COOH
e s R—C-OH —> R—C—-0-NH-CH
Aminoacidos 2,4-D 5 It EHy
COOH
Varios
Glutationa + glutationa S- hetbicidas 7N =N o
transferase Ex: atrazine N\;N>—Cl — N\ N?_S_gmmho ’

Fonte: Eerd et al., (2003)

a) Conjugacao de herbicidas na Fase Il com agucares pelas enzimas UDP-

O ou N-Glicosiltransferases

A oxidacdo ou hidrolise de herbicida realizada pela enzima P450 serve
para introduzir um grupo hidroxil, amino ou fungdo de acido carboxil, sendo
freqientemente seguida por uma rapida glicosilacdo (Lamoureux et al., 1991). Os
ésteres O-B-D-Glicose, N-glucosides e 17-O-Glicose (Glc) sao os grupos
representantes mais comuns de agucares conjugados. Estas reagbes sao
catalisadas pelas enzimas O e N-glucosiltransferases, que também atuam na
glicosilagao? de diferentes produtos do metabolismo secundarios de plantas
utilizando UDP-Glc como doador de agucar (Cole e Edwards, 2000; Leah et al.,
1992):

As glicosiltransferases tém massa molecular que varia de 40 a 62 kDa, e
sao descritas como enzimas soluveis ou ligadas a membrana, responsaveis pela
clivagem e transferéncia de grupos glicosidicos que sao vitais para o crescimento
normal e para o desenvolvimento das células, sendo amplamente distribuidas em

mamiferos, plantas e microrganismos (Leah et al., 1992; Lamoureux et al., 1991).

2 Processo de adi¢do de grupo glicosil em uma proteina para formar glicoproteina
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Embora essas enzimas normalmente necessitem de UDP-GIc como doador de
glicose (Glc), a sua especificidade para o aceptor de glicosil pode variar
consideravelmente. As glicosiltransferases estdo envolvidas na biossintese de
uma variedade de produtos secundarios da planta como flavondides, glicosides
de cianogénico, glicosinolates, glicoalcaldides, acido salicilico, glicosides e
glucosides® de I|AA, atuando também na ligagdo de toxinas enddgenas e
exdgenas para conduzi-las até o vacuolo ou para o apoplasto (Bartholomew et al.,
2002; Pflugmacher e Sandermann; 1998).

Os herbicidas que possuem grupamento funcional acido carboxilico, tais
como 2,4-D ou diclofop, podem ser convertidos em esteres de glicose ou em
conjugado de amida com um aminoacido. Entretanto, em alguns casos o
conjugado formado torna um herbicida ativo, ndo resultando em efetiva

desintoxicagao, como € o caso do 2,4-D (Hess, 1995):

COOH _/COOH
0— CH,— CO— NH— CH

HsN—C—H c ™ CH, — COOH
¢l OCH,CO;H + | -
CH,
o

cl |
COoOoH

24D Acido aspartico N-aspartil-2,4-D

Por outro lado, o uso extensivo do herbicida propanil na cultura de arroz tem
resultado na resisténcia da plantas daninhas Echinochloa colonum, dificultando o

controle devido a conjugacao deste herbicida com a glicose (Cole, 1994).

b) Conjugacao de herbicida com glutationa (GSH) na Fase Il pela enzima

Glutationa S-transferase (GSTs)

A Glutationa S-transferases (GSTs; EC; 2.5.1.18) é uma familia de
enzimas multifuncionais em plantas e animais, conhecida pelo seu papel na
desintoxicagdo de herbicidas ou xenobibticos (Riechers et al., 1998; Kreuz et al.,
1996; Marrs, 1996).

* Glicoside: producdo de glicose pela hidrélise de amido ou glicosilate - qualquer derivado de
acgucar que contém um oxigénio ou atomo de nitrogénio e que em hidrélise produz um agucar
(como glicose)
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As reagdes de conjugacgao envolvem grupo tiol (um grupo funcional —SH)
da glutationa (GSH), e sdo importantes para o metabolismo de herbicidas nas
plantas. Esta reagcdo ocorre quando o anion tiolato do GSH é atacado por um
substrato de natureza eletrofilo, ocorrendo o deslocamento concomitante de uma
substancia nucledfila (Kreuz et al., 1996).

A GST ocorre no citoplasma como homodimero (complexo protéico
composto por duas cadeias polipeptidicas iguais) ou heterodimero de proteinas
com subunidades de massas moleculares de 24 a 30 kDa. Essa enzima
desempenha atividades especificas para cada espécie de planta (Marrs, 1996).

A primeira conjugacdo de GSH foi observada com o herbicida atrazine,
em plantas de milho - Figura 09 (Lamoureux et al., 1970). Desde ent&o, o numero
de isoenzimas GST tem sido sequenciado, principalmente em espécies de milho e
também, em outras espécies de plantas. As diferentes isoenzimas de GSTs
diferem na forma de regulamentacdo e expressao e, as vezes, requerem um
substrato especifico no metabolismo das espécies. A susceptibilidade das
espécies também se altera nos diferentes herbicidas (Jepson et al., 1994; Irzyk e
Fuerst, 1993).

Glutationa S4ransferase

QW

|
cH, "QT\ Glutationa CH NN

3 Yy

f“s—IH—IIN/J\N | I

HH=——CH;=—— CH; EHy— CH— W

Glu— Cys— Gly

.}_“

Atrazine

Figura 09: Exemplos de reacbes de catalise da glutationa S-transferase com o
herbicida atrazine (Lamoureux et al., 1970).

A GSH também atua como GSH peroxidase podendo reduzir
naturalmente a toxidade dos acidos graxos, provocada por hidroxidos e/ou
peroxidos formados durante a utilizagdo de herbicidas que afetam o sistema
fotossintético ou mitocondrial como resultado do estresse oxidativo.

No ano de 1997 foram descritos 35 genes que codificam diferentes

isoformas da enzima GST, identificados em 13 espécies de plantas, nos quais
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sete, desses 35 genes, estdo envolvidos no metabolismo de herbicidas em
plantas de milho (Droog, 1997).

Ao contrario das plantas de milho, as enzimas GSTs desempenham
baixas atividades de desintoxicacdo em muitas plantas daninhas, tornando-as
susceptiveis aos herbicidas, com excecdo a espécie de planta daninha
dicotiledénea Abutilon theophrasti, que desenvolveu resisténcia ao herbicida
atrazine. Essa resisténcia se deve a mutacdo ocorrida na enzima alvo, e néo no
aumento da concentragdo, o que levou ao aumento na atividade catalitica
(Plaisance e Gronwald, 1999).

A enzima GST conjuga o herbicida com glutationa, em que esta é
constituida por um tripeptideo — glicina, acido glutamico e cisteina (Mannervik e
Danielson, 1988). A glutationa é um metabdlito importante por ser um agente
redutor protegendo a célula contra o estresse oxidativo e também, atua como um
nucleodfilo contra agentes quimicos toxicos (Foyer et al., 1994). Portanto, qualquer
reducdo nos niveis de glutationa pode prejudicar severamente a defesa de muitas

plantas contra herbicidas (Rennenberg e Brunold, 1994).

c) Conjugacao de herbicida com aminoacidos ou proteinas na Fase Il

A conjugagdo com aminoacidos é particularmente comum com os
herbicidas acidos fenoxiacético, tal como o 2,4-D (Figura 10). A ligagao ocorre
com o grupo amino do aminoacido ao grupo do acido carboxilico do herbicida. A
primeira evidéncia da conjugagdo de um aminoacido com o herbicida 2,4-D foi
com o acido aspartico. Outros aminoacidos podem realizar a conjugagao como o
glutamato, valina, leucina, fenilalanina e triptofano. No entanto, os aminoacidos
mais comuns que conjugam com herbicidas em plantas sdo o aspartato e o
glutamato. Esses conjugados podem tornar o herbicida mais fitotoxico. Ha
evidéncia também, que os aminoacidos conjugados a herbicidas podem ser
excretados para a parede celular (Delétage-Grandon et al., 2001; Fisher et al.,
1998).
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Figura 10: Estrutura tridimensional do conjugado 2,4D-Lys. Os atomos estédo
circundados por uma nuvem de elétrons e denotados pelas cores das
esferas: carbono (marrom); hidrogénio (azul-claro); cloro (verde);
oxigénio (vermelho) e nitrogénio (azul-escuro) (Fonte: Delétage-
Grandon et al., 2001).

. Fase lll (eliminagéao)

O vacuolo de plantas consiste em um compartimento com multiplas
fungdes. Possui enzimas hidroliticas e pode funcionar como uma organela
digestiva semelhante aos lisossomos de células animais, sendo também um
compartimento acido, devido ao bombeamento de H* promovido pelas bombas
H*-ATPase (do tipo V-ATPase) e H*-pirofosfatase - V-PPase - (Marty, 1999). Nele
podem ser depositados produtos do metabolismo secundario como alcaldides,
acidos organicos, antocianinas, compostos de defesa ou sinalizadores e também,
herbicidas e constituintes da digestao citoplasmatica (Marty, 1999; Muntz, 1998;
Staswick, 1994).

Outra funcdo importante do vacuolo € a homeostase celular que atua
regulando a entrada de ions, controlando o pH citoplasmatico, o turgor e o
alongamento celular. Todas essas atividades sdo conduzidas por dois
mecanismos de transporte ativo primario presentes na membrana vacuolar. Tais
mecanismos usam substrato de elevada energia (ATP e PPi) para bombear
prétons para o interior do vacuolo, estabelecendo um potencial eletroquimico de
prétons na membrana vacuolar que promove o transporte secundario de

compostos (Maeshima, 2001; Terrier et al.,1998).
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O vacuolo, na maioria das vezes, serve como depdsito do conjugado de
herbicida (Sandermann, 1992), sendo primeiramente demonstrado com
conjugado de acido 2,4-diclorofenoxiacético em feijdo (Schmitt e Sandemann,
1982). Um avango importante veio com a demonstracdo de que o vacuolo de
plantas tem um transportador ativo dependente de ATP, que transporta conjugado
de glutationa pela membrana (Martinoia et al., 1993). Também foram identificados
no vacuolo outros transportadores dependentes de ATP, diferentes daqueles
responsaveis pelo transporte do conjugado glutationa (Hortenstenier et al., 1993).
O transporte do conjugado glutationa do citoplasma para o vacuolo ou para o
exterior da célula (apoplasto) requer a passagem pelas membranas do vacuolo
(tonoplasto) ou plasmatica. Evidéncias indicam que a translocagcdo desse
conjugado através do tonoplasto € realizada pela agdo de um transportador
dependente de ATP, que reconhece o conjugado de glutationa como substrato
(Martinoia et al., 1993).

A conjugacao de herbicidas com a glicose ou com a GSH, na maioria dos
casos, promove a desintoxicagdo celular. Além disso, esses conjugados, nao
sendo removidos do citoplasma, podem exercer outras atividades bioldgicas. Eles
reduzem a disponibilidade da enzima GST, podendo prejudicar a capacidade da
metabolizacdo de outros herbicidas. Neste caso, pode-se citar o herbicida
Tridifane convertido dentro da planta pela conjugagdo com a GSH, dependente da
enzima GST, acarretando a diminuicdo na concentracao de GST, o que ocasiona
a inibicao no metabolismo dos herbicidas dos grupos quimicos chloroacetanilide e
atrazine, que € dependente da enzima GST (Lamoureux e Rusness, 1986).

A remog¢do do conjugado no citoplasma e a imobilizacdo em
compartimento especializado na célula sdo de fundamental importancia para
efetivar a desintoxicagdo celular (Coleman et al.,, 1997). Os conjugados de
herbicidas com GSH ou Glc podem ser ligados a residuos de metabdlicos
presentes na matriz extracelular ou armazenados como metabdlicos soluveis em
agua no interior do vacuolo (Lamoureux et al., 1991), sempre necessitando de
uma fonte de energia para ser sequestrado (Bartholomew et al., 2002).

Os transportadores de tonoplastos sao constituidos por duas bombas
primarias de prétons as H*-ATPase (V-ATPase) e H*-pirofosfatase (V-PPase), que
sdo responsaveis por estabelecer e manter um gradiente eletroquimico que pode

ser usado para ativar os transportadores secundarios (Martinoia, 1992; Rea e
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Sanders, 1987). Existe também uma outra bomba primaria que transloca
diretamente conjugados denominada de ATP-binding cassette (ABCs).

Os estudos relatam que as bombas primarias do tipo ABCs séao
independentes do potencial eletroquimico entre as membranas. Estas bombas
utilizam energia do ATP para realizar o transporte de substancias, como
aminoacidos, agucares, ions inorganicos, compostos do metabolismo secundarios
e herbicidas (Theodoulou, 2000; Higgins, 1995). A familia dos transportadores
ABC presentes na membrana do vacuolo e a bomba H*-ATPase presente na
membrana plasmatica sdo inibidas pelo inibidor vanadato (Martinoia et al., 2002).

A estrutura molecular dos transportadores ABCs inclui dois dominios
hidrofébicos responsaveis pela translocacdo do substrato, por meio da
membrana, e dois dominios hidrofilicos nos quais ocorrem ligagao e hidrolise do
ATP, fornecendo condigdes energéticas ao substrato para ser transportado
(Theodoulou 2000).

Todas as substancias translocadas pelos transportadores ABCs séo
primeiramente conjugadas com a glicose (agucares) e glutationa, sendo
energizadas diretamente por MgATP. O mecanismo de acoplamento (ligagao) do
conjugado (substrato-enzima) e do ATP ao transportador ABC ocorre no

citoplasma por um mecanismo ainda ndo muito conhecido (Rea et al., 1998).
Pirofosfatase vacuolar ou H*-PPase (EC. 3.6.1.1)

Uma caracteristica propria das plantas é a existéncia de vias metabdlicas
paralelas que usam tanto nucleotideos (ATP) quanto pirofosfato (PPi) como fontes
alternativas de energia. Esta maior versatilidade das plantas em relagdo aos
mamiferos se deve a presenca de duas bombas que funcionam em paralelo em
membranas de células vegetais. Uma delas é a H*-ATPase, a qual esta presente
em todos os eucaridticos e a outra é a Pirofosfatase (H*-PPase) que tem sido
encontrada em todas as plantas e em algumas bactérias fototropicas. Por isso, ja
estad bem estabelecido que a membrana vacuolar de células vegetais possui duas
bombas de prétons, a V-ATPase e a H*-PPase (Rea e Poole, 1993).

A H*-PPase consiste de um unico peptideo de 761 a 771 aminoacidos,
com massa molecular de aproximadamente 73 KDa (Nakanishi e Maeshima,
1998). A sequencia de aminoacidos € altamente conservada em plantas com 86 a

91% de indentidade (Maeshima, 2001). Essa enzima funciona como um sistema
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de conservagao de energia pelo estabelecimento de um gradiente de pH no
tonoplasto, que € utilizado para energizar o transporte ativo secundario. Pode
também funcionar como mecanismo de regulagdo do pH citoplasmatico, do turgor
celular e apresentar diferentes isoformas, podendo ser reguladas por fatores
ambientais (Margolles-Clark et al., 2000; Martinoia e Ratajczak, 1997). A H'-
PPase é presumivelmente essencial para as células de plantas para tornar os
vacuolos gigantescos (Sarafian et al., 1992). O nivel desta enzima varia de acordo
com as condicbes fisiolégicas e com resposta aos estresses ambientais
(Maeshima, 2000). A pirofosfatase tem um papel vital no metabolismo energético,
pois o pirofosfato (PPi) € um subproduto natural de varias reagdes biossintéticas
como proteina, RNA, celulose (Buchanan et al., 2000). A hidrdlise do PPi pela
PPases favorecem a diminuigdo da concentracido citoplasmatica deste produto
(Jiang et al., 1998).

Nas plantas, em diversas condigdes fisiolégicas e de estresse, o
pirofosfato pode assumir o papel do ATP atuando como doador de energia
metabdlica da célula (Stitt, 1998). No tonoplasto, a H*-PPase atua na energizagao
dos sistemas de transporte secundarios da membrana vacuolar, exercendo
também, o controle da homeostase citoplasmatica, em sincronismo com a V-
ATPase de tonoplasto e com a H*-ATPase de plasmalema (Sze et al., 1999).

Carystinos et al. (1995) demonstraram que em condi¢des de anoxia,
ocorria aumento na atividade da bomba H*-PPase em até 75 vezes em vesiculas
de tonoplasto isolada de mudas de arroz. O aumento na atividade da H*-PPase
refletiu em aumento na transcricdo dessa proteina. Portanto, a elevada atividade
da H*-PPase durante anoxia funcionaria para conservar niveis de ATP, e manter o
tonoplasto energizado e o pH citoplasmatico em homeostase. Isto tudo séo
exigéncias essenciais para a sobrevivéncia das plantas sob baixa tensdo de
oxigénio.

Segundo Sze et al. (1999), a H*-PPase necessita de K* e Mg* como
importantes ativadores alostéricos, ou seja, esta enzima é dependente de
magnésio e estimulada por potassio (Karlsson, 1975). A H*-PPase requer Mg*?
como co-fator essencial que estabiliza e ativa a enzima (Maeshima, 2000;
Gordon-Weeks, 1996). O ion potassio € um co-fator essencial para a
pirofosfatase, o qual estimula a atividade hidrolitica em mais de trés vezes, em

muitos casos. Concentracao relativamente alta de K* pode estimular a H*-PPase,
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enquanto excesso PPi, Ca®', Na* e F inibem a atividade da enzima (Rus et al.,
2004; Maeshima, 1991).

. Fase IV (transformacao)

Na Fase IV os conjugados que sao transportados para o interior do
vacuolo e/ou meio extracelular sdo, posteriormente, substituidos ou degradados
possivelmente por enzimas, a produtos nao fitotdxicos (Bartholomew et al., 2002).
Dessa forma, ja foi isolada uma carboxipeptidase no vacuolo de cevada capaz de
degradar conjugado com glutationa (Wolf et al., 1996). J& as moléculas ou
conjugados de herbicidas que sao excretados para o apoplasto podem ser
combinados e/ou ligar-se a estruturas celulares insoluveis como a lignina (Salt,
1998). Um esquema resumindo todas as etapas desde a entrada até a eliminagao

dos herbicidas nas células de plantas tolerantes a herbicidas pode ser observado

na Figura 11.
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Figura 11: Reag¢des enzimaticas responsaveis pela desintoxicacdo de herbicidas
no citoplasma de plantas. (Fonte: adaptado de Coleman et al., 1997).
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2.6. Eletroforese

As proteinas sdo os biopolimeros mais versateis que se encontra na
natureza. Elas desempenham fung¢des estruturais, enzimaticas, reguladoras e de
reserva dentro da célula (Green et al,1991). A eletroforese pode ser utilizada para
o estudo de proteinas e izoenzimas em plantas, como resposta a possiveis
alteragdes da sua qualidade génica ou bioquimica promovida por herbicidas.

A eletroforese € uma técnica relativamente simples, rapida e de alto valor
informativo, que consiste na separagao de compostos com base na migragao de
moléculas ionizadas de acordo com as cargas elétricas e peso molecular em
campo elétrico (Alfenas et al., 1991). A aplicacdo deste método possibilita
evidenciar proteinas ou polipeptidios que podem ser afetados ou incrementados
pela acado dos herbicidas, e também abre caminho para identificar possivelmente,
quais destes compostos tém maior participagdo na desintoxicagcao de
determinados herbicidas em plantas tolerantes ou resistentes.

A expressao de proteinas no citoplasma de plantas pode mudar de acordo
com as condicbes do ambiente, principalmente no que se refere aos genes
relacionados a defesa vegetal contra estresses bidticos e abidticos, que alteram
em muito a expressao, de acordo com o nivel de risco ambiental tolerado ou nao
pela planta (Haynes, 1998).

Quando ocorrem severas mudangas nas condigdes normais de
crescimento da planta, a célula pode responder de uma maneira especifica e
rapida selecionando o aumento ou diminuigdo da expressdao de genes
especificos. Os genes, cuja expressao € aumentada durante o tempo de
tolerancia ao estresse ou fitotoxides, presumivelmente sao criticos para a
adaptacao do organismo a condigao adversa. Por isso, um exame dos genes, 0s
quais sao ativados em resposta a perturbagdes que ocorrem na planta, pode
mostrar-se util no entendimento da resposta bioldgica. Os sistemas genéticos que
respondem aos danos da planta sdo de interesse ndo somente devido ao seu
papel de apoiar a planta sob estresse, mas também por sua utilidade em estudo
de eventos moleculares que controlam o nivel quantitativo da expressao génica
(Bohnert et al., 1995).

Nem toda resposta metabdlica é considerada deletéria ou prejudicial, e o

maior desafio para os bioquimicos e fisiologistas € distinguir entre estas
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respostas, que representa um sintoma prejudicial e aquelas respostas que sao
verdadeiramente adaptativas, que favorecem o crescimento continuado durante a
recuperacdo ao estresse ou fitotoxides. Na verdade para qualquer variavel no
metabolismo deve existir uma faixa 6tima, onde abaixo dela a planta possa sofrer

privacao, e exceder essa faixa pode levar a toxicidade (Dey e Harborne, 1997).
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3.0. OBJETIVOS

s+ Avaliar a contribuicdo das H*-ATPases (tipo P e V) e H'-PPases na
desintoxicagcao do herbicida mesotrione em plantulas de milho;

s Avaliar as diferengcas do perfil protéico citoplasmatico nos tratamentos por
eletroforese em gel unidimencional;

+» Avaliar o funcionamento do sistema fotossintético, teor de nutriente nas folhas e

crescimento da planta.

3.1. Objetivos especificos

» Determinar a atividade hidrolitica da H*-ATPases do tipo P e V e H*-PPase na
desintoxicacdo do herbicida mesotrione nos tecidos de raiz, caule e folha de
milho (hibrido DKB 330) em trés épocas de avaliagdo, apds a aplicagao do
herbicida (trés, sete e 12 dias apos aplicagao - DAA);

» Analisar o perfil protéico nos tratamentos em tecidos de folha, caule e raiz em

duas épocas de avaliagdes (trés e sete DAA);

» Avaliar o grau de danos fisiologicos em nivel foliar que o herbicida mesotrione

provoca no milho, por meio das seguintes medic¢oes:

» Fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas em cinco épocas de avaliagdes

(um, dois, trés, cinco e sete DAA);
» Teor de clorofila por meio do medidor portati SPAD em sete épocas de

avaliagdes (um, dois, trés, quatro, cinco, seis e sete DAA);
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» Nutricdo mineral da terceira e quarta folha (sete DAA).

4.0. MATERIAL E METODOS

4.1. Condigodes de cultivo das plantas de milho

As plantas de milho (hibrido Braskalb 330) foram cultivadas na Unidade
de Apoio a Pesquisa (UAP) do CCTA, no Campus da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes — RJ. O milho
foi semeado em vasos de 4,5 litros com substrato areia e solo (2:1) e com
adubacao complementar em cada vaso: superfosfato simples (3 g), sulfato de
amonia (1,5 g) e cloreto de potassio (0,50 g). Foram semeadas quatro sementes
de milho por vaso, permanecendo apenas uma planta apds o desbaste, realizado
aos oito dias apds o plantio (DAP). Neste dia também foi adicionado 350 mL de
solucdo nutritiva de Clark (1975). As plantas foram irrigadas diariamente,
mantendo-se o teor de umidade no vaso proximo a capacidade de campo.

A dose do herbicida mesotrione utilizado nas pulverizagcdes, em pos-
emergéncia foi de 192 g ha', que corresponde a maxima concentragédo
recomendada para o controle das plantas daninhas na cultura do milho,
(Rodrigues e Almeida, 2005). A aplicacao foi realizada aos 15 dias apos o plantio
(DAP), quando o milho apresentava quatro folhas desenvolvidas. A aplicagado do
herbicida foi realizada com pulverizador costal, pressurizado a CO,, com a

pressdo constante de 3,0 kgf cm? e equipado com um bico Teejet DG 8002, o
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qual foi calibrado para aplicar o equivalente a 230 L ha™ de calda. A aplicagao foi
realizada no horario de 6h da manha em dias com pleno sol, e umidade relativa
acima de 60% e velocidade do vento inferior a 10 km h™'. As épocas de avaliagbes
para a atividade da enzima transportadora de protons foram realizadas aos 03, 07
e 12 dias apds a aplicagao do herbicida (DAA), e cada unidade experimental era
composta de 07 plantas por tratamento.

Os tecidos do milho utilizados para analise foram as raizes, o caule e a
terceira e quarta folhas (Figura 12) mais desenvolvidas na época de aplicagéo do
herbicida, e que receberam maior quantidade de herbicida no momento da
pulverizagao. Os materiais coletados foram armazenados e encaminhados para
pesagem da raiz (18 g), do caule (12 g) e da folha (8 g) e posterior extragdao das
proteinas. A partir da retirada das plantas do vaso, todas as etapas foram
realizadas no gelo, e as solugbes utilizadas para a purificagcdo das proteinas

foram previamente mantidas a baixa temperatura.

Figura 12: Partes dos tecidos da planta de milho analisadas, raiz, caule e folhas.
4.2.1. Preparagao da fragao microssomal

O isolamento das vesiculas de membrana plasmatica e de tonoplasto
foram realizados por meio de centrifugacgao diferencial, como descrito por Giannini
e Briskin (1987) com modificagées (Faganha e De Meis, 1998).

Os tecidos (raiz, caule e folhas), depois de pesados, foram macerados
com auxilio de um gral e pistilo em meio tamponado com pH 8,0 composto de 250
mM sacarose, 100 mM KCI, 15% glicerol, 100 mM tris-base, 05 mM EDTA, 5 mM
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DTT, 1 mM PMSF, 0,8% PVP-40T e 1 mM benzamidina. Seguiu-se a filtragdo por
meio de quatro camadas de gaze e centrifugagdo a 3000g por 15min a 4°C
(Centrifuga Himac CR21 marca Hitachi). O sobrenadante foi centrifugado
novamente em Ultracentrifuga (modelo CP 75 3, HITACHI, Japan) a 30000g por
10min a 4°C. O precipitado, composto principalmente de mitocondrias e
peroxissomos, foi descartado, e o sobrenadante foi novamente centrifugado na
mesma centrifuga a 100.000g por 30min 4°C. Apos a centrifugagdo o precipitado
foi ressuspendido em um homogeneizador de vidro com pistilo de teflon (“potter”),
com solucéo tampao de: 15% glicerol, 70 mM Tris-HCI (pH 7,6), 5 mM EDTA, 1
mM DTT, 1 mM benzamidina e 1 mM PMSF.

4.2.2. Purificagcao das vesiculas de membrana plasmatica e de tonoplasto

A fracdo microssomal ressuspendida de membranas totais em tampéao foi
adicionada sobre um gradiente de concentragado descontinuo de sacarose de 46%
e 25% para a fracdo dos tecidos de raiz e de caule e, de 46%, 40% e 32% na
folha com 25 mM tris-HCI, 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF e 1 mM
benzamidina como descrito por Serrano (1989), com modificacbes. Esses
gradientes foram submetidos a uma centrifugagao de 100.000g por 2h a 4°C, com
a formacgao de duas bandas contendo as vesiculas mais leves de tonoplasto e de
plasmalema. As bandas foram coletadas e armazenadas em freezer a menos
70°C até o momento das analises. O contelido de proteina das membranas
plasmatica e de tonoplasto foi determinado utilizando o método descrito por
Bradford (1976).

4.2.3. Determinacgao da atividade hidrolitica da H*-ATPases do tipoP eV e
H*-PPase

As atividades hidroliticas das H*-ATPase e H*-PPase foram determinadas
colorimetricamente pela liberagcao de fosfato inorganico (Pi) resultante da hidrdlise
de adenosina trifosfato (ATP) ou do pirofosfato inorgénico (PPi) como descrito por
Fiske e Subbarrow (1925), com modificagdes (Facanha e De Meis, 1998).

As concentragdes finais dos reagentes no meio de reagao para atividade

ATPasica em vesiculas de membrana plasmatica foram as seguintes: 50 mM
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MOPS-KOH e pH 7,0 para fragdo vacuolar; 3 mM MgSO4; 100 mM KCI; 1 mM
ATP (ou 0,1 mM PPi). Cada amostra foi colorida com mistura de solu¢ao de 0,5%
de molibdato de amdnio, mais 2% acido sulfurico com uma solu¢ado de 10% de
acido ascorbico, na proporcdo de 10:1 sendo preparada apds parar com TCA.
Depois de coloridas, as amostras foram incubadas por 10min a 37°C em banho-
maria, realizando-se imediatamente a leitura da absorbancia no comprimento de
onda de 750 nm, obtendo-se a densidade o6tica. A atividade da H*-ATPase da
membrana plasmatica foi avaliada utilizando o inibidor vanadato, a concentragao
de 2 mM (com e sem) e a H*-PPase das vesiculas de membrana do tonoplasto
pelo potassio (com e sem).

A atividade hidrolitica da H*-ATPase do tipo P representou as atividades
totais, sensiveis e insensiveis da enzima em pH 6,5. No caso da atividade total,
nao foi adicionado o inibidor especifico; na insensivel, ocorreu o inverso da
anterior e, na sensivel foi calculada a diferenca entre as duas primeiras. Ja a
atividade hidrolitica da PPase foi determinada pela subtragao dos valores do Pi na
na presenca de KCI e na auséncia do cloreto de potassio. Essas atividades foram
transformadas em percentagem de aumento ou de inibicdo do tratamento com
mesotrione em relagao ao controle. Nesse sentido, os valores obtidos em ymol de
Pi mg ptn” min”' sdo médias da atividade hidrolitica da velocidade inicial de quatro
repeticdes com concentragao Unica do mesotrione (192 g ha™).

O meio de reacgao utilizado na atividade hidrolitica in vitro com mesotrione
nas vesiculas de membrana plasmatica e tonoplasto foi a mesma nos dois ultimos

paragrafos discritos.

4.2.4. Monitoramento do gradiente de prétons

O isolamento das proteinas da fragdo vacuolar e da membrana
plasmatica foi realizado como ja descrito, e posteriormente mediu-se o transporte
de protons. O gradiente de prétons foi monitorado pelo decréscimo da
fluorescéncia (AF/min) da sonda fluorescente ACMA (9-amino-6-chloro-2-
methoxyacridi) excitada com um feixe de 415 nm de comprimento de onda e a
emissao captada a 485 nm, utilizando-se fluorimetro. A concentragéo final de
cada reagente no meio de reagao para monitoramento do gradiente de prétons foi
de: 10 mM HEPS-KOH pH 6,5 (membrana plasmatica) ou 7,0 (tonoplastos), 100
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mM KCI, 2 yM ACMA, 3 mM MgSO4s e 1 mM ATP ou ,1 mM PP;0; e 0,06 mg/mL
de proteina. O monitoramento do gradiente de protons foi realizado somente na

época 07 DAA, porém, nas outras épocas nao foi possivel obter gradiente.

4.3. Avaliacao do perfil protéico por meio de eletroforese em gel de

poliacrilamida (Unidimensional)

As plantas de milho foram cultivadas na Unidade de Apoio e Pesquisa
(UAP) do CCTA na UENF, com 10 repeticdes por tratamento (com e sem o
herbicida mesotrione) em duas épocas (trés e sete DAA), sendo uma planta de
milho (hibrido Braskalb 330) por vaso, conduzidas nas mesmas condi¢gdes do
experimento anterior, descrito no item 4.2.

A analise das proteinas soluveis do citoplasma foi realizada nos tecidos
de raiz, de caule e de folha de milho. Apds a colheita nas respectivas épocas, as
plantas foram mantidas no gelo e encaminhadas para o laboratério para a
extragdo das proteinas. Primeiramente foram pesadas individualmente, seguindo-
se a maceracao, em almofariz, com N liquido e colocado em tubos Folcon de 50
mL na presenca de tampao de extracdo (70 mM Tris-HCL pH 8,0; 250 mM
Sacarose; 10% Gilicerol; 150 mM K; 0,2% PVP; 2 mM PMSF; 2 mM Benzamidina;
2 mM DDT e 5 mM EDTA) na proporgao de 1:2 peso/volume (material vegetal:
tampao de extragdo). O homogeneizado foi centrifugado a 8000g por 15min, a
4°C, e o sobrenadante foi centrifugado por mais duas vezes a 10000g por 30min.
O sobrenadante da ultima centrifugagao foi coletado para analise de eletroforese,
armazenado em Eppendorfs de 02 mL e armazenado a -70 °C, enquanto o
precipitado foi descartado. As proteinas soluveis extraidas tiveram a concentragao
total mensuradas pelo método colorimétrico de Bradford (1976).

Do extrato total de proteinas extraidas, conforme descrito anteriormente,
30 pL de cada amostra foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida, sob condigdes desnaturantes segundo o método de Laemmli
(1970). A aplicacao do extrato total seguiu a seguinte ordem: foi adicionada uma
parte de tamp&o de amostra (contendo SDS 2%, B-mercaptoetanol 4% e uréia
8M) para cada trés partes de extrato total de proteinas. Um volume de 50 pL do
extrato total, extraido do citoplasma de cada um dos trés tecidos, diluido em

tampao de amostra, foi aplicado por poco, visando a separagao por eletroforese
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em SDS-PAGE em mini-gel. A separagao protéica ocorreu sob corrente de
aproximadamente 150 V - 20 mA, até a linha de frente atingir a parte inferior do
gel. Os géis foram corados durante 12 horas em Coomassie Blue Brilliant a
0,05%, conforme Alfenas et al. (1991), e descorados em solugéo de acido acético
10%.

4.3.1. Analise computacional

A quantificacdo e a determinagdo da massa molecular relativa das
proteinas do citoplasma foram realizadas por meio da comparagao da mobilidade
das proteinas das amostras processadas, com a mobilidade das proteinas de
massa molecular conhecida (Figura 13) kDa (SIGMA), mediante densitografia
computacional efetuada com o programa GEL PERFECT (Bozzo e Retamal,
1991), obtendo-se previamente as imagens formato tiff (gray) por meio de um

scanner.
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Figura 13: Tabela densitografia computacional efetuada com o programa GEL
PERFECT das proteinas de massa molecular conhecida

O programa computacional GEL PERFECT disponibiliza a informagéo por
meio de um grafico no qual o eixo das abscissas representa a migragao relativa
de uma banda (Rf), e o eixo das ordenadas, a area relativa dos picos das distintas
bandas referentes a concentragdo maxima de uma determinada proteina. O
programa mostra uma tabela de dados de cada banda, mostrando uma mancha

que representa o Rf, a area que ocupa a concentracao relativa em relacao ao total
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da proteina carregada em cada canal e massa molecular em kiloDalton - kDa
(Figura 13).

4.4. Avaliagao das trocas gasosas e eficiéncia fotoquimica

O estudo foi realizado na Unidade de Apoio e Pesquisa (UAP) do CCTA
na UENF. No experimento foram utilizadas 05 plantas por tratamento — controle e
mesotrione - sendo uma planta de milho (hibrido BKD 330) por vaso, aplicando-se
os tratamentos iguais as condigdes dos experimentos anteriores conforme
descrito no item 4.2.

A taxa fotossintética liquida (assimilacdo fotossintética do carbono) e
transpiracao foi determinada por meio do sistema portatil de medi¢cao das trocas
gasosas, modelo LI-6200 (LI — COR, Lincoln, NE, USA). Para isso, foi utilizada
uma camara de 0,25 L, com area foliar de medigdo de aproximadamente 6,8 cm?.
Utilizou-se aparelho com analisador de gas no infravermelho LI-6200 (Licor., NE,
USA), com um conjunto de lampadas tipo LED (“light emitting diode”) acoplado a
superficie da camara do IRGA, possibilitando a obtencdo de um fluxo de fétons
fotossintéticos de 500 ymol m™?s™, sem aquecimento do tecido foliar. As épocas
de avaliagbes foram as seguintes: 01, 02, 03, 05 e 07 dias ap6s a aplicagao,
realizadas no horario entre 07 e 10 horas da manha. A medic&o foi realizada na 4°

folha do milho, na posi¢ao central do limbo foliar.

4.5. Medicao da flurescéncia da clorofila a

A taxa fotossintética liquida e a eficiéncia fotoquimica, com base na
fluorescéncia da clorofila a, foram todas determinadas nos mesmos periodos e
épocas, mantendo-se a metodologia semelhante a de desenvolvimento das
plantas, descrito no item 4.2. Para estudo da fluorescéncia, foram utilizadas 20
plantas por tratamento, cultivadas individualmente em vazos de 4,5 litros. A
medigao foi realizada na 4’ folha do milho, na posigéo central do limbo foliar.

As folhas do milho foram pré-adaptadas no escuro, com uso de pingas,
por 30min antes das determinacdes de fluorescéncia. Esse tempo é suficiente
para o “relaxamento” de todo o sistema transportador de elétrons do processo
fotossintético, garantindo o estado oxidado dos receptores de elétrons.

As determinagdes relativas a emissdo de fluorescéncia da clorofila a

foram efetuadas na temperatura ambiente, por meio de um fluorimetro de luz nao-
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modulada, modelo PEA (Plant Efficiency Analyser, Hansatech, King's Lynn,
Norkfolk, UK), no qual era registrado o valor da fluorescéncia inicial (Fo), maxima
(Fm) e variavel (Fv) e o rendimento quantico maximo do PS Il (Fv/Fm) e a area

(area acima da curva da cinética de emisséo da fluorescéncia).

4.6. Leitura do SPAD

As plantas de milho para medicao do SPAD foram cultivadas nas mesmas
condi¢cbes adotadas para os experimentos anteriores conforme descrito no item
4.2. Foram realizadas 25 repeticdes por tratamento, com quatro medicdes por
folha (terceira e quarta) de milho, obtendo-se valor médio das oito medigdes. As
leituras com o SPAD foram realizadas nas épocas 01, 02, 03, 04, 05, 06 e 07
DAA. Os dados obtidos foram submetidos as analises de variancia e, quando
significativo submetido ao teste de Tukey a 5% de significancia.

O medidor de clorofila, modelo Minolta SPAD-502, usa diodos que emitem
luz na faixa de 650 a 940 nm através da folha. O comprimento de onda de 650 nm
situa-se proximo aos dois comprimentos primarios de onda associadas com a
atividade da clorofila (645 e 663 nm). O comprimento de onda, de 940 nm, serve
como referéncia interna para compensar diferencas na espessura da folha e no
teor de agua. O clorofildbmetro mede a diferenga de atenuacgao da luz entre 650 e
940 nm, como um indice de intensidade de cor ou de concentragao de clorofila
(Yadava, 1986).

4.7. Analise de nutrientes das folhas

O cultivo das plantas de milho para analise de nutrientes foi realizado nas
mesmas condi¢cdes do experimentos descritos no item 4.2. Neste experimento
foram utilizadas 10 plantas por tratamento, cultivadas individualmente em vaso de
45L.

A analise dos nutrientes foi realizada somente da terceira e quarta folhas
do milho na época de 07 DAA. O conteudo de N, P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn
das folhas foram determinados depois que as amostras foram desidratadas em
estufa em ventilagcdo forcada, a temperatura em torno de 75 °C, por 48 horas
(Malavolta et al., 1989). Uma vez desidratado, o material foi moido em moinho

tipo Willey, peneirado em malha de 20 “mesh” e armazenado em frascos
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hermeticamente fechados. Os nutrientes P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn foram
determinados de acordo com a metodologia proposta por Silva (1997), e o N, pelo
meétodo de Nessler (Jackson, 1958). Os resultados foram submetidos a analise de

variancia.

4.8. Efeito do mesotrione no crescimento das plantas de milho

As plantas de milho para analise de crescimento do milho foram
cultivadas nas mesmas condicoes descritas no item 4.2. Neste experimento foram
utilizados 25 repeticdes por tratamento, e aos sete DAA as plantas de milho foram
coletadas para avaliagao da altura, do peso umido e seco da parte area e seco da

raiz.



5. RESULTADOS

5.1. Atividade hidrolitica da H*-PPase de tonoplasto

5.1.1. Atividade hidrolitica da H*-PPase em folha de milho aos trés dias apos

aplicagao (DAA) do mesotrione

De todos os transportadores primarios de prétons analisados, a H*-PPase foi
a que apresentou maior participacdo na desintoxicagdo do mesotrione,
principalmente nas vesiculas de tonoplasto isolados de folha. Na primeira avaliacéao
realizada aos trés DAA neste tecido, a H*-PPasica apresentou a maior estimulacao
em relagdo aos outros transportadores primarios de H*. Observa-se na Figura 14,
que no meio de reagdo com K* o tratamento com herbicida foi maior (0,2027 ymol de
Pi mg ptn” min™) em comparagao ao controle (0,1476 ymol de Pi mg ptn™” min™). Por
outro lado, na auséncia de K' no meio reacional, o tratamento com mesotrione
apresentou atividade hidrolitica praticamente semelhante ao controle (0,1366 e
0,1271 ymol de Pi mg ptn™ min™). Assim, ao observar a atividade da pirofosfatasica
com potassio-dependente, a hidrélise foi maior no tratamento com mesotrione
(0,0757 umol de Pi mg ptn™' min) em relagdo ao controle (0,0113 ymol de Pi mg ptn-

" min™).
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Figura 14: Atividade hidrolitica da H*-PPase em vesiculas de tonoplasto isoladas das
folhas de milho tratadas ou ndo com mesotrione (192 g ha™') aos 03 DAA.
As atividades enzimaticas foram realizadas em meio de reagdo com K,
sem K e pela subtracdo destas obteve-se o K-dependente. Resultado
expresso como média + desvio-padrao (n=4).

5.1.2. Atividade hidrolitica da H*-PPase em folha de milho aos sete dias apos

aplicagao (DAA) do mesotrione

Ao analisar a atividade da H*-PPase aos sete DAA, constatou-se que houve
aumento na hidrélise no meio de reacdo com K*, no tratamento com mesotrione
(0,228 umol de Pi mg ptn™" min™") em relagéo ao controle (0,167 umol de Pi mg ptn’
min”) (Figura 15). Ao comparar o desempenho dessa enzima na auséncia de K,
constatou-se que nao ocorreu diferenca na atividade hidrolitica entre os tratamentos.
A atividade PPasica foi maior na potassio-dependente com mesotrione (0,0796 umol

de Pi mg ptn”" min”) em comparagéo ao sem herbicida (0,0204 umol de Pi mg ptn’
min™).
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Figura 15: Atividade hidrolitica da H*-PPase em vesiculas de tonoplasto isoladas das
folhas de milho tratadas ou ndo com mesotrione (192 g ha™) aos 07 DAA.
As atividades enzimaticas foram realizadas em meio de reagdo com K,
sem K e pela subtracdo destas obteve-se o K-dependente. Resultado
expresso como média + desvio-padrao (n=4).

5.1.3. Atividade hidrolitica da H*-PPase em folha de milho aos 12 dias apoés

aplicagao (DAA) do mesotrione

As plantas de milho apos 12 DAA estavam completamente sem sintoma de
intoxicagdo do mesotrione, aparentando desenvolvimento semelhante as plantas
controle (Figura 43). Ao averiguar o comportamento da H*-PPase das folhas neste
periodo, constatou-se que a atividade hidrolitica no meio de reagdo com e sem K*
nao apresentou diferencas. Por outro lado, no mesotrione com potassio-dependente,
a PPasica apresentou atividade menor (0,075 umol de Pi mg ptn™" min") em relagéo
ao controle - 0,124 umol de Pi mg ptn” min™ (Figura 16).
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Figura 16: Atividade hidrolitica da H*-PPase em vesiculas de tonoplasto isoladas das
folhas de milho tratadas ou ndo com mesotrione (192 g ha™') aos 12 DAA.
As atividades enzimaticas foram realizadas em meio de reagdo com K,
sem K e pela subtracdo destas, obteve-se o K-dependente. Resultado
expresso como média + desvio-padrao (n=4).

Observa-se na Figura 17 A e Tabela 05 que no periodo aos trés DAA houve
maior sintese de proteinas, no tratamento com mesotrione em relagédo ao controle,
nas bandas com peso molecular de 27, 28, 48, 51, 55, 59 e 62 kDa, com aumento
em percentagem das bandas (area) em 30%, 29%, 45%, 47%, 235%, 196% e 76%,
respectivamente. Quando comparado ao perfil eletroforético aos sete DAA, verificou-
se que o tratamento com herbicida proporcionou maior sintese das proteinas ou
polipeptidios, nas bandas com peso molecular em kDa de 20, 21, 22, 24, 25, 26, 27,
28, 32, 35, 39, 41, 45, 62 e 64 e com aumento das banda (area) em percentagem(%)
de 28, 24, 27, 20, 28, 33, 22, 37, 18, 19, 20, 38, 39, 47 e 67 respectivamente, em
relagéo ao controle (Figura 17 B e Tabela 05).



contrie |

Controle Mesotrione

Figura 17: Perfil eletroforético de proteinas (unidimensional) do citoplasma de folhas de milho em duas épocas de avaliagédo
nos tratamentos com e sem mesotrione. A - aos trés DAA e B — sete DAA.
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Tabela 04: Perfil eletroforético das proteinas (unidimensional) do citoplasma de

folhas de milho nos tratamentos com e sem mesotrione aos trés DAA

Migracao ) Percentagem (%) de
Peso molecular ; Area da banda A
relativa da Area da banda aumento da banda (area)
de cada banda - no . ~
banda - no Controle com mesotrione em relagéao
PM kD Mesotrione
Rf ao controle

0,06 62 101 178 76
0,10 59 88 257 192
0,19 55 77 258 235
0,25 51 252 370 47
0,32 48 389 565 45
0,37 46 553 605 9

0,41 44 392 436 11

0,44 42 131 148 13
0,48 41 316 368 16
0,70 28 162 210 29
0,76 27 187 244 30
0,82 25 226 263 16
0,86 24 378 410 8

Tabela 05: Perfil eletroforético das proteinas (unidimensional) do citoplasma de

folhas de milho nos tratamentos com e sem mesotrione aos sete DAA
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Migracao ] Percentagem (%) de
Peso molecular , Area da banda
relativa da Area da banda aumento da banda (area)
de cada banda - no ) .
banda - no Controle com mesotrione em relagédo
PM kD Mesotrione
Rf ao controle
0,03 64 156 261 67
0,06 62 110 162 47
0,26 51 268 308 15
0,29 49 158 182 15
0,33 48 246 272 10
0,40 45 284 396 39
0,43 43 165 178 8
0,46 41 266 368 38
0,51 39 418 503 20
0,55 37 483 553 14
0,58 35 433 517 19
0,64 32 370 438 18
0,67 28 247 338 37
0,74 27 253 308 22
0,78 26 217 288 33
0,83 25 264 338 28
0,88 24 318 381 20
0,91 22 112 142 27
0,93 21 358 446 24
0,98 20 376 482 28

5.1.4. Atividade hidrolitica da H*-PPase no caule de milho aos trés dias apos

aplicacao (DAA) do mesotrione

Observa-se, na Figura 18 que o mesotrione afetou a atividade hidrolitica das
H*-PPase no tecido do caule em milho aos trés DAA. No meio de reacdo com
potassio, a atividade hidrolitica da PPasica foi maior no tratamento com mesotrione
(0,115 umol de Pi mg ptn”” min"") em comparagéo ao controle (0,042 umol de Pi mg
ptn” min). E sem a utilizagdo do K* no meio de reagio, a atividade hidrolitica do

tratamento com mesotrione foi maior (0,0142 umol de Pi mg ptn” min”) em relagédo
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ao controle (0,00721 uymol de Pi mg ptn™ min”). Ja com potassio-dependente no
mesotrione a atividade foi maior (0,101 umol de Pi mg ptn” min) em relagdo ao
controle (0,035 umol de Pi mg ptn” min"). Como o mesotrione é um herbicida
sistémico, possivelmente certa proporcdo do herbicida depositado na folha tenha se
movido por meio do floema para o caule, sendo entdo sequestrado pelo vacuolo e

impedindo a translocacao para as folhas novas em desenvolvimento.
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Figura 18: Atividade hidrolitica da H*-PPase em vesiculas de tonoplasto isoladas do
caule de milho tratadas ou ndo com mesotrione (192 g ha™') aos 03 DAA.
As atividades enzimaticas foram realizadas em meio de reagdo com K,
sem K e pela subtragcdo destas obteve-se o K-dependente. Resultado
expresso como média + desvio-padrao (n=4).

5.1.5. Atividade hidrolitica da H*-PPase no caule aos sete dias apos aplicacao

(DAA) do mesotrione

Aos sete DAA, as vesiculas de tonoplasto do caule apresentaram atividade
PPasica maior (0,071 umol de Pi mg ptn™" min™) no tratamento com mesotrione com
potassio comparado ao controle (0,047 umol de Pi mg ptn™ min™) - Figura 19. Ja a
guantidade de Pi hidrolisado sem adi¢do de potassio permaneceu constante nos dois
tratamentos. Por outro lado, a atividade com potassio-dependente, com mesotrione

foi superior (0,061 umol de Pi mg ptn”" min™) em relagédo ao controle (0,025 umol de
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Pi mg ptn”" min”), como também a formacgéo de um gradiente de H* dependente de
PPi medido pela queda da fluorescéncia (Figura 20).
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Figura 19: Atividade hidrolitica da H*-PPase em vesiculas de tonoplasto isoladas do
caule de milho tratadas ou ndo com mesotrione (192 g ha™) aos 07 DAA.
As atividades enzimaticas foram realizadas em meio de reagdo com K,

sem K e pela subtragcdo destas obteve-se o K-dependente. Resultado
expresso como média + desvio-padrao (n=4).
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Figura 20: Formacao do gradiente de protons pela H*-PPase de vesiculas isoladas
de caule de milho tratadas com e sem mesotrione aos 07 DAA. O meio
de reagéo conteve 10 mM Mops-Tris (pH 7,0), 3 mM MgCl,, 100 nM KCI,
02 yM de ACMA e 50 pg de proteina. A reagao foi iniciada com adi¢ao de
1 mM de PPi a 30 °C. Apds o declinio do gradiente de H*, o protonoforo
NH.CI foi adicionado, promovendo a recuperagao da fluorescéncia-base.

5.1.6. Atividade hidrolitica da H*-PPase no caule de milho aos 12 dias apoés

aplicacao (DAA) do mesotrione

A avaliagao da atividade PPasica do caule das plantas de milho na época de
12 DAA indicou que o meio de reacdo com potassio, no tratamento com mesotrione,
foi maior (0,130 umol de Pi mg ptn" min") em relagédo ao controle (0,080 umol de Pi
mg ptn" min”). Vale lembrar que, nesta época, as plantas de milho estavam
praticamente sem sintomas de intoxicacdo nas folhas. Por outro lado, ndo houve
diferenca nos dois tratamentos sem o potassio no meio de reacdo. Ja no potassio-
dependente, a H*-PPase com herbicida foi superior (0,184 umol de Pi mg ptn™" min™)

a testemunha (0,056 umol de Pi mg ptn™" min’) respectivamente (Figura 21).
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Figura 21: Atividade hidrolitica da H*-PPase em vesiculas de tonoplasto isoladas de caule de
milho tratadas ou ndo com mesotrione (192 g ha') aos 12 DAA. As atividades
enzimaticas foram realizadas em meio de reagdo com K, sem K e pela subtragao
destas obteve-se o K-dependente. Resultado expresso como média + desvio-
padrao (n=4).

O estimulo a resposta de defesa das plantas tolerantes ou resistentes a acao
de herbicida envolve, também, reagbes da planta ligadas a ativagdo de genes de
defesa em reagao de hipersensibilidade (RH), a resisténcia sistémica adquirida e a
producao de lignina, fitoalexinas, enzimas hidrolitica e enzimas antioxidantes (Dangl|
et al., 2000). Por isso, observa-se que os padrdes eletroforéticos unidimencional das
proteinas no citoplasma, nas duas épocas, em tecido do caule de milho
apresentaram comportamento muito semelhante, quanto ao perfil do tecido da folha
(Figura 22 A e B). Por sua vez, constatou-se no periodo de trés DAA, no tratamento
com mesotrione, aumento na biossintese de proteina ou peptidios de peso molecular
de 21, 25, 28, 30, 32, 41, 43, 44, 46, 47, 48, 51, 55, 60 e 62 kDa, e com aumento das
bandas (area) em 77%, 28%, 45%, 51%, 18%, 34%, 20%, 24%, 21%, 36%, 62%,
63%, 253%, 307% e 101% respectivamente, em relacdo ao tratamento controle
(Figura 22 A e Tabela 06). Enquanto, no estadio de sete DAA ndo ocorreram
mudangas tao expressivas quanto na época anterior (03 DAA), mesmo assim houve
pequeno aumento na sintese de proteinas com peso molecular de 22, 26, 29, 41, 43,
50, 53, 62 e 64 e com aumento das bandas (area) em percentagem em 39%, 23%,
28%, 18%, 33%, 19%, 24%, 33%, 37% e 67%, respectivamente (Figura 22 B e
Tabela 07).
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Figura 22: Perfil eletroforético de proteina do citoplasma de caule de milho nos tratamentos controle e mesotrione. A - aos
trés DAA e B — aos sete DAA.
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Tabela 06: Perfil eletroforético das proteinas (unidimensional) do citoplasma de caule

de milho nos tratamentos com e sem mesotrione aos trés DAA

Migragao ] Percentagem (%) de
Peso molecular : Area da banda .
relativa da Area da banda aumento da banda (area)
banda - de cada banda - no Controle no com mesotrione em relagéo
Rf PMKD Mesotrione ao controle
0,06 62 101 203 101
0,10 60 70 285 307
0,19 55 82 290 253
0,26 51 252 411 63
0,32 48 388 628 62
0,35 47 126 171 36
0,37 46 553 668 21
0,41 44 388 482 24
0,44 43 128 154 20
0,46 41 323 432 34
0,52 39 505 580 15
0,56 35 587 650 11
0,64 32 375 443 18
0,67 30 185 280 51
0,70 28 150 217 45
0,82 25 225 288 28
0,86 24 382 436 14
0,94 21 243 430 77

Tabela 07: Perfil eletroforético das proteinas (unidimensional) do citoplasma de caule

de milho nos tratamentos com e sem mesotrione aos sete DAA

Migragéo ] Percentagem (%) de
Peso molecular . Area da banda .
relativa da Area da banda aumento da banda (area)
de cada banda - no , ~
banda - no Controle com mesotrione em relagao
PM kD Mesotrione
Rf ao controle
0,03 64 174 290 67
0,06 62 133 182 37
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0,22 53 151 201 33
0,29 50 173 215 24
0,33 48 266 318 19
0,37 46 447 498 11
0,44 43 141 188 33
0,46 41 331 390 18
0,51 39 498 547 10
0,55 37 533 594 11
0,64 32 402 462 15
0,67 29 285 366 28
0,74 27 288 318 10
0,78 26 250 308 23
0,83 25 300 348 16
0,91 22 131 182 39
0,94 21 401 455 13

5.1.7. Atividade hidrolitica da H*-PPase em raiz de milho aos trés dias apods

aplicacao (DAA) do mesotrione

Os dados na Figura 23 mostram que a atividade PPasica em raiz de milho no
tratamento com mesotrione, aos trés DAA, foi superior ao controle. Isto
possivelmente ocorreu por causa da absorgdao de moléculas do herbicida pelas
raizes, presente na solucdo do solo. Com isso, no tratamento com mesotrione a
atividade PPasica com potassio foi maior (0,106 umol de Pi mg ptn" min) a do
controle (0,059 umol de Pi mg ptn”” min), enquanto que, no meio de reagdo sem
potassio, nao houve diferenga entre os tratamentos. Por outro lado, a atividade foi
maior no mesotrione com potassio-dependente, no qual apresentou uma atividade de
0,075 umol de Pi mg ptn” min™ em relagéo a testemunha, que foi de 0,035 umol de
Pi mg ptn” min” (Figura 23). Sendo assim, o mesotrione, na presenga de K-,

promove estimulo da H*-PPase.
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Figura 23: Atividade hidrolitica da H*-PPase em vesiculas de tonoplasto isoladas de
raiz de milho tratadas ou ndo com mesotrione (192 g ha™) aos 03 DAA. As
atividades enzimaticas foram realizadas em meio de reagdo com K, sem K
e pela subtragdo destas obteve-se o K-dependente. Resultado expresso
como meédia * desvio-padréo (n=4).

5.1.8. Atividade hidrolitica da H*-PPase em raiz de milho aos sete dias apods

aplicacao (DAA) do mesotrione

Ao estudar atividade hidrolitica da pirofosfatasica, em raiz de milho aos sete
DAA constatou-se que o herbicida ativou esta enzima (Figura 24). Sendo assim, a
atividade com potassio foi de 92% superior (0,107 umol de Pi mg ptn™ min”) no
tratamento com mesotrione em relagdo a testemunha (0,055 umol de Pi mg ptn™ min
). No entanto, no meio de reagdo sem potassio ndo houve diferenga entre os
tratamentos. Ja a atividade PPasica no mesotrione no meio de reagéao com potassio-
dependente foi de 0,074 umol de Pi mg ptn” min, sendo superior ao controle, que se
manteve em 0,033 umol de Pi mg ptn” min. Também foi maior no mesotrione, a
formagcdo do gradiente de H' dependente de PPi, medida pela queda da

fluorescéncia (Figura 25).
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Figura 24: Atividade hidrolitica da H*-PPase em vesiculas de tonoplasto isoladas de
raiz milho tratadas ou ndo com mesotrione (192 g ha') aos 07 DAA. As
atividades enzimaticas foram realizadas em meio de reagdo com K, sem K
e pela subtracdo destas obteve-se o K-dependente. Resultado expresso
como média * desvio-padréo (n=4).
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Figura 25: Formagao do gradiente de prétons pela H*-PPase de vesiculas isoladas
de raiz de milho tratadas com e sem mesotrione aos 07 DAA. O meio de
reagao conteve 10 mM Mops-Tris (pH 7,0), 3 mM MgCl,, 100 nM KCI, 02
MM de ACMA e 50 ug de proteina. A reacgao foi iniciada com adi¢ao de 1
mM de PPi a 30 °C. Apos o declinio do gradiente de H*, o protonoforo
NH,4CI foi adicionado, promovendo a recuperac¢ao da fluorescéncia-base.

O perfil eletroforético das proteinas do citoplasma, em raiz de milho, foi
afetado negativamente no tratamento com mesotrione nas duas épocas de avaliagcao
(Figura 26 A e B). Houve reducéo no conteudo protéico no tratamento com herbicida
aos trés DAA, na faixa de peso molecular 20, 25, 26, 27, 35, 39, 42, 45, 53, 56, 63 e
65 kDa, com reducao em percentagem das bandas (area) em 49%, 80%, 26%, 29%,
18%, 19%, 49%, 27%, 73%, 63%, 40% e 55%, respectivamente, em relagcdo ao
controle (Figura 26 A e Tabela 08).

Ao verificar o padrao eletroforético de proteinas aos sete DAA, observou-se

reducao das proteinas e/ou polipeptidios do citoplasma de raiz no tratamento com
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mesotrione em relacdo ao controle. Este comportamento foi semelhante aos trés
DAA. Por isso, a reducdo do peso molecular dos polipetidios com mesotrione, em
relagcado ao controle, nas bandas de peso molecular de 21, 25, 26, 37, 41, 45, 46, 48,
53, 56 e 63 kDa foi de 39%, 18%, 31%, 82%, 48%, 38%, 60%, 36%, 82%, 76% e

30%, respectivamente de redugdo das bandas (area) (Figura 26 B e Tabela 09).
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Figura 26: Perfil eletroforético de proteina do citoplasma de raiz de milho nos tratamentos controle e mesotrione. A - aos
trés DAA e B — aos sete DAA.
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Tabela 08: Perfil eletroforético das proteinas (unidimensional) do citoplasma de raiz

de milho nos tratamentos com e sem mesotrione aos trés DAA

Migragao ) Percentagem (%) de
Peso molecular . Area da banda
relativa da Area da banda reducgao da banda (area)
de cada banda - no
banda - no Controle com mesotrione em relagéao
PM kD Mesotrione
Rf ao controle
0,02 65 127 57 55
0,05 63 562 336 40
0,17 56 554 208 63
0,23 53 440 121 73
0,38 45 367 268 27
0,46 42 404 207 49
0,51 39 602 488 19
0,59 35 708 583 18
0,75 27 465 332 29
0,79 26 533 395 26
0,85 25 674 136 80
0,94 20 815 415 49

Tabela 09: Perfil eletroforético das proteinas (unidimensional) do citoplasma de raiz

de milho nos tratamentos com e sem mesotrione aos sete DAA
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Migragao . Percentagem (%) de
Peso molecular ; Area da banda o .
relativa da Area da banda redugdo da banda (area)
de cada banda - no . -
banda - no Controle com mesotrione em relagéo
PM kD Mesotrione
Rf ao controle
0,05 63 440 308 30
0,17 56 380 131 76
0,23 53 359 65 82
0,33 48 252 161 36
0,36 46 506 202 60
0,39 45 374 234 38
0,48 41 364 190 48
0,56 37 702 126 82
0,64 32 502 443 12
0,66 30 398 334 16
0,73 28 384 325 16
0,77 26 384 266 31
0,82 25 465 384 18
0,87 25 525 483 8
0,94 21 237 146 39

5.1.9. Estimulacao da atividade hidrolitica da H*-PPase da K*-dependente em

folha, caule e raiz de milho

5.1.9. Estimulagdao da atividade hidrolitica da H*-PPase da K*-dependente em

folha, caule e raiz de milho

Os diferentes valores obtidos de estimulacbes da H*-PPase nos tecidos de
milho com mesotrione sugerem quais os periodos que mais foram afetados pelo
herbicida (Figura 27).

Ao constatar a percentagem de aumento ou inibicdo da H*-PPase em folha
de milho, submetidas ao tratamento com e sem o mesotrione nas trés épocas
estudadas, observa-se (Figura 27) um estimulo em 568% na presenga do herbicida
aos trés DAA em relacéo ao controle.

Do mesmo modo, aos sete DAA a estimulacdo foi de 290%. Nas duas
épocas analisadas, as plantas de milho apresentaram leve sintoma de clorose nas

folhas (ver Figura 42). No entanto, aos 12 DAA ocorreu inibicdo em 40% da H*-
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PPase no tratamento com mesotrione. Nesse periodo, aparentemente as plantas de
milho tratadas com mesotrione estavam com as folhas praticamente sem sintomas
de intoxicag&o (ver Figura 43).

Ao comparar a percentagem de estimulo da H*-PPase em tecido de caule de
milho tratadas com mesotrione (Figura 27), observa-se estimulagdo na primeira
época de avaliagao (03 DAA) de 191%. Ja aos sete DAA, a estimulagao foi de 144%
e aos 12 DAA de 110%.

Na analise do tecido da raiz, o mesotrione estimulou a PPasica em 114% aos
trés DAA (Figura 27). Como a superficie dos vasos nao foi protegida no momento da
aplicacao do mesotrione, o solo foi contaminado com o herbicida, e as raizes do
milho, provavelmente, absorveram moléculas do mesotrione, o que possivelmente
explica essa ativagcdo das H'-PPase neste tecido. Dessa forma, aos sete DAA,
possivelmente ainda existiam moléculas de mesotrione no solo, sendo absorvidas
pelas raizes, os quais promoveram estimulagcéo de 123%, enquanto que aos 12 DAA

nao houve praticamente nenhuma ativagéo (Figura 27).
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Figura 27: Porcentagem de estimulagao (+) ou inibicdo (-) em relagdo ao controle, da
atividade hidrolitica da H*-PPase do K'-dependente em vesiculas de
tonoplasto isoladas nos tecidos de folha, caule e raiz de milho aos 03, 07
e 12 DAA do herbicida mesotrione. Resultado expresso como média +
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desvio-padrdo (n=4). Os asteristicos (*) denotam estatisticamente
significativos pelo teste F (p < 0,05) em relagdo ao controle e em cada
tecido e época.

5.1.10. Estimulacao da atividade hidrolitica da H*-PPase total em folha, caule e

raiz de milho

No item 5.1.9. estudou-se as formas de H'-PPase com K'-dependente em
vesiculas de tonoplasto isoladas nos tecidos, mas existem também as formas de H*-
PPase com K*-independente, ou seja hidrolisa o PPi sem a necessidade do potassio
como co-fator. As plantas possuem dois tipos (I e Il) filogenéticamente distintos de
H*-PPase no tonoplasto: o tipo | depende de potassio no citoplasma para realizar a
atividade hidrolitica, e o tipo Il sdo insensiveis ao potassio no citoplasma (Gaxiola et
al., 2007).

Obeserva-se na Figura 28 que a estimulagédo da atividade hidrolitica da H'-
PPase Total em folhas de milho, no tratamento com mesotrione foi de 37% aos trés e
sete DAA e, com inibicdo de 12% aos 12DAA, nao sendo significativo em relagao ao
controle. Portanto, ao fazer uma comparagdo com a estimulacdo da atividade
hidrolitica da H*-PPase com K*-dependente, constatou-se que esta foi superior em
15 e 7,8 vezes aos trés e sete DAA, em relagao a estimulagao Total.

Logo, o tecido do caule, houve uma estimulacado de 175% aos trés DAA no
tratamento com mesotrione em relagcdo ao controle e, aos sete e 12 DAA a
estimulacdo foi de 50% e 63%. Nas raizes do milho o aumento da atividade
hidrolitica aos trés, sete e 12 DAA foi de 78%, 92% e 48%.
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Figura 28: Porcentagem de estimulagao (+) ou inibicdo (-) em relagdo ao controle, da
atividade hidrolitica da H'-PPase total em vesiculas de tonoplasto
isoladas nos tecidos de folha, caule e raiz de milho aos 03, 07 e 12 DAA
do herbicida mesotrione. Resultado expresso como média + desvio-

padrdo (n=4). Os asteristicos (*) denotam estatisticamente significativos
pelo teste F (p < 0,05) em relagao ao controle e em cada tecido e época.

5.2. Atividade hidrolitica da H*-ATPase do tipo V em vesicula de tonoplasto

5.2.1. Atividade hidrolitica da V-ATPase em folhas de milho nas trés épocas

apos aplicagao (trés, sete e 12 DAA) do mesotrione

Ao analisar a atividade hidrolitica da V-ATPase em folhas de milho aos trés
DAA verificou-se valores praticamente iguais nos tratamentos. Com isto, a atividade
V-ATPasica de vesiculas de tonoplasto com mesotrione foi de 0,061 umol de Pi mg
ptn™ min"" n&o diferindo do tratamento controle que foi de 0,057 umol de Pi mg ptn™

min” (Figura 29).
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Ao analisar a V-ATPase de vesicula de tonoplasto de folha aos sete DAA,
constatou-se atividade hidrolitica maior no tratamento com mesotrione (0,08 umol de
Pi mg ptn™ min™") em relagédo ao controle (0,0507 umol de Pi mg ptn” min”) apés a
incubagdo das proteinas no meio de reacédo (Figura 29). Também foi maior a
formagcao do gradiente de H® dependente de ATP medido pela queda da
fluorescéncia da sonda ACMA no mesotrione (Tabela 10).

Ja no periodo de 12 DAA nao houve praticamente diferenca na atividade
hidrolitica da V-ATPase nos dois tratamentos, por isso a liberagdo de Pi pela
hidrélose do ATP no tratamento com mesotrione foi de 0,051 umol de Pi mg ptn’’

min” e no controle de 0,058 umol de Pi mg ptn” min™ (Figura 29).
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Figura 29: Atividade hidrolitica da V-H*-ATPase em vesiculas de tonoplasto isoladas
de folha de milho tratadas ou ndo com mesotrione (192 g ha™) aos 03, 07
e 12 DAA. Resultado expresso como média + desvio-padrao (n=4).

Tabela 10: Formacédo do Gradiente de Protons pela V-ATPase em vesiculas de
tonoplasto isoladas de folha aos sete DAA com e sem mesotrione

Controle Mesotrione

Tecido Vo (%min) | AF MAX.(O/O) Vo (‘%min) | AF MAX-(O/O)

V-ATPase - folha 3,0 3,0 4,50 11,0
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5.2.2. Atividade hidrolitica da V-ATPase em caule de milho nas trés épocas

apos aplicagao (trés, sete e 12 DAA) do mesotrione

Nao houve diferenga nos tratamentos da atividade hidrolitica da V-ATPasica
no tecido de caule aos trés DAA (Figura 30), sendo que no mesotrione foi de 0,088
umol de Pi mg ptn”” min" e no controle de 0,073 umol de Pi mg ptn™ min™.

Ao deparar com o comportamento da V-ATPase no caule de milho aos sete
DAA, verificou-se que houve diferenca na atividade hidrolitica entre os tratamentos
(Figura 30). Por isso, ap0s a incubag&o da proteina no meio de reacdo, esta enzima
apresentou atividade de 0,042 umol de Pi mg ptn” min” no mesotrione, e de 0,059
umol de Pi mg ptn™ min™ no controle. J& aos 12 DAA, a atividade hidrolitica nos
tratamentos permaneceu constante, nos quais a hidrolise do ATP pela V-ATPase
com mesotrione foi de 0,099 ymol de Pi mg ptn™" min” e no controle foi de 0,085 umol
de Pi mg ptn”” min (Figura 30).
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Figura 30: Atividade hidrolitica da V-ATPase em vesiculas de tonoplasto isoladas de
caule de milho tratadas ou ndo com mesotrione (192 g ha™) aos 03, 07 e
12 DAA. Resultado expresso como média + desvio-padrao (n=4).
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5.2.3. Atividade hidrolitica da V-ATPase em raiz de milho nas trés épocas apods

aplicagao (trés, sete e 12 DAA) do mesotrione

A atividade hidrolitica da V-ATPase no tecido de raiz de milho aos trés DAA
foi praticamente igual nos dois tratamentos (Figura 31). Deste modo, apos a
incubagao da proteina no meio de reagdo com vesicula de tonoplasto, a hidrélise do
ATP pela V-ATPasica no tratamento com mesotrione foi de 0,123 umol de Pi mg ptn’
min” e no controle de 0,115 umol de Pi mg ptn” min™.

Aos sete DAA constatou-se que a atividade da V-ATPase da raiz de milho,
submetida ao tratamento com mesotrione, foi maior (0,148 umol de Pi mg ptn” min™)
comparada ao controle (0,097 umol de Pi mg ptn” min). Em compensagé&o, aos 12
DAA, a atividade hidrolitica com o herbicida (0,238 umol de Pi mg ptn”" min™) foi
praticamente igual ao controle - 0,241 umol de Pi mg ptn™” min™" (Figura 31).
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Figura 31: Atividade hidrolitica da V-ATPase em vesiculas de tonoplasto isoladas de
raiz de milho tratadas ou ndo com mesotrione (192 g ha™) aos 03, 07 e 12
DAA. Resultado expresso como média + desvio-padrao (n=4).
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55.2.4. Estimulacao da atividade hidrolitica da V-ATPase em folha, caule e raiz

de milho

A estimulagcdo da V-ATPase nos diferentes tecidos da planta de milho,
submetidas ao tratamento com mesotrione (Figura 32) nao foi tdo ativada quanto as
H*-PPases nos mesmos tecidos analisados. No entanto, pesquisas tém demonstrado
que a relagao estequiométrica no transporte de H* e na hidrélise de ATP (H'/ATP)
pela V-ATPase varia de 1,75 a 3,28, dependendo do pH citoplasmatico e do [Umem
do vacuolo (Davies et al., 1994). Ja a proporgao de H* e hidrolise de PPi (H'/PPi)
pela V-PPase ¢é de 1,0 (Maeshima, 2001).

No tecido de folha, a estimulacdo da V-ATPase foi de 57% com mesotrione
aos sete DAA. Porém, aos 03 e aos 12 DAA, nado houve alteragcdo nos tratamentos,
enquanto que, no tecido do caule aos 07 DAA, o mesotrione inibiu a V-ATPase em
menos 28%, e aos 03 e aos 12 DAA, ocorreu um pequena estimulagéo de 21% e
15%, respectivamente, em relagdo ao controle (Figura 32).

Na raiz de milho, na época aos 07 DAA, a V-ATPase foi estimulada pelo
mesotrione em 52%, porém, no periodo de 03 e de 12 DAA, nao houve praticamente

estimulacao (Figura 32).
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Figura 32: Percentagem de estimulagao (+) ou inibicdo (-) em relagéo ao controle da
atividade hidrolitica da V-ATPase em vesiculas de tonoplasto isoladas de
folha, caule e raiz de milho aos 03, 07 e 12 DAA do herbicida mesotrione
Resultado expresso como média + desvio-padréo (n=4). Os asteristicos

(*) denotam estatisticamente significativos pelo teste F (p < 0,05) em
relagado ao controle e em cada tecido e época.

5.3. Atividade hidrolitica da H*-ATPase do tipo P de membrana plasmatica

5.3.1. Atividade hidrolitica da H*-ATPase em folha de milho aos sete dias apés

aplicagao (DAA) do mesotrione

O efeito do herbicida na atividade da H*-ATPase de membrana plasmatica
nos tecidos de folha, caule e raiz foi estudado com base nas medidas da hidrélise do
ATP total (sem vanadato), insensiveis (com vanadato) e sensiveis (sem vanadato
menos com vanadato) (Figura 33).

Nos ensaios enzimaticos, nos quais foram utilizadas vesiculas isoladas de
membrana plasmatica de folha de milho aos 07 DAA, a atividade ATPasica sem
vanadato no tratamento com mesotrione foi superior em 28% (0,05996 umol de Pi
mg ptn™ min") ao controle (0,0466 umol de Pi mg ptn™” min™). Por outro lado, no meio
de reagao com vanadato, houve uma estimulagdo no tratamento com mesotrione de
69% (0,016 umol de Pi mg ptn” min’) em relagdo ao controle (0,009 umol de Pi mg
ptn™ min) (Figura 33), enquanto a atividade ATPasica sensivel nio diferiu nos
tratamentos com mesotrione (0,043 umol de Pi mg ptn” min™") em relagéo ao controle
(0,037 umol de Pi mg ptn” min™). Ja no periodo de 03 e 12 DAA, nao foi observada

alteracao entre os tratamentos (dados n&o apresentados).
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Figura 33: Atividade hidrolitica da H*-ATPase em vesiculas de membrana plasmatica
isoladas de folha de milho tratadas ou ndo com mesotrione (192 g ha™)
aos 07 DAA. As atividades enzimaticas foram realizadas em meio de
reacdo sem vanadato (inibidor), com vanadato e pela subtragdo destas
obteve-se a atividade especifica (sensivel). Resultado expresso como
média + desvio-padrao (n=4).

5.3.2. Atividade hidrolitica da H*-ATPase no caule de milho aos trés dias apos

aplicacao (DAA) do mesotrione

O atividade da ATPasica de membrana plasmatica pode ocorrer por meio do
incremento do ciclo catalitico ou do aumento da expressao de genes que codificam
maior quantidade de bombas H* (Oufattole et al., 2000; Harper et al., 1994). A
atividade hidrolitica da H*-ATPase do tipo P em tecido do caule, aos 03 DAA, no
tratamento com mesotrione no meio de reagédo sem vanadato foi maior (0,127 umol
de Pi mg ptn” min”) do que o controle - 0,080 umol de Pi mg ptn” min™ (Figura 34).
Por outro lado, ndo houve diferenga na atividade nos tratamentos no meio de reagao
com vanadato, entretanto ocorreu diferenca na atividade especifica (sensivel) no
tratamento com mesotrione (0,097 umol de Pi mg ptn™” min"), quando comparado ao
sem herbicida (0,059 umol de Pi mg ptn" min™). Becker et al. (1993) relatam que a

atividade especifica de vesicula de membrana plasmatica purificada esta na faixa de
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01 a 02 umol Pi mg ptn" min”, superior aos valores encontrados no presente

trabalho.
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Figura 34: Atividade hidrolitica da H*-ATPase em vesiculas de membrana plasmatica
isoladas de caule de milho tratadas ou ndo com mesotrione (192 g ha™)
aos 03 DAA. As atividades enzimaticas foram realizadas em meio de
reacao sem vanadato (inibidor), com vanadato e pela subtragdo destas
obteve-se a atividade especifica (sensivel). Resultado expresso como
média t desvio-padrao (n=4).

5.3.3. Atividade hidrolitica da H*-ATPase no caule de milho aos sete dias apoés

aplicacao (DAA) do mesotrione

Como se observa na Figura 35, no meio de reagdo com vanadato, a
atividade hidrolitica da H*-ATPase do caule aos 07 DAA nao diferiu nos dois
tratamentos. Por outro lado, a atividade sem o vanadato foi menor no tratamento com
mesotrione (0,091 pmol de Pi mg ptn" min') quando comparado ao controle
(0,127umol de Pi mg ptn min™), ja a atividade especifica (sensivel) com mesotrione
(0,059 umol de Pi mg ptn min™") foi menor em comparagédo ao controle (0,098 ymol
de Pi mg ptn”" min™). Também foi menor no tratamento com mesotrione a formagéo
do gradiente de H' dependente de ATP medido pela queda da fluorescéncia da
sonda ACMA (Figura 36).
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Figura 35: Atividade hidrolitica da H*-ATPase em vesiculas de membrana plasmatica
isoladas de caule de milho tratadas ou ndo com mesotrione (192 g ha™)
aos 07 DAA. As atividades enzimaticas foram realizadas em meio de
reagdo sem vanadato (inibidor), com vanadato e pela subtragao destas
obteve-se a atividade especifica (sensivel). Resultado expresso como
média + desvio-padrao (n=4).
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Figura 36: Formagao do gradiente de protons pela H*-ATPase de vesiculas isoladas
de caule de milho tratadas com e sem mesotrione aos 07 DAA. O meio de
reacao conteve 10 mM Mops-Tris (pH 7,0), 03 mM MgCl,, 100 nM KCI, 02
MM de ACMA e 50 ug de proteina. A reacéo foi iniciada com adigdo de 01
mM de PPi a 30 °C. Apds o declinio do gradiente de H*, o protondforo
NH,CI foi adicionado, promovendo a recuperac¢ao da fluorescéncia-base.

5.3.4. Atividade hidrolitica da H*-ATPase no caule de milho aos 12 dias apds

aplicacao (DAA) do mesotrione

Segundo os resultados apresentados na Figura 37, a atividade ATPasica de
membrana plasmatica do caule aos 12 DAA foi menor no meio de reagdo sem
vanadato quando submeteram-se as plantas ao mesotrione (0,064 umol de Pi mg

1

ptn” min") em comparagdo ao controle (0,184 umol de Pi mg ptn" min’).

Comportamento semelhante foi observado no meio de reagdo com o inibidor
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vanadato, no qual a atividade com o herbicida foi de 0,033 umol de Pi mg ptn™ min,

em relacgdo ao tratamento sem herbicida que foi de 0,066 umol de Pi mg ptn” min™.
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Figura 37: Atividade hidrolitica da H*-ATPase em vesiculas de membrana plasmatica
isoladas de caule de milho tratadas ou ndo com mesotrione (192 g ha™)
aos 12 DAA. As atividades enzimaticas foram realizadas em meio de
reacdo sem vanadato (inibidor), com vanadato e pela subtragdo destas
obteve-se a atividade especifica (sensivel). Resultado expresso como
média + desvio-padrao (n=4).

5.3.5. Atividade hidrolitica da H*-ATPase em raiz de milho aos 12 dias apoés

aplicagao (DAA) do mesotrione

Ao analisar a atividade ATPasica da membrana plasmatica de raiz de milho,
na época de trés e sete DAA, ndo se constatou alteragdo no tratamento com
mesotrione em relagdo ao controle (dados n&o apresentados).

Por outro lado, na Figura 38 deparou-se com a atividade ATPasica em
vesiculas isoladas de membrana plasmatica de raiz aos 12 DAA. Observou-se que,
no meio de reagcdo sem vanadato, os tratamentos apresentaram atividade
semelhante no mesotrione (0,589 umol de Pi mg ptn™ min”) e no controle (0,500

umol de Pi mg ptn” min™). Também no meio de reagdo com vanadato (inibidor) os
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tratamentos apresentaram praticamente valores semelhantes. Por fim, em relagao a
atividade especifica (sensivel) da H*-ATPasica, verificou-se que o tratamento com
mesotrione apresentou atividade hidrolitica maior (0,390 umol de Pi mg ptn min™) do
que o controle (0,296 umol de Pi mg ptn™ min™).
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Figura 38: Atividade hidrolitica da H*-ATPase em vesiculas de membrana plasmatica
isoladas de raiz de milho tratadas ou ndo com mesotrione (192 g ha™') aos
12 DAA. As atividades enzimaticas foram realizadas em meio de reagao
sem vanadato (inibidor), com vanadato e pela subtragdo destas obteve-se
a atividade especifica (sensivel). Resultado expresso como média *
desvio-padrao (n=4).

5.3.6. Estimulacao da atividade hidrolitica da H*-ATPase em folha, caule e raiz

de milho

Ao verificar a percentagem de estimulo das vesiculas da H*-ATPase de
membrana plasmatica nos trés tecidos analisados (Figura 39), constatou-se que esta
bomba primaria de prétons nao foi afetada pelo mesotrione. Nesse sentido, nao
houve praticamente estimulo ou inibicdo da H*-ATPase da plasmalema de folha
tratada com mesotrione nas trés épocas analisadas.

Por outro lado, as vesiculas de H*-ATPase do caule tratadas com o herbicida

comportaram-se de maneira diferente em cada época avaliada, quando comparadas



79

ao controle (Figura 39). Assim, essa enzima apresentou estimulagdo com mesotrione
de 64% aos trés DAA. Por outro lado, nos periodos de sete e 12 DAA, ocorreu
inibigdo no tratamento com mesotrione na ordem de 40 e 76%. No tecido de raiz de
milho ndo houve estimulacdo da ATPasica com mesotrione nas duas primeiras
épocas de avaliagédo (trés e sete DAA), enquanto que, aos 12 DAA, esta enzima
apresentou estimulacao significativa de 32%.

De acordo com os resultados obtidos, a H*-ATPase do caule de milho foi a

mais afetada nos trés periodos avaliados, quando submetidas ao tratamento com

mesotrione.
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Figura 39: Percentagem de estimulagao (+) ou inibicdo (-) em relagdo ao controle da
atividade hidrolitica da H*-ATPase em vesiculas isoladas de membrana
plasmatica de folha, caule e raiz de milho aos 03, 07 e 12 DAA do
herbicida mesotrione. Resultado expresso como média + desvio-padrao
(n=4). Os asteristicos (*) denotam estatisticamente significativos pelo
teste F (p < 0,05) em relacdo ao controle e em cada tecido e época.
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5.4. Fotossintese

A taxa fotossintética em plantas de milho no tratamento com mesotrione foi
reduzida quando comparada ao controle (Figura 40 A), principalmente nos primeiros
cinco dias apoés aplicacdo do herbicida. Assim, o valor da taxa fotossintética no
tratamento com mesotrione nas épocas 01, 02, 03 e 05 DAA foi reduzida em 78, 66,
75 e 25% respectivamente, em relagdo ao controle. Por outro lado, aos 07 DAA, os
valores da fotossintese nos dois tratamentos praticamente se igualaram,
correspondendo a 8,95 pmoL CO; m™s™ no controle, e a 8,26 umol CO, m?s” no
tratamento com mesotrione (Figura 40 A).

Ja a condutancia estomatica foi menor nos trés primeiros DAA do herbicida
no tratamento com mesotrione, observando-se reducdao de 44%, 31% e 59%,
respectivamente, nos estadios de 01, 02 e 03 DAA (Figura 40 B). Esta reducgéo da
condutancia pode ter ocorrido devido ao fechamento do estdbmato, restringindo o
influxo de CO; nas células do mesofilo. No entanto, os valores dos tratamentos aos
05 e 07 DAA foram praticamente iguais. Nesse sentido, os parametros de
condutancia podem ser utilizados como indicadores de danos de herbicida em

plantas de milho.
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Figura 40: A - Taxa fotossintética e B — Condutancia estomatica em plantas de milho
em 07 épocas de avaliacdo apds a aplicagao do herbicida mesotrione
(192 g ha™). Resultado expresso como média * desvio-padrado (n=5).
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5.5. Medicao da fluorescéncia da clorofila a

Ao realizar a medi¢cao de fluorescéncia da clorofila a nas plantas de milho
tratadas com e sem o mesotrione, por meio do aparelho PEA Il (Hansatech
Instruments Co. UK) constatou-se que o herbicida afetou o rendimento quantico
maximo (Fv/Fn), AREA (area acima da curva da cinética de emissao da
fluorescéncia), F, e Fm. Bolhar-Nordenkampf e Oquist (1993) descrevem que a
ocorréncia de alteracdo em alguns desses parametros de fluorescéncia pode indicar
a auséncia ou a presenca de danos no processo fotossintético.

A razao entre as fluorescéncias variavel e maxima - F./F - expressa a
eficiéncia relativa de captura da energia de excitacdo pelos centros de reagéo
abertos do FS Il (Krause e Weis, 1991) que, segundo Haehnel et al. (1982), pode
representar a eficiéncia quantica do transporte de elétrons por meio do FS Il. Dessa
forma, pode-se verificar, na Figura 41A, que houve diferenca no valor de F./Fn, no
tratamento com mesotrione (0,308) a partir do primeiro (01) DAA em relacdo ao
controle (0,643). Esta diferenga se prolongou com menor diferenga até aos 03 DAA do
herbicida, porém, apdés os 05 e 07 DAA, ndo houve alteracdo entre os tratamentos.
Portanto, aos 07 DDA, o valor de F./F, no mesotrione foi de 0,739 e, na testemunha
foi de 0,76 estando muito préximo da faixa ideal que pode variar segundo Bolhar-
Nordenkampf et al. (1989), de 0,75 a 0,85 em plantas ndo submetidas a estresses.

A AREA, que significa valores acima da curva de fluorescéncia
compreendida entre F, e F. € proporcional a quantidade dos aceptores de elétrons
aptos na captura de fotons. Por isso, a area da curva € drasticamente reduzida se a
transferéncia dos centros de reagao para o pool de plastoquinona for bloqueada (de
Q. para Qp) por algum tipo de estresse como, por exemplo, os herbicidas,
principalmente os inibidores do fotossistema Il (Murata e Fork, 1975). Dessa forma,
observa-se, na Figura 41B, que o tratamento com mesotrione afetou a AREA nas
primeiras cinco avaliagbes em relagdo ao controle. Portanto, nos intervalos de 01, 02,
03 e 05 DAA do herbicida, o mesotrione reduziu a drea em torno de 91%, 86%, 51%
e 38% em comparagdo ao controle, respectivamente. Por isso, esta redugéo foi
decrescendo com o passar dos dias analisados, nos quais 07 DAA nao houve mais

diferenca entre os tratamentos (Figura 41B).
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Figura 41: Valores médios dos parametros de fluorescéncia da clorofila a em folha de
milho tratadas com e sem herbicida mesotrione (192 g ha™') em 05 épocas
de medi¢cdo. A- F./Fn, B- AREA (area acima da curva da cinética de
emissao da fluorescéncia ou curva de Kautsky), C- F,, D - Fi.. Resultado
expresso como média + desvio-padrao (n=20).

A fluorescéncia inicial - F, - é definida por Van Kooten e Snel (1990) como a

intensidade de fluorescéncia quando todos os centros de reagao do fotossistema Il

(FS 1) estao abertos e sem energia. Dessa forma, observa-se na Figura 41C, que os

valores de F,, nos tratamento com e sem herbicida, comportaram-se de forma

diferente nas trés primeiras medicdes. Assim, nos periodos 01, 02 e 03 DAA, o

tratamento com mesotrione reduziu os valores de F, em 82%, 53% e 44% em

relacdo ao controle, respectivamente, sendo que apos os 05 DAA nao houve mais

diferenca entre os tratamentos. Os valores de F, a partir dos 05 DAA podem estar

relacionados com a recuperacgao do aparato fotossintético da planta.
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Admite-se que a fluorescéncia inicial € originada das moléculas de clorofilas
do sistema antena do FS Il, ndo ligadas aos centros de reacdo, e a energia de
excitagcado gerada nesses pigmentos n&o € extinta pelos centros de reagao abertos, o
que pode elevar a intensidade de Fo (Krause e Weis, 1991).

A fluorescéncia maxima - Fn, - é definida como a intensidade de
fluorescéncia em que todos os centros de reacao do FS Il estdo abertos, ou seja, a
extingdo fotoquimica € igual a zero, e todos os processos de extingdo né&o-
fotoquimica estdo no minino (coeficiente de extingdo nao-fotoquimico igual a zero)
(Van Kooten e Snel, 1990). Por isso, pode-se verificar que os valores de Fn, neste
trabalho, apresentaram diferencas nos parametros obtidos do tratamento com
mesotrione em relagdo ao controle, até o estadio de 05 DAA (Figura 41 D). Sendo
assim, a partir dos 07 DAA, os valores do tratamento com mesotrione (2474) se
aproximam do controle (2476). Para Bacarin e Mosquim (1998) a diminui¢gdo nos

valores de Frn, pode estar relacionada a redugao nos teores de clorofila.

5.6. Crescimento das plantas de milho

Com relagdo a analise das variaveis biométricas como altura da planta,
ganho da biomassa verde, biomassa seca da raiz e parte aérea na época aos 07
DAA, néao foi constatada externamente indicios de diferenga significativa entre os

tratamentos no crescimento (Tabela 11).

Tabela 11: Valores médios para o crescimento das plantas de milho aos 07 dias apés
a aplicagdo do herbicida mesotrione (192 g ha™)

Tratamentos Altura Massa verde da Massa seca Massa seca da
(cm) parte aérea (g) da raiz (g) parte aérea (g)

Controle 62,12 a 36,67 a 599 a 3,93 a

Mesotrione 62,80 a 35,90 a 5,78 a 3,87 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Na época, aos trés DAA do herbicida, foram observados sintomas de

intoxicagdo nas plantas de milho com mesotrione, principalmente na 3% e na 42
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folhas, cujos sintomas aumentaram progressivamente até o periodo de 05 DAA
(Figura 42). Contudo, tais sintomas foram diminuindo apds este periodo, restando
pouca evidéncia de intoxicagdo aos 12 DAA (Figura 43). As folhas que surgiram apos

a aplicacao do herbicida ndo apresentavam sintomas de intoxicacao.
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Figura 42: Sintomas visuais de intoxicagao por mesotrione em plantas de milho, aos
03 e 07 DAA. A - Controle; B — Herbicida mesotrione (192 g ha™).
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Figura 43: Sintomas visuais de intoxicagao por mesotrione em plantas de milho, aos
12 DAA. A — controle; B — herbicida mesotrione (192 g ha™).

5.7. Leituras do clorofilometro (SPAD) em folhas de milho

O indice Relativo de Clorofila (IRC) obtido pelo equipamento SPAD no
tratamento com mesotrione indicou efeito significativo em todas as épocas
analisadas (Figura 44). O mesotrione afetou o teor de clorofila nas folhas de milho
nas 07 épocas analisadas. Este método, acompanhado de outras técnicas, pode ser
utilizado como ferramenta importante em plantas submetidas a herbicidas para

averiguacgao do teor relativo de clorofila na folha.
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Figura 44: Leituras do SPAD em folhas de milho sem e com tratamento de herbicida
mesotrione (192 g ha') em 07 épocas diferente. Médias seguidas de
mesma letra na linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade (n=25).

5.8. Teor de nutriente nas folhas de milho

Os resultados do teor de nutrientes obtidos no presente estudo indicam que o
herbicida mesotrione ndo afetou esse parametro nas terceira e quarta folnas do milho
em relagdo ao controle, aos 07 DAA (Tabela 12). Nesse sentido, dentre os teores
ideais de nutrientes encontrados nas folhas do milho, apenas o Mg esta deficiente
nos dois tratamentos, estando o restante na faixa ideal para a cultura do milho
(Martinez et al., 1999).
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Tabela 12: Teor de nutriente em folha de milho aos Sete DAA do herbicida
mesotrione (192 g ha™)

Macronutriente - g kg™ Micronutriente - mg kg™’
N | P | K| cal| Mg Mn [ Fe | Zn | Cu
Controle 40,496 3,685 29,7 7,14 168 | 111,3 1993 36,24 9,14
Mesotrione | 40,272 3916 329 7,26 1,60 | 1044 203,3 33,88 8,84

N — nitrogénio; P — fésforo; K - potassio; Ca — calcio; Mg — magnésio; Mn —
manganés; Fe — ferro; Zn — zinco; Cu — cobre. Todos os valores médios na coluna
nao foram significativos pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade (n=10).
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6. DISCUSSAO

O controle quimico das plantas daninhas tem sido o método mais utilizado na
agricultura brasileira, apresentando vantagens em relacdo aos outros métodos,
principalmente, na redu¢cdo de mao-de-obra e rapidez na aplicagdo. O mesotrione é
um herbicida recentemente langado no mercado (MAPA - Diario oficial da uniao,
2003) e, vem sendo utilizado na cultura do milho como herbicida seletivo no controle
em pré e em pos-emergéncia das plantas daninhas dicotiledéneas e, também, de
muitas monocotileddneas (Rodrigues e Almeida, 2006).

Tem sido postulado que o mesotrione atua inibindo a enzima p-
hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD, EC1.13.11.27) em plantas, a qual manifesta
efeito toxico (Norris et al., 1998; Pallet et al., 1998). Em plantas tolerantes, como é o
caso do milho, devem existir sistemas bioquimicos que promovam a eliminagao do
herbicida (Bartlett e Hall, 2000; Kreuz et al., 1996; Cole, 1994). Entretanto, algumas
variedades parecem ser mais sensiveis, pois apresentam sintomas de intoxicagao
gue comegam a aparecer a partir do terceiro dia apds a aplicagao (Masiunas et al.,
2004), o que foi observado neste trabalho (Figura 42). Nos primeiros dias apos
aplicagdo, o mesotrione promoveu leve sintoma de clorose e branqueamento na
terceira e quarta folhas do milho (hibrido Braskalb 330), as quais estavam mais
desenvolvidas no momento da aplicacao (Figura 42). Este sintoma pode ser atribuido
a molécula do herbicida no citoplasma, de modo que, o aparato bioquimico da planta
nao realizou a desativagdo de todo mesotrione (Masiunas et al., 2004; Norris et al.,
1998), porém, a partir dos 07 DAA as plantas de milho apresentavam sinais de
desintoxicagao (Figura 43). Foi observado também que as folhas novas que surgiram
apods a aplicacdo do herbicida ndo apresentavam sintomas de intoxicacdo, mesmo
sendo o mesotrione de agao sistémica na planta (Mitchell et al., 2001), possivelmente
as moléculas deste herbicida nao foram trasnlocadas para os tecidos em
desenvolvimento.

A absorcao foliar de herbicida € um processo complexo, envolvendo a

passagem das moléculas da superficie externa da folha, através da cuticula, para o
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interior da célula (Figura 45). Essa passagem para o interior da folha é também,
funcdo da natureza quimica e fisica da cuticula, da caracteristica e concentragao do
produto, da formulagdo do ingrediente ativo e do ambiente em que as folhas se

desenvolvem (Devine et al., 1993).
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Figura 45: Esquema representativo da translocacdo das moléculas de herbicida através da
superficie de folha até a cuticula e parede celular, por diferenca de gradiente de
concentracao. (Fonte: Adaptado de Merotto e Fischer, 2004).

A hipotese inicialmente proposta sobre a possivel participacdo dos
transportadores primarios de protons, na desintoxicagcdo do mesotrione, em plantas
de milho, pode ser confirmada pelos resultados apresentados. A abordagem
cientifica utilizada para comprovar os resultados descreve as épocas de maior
desintoxicacido do herbicida e a estimulagao das enzimas.

Vale ressaltar que existem poucos trabalhos na literatura relacionando o
comportamento desses transportadores na desintoxicagao de herbicidas nas plantas.
Dessa maneira, € interessante frisar a importdncia de se estudar as bombas
primarias de préotons, como uma ferramenta simples e rapida para testar a eficiéncia
de herbicidas em determinada espécie de planta de interesse econdmico, podendo

ser estudado em células in vitro (Cole, 1994). Para auxiliar também os estudos das
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bombas primarias de prétons, com herbicidas, € importante correlacionar com o
aparelho fotossintético, a fim de conhecer melhor os possiveis danos que os
herbicidas posam provocar nas plantas tratadas.

A molécula do mesotrione, ao atravessar a membrana plasmatica da planta,
pode interferir no metabolismo ou ser desativada e/ou eliminada do citoplasma.
Provavelmente a translocacdo das moléculas para o interior da célula é realizada por
transportadores secundarios, mediante a formagdo de um gradiente eletroquimico
gerado pelas bombas primarias de prétons - H*-ATPase tipo P- (Bressan et al.,
1998; Hull e Cobb, 1998). Possivelmente, pelos resultados obtidos neste trabalho, as
bombas primarias de prétons de membrana plasmatica e de tonoplasto das plantas
de milho tiveram participacéo na tolerancia ao mesotrione.

Os resultados indicam que a H*-ATPase do tipo P pode ter sofrido uma
modulada diferencial (ativagdo e inibicdo), na atividade hidrolitica nos diferentes
tecidos e épocas analisados. Possivelmente esta enzima atuou reduzindo as
condicdes de entrada do herbicida para o interior da célula nos tecidos analisados. A
H*-ATPase realiza a hidrolise da ATP (gerando ADP e Pi) e o transporte de protons
para o apoplasto, que vai desencadear uma diferenca de pH e um potencial elétrico
através da membrana plasmatica (Morsomme e Boutry, 2000). Ou seja, o papel
principal da H*-ATPase de membrana plasmatica é ativar o sistema de transporte
secundario, que vai desencadear a absorcdo de nutriente mineral, compostos
organicos (agucares, aminoacidos) e muitas classes herbicidas para o interior da
célula (Logan et al., 1997). Por outro lado, Tomlin, (1997) relata que as moléculas de
herbicidas que s&o altamente lipossoluveis podem afetar significativamente a
organizagdo da membrana plasmatica como barreira, desencadeando a dissipagao
do gradiente eletroquimico de prétons e levando a morte da célula.

E postulado que as folhas de milho tenham sido a principal rota de entrada
do herbicida mesotrione, em relagdo ao caule e a raiz, observada neste trabalho,
pelos dados da atividade hidrolitica das bombas primarias de prétons e, também pelo
desempenho fotossintético. Nos primeiros trés DAA o mesotrione prejudicou o
aparelho fotossintético das plantas de milho (Figura 40 e 41), e também o teor de
clorofila até os sete DAA (Figura 44). Isto possivelmente deve ter danificado a

plastoquinona do esquema em Z da fotossintese e a formacdo do potencial



93

eletroquimico entre o estroma e o lume da membrana do tilacéide. Este potencial é
responsavel pela produgcdo de ATP, podendo ter ocasionado a reducdo desta
molécula energética para a H-ATPase do tipo P e V. Isso indica uma das provaveis
consequéncias da baixa participagéo, principalmente, da V-ATPase (Figura 32) aos
trés DAA, na compartimentalizagdo do mesotrione no vacuolo, em relacdo a H*-
PPase, que foi estimulada em 568% em relagéo ao controle na folha (Figura 27). Os
locais mais provaveis para a acumulagao ou compartimentalizagao das substancias
potencialmente toxicas da célula é o interior do vacuolo e/ou o apoplasto (Bressan et
al., 1998; Serrano, 1996), sendo possivelmente o caminho seguido pelo mesotrione
no milho.

A estimulagdo da H'-PPase aos trés DAA, provavelmente, gerou um
gradiente eletroquimico, energizando os transportadores secundarios, que
promoveram a remocao do herbicida para o interior do vacuolo impedindo a morte da
célula. Os resultados aqui obtidos sao corroborados por Bartholomew et al. (2002),
que descreveram que o0s herbicidas sulfonilureias sao translocados para o interior do
vacuolo, por meio de um gradiente eletroquimico gerado pelas bombas de prétons.
Também, Mornet et al. (1997) relataram que o herbicida paraquat pode ser removido
para o interior do vacuolo por transportadores secundarios de aminoacidos.

A ativacado da pirofosfatase de tonoplasto pelo herbicida aos trés DAA na
folha, pode estar relacionada a maior quantidade de PPi produzido neste tecido. Nos
vegetais o PPi é considerado um substrato alternativo ao ATP, podendo ativar o
metabolismo energético em condigdes de estresse, quando ocorre a reducédo dos
niveis de ATP no citoplasma (Stitt, 1998). O ATP na planta é produzido por meio da
glicdlise, fosforilagdo oxidativa e fotossintese (Nakanishi e Maeshima, 1998), sendo
que a taxa fotossintética e a fluorescéncia da clorofila a foram muito afetadas pelo
mesotrione até aos cinco DAA, com recuperagao apos este periodo (Figura 40 e 41).

Por isso, uma grande quantidade do PPi produzida pela planta, durante
biossintese, pode ser utilizada para aumentar a eficiéncia enérgica de varios
processos citoldgicos (Plaxton, 1996), como, por exemplo, a desintoxicacdo de
moléculas de herbicidas pelas H'-PPase. Logo, em tecidos de crescimento sao
sintetizados RNAs, proteinas e celulose para a construcdo de células e, como

resultado, quantidades elevadas de PPi sdo produzidas, como subproduto destes
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processos metabdlicos. O PPi acumulado em altas concentracdes no citoplasma é
toxico a célula. Com isso, a H'-PPase &€ um dos sistemas que consome PPi do
citoplasma, utilizado como fonte de energia para o transporte ativo de prétons
(Maeshima, 2000; Shiratake et al., 1997). Ja o fosfato (Pi) gerado pelas bombas
primarias de proétons, é utilizado como macronutriente essencial na planta, sendo
utilizado no processo metabdlico, principalmente como substrato em muitas reagdes
de catalise da fotossintese e respiragcdo (Raghothama, 1999).

O elevado estimulo da H*-PPase aos trés DAA também pode ter ocorrido
pelo aumento da atividade catalitica ou superexpressao de genes que codificam a
H*-PPase do tonoplasto, necessitando de futuros trabalhos para evidenciar imuno-
logicamente a maior presenga desta enzima em vesiculas isoladas de tonoplasto,
tratadas com mesotrione. Para Carystinos et al. (1995), o aumento da atividade
hidrolitica possivelmente, & devido ao incremento da H*-PPase de tonoplasto e/ou
aumento da hidrélise de PPi. A regulacdo da expressao desta enzima é simples de
ocorrer porque apresenta peso molecular de aproximadamente 80 kDa, e é
constituida por um unico polipeptidio, sendo facilmente sintetizada pela célula
(Schumacher, 2006). Ao contrario da V-ATPase, que possui peso molecular em torno
de 750 kDa, apresentando até 10 multisubunidades de acordo com a espécie de
planta, destacando-se dentre as enzimas mais complexas encontradas na natureza
(Maeshima, 2001).

A atividade da H*-PPase aos trés e sete DAA em folhas de milho foi
influenciada com a adicéo de potassio no meio de reacao nos tratamentos (Figura 14
e 15), e verificou-se maior ativagado desta enzima com mesotrione, quando o potassio
foi incluido no meio de reagao. Por outro lado, sem o potassio, nao houve diferencga
entre os tratamentos. Desta forma, o mesotrione estimulou a PPasica no meio de
reagao com potassio-dependente (Figura 15 e 16). Nesse sentido pode-se verificar a
importancia do K* na estimulagdo da H*-PPase no tratamento com mesotrione.
Segundo Mimura et al. (2005) e Davis et al. (1992), a atividade PPasica é estimulada
na presencga de K* no citoplasma.

Foi postulado também o envolvimento do mesotrione na estimulagdo da
atividade hidrolitica das bombas primarias de prétons. Porém, em ensaios prévios

realizados em meio de reagao in vitro com vesiculas de tonoplasto de caule, com
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mesotrione, nao foi constatada mudanca na atividade hidrolitica da PPasica e da V-
ATPasica nas concentracdes até 0,8 mM de herbicida (Figura 46 A e B). Entretanto,
a H*-ATPase de membrana plasmatica de raiz foi altamente afetada, a medida que a
concentragédo do herbicida aumentava (Figura 46 C), e em folha, também foi afetada
até 02 mM de mesotrione (Figura 46 D). Como n&o foram realizados hidrdlise in vitro
no restante dos outros tecidos, péde-se extrapolar o mesmo efeito de inibicao
possivelmente, para a H*-ATPase do caule, pois esta enzima pode ter isoformas
praticamente idénticas nos diferentes tecidos da mesma espécie (Alexandersson et
al., 2004).

Nesses dados in vitro em membrana plasmatica realizados ao extrapolar
para o caule com mesotrione, pdde-se exemplificar melhor os resultados da Figura
39, onde a célula modulou ou reduziu a atividade da ATPasica aos sete e 12 DAA,
provavelmente para nao ser danificada por altas concentragcdes de herbicida. Isso
leva a sugerir que a H*-ATPase do tipo P reduz ao maximo a atividade hidrolitica, a
medida que o sistema celular se depara com o aumento da concentracdo do
mesotrione, podendo ser uma estratégica da célula para sobreviver (Figura 47). Por
isso, novas pesquisas devem ser realizadas nesse sentido, com o principio ativo
puro do mesotrione e ndao somente com o produto comercial, para certificar de
possiveis alteracbes das bombas primarias de protons de membrana plasmatica e

vacuolar.
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Figura 46: Atividade hidrolitica das bombas primarias de prétons in vitro com

mesotrione. A - V-ATPase de tonoplasto de Caule; B - H*-PPase de
tonoplasto de Caule; C - H*-ATPase de membrana plasmatica de Raiz e
D - H"-ATPase de membrana plasmatica de Folha. Resultado expresso

como meédia * desvio-padréo (n=3).

A atividade hidrolitica das bombas de prétons que foram afetadas nos tecidos

do caule, quando tratados com mesotrione, foram a H*-PPase e a H*-ATPase do tipo

P. A H*-ATPase do caule apresentou uma modulacéo diferencial no tratamento com

mesotrione nas trés épocas. Aos trés DAA o herbicida promoveu estimulagdo em

torno de 64%. Postula-se que a concentragao do mesotrione nesse tecido era baixa

até este periodo, provocando leve ativacdo. Como foi discutida anteriormente, a H*-

ATPase de vesicula de membrana plasmatica in vitro com mesotrione em baixas

concentragdes (0,06 mM) néo é inibida (Figura 46 D). A medida que se aumentava a

concentracdo do herbicida no meio de reagao, concomitantemente incrementava a

inibicdo da ATPasica (0,6 mM), o que nao foi constatado com a V-ATPase e H*-



97

PPase de tonoplasto, que praticamente nao foram inibidas até a concentracao de 0,8

mM de mesotrione (Figura 46 D).

Parede celular

CITOPLASMA

T \ ATP  opepi /
ADP + Pi

Mesotrione H*

Figura 47: Esquema representativo do transporte (primario e secundario) de
membrana plasmatica e de tonoplasto que translocam moléculas do
mesotrione para o citoplasma e a eliminagdo para o vacuolo. (Fonte:
adaptado de Marty, 1999).

A H*-ATPase do caule pode ter apresentado certa habilidade ao deparar com
possivel aumento na quantidade de herbicida no interior da célula, o que,
possivelmente, reduziu a atividade hidrolitica, para ndo comprometer a sobrevivéncia
da planta. Essa inibigdo de 40% e 76% aos sete e 12 DAA (Figura 39) em relagdo ao
controle, possivelmente gerou condigbes para reduzir ao maximo a entrada de
herbicida para o interior do citoplasma. Este fato ocorreu provavelmente, porque com
o passar dos dias, apos a aplicacdo do herbicida, as moléculas foram sendo
translocadas das folhas, por meio das gotas de agua, até o caule (Figura 48).

Postula-se, com o passar dos dias apdés a aplicagdo do herbicida, ter ocorrido
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elevada concentracdo do mesotrione neste tecido. Com isso, o caule deve ter
recebido elevada concentragao de herbicida, o que fez com que a célula reduzisse
ao maximo a atividade hidrolitica da H*-ATPase, gerando baixo gradiente
eletroquimico e, consequentemente, proporcionando pouca translocacido do
herbicida para o interior da célula (Figura 47). Por outro lado também, muitas
moléculas de mesotrione podem ter sido hidrolisadas e conjugadas no apoplasto,
promovendo a inativagdo ou desativagdo, como foi sugerido por Jacobson e

Shimamabukuro, (1984) em planta de aveia resistente ao herbicida diclofop-methyl.

Figura 48: Esquema representativo da possibilidade das moléculas do mesotrione
serem translocadas da superficie da folha para o tecido do caule.

O caule, além de ter sido atingido pelo herbicida no momento da aplicagéo,
possivelmente pode ter sido contaminado pela translocacdo do mesotrione da folha,
para o caule, por meio de vasos do floema (Figura 49). Segundo Delétage-Grandon
et al. (2001), em regra geral, a mobilidade de herbicida no floema esta relacionada
com a sua propriedade fisico-quimica e com os pardmetros das plantas,
especialmente a velocidade e o pH da seiva no floema. A seiva é, preferencialmente,
translocada das areas de producao (fontes), para as areas do metabolismo ou

armazenamento -drenos - (Taiz e Zeiger, 2004).
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Figura 48. Esquema representativo mostrando as varias possibilidades como a molécula do
herbicida mesotrione se movimenta para o interior da célula de folha, e
possivelmente para o floema. (Fonte: adaptado de Taiz e Zeiger, 2004).
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Shimabukuro e Hoffer, (1992) evidenciaram que o herbicida diclofop-methyl,
utilizado no controle de algumas plantas monocotiledéneas, atua especificamente
nestas espécies, por meio do aumento da permeabilidade de prétons na membrana
plasmatica, mas ndo age diretamente na H*-ATPase. Este herbicida também pode
interagir com a membrana ou com os componentes de membrana (Ratterman e
Balke, 1989) e, possivelmente, nas proteinas receptoras da membrana extracelular,
provavelmente uma glicoproteina que desencadeia a disrupgdo do potencial
eletroquimico da plasmalema (Wright, 1994; Shimabukuro e Hoffer, 1992). Por outro
lado, DiTomaso et al. (1993) sugerem que o herbicida diclofop age como um
iondforo especifico no transporte de protons, através da membrana, o qual
desencadeia a dissipagao do gradiente de H* danificando a integridade de membrana
e o0 movimento livre de ions.

As moléculas de mesotrione translocadas para o interior da célula do caule,
possivelmente eram imediatamente compartimentalizadas no vacuolo, por meio das
bombas H*-PPase. Esta enzima apresentou estimulagdo de 191%, 144% e 110%
aos 03, 07 e 12 DAA (Figura 27). Assim, os resultados de ativagdo das bombas H*-
PPase e a modulagao da H*-ATPase do tipo P, pelo mesotrione, reforcam a hipotese
de que este tecido possivelmente participou na reducao da entrada e no sequestro
do mesotrione.

Ja a V-ATPase de folha aos sete DAA apresentou leve estimulacao (57%) no
tratamento com mesotrione (Figura 32), associada a formagao do gradiente
eletroquimico de prétons, verificado por meio do monitoramento do transporte de H*
(Tabela 07). Esta enzima possivelmente teve alguma participagdo na desintoxicagao
da molécula de herbicida e/ou na recuperacdo de outros processos celulares
prejudicados pelo mesotrione.

A raiz do milho foi o tecido que, provavelmente, recebeu a menor quantidade
do herbicida no momento da aplicagdo. Mesmo assim, as raizes podem ter absorvido
pequena quantidade do herbicida, pois 0 vaso onde a planta cresceu nao foi
protegido no momento da aplicacado, e consequentemente, o solo foi contaminado
com o mesotrione. Logo, as raizes das plantas provavelmente absorveram moléculas

de herbicida com o transcorrer dos dias apds aplicacéo.
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A atividade da H*-ATPase do tipo P de raiz de milho, no tratamento com
mesotrione, apresentou atividade idéntica ao controle aos trés e sete DAA, e
estimulag&o em torno de 32% aos 12 DAA (Figura 39).

A H*-PPase de raiz foi estimulada em 114% e 67% aos trés e sete DAA
respectivamente (Figura 27), indicando a participagcdo desta enzima na
desintoxicagdo do mesotrione. Por outro lado, a atividade hidrolitica da V-ATPase no
tratamento com mesotrione foi praticamente idéntica ao controle aos trés DAA
(Figura 32). Logo, aos sete DAA apresentou estimulacao de 67% no tratamento com
mesotrione, em relagdo ao controle (Figura 32), com possivel contribuicdo na
desintoxicagdo do mesotrione.

As plantas de milho no periodo aos 12 DAA, no tratamento com mesotrione,
nao apresentaram praticamente sintomas de intoxicacdo e o crescimento foi
semelhante ao controle (Figura 43). Assim, a atividade PPasica da folha nesta época
apresentou leve inibicdo com mesotrione (Figura 27). Por outro lado, a V-ATPase e
H*-ATPase nao apresentaram praticamente nenhuma diferenga na atividade entre os
tratamentos, com e sem herbicida (Figura 32 e 39). Isto demonstra a grande
capacidade das plantas de milho em promover a desintoxicacdo do mesotrione, sem
praticamente interferir aparentemente no crescimento das plantas (Tabelas 11), e no
teor de macro e micronutrientes das folhas (Tabelas 12) em relagdo ao controle.

Em relagédo ao perfil do gel unidimensional de proteinas no citoplasma, esta
apresentou maior sintese no tratamento com mesotrione nas duas épocas
analisadas (trés e sete DAA), nos tecidos de folhas e caule (Figura 17 e 22 A e B),
principalmente na faixa de peso molecular compreendida entre 20 a 62 kDa. Muitas
proteinas ou polipeptidios nessa faixa de peso molecular participam da primeira e
segunda Fase de desintoxicagao da molécula de herbicida no citoplasma. Na Fase |
ha envolvimento de enzima importante como a monooxigenases dependentes de
citocromo P450 (P450), que participa nas reag¢des de hidrolise, redugao e oxidagao
nas moléculas de herbicida, com peso molecular variando entre 45 a 62 kDa
(Schuler, 1996). Também nessa Fase |, encontra-se a enzima esterase com peso
molecular que varia de 30 a 40 kDa (Cummins e Edwards, 2004). Ja na Fase I, tém-
se as enzimas glutationa S-transferases com peso molecular em torno de 24 a 30

kDa (Reinemer et al., 1996) e a UDP-glicosiltransferases com peso molecular que
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varia de 40 a 62 kDa (Lamoureux et al., 1991; Leah et al., 1992). Mas para identificar
a possibilidade de participacédo de algumas destas enzimas na desintoxicagéo de
herbicidas, deve-se utilizar a eletroforese em gel de poliacrilamida bidimensional e
espectrometria de massa, onde esta ultima permite determinar a massa precisa da
enzima especifica. Essa informacao pode entao ser utilizada para analisar os bancos
de dados gendmicos, onde as massas de todas as enzimas ou proteinas ja foram
tabuladas.

Quanto ao resultado do perfil eletroforético em gel nas raizes aos trés e sete
DAA, o tratamento com mesotrione reduziu a concentracdo de proteinas no
citoplasma (Figura 26 A e B). Esta redugao podera ter ocorrido possivelmente, por
danos iniciais da fotossintese (Figura 40 e 41), em que o mesotrione danificou até
aos cinco DAA a producdo de acgucares e outros compostos organicos. Segundo
Rajcan e Tollenaar (1999), qualquer dano na atividade fotossintética foliar reduz o
suprimento de carboidratos para as raizes, o qual € de fundamental importancia para
a absorgao de nitrogénio e outros nutrientes que fazem parte da constituigdo das
proteinas ou polipeptidios. Nesse sentido, 0 mesotrione provavelmente prejudicou a
producao de proteinas no citoplasma no tecido de raiz de milho.

Futuros estudos sao requeridos para determinar realmente quais sdo as
possiveis enzimas (P450, glutationa S-transferase, glicosiltransferase, peroxidases,
superoxido dismutase, catalase) e/ou polipeptidios e outras moléculas organicas
(glutationa, agucares, aminoacidos) que se conjugam ao mesotrione. Por isso, 0s
padrées eletroforéticos de proteinas no citoplasma podem fornecer informacgdes
relevantes nos estudos de caracterizagao de proteinas de baixo peso molecular, que
participam na desintoxicacdo de moléculas de herbicida nas plantas. Este método
torna possivel identificar proteinas e/ou poliptidios que podem ser importantes na
tolerancia das plantas a herbicidas e outras perturbagdes ambientais, sendo
considerado uma ferramenta util para este tipo de estudo. No entanto, poucos
trabalhos sdo encontrados na literatura utilizando esta técnica para caracterizacéo de
proteinas associadas na conjugacao e desintoxicagao de herbicidas.

Sintetizando os resultados apresentados, no gel eletroforético unidimensional
de folha, caule e raiz de milho pode-se indicar que os perfis de proteinas foram

alterados no tratamento com mesotrione, no qual este herbicida atua modificando a
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concentracdo das enzimas ou polipeptidios nos tecidos estudados. Esta
possibilidade de alteracdo das proteinas carece de estudos posteriores. Para
Edwards et al. (2000), a protecdo das células de plantas contra herbicidas é
altamente governada pelo incremento de algum modo da transcrigdo de genes que
levam a sintese de enzima especifica para o desencadeamento da desintoxicagao de
herbicidas.

Por outro lado, o conhecimento detalhado das enzimas capazes de promover
a desintoxicacado de herbicidas em plantas é importante, na realidade, em possiveis
manipulagbes com a biotecnologia, visando desenvolver plantas resistentes a
herbicidas ou entender melhor como determinadas plantas daninhas adquire

resisténcia a determinados produtos.
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7. CONCLUSOES

O sistema de transporte de membrana celular tem papel importante na
tolerancia do mesotrione em plantas de milho. De acordo com a hipétese proposta
inicialmente, as bombas H* participam na desintoxicagao do herbicida mesotrione em

plantas de milho.

. Dentre as trés bombas primarias de protons (H*-ATPase tipo P, V-ATPase e
H*-PPase) estudadas, a que apresentou maior atividade hidrolitica foi a H*-PPase
de folha em 568% e 290%, e das raizes em 114% e 123%, aos trés e sete DAA,
respectivamente, e do caule em 191%, 144% e 110% aos trés, sete e 12 DAA em
relacdo ao controle. Enquanto que a H*-ATPase tipo P de caule sofreu uma
modulagado com estimulacédo de 64% aos trés DAA e inibicdo de 40% e 76% aos
sete e 12 DAA;

. A atividade hidrolitica in vitro das H*-ATPases de membrana plasmatica de
raiz e folha tratada com mesotrione foi inibida, porém, a V-ATPase e H*-PPase de
caule nao foram afetadas pelo herbicida;

. A intoxicacdo provocada pelo herbicida mesotrione ndo afetou o crescimento
do milho nos parametros altura das plantas e peso de biomassa seca aos sete
DAA;

. A eficiéncia fotossintética avaliada pela taxa fotossintética, condutancia
estomatica, fluorescéncia da clorofila a, foram prejudicados pelo mesotrione até
cinco DAA, sendo recuperados possivelmente a partir dos sete DAA,;

. Nao houve diferenga nos teores de nutrientes nas folhas entre os tratamentos

de milho aos sete DAA.
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