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Resumo

Liquens sdo organismo muitos sensiveis aos xenobidticos e podem ser utilizados
como bioindicadores de poluicdo ambiental, contudo, sdo escassos os trabalhos que
utilizam liquens no biomonitoramento de poluicdo agricola causado por herbicidas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes doses do herbicida glifosato em
diferentes periodos de exposicdo sobre os liqguens Parmotrema tinctorium e Usnea
barbata afim de avaliar se 0 estresse oxidativo € um biomarcador promissor a ser utilizado
no biomonitoramento de herbicidas por espécies liquénicas. Foi avaliado a concentracdo
de H20> e atividade das enzimas SOD, APX e CAT. Foi observado em ambas as espécies
aumento nas concentracdes de H20. e aumento na atividade das enzimas SOD e APX, 0
que demonstram que ambas as espécies sofreram estresse oxidativo e alteracbes no
metabolismo antioxidante. Desta forma se conclui que o estresse oxidativo é um
biomarcador promissor a ser utilizado em trabalhos que avaliam os efeitos de herbicidas

em espécies de liquens.

1. Introducéo

Uma forma de avaliar os impactos que poluentes podem causar no meio ambiente
e através da utilizacdo de espécies indicadoras de impacto ambiental, os bioindicadores,
através do biomonitoramento. Essa € uma metodologia que faz uso das reacGes bioldgicas
em todos 0s niveis para a caracterizacdo das mudancas nas condi¢des ambientais (Arndt
e Schweizer, 1991). No biomonitoramento se faz uso dos biomarcadores, que podem ser
alteracdes morfologicas, anatdbmicas, fisioldgicas ou moleculares causadas por um
estresse abidtico e que podem ser associados a presenca de contaminagdo ambiental
(Pernia et al., 2008).

Liquens sdo organismos formados pela unido simbidtica e mutualistica entre um
fungo e um microrganismo fotossintetizante. Devido as suas caracteristicas morfoldgicas,
anatdbmicas e fisiolégicas sdo organismos extremamente sensiveis as alteracfes
ambientais, assim sendo considerados excelentes bioindicadores de poluicdo atmosférica
a um nivel global (Ké&ffer et al., 2012; Matos et al., 2017).

O glifosato é um herbicida pos-emergente, ndo seletivo e de acdo sistémica, e tem
como modo de atuacgéo a inibicdo da acdo da enzima sintase do 5-enolpiruvilchiquimato-
3-fosfato (EPSPs), o que leva ao acimulo do &cido chiquimico nos tecidos vegetais e

impede a transformac&o de &cido chiquimico em corismato, o resultado é o acimulo do



acido chiguimico que compromete a sintese dos aminoacidos fenilalanina, tirosina e
triptofano (Velini et al., 2009).

A problematica ambiental do uso deste herbicida se encontra em sua aplicacgéo,
em um fenbmeno chamado de deriva. Deriva é o desvio de goticulas formadas durante a
pulverizagdo e que ndo atingem o alvo, podendo impactar a comunidade boténica no
entorno das areas agricolas (Tuffi-Santos et al., 2011). Glifosato é fitotdxico e pode causar
danos em plantas ndo alvo, diminui¢cdo no contetdo dos pigmentos fotossintéticos, nas
taxas fotossintéticas e respiratorias sdo alguns dos efeitos nocivos mais comuns em

plantas contaminadas pelo herbicida (Ding et al., 2011).

Diversos estresses abidticos podem causar a superproducdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) como *OH (radical hidroxila), O2™ (anion superdxido) H20- (peroxido
de hidrogénio) e 'O, oxigénio singleto (Gil e Tuteja, 2010). Para a protecdo contra esses
intermediarios de oxigénio que sdo prejudiciais ao metabolismo e danosos a estrutura
celular, os organismos investem energia para aumentar a producdo de agentes
antioxidantes, tais como as enzimas dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT);
peroxidase (POX); peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase da glutationa (GPX) e a
redutase da glutationa (GR), que atuam convertendo as ROS em intermediarios menos
toxicos (Gill et al., 2013).

A maioria dos estudos com liquens utilizam a vitalidade das celulas
fotossintetizantes para determinar o impacto de um agente poluente sobre as espécies
estudadas, entretanto, sdo pouco os trabalhos que buscam utilizar o estresse oxidativo e 0
sistema de defesa antioxidante enzimatico como parametros nos estudos em espécies
liguénicas. Estudos que investigam os efeitos do glifosato no metabolismo antioxidante
de liquens ainda séo escassos, sendo assim, o objetivo deste trabalho € avaliar o efeito de
diferentes doses deste herbicida sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio e
atividade de enzimas antioxidantes nos liquens Parmotrema tinctorium e Usnea barbata,
afim de propor um novo biomarcador para a detec¢cdo da presenca deste poluente no meio

ambiente em trabalhos com espécies de liquens.



2. Objetivos

2.1 Objetivo geral
Analisar o estresse oxidativo e 0 mecanismo de acdo do sistema antioxidante
enzimatico nos liquens Parmotrema tinctorum e Usnea barbata expostos a diferentes

concentragdes do herbicida glifosato.

2.2 Objetivos especificos

e Quantificacdo da espécie reativa de oxigénio (ERO) perdxido de hidrogénio
(H202).

e Auvaliacdo da atividade da enzima do sistema antioxidante dismutase do
superdéxido (SOD).

e Avaliacdo da atividade da enzima do sistema antioxidante catalase (CAT).

e Avaliacdo da atividade da enzima do sistema antioxidante peroxidase do
ascorbato (APX).

3. Referencial Tebrico
3.1 Liquens

Liquens sdo uma estavel associacdo simbidtica e mutualistica entre fungos
(micobiontes) e algas e/ou cianobactérias (fotobiontes) que geram um talo. Nesta
interacdo o fotobionte realiza sintese de matéria orgénica através da fotossintese,
produzindo carboidratos para suprir as necessidades do micobionte quanto a respiragéo e
crescimento, j& o micobionte fornece ao fotobionte protecdo mecanica contra a
dessecacdo e altas intensidades luminosas. As interagdes que ocorrem dentro do talo
liguénico sdo complexas e estes organismos podem ser considerados mais como
ecossistemas e comunidades do que um Unico organismo (Honda & Vilegas, 1999;
Fahselt, 2008).

Em sua maioria a anatomia dos liquens é constituida por camadas de tecidos,
sendo geralmente uma espessa camada cortical superior e inferior formada por massas de
hifas fungicas, uma fina camada de células algais sob o cortex superior e uma massa
entrelacada de hifas medulares centrais que suportam a camada algal e auxiliam durante
as trocas gasosas. Contudo, ainda é possivel encontrar uma grande variedade morfoldgica

entre diferentes espécies de liquens (Lawrey, 2009).



Liquens sdo organismos que ndo possuem camadas de protecdo, nao utilizam
raizes para absorc¢do de nutrientes, absorvendo os nutrientes necessarios que se encontram
dispersos no ar, sdo diretamente dependentes da disponibilidade de agua e luz do
ambiente, e ndo apresentam estruturas de excre¢do sendo incapazes de eliminar do talo
substancias indesejaveis, sdo organismos perenes, com crescimento lento e com
morfologia uniforme durante o desenvolvimento. Todas essas caracteristicas tornam os
liguens organismos extremamente sensiveis as mudancas ambientais, sendo assim
considerados como 6timos bioindicadores de poluicdo atmosférica (Kaffer et al., 2012;
Paoli et al., 2012; Boch et al., 2013; Mcmullin et al., 2017).

3.2 Herbicida Glifosato

O herbicida glifosato € um dos mais utilizados na agricultura a nivel global, sendo
comercializado em mais de 130 paises e utilizado no controle de diversas espécies de
plantas daninha. Entre as caracteristicas que o tornou um dos herbicidas mais
comercializados e estudados esta sua alta eficiéncia no controle de espécies indesejadas,
pouco toxicidade para os seres humanos, e ser capaz de proporcionar um aumento
significativo na produtividade de muitas culturas. E um herbicida sistemético, pds-

emergente e com amplo aspecto devido a ndo ser seletivo (Duke & Powles, 2008).

Glifosato tem como mecanismo de acdo a interferéncia da importante via
metabdlica 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase (EPSPS), que catalisa a sintese de
trés aminoacidos aromaticos que sdo fundamentais para o desenvolvimento das plantas
(fenilalanina, triptofano e tirosina), desta forma impedindo a sintese metabolicos
secundarios (compostos fendlicos e nitrogenados) que séo utilizados nos processos
defensivos, reprodutivos e de crescimento vegetal (Velini et al.,, 2008; Olesen &
Cedergreen, 2010; Zobiole et al., 2011).

Em areas de atividade agricola o glifosato geralmente e pulverizado diretamente
nas plantas alvos, contudo, uma por¢do pode atingir a vegetacdo adjacente atraves de
dispersdo de particulas em um processo chamado de deriva, que pode acarretar na
exposicdo e contaminacdo em espécies ndo alvo (Florencia et al., 2017; Dupont et al.,
2018; Lucadamo et al., 2018; Rezende-Silva et al.; 2019).

3.3 Estresse oxidativo



Espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo moléculas que apresentam elétrons
desemparelhados e sdo altamente reativas, podendo causar danos ao metabolismo celular,
tais como; peroxidacdo lipidica, danos ao material genético, oxidacao protéica e inibicdo
enzimatica. Devido aos diversos danos celulares que podem causar os altos niveis de ROS
em plantas precisam ser regulados por um complexo sistema de defesa antioxidante, que
pode ser enzimatico e ndo enzimatico (Verma & Dubey, 2003; Meriga et al., 2004; Mishra
etal.,2011). Entre os principais tipos de ROS estdo o oxigénio singleto (*O), superdxido
radical (O2"), radical hidroxila ("OH) e perdxido de hidrogénio (H202) (Mittler, 2017;
Soares et al., 2019; Hasanuzzaman et al., 2020).

A geragdo de EROS tdxicos como um subproduto ocorre em Varios sitios
celulares, como mitocondrias, cloroplastos, peroxissomos, e apoplasto ( Xie et al., 2019).
O sistema de defesa antioxidativo enzimatico é composto por véarias enzimas, sendo as
principais a dismutase do superdxido (SOD), a catalase (CAT), a peroxidase do ascorbato
(APX), a redutase da glutationa (GR), a peroxidase da glutationa (GPX) e a
sulfotransferase da glutationa (GST). Estas enzimas agem em diferentes compartimentos
subcelulares, mas atuam de forma conjunta para atenuar os danos celulares em células

sob estresse oxidativo (Sharma et al.,2012).
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Figura 1. Representacdo esquematica das vias de eliminacdo de EROs em cloroplastos.
Fonte: Suo et al. (2017).

4. Material e métodos
Duas espécies de liquens amplamente distribuidas e comumente encontradas em
areas de Cerrado foram utilizadas. Como liquen folioso foi utilizado a espécie

Parmotrema tinctorium e para fruticoso Usnea barbata. A coleta de material foi feita em



area de preservacdo permanente, do tipo Cerrado sensu stricto situado na regido do
planalto  verde, municipio de Caiapbnia, coordenadas: 17°1927,5"S e
51°33'25,3"WComo liquen folioso foi utilizado a espécie Parmotrema tinctorium e para

fruticoso Usnea barbata.

Figura 2. Liquens Parmotrema tinctorum (Nyl.) Hale (A) e Usnea barbata (L.) F.H.Wigg
(B) coletados em area de preservacao permanente, do tipo Cerrado sensu stricto.

O experimento consistiu em expor os liquens a um modelo de estresse abiotico.
Em laboratdrio, os liquens foram imersos em diferentes concentragdes de solucdes de
glifosato durante trinta minutos.

Para o experimento foi utilizado quatro concentragdes, 4.8 mg L2, 9.6 mg L (a
recomendada pelo fabricante do produto), 19,2 mg L e controle (com agua destilada
0%.) Como controle foram avaliados liquens das mesmas espécies testadas, mas nao
expostos aos quimicos em questdo. Posteriormente, os liquens foram amostrados para
prosseguimento das analises fisioldgicas em 24, 48 e 72 horas. O delineamento
experimental consiste em esquema fatorial duplo: 02 espécies de liquens, 04
concentragdes e 03 tempos de amostragem. As andlises foram conduzidas em triplicatas,
somando 72 unidades experimentais.

Para as analises de avaliacdo da atividade de enzimas do sistema antioxidante e

quantificacdo do peroxido de hidrogénio, serdo utilizados fragmentos dos talos. Todas as



amostras estdo devidamente coletadas, acondicionadas em nitrogénio liquido e
armazenadas em ultra freezer a -80°C.

A extracdo das enzimas serd realizada a partir da maceracdo de 300 mg de tecido
liguénico em nitrogénio liquido com 50% de Polivinilpolipirrolidona (PVP) e procedendo
ao protocolo de extracdo proposto por Biemelt, Keetman e Albrecht (1998), em que o
tampdo de extracdo € composto por tampéo fosfato de potéssio 100 mM (pH 7,8), EDTA
0,1 mM e &cido ascorbico a 10 mM. Em seguida, o extrato serd submetido a centrifugacao
a 13000 g por 10 minutos, a 4°C. Os sobrenadantes, posteriormente obtidos, serdo
utilizados para avaliar a atividade da dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase do ascorbato (APX).

A atividade da SOD sera determinada com base na metodologia de Giannopolitis
& Ries (1977), em que € avaliada a capacidade da enzima em inibir a fotorreducdo do
azul de nitrotetrazélio (NBT). Para tanto, uma aliquota do extrato enzimatico sera
incubada em um meio contendo 50 mM de fosfato de potassio pH 7,8, metionina 14 mM,
EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM. As amostras, juntamente com o meio de
incubacao, serdo iluminadas com lampada fluorescente de 20 W durante 7 minutos. As
leituras serdo realizadas em espectrofotdbmetro a 560 nm. A atividade da SOD sera
determinada em U mg -1 proteina, em que 1U corresponde a quantidade de enzima
necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT.

Para avaliar a atividade da CAT sera utilizada metodologia proposta por Havir &
McHale (1987). Diante disso, uma aliquota do extrato enzimatico sera adicionada ao meio
de incubacdo contendo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), e perdxido de hidrogénio
12,5 mM. A atividade da enzima seré determinada com base no consumo de H202 a cada
15 segundos, por 3 minutos, a 240 nm em espectrofotémetro. O coeficiente de extingédo
molar utilizado sera 36 mM * cm . A atividade da CAT sera determinada em pmol
H202 min't mg* proteina.

A atividade da APX sera avaliada com base na metodologia de Nakano & Asada
(1981), acompanhada da taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos,
durante 3 minutos. Desse modo, uma aliquota do extrato enzimético sera adicionada a um
meio contendo tampé&o fosfato de potassio 100 mM e pH 7,0, acido ascorbico 0,5 mM e
peroxido de hidrogénio 0,1 mM. O coeficiente de extingdo molar utilizado serd 2,8 mM-
Lem? . A atividade da APX sera determinada em pmol AsA min"t mg proteina.

Para a quantificacdo de H>0. 200 mg de tecido do talo serdo macerado em

nitrogénio liquido e PVPP, sendo homogeneizados em acido tricloroacético (TCA) 0,1%



(m/v) e centrifugados a 10000 g por 15 minutos, a 4°C. A concentracdo de H2O; sera

obtida por espectrofotometria de acordo com Velikova, Yordanov e Edreva (2000).

5. Resultados e Discussao

Na espécie P. tinctorum foi observado efeito do tempo sobre as enzimas SOD (F
= 0.000; p = 0.0000), APX (F = 0.000; p = 0.0000), CAT, (F = 0.000; p = 0.0000), e na
concentracdo de peroxido de hidrogénio (F = 0.000; p = 0.0000). Para a espécie U.
barbata foi observado efeito do tempo e da dose respectivamente sobre as enzimas SOD
(F=0.000; p =0.0000 e F=0.592; p = 0.0000), APX (F = 0.000; p = 0.0000 e F = 0.000;
p = 0.0000), CAT (F = 1.0E+0009; p = 0.0000 e F = 1.0E+0009; p = 0.0000), e na
concentracdo de perdxido de hidrogénio (F = 0.000; p = 0.0000 e F = 6718.808; p =
0.0000).

De modo geral o herbicida glifosato promoveu alteragdes no metabolismo dos
liqguens P. tinctorum e U. barbata com toxidade evidenciada pela aumento na
concentracdo H20> e na atividade de enzimas do sistema antioxidante. Em P. tinctorum e
foi observado um aumento linear nos niveis de peroxido de hidrogénio em relacdo as
doses aplicadas e aos tempos de exposicdo, enquanto para U. barbata foi observado
reducdo linear nos niveis de peroxido de hidrogénio quanto as doses aplicadas e aos
tempos de exposi¢cdo, 0 que € um indicativo que ambas as espécies sofreram estresse
oxidativo (Fig 1 e 2). A producdo de EROS pode ser provocada pela estresse causado por
diversos xenobioticos, inclusive herbicidas como o glifosato (Gomes et al., 2014; Gomes
& Juneau., 2016; Freitas-Silva et al., 2017).
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Figura 3. Concentracdes de peroxido de hidrogénio (H202) em P. tinctorum (A) e U.

barbata (B) em questéo das 4 doses de herbicida glifosato aplicadas.
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Figura 4. Concentragdes de peroxido de hidrogénio (H202) em P. tinctorum e U. barbata

(A) em questdo dos 3 periodos exposicdo ao herbicida glifosato.

Também foi observado em P. tinctorum e U. barbata um aumento linear na
atividade da enzima SOD em relacdo as doses e tempos (Fig 3,4,A), 0 aumento da
atividade desta enzima neste estudo esta provavelmente relacionado ao mecanismo de
defesa celular contra o aumento de superdxidos (O2°) causado pela toxidade do herbicida
glifosato, a SOD atua na dismutacéo de superdxido em H20,, este subproduto em baixas
concentragdes atua como um importante sinalizador celular secundério, mas ainda é um
produto nocivo ao metabolismo celular em altas concentragdes (Gupta et al., 2016), no
entanto, a completa desintoxicacdo celular depende ainda da agdo complementar de
enzimas como APX e CAT que atuam na degradacéo do H202. Foi observado em ambas
as espécies aumento linear na atividade de APX tanto em relagéo as doses e tempos (Fig
3,4,B), com 0 aumento nas concentracdes H20, enzimas do ciclo ascorbato glutationa séo
as primeiras a agir, com APX atuando na reducdo do H202 em &gua e oxigénio. Neste
trabalho foi observado um aumento linear na atividade de CAT em P. tinctorum em
relacdo as doses e reducdo linear na atividade nas duas espécies em relacdo ao tempo (Fig
4,C), CAT é uma enzima que atua na desintoxicacao das altas concentracfes de H202, A

reducdo na atividade desta enzimas em ambas as espécies em relacdo ao tempo de



exposicdo pode estar relacionada aos processos moleculares de regulacdo pos
transcricional e pds traducional onde a enzima pode ter tido sua sintese reduzida ou
estrutura funcional comprometida deixando de ser uma enzima (Délye et al., 2015; Liu et
al., 2019; Spormann et al., 2019).
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Figura 5. Atividade das enzimas do sistema de defesa antioxidante dismutase do
superédxido (SOD) (A), peroxidase do ascorbato (APX) (B) e catalase (CAT) (C)
observados nos liquens Parmotrema tinctorium e Usnea barbata tratadas com doses

crescentes do herbicida glifosato e avaliados em trés diferentes tempos.
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Figura 6. Atividade das enzimas dismutase do superéxido (SOD) (A), peroxidase do
ascorbato (APX) (B) e catalase (CAT) (C) observados nos liquens Parmotrema
tinctorium e Usnea barbata tratados com diferentes doses de glifosato e avaliados em trés

diferentes tempos.

6. Conclusoes

1. O herbicida glifosato promove alteragcdes no metabolismo antioxidante dos
liquens P. tinctorum e U. barbata, causando aumento nas concentragdes de H20>
e alteracOes na atividade de enzimas do sistema antioxidante.

2. O herbicida glifosato induziu resposta metabdlicas semelhantes nos P. tinctorum
e U. barbata.

3. Todas as enzimas testadas se mostraram sensiveis a aplicagdo do herbicida, porém
SOD e APX aparentam ser mais eficientes para atuarem como biomarcadores da
sensibilidade de espécies liquénicas a exposi¢do por glifosato junto aos
concentragdes de H20>.
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