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RESUMO

SOUSA, Camila Pinho de. Acéo de herbicidas sobre a atividade fotossintética de
plantas com metabolismo C; e C4. 2012. 122f. Tese (Doutorado) — Programa de
Pd6s-graduacéao em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Este trabalho teve por objetivodeterminar os parametros fisiolégicos relacionados a
fotossintese por meio de analises da fluorescéncia da clorofila a transiente e
modulada, e das trocas gasosas de discos foliares de plantas com metabolismo C; e
C4 submetidos a herbicidas inibidores do FSII, da sintese de carotendides e da
sintese das clorofilas. O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacdo e
laboratérios da UFPel, no municipio de Capao do Ledao/RS. Foram avaliados discos
foliares de milho e soja obtidos de folhas maduras de plantas em estadio vegetativo.
O esquema fatorial utilizado foi 3x4, sendo o fator A o tipo de herbicida (bentazon,
clomazone e fomesafen) e o fator B a concentragcdo do herbicida (OuM, 100uM,
250uM e 500uM).Foram realizados dois ensaios distintos, sendo utilizadas 15 e 5
repeticoes por tratamento, respectivamente para o ensaio | e Il. No ensaio | foi
avaliado o efeito dos herbicidas sobre a fluorescéncia transiente da clorofila
a,medida utilizando-se um fluorbmetro portatil (HandyPEA, Hansatech). No segundo
ensaio, foi avaliado o efeito dos herbicidas sobre a fluorescéncia modulada da
clorofila a(cinética de relaxamento de fluorescéncia e curvas de fluorescéncia em
resposta a luz) e trocas gasosas, medidas pelo analisador de gas no infravermelho
(IRGA LI 6400XT, LI-COR).O herbicida bentazon foi o que mais afetou as
intensidades defluorescéncia da clorofila e os demais parametros obtidos através
das duas técnicas utilizadas. Os herbicidas clomazone e fomesafenapresentaram
pouca alteracdo dos parametros referentes a fluorescéncia transiente, sendo os
parametros de fluorescéncia modulada e de trocas gasosas mais sensiveis a sua
acao.Os indices de desempenhoPlags € Plagsiotaforam os parametros de
fluorescéncia transiente mais sensiveis a acdo de bentazon, clomazone e
fomesafen, enquanto que para a fluorescéncia modulada, Fs, Fn', ETR e @ps) foram
os parametros que demonstraram maior sensibilidade. As plantas de milho sao
menos sensiveis aos herbicidas bentazon, clomazone e fomesafen que a soja,
sugerindo que plantas com metabolismo C4, embora sofram com a ag¢do dos
herbicidas, apresentam capacidade de tolerancia maior que as espécies com
metabolismo Cs.

Palavras-chave: fluorescéncia da clorofila a, OJIP, PAM, trocas gasosas.



ABSTRACT

SOUSA, Camila Pinho de. Actionof herbicideson thephotosynthetic activityof
plants withC3and C4metabolism. 2012. 122f. Tese (Doutorado) — Programa de
Pos-graduacgédo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The objective of this research wasto studythe physiological parametersrelated to
photosynthesisusingchlorophyll a fluorescenceand gas exchangeon leaf discsfrom a
Csand a Cyplantsubmitted toPSll-inhibiting  herbicides.Both  transientand
modulatedchlorophyll a fluorescence were studied. The herbicides used affect the
synthesis ofcarotenoidsand the synthesis ofchlorophyll. The experimentwas
conducted in a green-house in UFPel laboratory in the town of Cap&o do Ledo/RS.
We evaluatedleaf discsof corn and soybeanobtained frommature leaves ofplantsin
vegetative stage. The factorial arrangement 3x4 was used, where the first factor was
the type of herbicide (bentazon, clomazone and fomesafen) and the other factor was
the concentration of the herbicide (OpM, 100uM, 250uM and 500uM). There were
twodistinctexperiments, with 15and 5 replicatesper treatment. In the first experiment
(n=15), the effects of herbicides onthetransient chlorophylla fluorescencewas
measuredusing aportable fluorometer(HandyPEA, Hansatech). In the second
experiment (n=5), we evaluated the effect of herbicides on modulated chlorophyll a
fluorescence (relaxation kinetics and light curves).Gas exchange was studied using
the parameters determined by the portable infra-red CO, analyzer (model IRGA LI
6400XT, LI-COR). The intensityof chlorophyll fluorescenceand the other parameters
were most strongly affected by the herbicidebentazon.The herbicidesclomazoneand
fomesafencaused relatively smallchanges inthe transient fluorescencedata, whereas
the modulatedfluorescence parametersand gas exchangewere more sensitiveto
clomazoneand fomesafen action. Thedesempenho indexesandPlagsPlasstotal Were the
transient fluorescence parametersmost sensitive tothe actionof the three herbicides.
For themodulatedfluorescence, Fs, Fv’, ETR and ¢ps; were the most sensitive
parametersactionof bentazon, clomazone and fomesafen. Cornleaves were
lesssusceptible to the three herbicidesthansoybeanleaves. Such difference might
suggest that C4 plants have the ability to better tolerateherbicides than species
withonly the Csmetabolism.

Keywords: chlorophylla fluorescence, JIP, PAM, gas exchange.
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1. INTRODUCAO

A fotossintese é o processo fisioldgico fundamental do metabolismo das
plantas, sendo responsavel pelo crescimento e produtividade das culturas, podendo
ser fortemente afetada por estresses ambientais. E um processo pelo qual as
plantas convertem a energia luminosa em energia quimica (ATP e NADPH),
utilizados para a sintese de carboidratos, essenciais para a manutengdo dos
vegetais. O processo fotossintético ocorre nos cloroplastos e compreende duas
etapas interdependentes e simultaneas, a fase fotoquimica (rea¢des de absorgéo e
conversdo da energia luminosa que ocorrem nos tilacdides) e a fase bioquimica
(reagdes de carboxilagdo que ocorrem no estroma).

Os cloroplastos sdo organelas com aproximadamente 5-10umde
didmetro,preenchidos commatriz aquosachamadade estroma, envolta por dupla
camada de membrana(MUSTARDY; GARAB, 2003).No estroma existe um sistema
demembrana continua, conhecido como membranas dostilacdides. Estas
membranasestdo organizadas emgrana(empilhadas) e interligadas pelaslamelasdo
estroma(desempilhadas) (Fig. 1). Asmembranas dos tilacoides sé&o preenchidas

porumafaseaquosa interior, denominada de lumen.

ESTROMA

MEMBRANA DO
TILACOIDE

Figura 1. Micrografia eletrobnica de um cloroplasto. (URL: http://www.uic.edu/classes/
bios/bios100/lecturesfO4am/lect10.htm)
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As clorofilas sdo pigmentos de extrema importancia presentes nos
cloroplastos, que tém a funcdo de absorver a energia luminosa. Sdo moléculas
tetrapirrdlicas com um ion magnésio ao centro, esterificadas com um radical fitol
(STREIT et al., 2005). Embora elas executem suas fun¢gées com alta eficiéncia,
nemtoda a energiade radiagcdo absorvidasegue para a efeito fotoquimico, o excesso
pode serdissipadona formade calor(cerca de18% do total da luzabsorvida pelas
plantas)oure-emitidacomo  fluorescéncia(1-2%)(KRAUSE;WEIS,1991)  (Fig.2).A
fracao de radiacido absorvida e dissipada varia de acordo com o estado metabdlico,
e fornece a base para o entendimento dos processos fotossintéticos.Os
trésprocessos ocorremem competicdodireta,de maneira quequalquer aumentoda
eficiéncia deumira causarumdecréscimo no rendimentodosoutros, masem condicoes
fisiologicas normaiso processo queapresenta maior rendimento € areagéo
fotoquimica da fotossintese,que ocorre dentrodo centrode reacdodo fotossistema Il
(FSII)(BUONASERA et al., 2011).

Luz qg,
SOLAR

189 ~ 2%
B Fotossintese 18%
B Calor \
Fluorescéncia
~ 80%

Figura 2.Destino daenergia absorvida a partirda radiacdo solar.A maioria da energia(cerca
de 80%) é convertidano processofotoquimicoda fotossintese, enquanto que a energia
restanteé dissipadana forma de calor(cerca de18%) ou re-emitidacomo fluorescéncia(1-2%).
(Adaptado de: BUONASERA et al., 2011).

Na etapa fotoquimica da fotossintese a energia luminosa € absorvida pelas
clorofilas presentes nos fotossistemas e em conjunto com os demais componentes
da cadeia de transporte de elétrons da fotossintese é convertida em energia
quimica. O fotossistema Il (FSIl) é um supercomplexo protéico com multiplas
subunidades. Funcionalmente,pode ser descritoem trésdominios

estruturaisprincipais: (1) o nucleode reagaotransmembranaque  consiste



11

numheterodimerocomposto de  duas  proteinas  Dj e Dy  quesédo
centralmenteenvolvidas na ligacdodocomplexofotooxidavel  clorofilaPsgy, €
proporcionama maior parte das ligagées dos cofatorescom o complexoMn,Ca, que
formam o complexo de evolugéo do oxigénio (CEO), local deoxidagédo da agua(LOLL
et al.,2005); (2)o complexo declorofilas doFSlirepresentado pelas antenas interiores
e periféricas e (3)o conjunto de proteinasextrinsecos, que incluem trés subunidades
de membrana que sdo PsbO, PsbP e PSbQ (KERN; GUSKOV, 2011), e estédo
intimamente associados ao CEO, estando localizadas no lado do lumen do tilacéide.

No complexo de clorofilas as antenas interiores consistem em proteinas de
ligacao, chamadas CP47eCP43, formadas por seis
hélicestransmembranarese14e16 moléculas de clorofila a, respectivamente.
Enquanto, as antenas periféricas - LHCII -transferem energia paraa antenainterior,
quetransfere a energiapara o centrode reacdo, sendo formada por
tréshélicestransmembranareshidrofébicaseumahéliceanfipaticaexpostaa  superficie
luminalda membrana, coordenandoseteclorofilas a, cincoclorofilas b, etrés ou
quatromoléculas de carotendides(luteina, neoxantinaeviolaxantina), sendo sua
funcaoprincipal absorverfétonse transportara energia de excitagdopara o centrode
reagcdodo FSIl — Pggo (GUSKOV et al., 2009). Dessa forma a energia do foton
absorvido é transferidaentre as clorofilas, até chegar a feofitina e assim iniciar a
sequéncia de transporte de elétrons para as plastoquinonas Qa € Qg(WILLIANSON
et al., 2011)(Fig. 3). Todos estes cofatores ligam-se as proteinas Dy e D.que
também apresentam um residuo de tirosina e deferro ndo-heme(Fe? *)(XIONG et al.,
1996; ZHU et al. 2005). O nucleo de reacdo ainda apresenta uma
membranaintrinseca, conhecida comocitocromo b559, que €& compostapelas
subunidadesPsbEePsbF (KERN; GUSKOV, 2011).

-

i,

\
Vs Yo

2H*

Fotossistema Il (FSII) Citocromo béf Fotossistema | (FSI)
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Figura 3. Desenho esquematico da etapa fotoquimica da fotossintese (Adaptado de:
ALLAKHVERDIEV, 2011).
Asreacgdesno centrode reacdao doFSlliniciam com aexcitagaodePgsy, que

rapidamenteperde um elétronpara reduzir o aceptorprimario— feofitina, que
transfereo elétronde forma sequencial as plastoquinonas (Qa e Qg) que estdo
ligadas ao centro de reagdo (OKAMURA et al., 2000) (Fig.4A e 4B).Enquanto Qa
esta fortemente ligada na membrana do tilacéide, Qg é levemente ligada (GUO;
TAN, 2011). Depois de receber dois elétrons, Qg™ vai se combinar com dois prétons
do estroma para se tornar uma plastohidroquinona (PQH,) (Fig.4C). A
plastohidroquinona reduzida desacopla-se da proteina D1 e, por difusdo, entra na
porcao hidrocarbonada da membrana, onde transfere os seus elétrons ao complexo
citocromo bef (Cyt bef). A PQH, sera oxidada pelo Cyt bef e a plastoquinina (PQ)
resultante (Figura 4D) ira retornar para o conjunto de PQ (GOLTSEV; YORDANOQV,
1997). O complexo Cyt bsf € desprovido de pigmentos e catalisa a transferéncia de

elétrons entre o FSIl e o FSI.

Qi + Qg < Qa1+ Q5 (4)

Qi + Qz © Q4+t Q3 (B)
Qz% + PQ +2H* - Qz+ PQH, (C)

PQH, -» PQ +2H +2¢e (D)

Figura 4. Esquema das transferéncias de elétrons que ocorrem entre as quinonas FSII
(Adaptado de: GUO; TAN, 2011).

O fotossistema | (FSI) € o outrocomplexo envolvido na fase fotoquimica da
fotossintese. Este complexo recebe elétrons provenientes doFSIl, através da
plastocianina (PC). Os componentes do centro de reagao do FSI estdo organizados
ao redor de duas proteinas principais, PsaA e PsaB. Os elétrons sao transferidos da
PC para o P7qo € dai para um monémero de clorofila (Ag), para uma filoquinona (A+),
para os centros Fe-S, e finalmente para a proteina ferro-sulfurosa hidrossoluvel
ferredoxina (Fd) (TAIZ; ZEIGER, 2009). A flavoproteina associada a membrana,
ferredoxina-NADP redutase (FRN), reduz o NADP* a NADPH, completando assim o

transporte aciclico de elétrons (KARPLUS et al.,1991). Nem todos os elétrons que
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chegam a ferredoxina resultam na formacdo de NADPH, rotas alternativas podem
ser tomadas dependendo da necessidade do vegetal. Os elétrons oriundos da
ferredoxina reduzida, que é produzida pelo FSI, interagem com varias enzimas
ferredoxina-dependente n&o apenas nas assimilagdes de nitrogénio inorganico,
enxofre e fixacdo de N, mas também na regulagcdo do ciclo de assimilagdo de
CO2(FUKUYAMA, 2004).

Adicional ao fluxo aciclico de elétrons, onde os elétrons da ferredoxina sao
transferidos para o NADP®, resultando na acumulacdo de NADPH, existem outros
dois tipos de fluxo de elétrons que podem ocorrer na fase fotoquimica da
fotossintese, o fluxo ciclico e o pseudociclico. O fluxo ciclico ou fosforilagao ciclica
depende apenas da reagao fotoquimica do FSI (MUNEKAGE; SHIKANAI, 2005),
pois 0s seus elétrons sdo reciclados a partir da ferredoxina aplastoquinona, gerando
um gradiente de prétons através da membrana do tilacéide, que resulta na produgao
de ATP, sem acumular NADPH (SHIKANAI, 2007). Neste processo, os elétrons
circulam indefinidamente ao redor do FSI.O fluxo de elétrons pseudociclico ocorre
em certas condigdes fisiolégicas quando o O, recebe os elétrons oriundos da
ferredoxina no lugar do NADP*, através de uma reagdo ndo-enzimatica
(FRIDLYAND; SCHEIBE, 1999). Esta reagao foi descrita por Mehler (1951), e por
esta raz&do, € conhecida como reagcdo de Mehler. Esta reagdo pode ter um
importante papel na protecdo dos vegetais sob condigdes de estresse (HAUPT-
HERTING; FOCK, 2002).

O poder redutor gerado através da fase fotoquimica, NADPH, bem como, a
energia disponivel a partir da hidrélise de ATP, sao criticos para a produgao de
carboidratos a partir de CO;, que ocorre na fase bioquimica (STIRBET,;
GOVINDJEE, 2011). Esta etapa ocorre no estroma dos cloroplastos, num processo
denominado de ciclo de Calvin-Benson, tendo a Rubisco (ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase) como enzima-chave na assimilagdo fotossintética de CO,
(BASSHAM, 2003).

A eficiéncia de conversdo de energia dos fotons para NADPH e ATP é
elevada quando a assimilagao liquida de CO,, é limitada pelo fornecimento de fétons,
neste caso, o rendimento quantico ou eficiéncia fotoquimica do FSII (@rsi) € alto
(MIYAKE et al., 2005). No entanto, quando a assimilacao liquida de CO, é limitada
pela reacdo de carboxilagdo da ribulose-1,5-bisfosfato (RuBP) catalisada pela

Rubisco, a sua eficiéncia é baixa. Como resultado, agrs; diminui e a energia dos
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fétons absorvidos € apenas parcialmente utilizada para assimilagdo de CO,(MIYAKE
et al., 2005). Nestes casos, o excesso de energia noFSIl pode causardanosnas
membranas dostilacoides, estimulando a produgédo de espéciesreativas de oxigénio
(NIYOGI,2000).0 parametro ¢rsipode ser usadopara calcular a taxadetransferéncia
de elétronslinear (ETR) (GENTYet al,1989)

Quando a quantidade deenergia produzida pelo excesso de luz excede a
capacidade detransporte de elétronsparaviasdisponiveis,outrosmecanismos de
deexcitagdotornam-seimportantes. Inicialmente ocorre aproducéo declorofila“triplet”
(Chl), que pode reagircom oxigénio molecularproduzindo oxigénio“singlet”
(*0,),uma espécie muitoreativae nociva para os vegetais (BARBER, 2001).0
danoinclui a oxidagaode lipidos, proteinas e pigmentos(FORMAGGIO et al., 2001),
levando a fotoinibicdodo aparatofotossintético. No entanto, oscomplexos do FSIl e
FSIpossuem pigmentos responsaveis pela protegdo contra fotodanos,
denominadoscarotendides. Estes carotendides saoisoprendides que podem agirde
duas maneiras: (1) por extingaode clorofilas “triplets”ou (Il) por eliminar diretamente o
oxigénio “singlet’; em ambos os casos os“triplets’”de carotendidesquesédo
formadosvoltam parao estado fundamental, produzindo calor (KRIGER-LIZKAY et
al., 2008). Para estes processosocorrerem,clorofilas ecarotendidesprecisam estar
extremamente  proximosporqueelétronssdao  transferidos das  clorofilasaos
carotendidesatravés domecanismo de troca deDexter (a transferéncia de elétrons é
facilitada quando os nucleos dos complexos estiverem em uma determinada posigao
que torna iguais a energia dos elétrons dos sistemas)(SIEFERMANN-HARMS,
1985).Asdistancias entre os pigmentos muito curtassdo mantidas pelasproteinas,
quecoordenamos pigmentos, permitindo assim que a transferéncia de energia
sejarapida eeficiente na fotoprotecado(MOZZO et al., 2008).

A composic¢ao de carotendides de plantas superiores € altamente conservada.
As subunidades do FSIl e FSI codificadas no cloroplasto se ligam a [B-caroteno,
enquanto a antena externa, composta por complexos codificados no nucleo (LHC),
apresentam luteina, neoxantina, e violaxantina a luz moderada, e zeaxantina
(MOZZO et al.,, 2008) através da epoxidagdo de violaxantina sob condi¢cbes de
estresse de luz (GOSS; JAKOB, 2010).

A extensao da fotoinativacdo do FSlldepende diretamente doestado redoxde
Qa(MELIS,1999)e indiretamentedo nivel dedissipacdo de energiatérmica

(NIYOGI,1999)nos complexos deFSll. O estado redox deQae o nivel dedissipagao
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de energiatérmicasdo tradicionalmenteestimados utilizando-seoscoeficientes de
extingdo  fotoquimicos(qP) enao-fotoquimicos (NPQ) de fluorescéncia,
respectivamente (MAXWELL,; JOHNSON,2000;MULLERet al.,
2001;ROHACEK,2002, 2010).

O NPQ é um indice que demonstra claramente o processo fotoprotetor de
excitacdo de estados “singlets” na antena do FSII (LAVAUD,2007). Tem sido
demonstrado que NPQ é de fato essencial tanto para o crescimento 6timo, como
para a sobrevivéncia das plantas sob condi¢des naturais (KULHEIM et al., 2002) e é
induzido porbaixasersi(MIYAKE etal., 2004,MIYAKEetal., 2005).A inducgéo
deNPQrequerumgradiente de pHatravés das membranas dos tilacdéides.
Aacidificacdodo lumen dostilacéidesé impulsionadapelo fluxode elétronsciclicoem
torno doFSI(MIYAKEet al., 2005). O fluxo ciclico de életrons aumenta em condi¢des
de saturagdo de luz e/lou redugcdo da pressaoparcialdeCO.eesta
positivamentecorrelacionado com o NPQ(MIYAKEetal., 2004).0s mecanismos de
indugdo nao-fotoquimico foram classificados em trésclasses: 1) os de extingao
dependente de energia - gE, um componente rapidamente reversivel causado pela
ApH através da membrana tilacoide; 2) os de extingdo dependentes do estado de
transicdo—qT; e 3) os de extingdo dependentes da fotoinibi¢ao - ql (KRAUSE; WEIS,
1991). Todos estes processos tém papéis fisiolégicos que contribuem para a
protecdo do aparelho fotossintético.

Uma maneira comumpara caracterizar aoperacdo de processos
fotoprotetoresou a susceptibilidadea fotoinibicdoé quantificar aresposta a luzdoNPQ.
Isto ¢é feitoatravés da construcdo decurvasNPQ, “versus”a radiancia
fotossinteticamente ativa (RFA) que registramo desenvolvimento deNPQquando
aradiacao incidenteaumenta.Estas curvassdo analogas ascurvas de luz em fungéo
da taxa de transporte de elétrons (ETR) frequentementemedidas, no sentido de
queelas representama variacaodo estado estacionario daatividade
fotossintéticaentre os diferentes niveisde luz, portanto, naoinformandosobre a
cinética dageragaoNPQ, mas sim o nivel deNPQatingivelem cadairradiancia
(MINAGAWA, 2008). A forma dacurva deNPQ“versus’RFAvaria amplamente, em
relacdo tantoa sua formageral quanto aos valores  absolutosde
NPQalcangadas.Normalmente,NPQaumentamonotonicamente comirradiancia,

variando de zero (no escuro), para valores maximos, que variam muitocom o0s
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grupostaxondmicos, estado fisiolégico, restricobes ambientaisou niveis de
luzaplicados.

O estudode processosde dissipacdo de energiaé complicadopelo fato
depesquisadoresutilizaremtermos diferentes paranao-fotoquimico, por exemplo os
parametrosNPQ“versus’gN. Diferentemente de NPQ, que apresenta uma escalade
zero a infinito (MINAGAWA, 2008), o parametro gN,requer uma medicaodeFoe cai
sobreuma escala de0-1sendo, portanto,relativamente insensivela
variagbesdeextingdoa valores mais elevados(KOOTEN;SNEL, 1990).

Ja o parametro gPrepresenta a extincdo causada pelo processo fotoquimico,
ou seja, aquela causada pela utilizacdo da energia para a reducdo do NADP". Ele
indica a propor¢cao de centros de reagao abertos noFSIl (MINAGAWA, 2008),
estando diretamente relacionado com o estado redox deQa, e decresce na

proporgdo do fechamento dos centros de reacéo (redugéo de Q,). Quando a etapa

fotoquimica é bloqueada devido a redugdo de Qa, (QP = 0) o rendimento de
fluorescéncia € maximo. Quando todos os centros de reacdo sao capazes de
realizar fotoquimica, ou seja, quando todas as Qa encontram-se oxidadas, qP é
maximo (= 1) e o rendimento de fluorescéncia é baixo (TING; OWENS, 1992).

Todos estes processoscompetem entre si e contribuem para a reducao de
clorofilas no estado ‘“triplet’.Portanto,umaumentona taxa deumdesses processos,
diminuio rendimento da fluorescéncia(pr) (SERODIO; LAVAUD, 2011).
Historicamente, o termo"extingao" refere-se a todos os processosque reduzem@g.O
rendimento da fluorescéncia,variando no tempo, permite a investigacdo dos
mecanismos através dos quais a energia da luz absorvida em complexos do FSII é
utilizada na fotossintese. De acordo com a lei da conservagdo de energia, o
aumento da eficiéncia dos processos fotoquimicos conduz a diminuicdo da eficiéncia
dos processos ndo-fotoquimicos, em que a energia de excitagao é redistribuida, e
vice-versa. Interpretacdo da extingdo da fluorescéncia da clorofila depende da
capacidade de resolver contribuicdes de muitos fatores que conduzem a redugao do
@F (GENTY et al., 1989; ZHU et al.,2005).

A avaliagdo de fluorescénciapermite a medicdoda fracdode radiagao
absorvidafotossinteticamenteativa naoutilizada na fase fotoquimica pelo centrode
reagaoe, portanto,é geralmente considerada comoumamedida inversada atividadee
do estadofuncional doprocesso fotossintético (BUONASERA et al., 2011).

Inicialmente acreditava-se que por causa das diferentes propriedades de doadores
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de elétrons primarios e da organizagcdo de receptores de elétrons nos centros de
reacao, o FSIl seria muito mais propenso do que a FSI para reemitir parte da energia
absorvida como luz. Entretanto, pesquisas atuais ja buscam informagdes sobre a
fluorescéncia emitida pelo FSI.

Os estudos de fluorescéncia se iniciaram através de observagoes realizadas
por KautskyeHirsch(1931), onde eles constataram que em uma transigao
deescuropara aluza intensidadede fluorescéncia inicialmenteaumenta, seguida por
um declinio até chegar a um nivel constante (Fig. 5). Os avangos tecnolégicosnos
ultimos80 anospermitem, hoje, medireste fendbmenocom muito mais detalhese
comuma resolucdo de tempomuito maior.As reacdes de fotossintese ocorrem no
FSII durante uma grande faixa de tempo. Reagbes que duram até centenas de
picosegundos sao considerados "ultrarapidas" (LAIBLE et al, 1994). As reagdes que
duram de dezenas de microssegundos até dezenas de milissegundos sé&o
consideradas “rapidas”, e aqui se encontram aquelas que ocorrem no lado aceptor
do FSIl, como as que incluem a partilha de elétrons entre as quinonas primarias e
secundarias e as reacbes subsequentes que resultam na reducdo dos
transportadores de elétrons do intersistema. Por ultimo, as reacdes dependentes da
energia de extingao, transicdes de estado, e fotoinibicdo sdo consideradas “lentas” e
a sua duragdo vai de segundos a centenas de minutos (MINAGAWA, 2008).
Diferentes técnicas tém sido aplicadas para a elucidacdo das reacdes em dominios

de tempo diferentes.
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Figura 5. Cinética de emissao da fluorescéncia ou curva de Kautsky. (a) cinética rapida
(escala logaritmica); (b) cinética lenta (escala logaritmica) e (c) curva em escala de tempo
linear (até 120s) (Adaptado de: STRASSER et al., 2004).

O estudo da fluorescéncia da clorofila a, € um método simples, rapido e nao

invasivo, que fornece dados precisos sobre a eficiéncia fotoquimica e efeitos
adversos nas plantas expostas a condicdes de estresse e tem sido utilizado com
sucesso para monitorar mudangas no estado fisiolégico do sistema fotossintético.
Embora a fluorescéncia corresponda a uma fracdo muito pequena da energia
dissipada a partir do aparato fotossintético, € uma técnica amplamente aceita e
utiizada para fornecer informacdes sobre os complexos de pigmentos, sua
organizagao, a transferéncia de energia de excitagao entre eles, e sobre as diversas
reacdes de transferéncia de elétrons especificas do FSIl (PAPAGEORGIOU;
GOVINDJEE, 2011; STIRBET;GOVINDJEE, 2011).

Nos estudos de fluorescéncia transiente dois niveis sdo de extrema
importancia esao definidoscomo se segue:Fy(rendimentominimodefluorescéncia)é o
nivel defluorescéncia da clorofilaquandotodos os centros deFSllestdo abertos
eFu(rendimentomaximodefluorescéncia) é o nivel maximo defluorescéncia da
clorofilaquando todos os centros de reacdo do FSllestdo fechados (MINAGAWA,
2008) (Fig. 6).Na pratica,o valor minimo deFyé conseguido através daadaptacédo ao
escuroda amostra, o que permite a abertura de todos os centros de reacido do FSII.
A fluorescénciamaxima,Fy,é obtida porum pulso deluz saturante (STRASSER;
STIRBET, 2001; STRASSER et al., 2004). A diferenga entrea
fluorescénciaproveniente decentrosde reacdo fechadoe abertoé chamadade
fluorescénciavariavel, ouFv(Fyv=Fy -Fp), e € uma medidarelativa doscentros de
reagdofotoquimicamenteativos (MINAGAWA, 2008).A¢rsy € calculada em
amostrasadaptadas ao escuro e é definidapela relagaoF\/Fy.Este parametro € omais
frequentemente referidona literatura eseu declinioindica perda deeficiéncia
fotoquimica, que é, por sua vez,sintomaticodo efeito devariosestresses ambientais
(FARALONI et al.,, 2011; KALAJI et al., 2011). Entretanto, diversos autores
verificaram insensibilidade de Fy/Fy em plantas expostas a estresses ambientais,
como desbalango nutricional (ADAMSKI et al., 2011), excesso de luz (GONCALVES
et al., 2010), salinidade (MEHTA et al., 2010) e estresse hidrico (CATALAYUD et al.,
2006; MARTINAZZO et al., 2011; PERBONI et al., 2012).

A cinética da fluorescéncia da clorofila a permite o calculo de parametros de

fluorescéncia que caracterizam o funcionamento do aparelho fotossintético (YUSUF
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et al.,, 2010). Osfluorbmetros utilizados sdo de dois tipos basicos, fluorescéncia
induzida por sinais continuos, e porexcitagdo modulada. Existegrandesdebatessobre
as vantagens e desvantagens das duas técnicas. No entanto, como ambos verificam
o sinal de fluorescéncia emitida pelo aparato fotossintético, as informacgdes obtidas a
partir dos dois métodos ndo podem ser contraditérias (STRASSER et al., 2004). O
que é realmente importante é fazer as ligagdes entre o sinal de fluorescéncia ea

biofisica do sistema, para se obter as informagdes desejadas.

Sistemaantena com centros de reacéo abertos Sistema antena com centros de reag¢éo fechados
Fluorescéncia (Fy) Fluorescéncia (Fy)

Figura 6. Representacdo esquematicamostrando a transferéncia deenergia de excitagao
(pequenas setas vermelhas) de umamolécula de clorofilapara outra emum sistema antena
“‘genérico”. Os discosverdes representamclorofilasa e b, e os discosamarelos os
carotendides; odiscoverde mais escuro no meiodo painel(a) representaumcentro de
reacaoaberto e odisco verdemais clarono meio dopainel (b) representa umcentrode reagao
fechado (Adaptado de: GOVINDJEE et al., 2010).

Nas medigbes de fluorescéncia com Pulso de Amplitude Modulado (PAM)
(SCHREIBER et al., 1996), as equagdes foram derivadas a partir da distingdo e
quantificacdo dos dois tipos de extincdo de fluorescéncia (ROHACEK, 2002), o
coeficiente de extingdo fotoquimico (gqP) e o nao-fotoquimico (qN e NPQ) (JUNEAU
et al., 2005).

Esta técnica permitea separagao doseventos fotoquimicosenao-fotoquimicos
extincdo de fluorescénciaporutilizacdo depulsos de luzsaturantes, sobreposta
airradiacaoactinicacontinua (BUONASERA, 2011). Nestas avaliagdes, os cinco
principais niveis de intensidade de fluorescéncia sao obtidos: Fo, Fo', Fm, Fm'e Fs. Fo
e Fu sdo o rendimento minimo e maximo de fluorescéncia como descrito
anteriormente. Fo'e Fy' sdo a intensidade minima e maxima de fluorescéncia efetiva,

obtidas sem prévia adaptacdo da planta ao escuro e Fs é o valor de estado
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estacionario de fluorescéncia atingido durante a cinética de inducao de luz (GORBE;
CATALAYUD,2012). A partir destes valores de fluorescéncia, os outros parametros
pode ser calculados como o coeficiente de extingdo fotoquimico (gqP), o nao-
fotoquimico (N e NPQ) (SCHREIBER et al.,1996; SCHREIBER; KLUGHAMMER,
2008) e o rendimento quéntico efetivo do FSIl (¢'m) ou FV/Fu', que representa a
capacidade da planta para converter energia do féton em energia quimica, uma vez
alcancgado o “steady-state” (equilibrio dindmico) de transporte de elétrons (GENTY et
al., 1989). Isto €& possivel, pois usando este sistema, o rendimento de
fluorescénciapode ser medido, mesmo na presenga presenca deluz
solar.Parametros deextincdo de fluorescénciasdo comumente empregadospara
avaliar a eficiénciafotossintética dasplantasexpostasa poluentesou outrosestresses
ambientais(JUNEAUetal.,2003).No entanto, alguns parametros parecem ser
maissensiveisdo que outrosa estes estresses. Por exemplo,¢'wvegNforamem varios
casos,muito mais sensiveisemuma série de indicadoresderesposta ao estressedo
queqP, como observado emplantas expostasa algunsherbicidas
(FRANKARTetal.,2003).

Nas avaliagdes da cinética de emissdao da fluorescéncia transiente ou
polifasica, pode-se observar que apos as plantas serem expostas a um periodo
suficientementelongo de escuro(15-30 minaté uma hora), os dados originais
decinéticade inducaode fluorescénciasdao observadosnovamente quandoa mesma
intensidade de luzéligada.Estacurvatem pontosde inflexdo (STRASSER et al.,2004):
a fase rapidaé rotulada comoOJIP, onde O épara a origem, Je | sdo niveis (passos)
intermediarios, e P é opico maximo.Afase lentaé chamadaPSMT(PAPAGEORGIOU;
GOVINDJEE, 1968), onde Srepresenta o estado semi-estacionario, M para um
maximo, eTpara um nivel deestado terminalconstante (Fig. 05).

Alteragbes de fluorescénciadurante a parterapida dotransiente(isto €, até
quando orendimento da fluorescénciaatinge o picoP) podem sercorrelacionadas
comos eventos que ocorremnasredugdessucessivas dosaceptores de elétronsda
cadeia de transportede elétronsfotossintética (PAPAGEORGIOU; GOVINDJEE,
2004). A partelentaé mais dificil deinterpretar, pois ocorre umaumento do numero
deprocessos envolvidosdurante esta fase, como por exemplo, extincdo de
fluorescéncia nao-fotoquimica,sintese de ATP, ciclo de Calvin, entre outros
(STIRBET; GOVINDJEE, 2011).
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Estas avaliagdes da cinética de emissao da fluorescéncia transiente ou
polifasica podem ser descritas utilizando-se o Teste JIP (STRASSER; STRASSER,
1995; STRASSER et al., 2000), o qual quantifica o fluxo de energia que passa pelos
fotossistemas e avalia o desempenho fotossintético de plantas. O teste JIP, fornece
informacbes adequadas sobre a conformacgado, estrutura e funcdo do aparato
fotossintético em qualquer estado fisiolégico, podendo ser utilizado para estudar
ponto a ponto as mudangas no comportamento deste aparato, através das
alteragdes dos parametros obtidos(STIRBET; GOVINDJEE, 2011). A derivagao das
ligacdes entre a biofisica do aparato fotossintético e os sinais de fluorescéncia, e sua
formulacdo analitica é baseada na “Teoria dos Fluxos de Energia em
Biomembranas” (STRASSER, 1978) e no conceito de que o rendimento de
fluorescéncia do FSII é determinado pelo estado, aberto ou fechado, do centro de
reacdo.Asalteracbes dindmicas doestadode fechamentodo FSllinduzidaspor
radiacdo saturanteconduzem a um aumentorapidodo rendimentode fluorescéncia
queé visto comoumtransienteOJIPpolifasico (STRASSER; GOVINDJEE,1992).
Atualmente, sabe-se que quandoQa € reduzida, o centro de reacédo do FSII (CRII)é
fechado e a fluorescéncia da clorofila a é alta, enquanto que, quando Qaesta no
estadooxidado, o CRIlesta abertoe a fluorescénciaé muito baixa (STRASSER et al.,
2004).

Além dos CRs abertos e fechados, também €& importante destacar o papel dos
centros de reagao silenciados, ou seja, aqueles que nao reduzem Qa. Isto ocorre,
devido a existéncia delocaisndo-redutores deQg, pois alguns sitios de Qgndopodem
aceitarelétrons  deQa(GUO; TAN, 2011). Os centros de reacédodo
FSllsdoconsiderados homogéneosno modelosimples usadopara se obter o
transiente OJIP, mas sabemos que“in vivo”, ha varios tipos deheterogeneidades no
FSll,tais comoo tamanho diferente das antenaseQa ou Qg inativos (MELIS, 1985). A
exposicao adiferentesestresses abiodticosafetaessas heterogeneidades, alterando as
fracdbes dediferentes centros doFSIl. A fluorescéncia das clorofilas adeFSll
comlocais ndo-redutoresde Qgtem uma dinédmica diferentedaquela em que os FSII
possuem sitios redutores de Qg(STIRBET; GOVINDJEE, 2011).0s centros néo-
redutores de Qgsdo conhecidos por teremumainfluénciaespecifica sobreo
transientede fluorescéncia,especialmente na parteOJ, que tem sido mantidapor meio
desimulacdo numérica(STRASSER; STIRBET,1998). Um testerapidopara a

avaliagdoda fracdondo-redutora de Qgno FSlifoi proposto porStrassere
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colaboradores(STRASSER; TSIMILLI-MICHAEL, 1998), com base no fato de
estescentros apresentaremuma cinéticade relaxamentolentano escuro. Uma maneira
facil para detectar estes CRs silenciados € a indugcdo de dois pulsos de luz
subsequentes (cada um com 1s de duragado)separados por umcurtointervalo
derelaxamento — escuro (no maximo500ms) (STRASSER et al., 1992). O primeiro
pulso fornecido apds o periodo de adaptagao ao escuro é suficiente para garantir a
reabertura de todos os CRs, e induz uma fluorescéncia transiente; um segundo
pulsosegue, induzindo uma fluorescéncia transiente, chamada de O*-J *-I*-P*
(Fig.7). O intervaloescuroentre os doispulsosé suficientemente curto parapermitir
somentea reabertura doCRs redutores de Qg Aqueles CRs que se mantém
fechados dentro de aproximadamente500ms sdo consideradoscomo n&o-redutores
de Qg (STRASSER et al., 2004).
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Figura 7. Curva de inducao de fluorescéncia da clorofila a obtidaatravés de dois pulsos
saturantes, com intervalo de 500 ms entre cada pulso. O 1° pulso foi emitido apds a
adaptacao da folha a 30 min de escuro (Adaptado de: MEHTA et al., 2011).

O Teste JIP envolve duas formas diferentes deprocessamento de dados, que
permitem analisar sinais de fluorescéncia especificos ou as curvas como um todo
(YUSUF et al, 2010). No primeiro tipo, sdo obtidos parametros que caracterizam a
amostra fotossintética baseandos principalmente nas estimativas de fluxos de
energia por centro de reagao ou por secgao transversal (area) da amostra, nas taxas
de fluxos de energia, e em outras expressdes matematicas envolvendo os fluxos de
energia. Estes parametros sdo calculados usando os valores especificos de

fluorescéncia a partir dos transientes OJIP obtidos, com base em um numero de
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hipoteses sobre o aparelho fotossintético e a sua fungao, tais como a conversao de
energia de excitagdo e as etapas de transferéncia de elétrons nos dois sistemas
fotossintéticos (STIRBET;GOVINDJEE,2011).Dentre os parametros que sé&o
derivados a partir deste teste encontram-se os que quantificam o fluxo de energia
através do centro de reagdao (CR) do FSII(ABS/RC, TRo/RC, ET¢/RC, DIy/RC e
REW/RC), os fluxos baseados na area da amostra excitada (CS) (ABS/CSy, TR/CSo,
ETo/CSo e DIy/CSyp), os rendimentos energéticos (pPo, ¢Eo, Do € ¢Rp) e as
eficiéncias (yo, po € o). (STRASSER; STRASSER, 1995; FORCE et al., 2003;
STRASSER et al., 2004) (Fig. 8).Todos esses fluxos de energia estao interligados e

sao dependentes de propriedades estruturais e atividade fotossintética da amostra

bioldgica.
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Figura 8. Esquema simplificadoda cascata deenergia a partir daabsor¢cdo de luzpara
otransporte de elétrons(Adaptado de: STRASSER et al., 2004).

Nas avaliacbes da fluorescéncia transiente completa,0o que € avaliado é a
curva OJIP. No caso de plantas adaptadas ao escuro, no inicio da iluminacéo, é
possivel observar o inicio desta curva, ou seja, o passo “O” , 0 qual representa a
fluorescénciaminima, isto é, quando todas Qaestdo oxidadas. Em seguida, apés a
emissdo de umpulso saturante (por exemplo, 3.000mmol fétons m?s™), ocorre
umrapido aumentoda fluorescéncia, passo denominado de “P”’ou “Fy’(fluorescéncia
maxima - todasQaencontram-se reduzidas) em ~200ms (YUSUF et al., 2010). Além
disso, outros dois passos intermediarios podem ser detectados, o “I” e “J”, situados
respectivamente em ~2 mse ~ 30ms (TOTH etal., 2007).

A fase OJ da fluorescéncia transiente esta relacionada com aredugao

fotoquimicadoprincipalaceptor do FSIl (Qa), sendo a sua cinética fortemente
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dependente da densidade de fluxo de luz (SCHANSKERetal., 2005). A fase Ol da
cinética, revela mudancas no processo entre o éxciton capturado pelos CRs até a
reducdo da PQ (YUSUF et al.,, 2010). Na cinética da fase JI, s&o refletidas
principalmenteas redu¢desdos transportadoresde elétrons do intersistema da cadeia
de transporte de elétrons, ou seja, conjunto de pastoquinonas, Cyty,se PC, enquanto
na fase IPsao refletidasas redugcdes dosreceptores de elétronsdo lado aceptor do
FSI, ou seja, ferredoxina (Fd), outros intermediarioseNADP* (SCHANSKERetal.,
2005).No nivelde Fy,todas as moléculas deQa sdocompletamente reduzidas, devido
a reducdo da cadeia de transportede elétrons aciclica, como resultado deum
atolamento de trafegode elétronsno lado aceptordoFSI(SCHANSKERetal., 2005)

Alguns estudos recentesttm demonstradoque a fase deldlreflete a
acumulacdo deQaQg* quando a reoxidacdodo conjunto deplastoquinonaatravésdo
Cytpet€ maxima, enquanto que o aumentode fluorescéncialPesta relacionada coma
acumulagdo do conjunto deplastoquinonareduzida,devidoa uma diminuicdode
suataxa de oxidacdo (JOLY; CARPENTIER, 2009). O nivelde fluorescénciano
passoJé maximoquando todas asQasdo reduzidas,que € o casoquando ha
concentracdessaturantes deinibidores de FSlideslocandoo elétron secundariodo
aceptorQg, tais como os herbicidasfotossintéticos (BUKHOV et al., 2004).A
correlacao entre ocentro de reacédo doFSlifechado e a alteragdodo pico J (na maioria
das vezes expressa comovariavelrelativade fluorescénciaV,= (F, - Fo)/(Fm-Fo), com o
significado daquantidade relativa deQareduzida[Qal/[Qa+Qa]) € amplamente
utilizado com o objetivode detectar e estimara forca de uminibidor(CHALIFOUR et
al., 2009). O aumentode fluorescénciarapidaOPparece seruma ferramenta
essencialpara estudar a atividadee a integridade doaparato
fotossintéticosobdiferentes condicdes de estresse, sendo muito sensivel a quaisquer
mudancasnas reag¢oesde transferénciade elétronsdolado aceptor doFSII(STRASSER
et al.,1995).

Para compararas amostrasobtidas nas analises dastransientes, € necessario
normalizar os dados para fluorescénciavariavelrelativa (W): Woy=(F+—Fo)/(Fy—Fo),
Woi=(Fi—Fo)/(F-Fo) and Wp=(F—F)/(Fp-F|), e realizar a subtragdo dacinética
COMOAW=Wiatamento-Weontrole  (YUSUF et al., 2010). Estas subtragbes da cinética
revelambandas quegeralmente saoescondidasentre as etapas O,J,| ePdos
transientesprimarios (STRASSER et al.,, 2004). A diferengacinéticaAWgyrevela a

banda “K”(a cerca de 300ms), enquanto que a AWokrevela a banda “L”(em cerca de
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150ms). A banda -K, esta relacionada com a dissociacdodo complexo de evolugao
do oxigénio(DERONDEetal, 2004),ou, quando positiva, reflete a inativagcdo deste
complexo e/ou um aumento do tamanho da antena do FSII (YUSUF et al., 2010).
Enquanto, a presenga da banda -L € um indicador da conectividade energética ou do
grau de agrupamento das unidades do FSII, sendo mais alta quando a conectividade
€ menor (STRASSER; STIRBET et al., 1998). Contudo, quanto menor a
conectividade, menor a utilizagdo da energia de excitacdo e menor a estabilidade do
sistema (STRASSER et al., 2004). Oukarroum et al. (2007) sugerem que as bandas -
K e -L s&o indicadores potenciaisdeestresse podendo ser consideradascomo
indicadores dedisturbios fisioldgicosantes do aparecimentode sinais visiveis de
estresse.

Além das analises de fluorescéncia das clorofilas a, as medi¢cdes das trocas
gasosas tém sido amplamente utilizados para parametrizar a fotossintese de folhas.
Estas analises s6 foram permitidas a partir do modelo de fotossintese introduzido
por Farquhar et al. (1980). Estas analises tém-se revelado uteis para ajudar a prever
os efeitos da mudanca climatica sobre a fotossintese (SABATE et al., 2002), e para
avaliar a influéncia de diversos estresses (WILSON et al., 2000; SCHULTZ, 2003;
WARREN, 2004) sobre a capacidade fotossintética.

Outro fator que deve ser levado em consideracdo quando se estuda a
fotossintese, € o tipo de metabolismo fotossintético que as plantas apresentam.
Desde adescoberta das plantasCsnadécada de 1960, quantidades significativas de
pesquisatém sidorealizadaspara estudar a bioquimicae genéticadafotossinteseC4. A
principal  diferenga entrea  fotossinteseCse  Cséque  afotossinteseCatem
ummecanismo deconcentracdode CO,, que aumenta aconcentracidodesteao redor
da enzima Rubiscoe, correspondentemente,reduz afotorrespiracdoe aumentaataxa
defixagaoliquidade CO, (SAGE, 2004). Omecanismo de concentragcao
deCO.depende dacooperacadodedoistipos de célulasespecializadas, as células
dabainhae as do mesofilo.

Nascélulas dabainha, a concentracdo da Rubiscoéalta, enquanto que nas
células domesofilo, a concentracdo de PEPcarboxilase(PEPcase) é elevada(SAGE,
2004). Alémdas diferengcasnabioquimicaentre estesdoistipos decélulas, as
plantasCstambémpossuem um sistema detransporteeficiente dosmetabdlitosentre
estes doistipos de células(LEEGOOD, 2002), e aparedecelulardas células

dabainhasdomais espessaspara formar umaestrutura denominada de “estrutura
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Kranz”. Nas células do mesoéfilo das plantas C, acontece a fixacdo do CO,, pela
PEPcase, que fixa o CO, (HCOj3) produzindo oxaloacetato, um composto de
quatrocarbonos, a partir do fosfoenolpiruvato (3C) diferentemente da Rubisco, que
forma trioses no Ciclo C3;. O oxaloacetato é entdo convertido a malato ou aspartato,
passa para as células da bainha, e é descarboxilado, formando piruvato e liberando
CO,, que entao é utilizado pela Rubisco para formar trioses no ciclo Cas.

Nas plantas C; ha uma separacao espacial entre a fixacdo do CO; e a
reducdo do composto intermediario de tréscarbonos, pois a PEPcase fixa o CO; nas
células do mesofilo, e vai concentra-lo nas células da bainha, onde ocorrera a
no ciclo C; (FURBANK; HATCH,1987) (Fig. 9).

metabdlicas existentes entre as plantas com metabolismo Cz e C4, quando

reducao, Essas diferencas

avaliadas, fornecem resultados importantes sobre a complexidade e as interagoes

que existem entre a planta e o meio.

FOLHA A
Epiderme Superior v v
Células do Mesaofilo
Vasos
Células dabainha ,//
/'/ fJ‘,
Epiderme Inferior ‘/-/ — !
/// /
/’/ ?
\
_/ / Células da Bainha \ \

co,

!
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HCO," .;/ co, \
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Figura 9. Metabolismo fotossintético C,. Diferenga espacial entre assimilacdo e reducéo de
CO,. (PEP = fosfoenolpiruvato; OAA = oxaloacetato; PPDK = ortofosfato dicinase; PEPC =
fosfoenolpiruvato carboxilase; NADP-MDH = malato desidrogenase; NADP-ME = enzima
malica) (ZHU et al., 2010).

Ao longo dos anos, o estudo do comportamento do metabolismo dos vegetais

vem sendo alvo de diversos grupos de pesquisadores, o que resultou em
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descobertas importantes que auxiliaram o avango da agricultura moderna. Desde a
década de 50 foi introduzida como pratica comum na agricultura a utilizagdo de
substancias quimicas capazes de matar ou suprimir o crescimento de espécies
especificas de plantas, substancias estas conhecidas como herbicidas
(SENSEMANN, 2007).

Os herbicidas quimicos apresentam propriedades eficazes que permitem
penetrar na planta, serem translocados até o seu destino (sitio de acédo) em uma
dose letal. Uma grande maioria de herbicidas inibe enzimas e compete por sitios de
ligacdo especificos que sdo essenciais para o metabolismo das plantas. Estas
moléculas sao classificadas por grupos quimicos e de acordo com 0 seu mecanismo
de acdo. Atualmente existem 15 diferentes mecanismos de acédo de herbicidas
(HRAC, 2012), entre eles os mais utilizados s&o os inibidores: da enzima acetil-CoA
carboxilase (ACCase), da enzima acetolactato sintase (ALS), da enzima 5-
enolpiruvoil-chiquimato-3-fosfato sintetase (EPSPs), do fotossistema I, da sintese
de carotendides e da sintese de clorofila.

Os herbicidas inibidores do FSII interrompem o fluxo de elétrons ligando-se a
proteina D4, no sitio onde se acopla a PQg, competindo com a plastoquinona pelo
sitio de ligacdo na proteina Dy (ARMEL et al., 2007) (Fig. 10). Destacam-se como
exemplo de herbicidas com este mecanismo de ag¢ao o diuron, o metribuzim, a
atrazina e o bentazon. As plantas que sofrem a acdo destes herbicidas tém a
producdao de carboidratos extremamente reduzida pelo drastico declinio da taxa
fotossintética (POWLES; YU, 2010). Porém a morte das plantas nao € resultado
apenas desta redugdo, pois a energia continua sendo absorvida pelo centro de
reacado do FSIl e ndo é utilizada para a transferéncia de elétrons na fotossintese, o
que resulta na formacgao de clorofila triplet, que leva a formacao de espécies reativas
de oxigénio (EROS) que causam danos as proteinas e membranas do vegetal
(HUGIE et al., 2008).
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Figura 10. Agao de herbicidas inibidores de FSII. Bloqueio do transporte de elétron de Qa
para Qg (representado pelo X) (Adaptado de:BUCHANAN et al., 2000; GOVINDJEE et al.,
2010).

Além dos herbicidas inibidores de FSIlI, outros dois mecanismos de acao
herbicida estdo envolvidos diretamente com a atividade fotossintética das plantas, os
inibidores da sintese de carotendides e da sintese de clorofila.

A biossintese de clorofilas é realizada em diversas etapas, iniciando-se com o
acido glutdmico que passa por diversas etapas de sintese e conversdo em
compostos intermediarios até a formacao das clorofilas a e b (WETTSTEIN et al.,
1995). Os herbicidas inibidores da sintese de clorofilas inibem a acdo da enzima
protoporfirinogénio IX oxidase (PROTOX) (POWLES; YU, 2010), que realiza a
conversao do intermediario protoporfirinogénio IX em protoporfirina IX, etapa anterior
a insercdo do magnésio no processo de formacao das clorofilas (BEALE;
WEINSTEIN, 1990). Com a inibicdo da PROTOX a protoporfirinogénio IX acumulada
sai dos cloroplastos para o citoplasma. No citoplasma esta molécula sofre uma
oxidacdo enzimatica formando protoporfirina 1X, que no citoplasma nao é utilizada
como substrato para a enzima Mg-quelatase, que se localiza nos cloroplastos,
responsavel pela formacdo da Mg-protoporfirina IX (JACOBS; JACOBS,1993). A
protoporfirina IX formada nos citoplasma, sem Mg, interage com o oxigénio e com a
luz formando EROS que resultam na peroxidagdo dos lipidios da plasmalema
(BECERRIL ; DUKE, 1989). Dentre os herbicidas inibidores da PROTOX encontram-
se 0s grupos quimicos difeniléteres, triazolinonas, ftamilidas e oxadiazéis
(SENSEMANN, 2007).
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Os carotendides além da sua fungdo como pigmentos acessorios,
desempenham um papel essencial na fotoprotecdo dos vegetais
(TRIANTAPHYLIDES; HAVAUX, 2009). Esta fotoprotecéo pode ser vista como uma
valvula de seguranga que libera o excesso de energia absorvida pelos pigmentos,
antes que este possa causar danos ao sistema. Em condi¢gdes normais, a energia
em excesso absorvida pelas clorofilas é dissipada através dos carotenoides(TAIZ;
ZEIGER, 2009). Assim, quando os carotendides ndo estado presentes, a clorofila que
esta no estado triplet ndo dissipa energia e inicia reagbes de degradagao, nas quais
ela é destruida, processo conhecido por fotoxidagcdo (STREIT et al., 2005). Além
disso, antes da fotoxidacdo das clorofilas, estas podem reagir com o oxigénio
molecular, formando oxigénio “singlet”.

Herbicidas inibidores da sintese de carotendides atuam em duas diferentes
rotas de formagdo destes pigmentos, dependendo do seu grupo quimico. Os
herbicidas do grupo quimico das isoxazolidinonas inibem a atividade da
deoxixilulose fosfato sintase (DXP sintase), responsavel pela sintese de
isoterpendides, precursores basicos dos carotendides, numa rota alternativa,
denominada rota metileritritol 4-fosfato (MEP), que ocorre no cloroplasto
(FERHATOGLU; BARRET, 2006). Os demais grupos quimicos (tricetona, isoxazol e
piridazinona) inibem a acdo da enzima 4-hidroxifenil piruvato dioxigenase (4-HPPD),
que realiza a conversao de 4-hidroxifenil piruvato em homogentisato, precursores da
rota de formacéo de plastoquinona, que é cofator da enzima fitoeno desidrogenase,
que participa da rota do mevalonato de formacédo de carotendides, convertendo
fitoeno em fitoflueno (MCCURDY et al., 2008).

A identificacdo da forma como as plantas se comportam na presenca de
herbicidas pode fornecer informacdes valiosas sobre o comportamento destas.
Devido a isto, diversos estudos sobre o metabolismo dos vegetais estdo sendo
realizados utilizando herbicidas (CHEN et al., 2008; EULLAFFROY et al.,2009; SMIT
et al., 2009). Diversos métodos vém sendo empregados para o estudo de alteragdes
no comportamento dos parametros fisiolégicos de plantas expostas a estresses
ambientais, inclusive os causados pela aplicagdo de herbicidas, como a analise da
fluorescéncia da clorofila a e as medi¢cdes das trocas gasosas.Muller et al. (2008),
avaliaram a fluorescéncia da clorofila a, pelo método PAM, em algas expostas a
herbicidas inibidores de FSIl e observaram um decliio nos valores de Fy' e

consequente aumento de NPQ destas plantas em relagéo ao controle.
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Trabalhos envolvendo plantas deAlternaria alternata expostas a acido
tezudnico verificaram aumento da faseF-J, em valores préximos a Fy,mostrando
quaseumafase de inducdounicaem vez deumtransientecom  doispassos
intermédios(J e 1) (CHEN et al., 2008).Entretanto, estes mesmos autores,
naoencontraram alteragdes significativas nos valores deFpeFycom o tempode
exposicao das plantas ao acido tezubnico. Catunda et al. (2005), obtiveram médias
de rendimento quéntico maximo do FSIlI (Fy/Fum) menores que as do controle,
sugerindo redugéo no fluxo de elétrons, em plantas de abacaxi expostas a mistura
de herbicidas inibidores de FSIl e FSI.

Baseado no exposto, o objetivo deste trabalho foi estudar os parametros
fisiologicos relacionados a fotossintese por meio de analises da fluorescéncia da
clorofila a transiente e modulada, e das trocas gasosas de discos foliares deplantas
com metabolismo C3; e C4 submetidos a herbicidas inibidores do FSII, da sintese de

carotenodides e da sintese das clorofilas.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Instalagao do experimento e aplicagao dos tratamentos

O experimento foirealizado nolLaboratério de Metabolismo Vegetal do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pelotas, situada no
municipio de Capao de Ledo, RS. Sementes de milho e soja foram colocadas para
germinar em vasos de polietileno, com capacidade de 10L contendo solo
(previamente adubado com uréia) como substrato (Fig.11), em cada vaso foram
colocadas 10 sementes, e apds a emergéncia foi realizado o desbaste deixando
cinco plantas por vaso, os quais foram mantidos em casa de vegetacéo, e sempre

que necessario os vasos foram irrigados

Figura 11. Visao geral do experimento em casa-de-vegetacao.

Quando as plantas estavam em estadio vegetativo pleno, procedeu-se a
obtencdo dos discos foliares de 10cm? (Fig.12A) utilizando-se sempre, folhas

maduras. A seguir os discos foram imersos em agua destilada por 20 minutos, para
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evitar o efeito da difusdo da agua, em seguida foram imersos em solugdes de
herbicidas com diferentes modos de agao (tab. 1) nas concentragdes de (0, 100, 250
e 500uM), sendo mantidos em caixas de plastico tipo gerbox, por um periodo de
duas horas no escuro (Fig.12B). A concentragao de OuM foi considerada controle.
Apds duas horas de imersao nos herbicidas, os discos foliares foram retirados
das caixas gerbox, lavados com agua destilada e secos com papel toalha, para

imediata realizagdo dos ensaios.

Figura 12. Obtencao dos discos foliares de plantas de milho (A) e imersdo em caixas gerbox
contendo os tratamentos herbicidas (B).

Tabela 1. Caracteristicas dos tratamentos herbicidas utilizados

MECANISMO DE ACAO INGi‘.ErR/IgNTE NOME GR,UPO
COMERCIAL QUIMICO
Inibido de Fotossistema Il Bentazon Basagran® Bentazotadiona
Inibidor da Sintese de ® . :
Carotencides Clomazone Escudo 500 EC Isoxizoladinonas
Inibidor da Sintese de Fomesafen Flex® Difeniléteres

Clorofilas

2.2. Ensaio |: Efeito dos herbicidas sobre a fluorescéncia transiente

Apos o periodo de imersdo dos discos nos respectivos tratamentos a
fluorescéncia transiente da clorofila a foi medida utilizando-se um fluorbmetro portatil
(HandyPEA, Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, UK). Para tanto, os discos foram
inseridos nos clipes fornecidos pelo fabricante e colocados no escuro por 20
minutos, sendo utilizadas 15 repeticdes por tratamento. A emissao de fluorescéncia

foi induzida em uma area de 4mm de diametro da folha pela exposicdo da amostra a
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doispulsos de luz saturante numa intensidade de 3.000umol m? s’ sendo o
intervalo entre os pulsos de 500ms (tempo suficientemente curto
deescuroparapermitir somentea reabertura doRCs redutores de Qg).

A partir da curva de emissdo de fluorescéncia transiente obtida apds o
primeiro pulso, as intensidades determinadas a 50us (fluorescéncia inicial - Fy), 100,
300us, 2 (Fy) e 30 (F)) ms e Fyu (fluorescéncia maxima), foram utilizadas para o
calculo dos parametros estabelecidos pelo Teste JIP (STRASSER; STRASSER,
1995). Na tab. 2, sdo apresentados os principais parametros do Teste JIP.

Apds o segundo pulso saturante, na mesma amostra, as intensidades de
fluorescéncia inicial (Fo*) e fluorescéncia maxima(Fy*) foram utilizadas para
determinar estimativa de centro de reagcdo nao-redutores de Qg (Vo* = [(Fv/Fm) —
(FVv*/Em™)] 1 (FV/Fwm)).



34

Tabela 2. Principais pardmetros do Teste JIP (Adaptada de: STRASSER et al., 2004 e
YUSUF et al., 2010)

Parédmetros de fluorescéncia calculados a partir dos dados primarios obtidos

Fv=Fu-Fo Fluorescéncia variavel

Fyv/Fm Rendimento quantico maximo do FSII

Vi Fluorescéncia variavel relativa em um tempo “t”

V, Fluorescéncia variavel relativa em relagéo ao nivel J

Vi Fluorescéncia variavel relativa em relagao ao nivel |

Mo = 4(F300us—Fo)/(FmM—Fo) Declive inicial aproximado(em ms™") dafluorescénciatransiente V = f (t)

Ss = Vy/Mo Area totalnormalizadacomplementarcorrespondenteapenas a fase
OJ(refleteum unicovolume de eventosde redugaode Qa)

Sm = (Area)/(Fm — Fo ) Area totalnormalizadacomplementaracima da curva OJIP (refletemdltiplos
eventos de reducdoQa)

N = Si/Ss Numero total de elétrons transferidos para a cadeia de transporte de elétrons

entre o tempode 0 et (necessario para atingir Fu)

Atividade especifica por centro de reagao (RC)

ABS/RC = Mg (1/Vy) (1/¢Po) Medida do tamanho aparente do sistema antena ou o fluxo de absorgao por
RC

TRo/RC = Mo (1/Vy) Maxima taxa pela qual um éxciton é capturado pelo RC resultando em uma
redugdo da plastoquinona (Qa’)

ETo/RC = Mg (1/Vy) Wo Reoxidag&o da Qa’ via transporte de elétrons em um RC ativo

DIlo/RC = (ABS/RC) — (TRo/RC)  Razdo de dissipacao total de energia de excitacdo ndo capturada do total de
RC, sendo a dissipagéo neste caso a perda de energia na forma de calor

RE/RC Reducéo do aceptor final de elétrons no lado do aceptor de elétrons do FSI
por RC

Rendimentos energéticos ou taxas de fluxo

@Po = TRo/ABS = Fy/Fum Rendimento quantico maximo fotoquimico

®e0 = ETo/ABS Rendimento quantico de transporte de elétrons de Qa™ para o intersistema de
aceptores de elétrons

@oo=1— @Po =(Fo/Fwm) Rendimento quantico para dissipagéo de energia

®ro = REo/ABS Rendimento quéntico de transporte de elétrons de Qa” para o aceptor final de
elétrons do FSI

Eficiéncias

Wo = ETo/TRo Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover um elétron de
Qa para o intersistema de aceptores de elétrons

po = REo/TRo Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover um elétron

dentro da cadeia de transporte de elétrons de Qa™ para os aceptores finais
de elétrons do FSI

0o = REW/ET) Eficiéncia com que um elétron pode mover o intersistema de aceptores de
elétrons reduzidos no intersistema para o aceptor final de elétrons do FSI

indices de desempenho

RC ®Ppy Y, RC TR, ET, indice de desempenho fotossintético
Plaps = 2155 ¥\ T2 @py (1 Z Wo) = ABs * DI, ~1—ET, (conservagdo de energiaa partir do
éxcitonpara a redugdo dos aceptores de
elétrons do intersistema)
0 indice de desempenho fotossintético total
Plaps total = Plags X (1 — 50) (conservagao de energiaa partir

deéxcitonpara a redugaode
aceptoresfinaisdo FSI)
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2.3. Ensaio ll: Efeito dos herbicidas sobre a fluorescéncia modulada da clorofila a e

trocas gasosa

As determinagbes da fluorescéncia modulada das clorofilasa e de trocas
gasosasforam realizadas utilizando-se do analisador de gas a infravermelho IRGA LI
6400XT (LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA), com camara de fluorescéncia (6400-40
Leaf Chamber Fluorometer), com 380umol mol™ de CO, dentro da camara. Para as
avaliagdes foram utilizadas cinco repeticdes por tratamento e protocolo como

descrito a seguir.

2.3.1. Cinética de relaxamento de fluorescéncia

Apods os discos foliares serem submetidos aos tratamentos, os mesmos foram
lavados com agua destilada e secos com papel toalha, e imediatamente
acondicionados na camara de fluorescencia e adaptados ao escuro por 10min. Em
seguida, um pulso de luz saturante (8.000pumol m? s™) foi emitido e assim se obteve
os valores de fluorescéncia inicial (Fo) e fluorescéncia maxima (Fy). A seguir, a luz
actinica foi ligadacom radiacdo fotossinteticamente ativa de 100pmol m? s™,
condicdo em que os discos permaneceram por 10 minutos, para estabilizar as taxas
fotossintéticas, findo este periodo iniciou uma sequencia de 20 pulsos de luz
saturante (8.000umol m? s™), com intervalo de 30 segundos entre cada pulso. Em
cada pulso foram obtidos os parametros,Fy' — fluorescéncia maxima em um estado
adaptadoa luz eFy' — fluorescéncia minima medida logo apodsdesligar aluzactinica
(pulso escuro), Fs — fluorescéncia alcangada no “steady-steate” (Fig.13).

Obtidos estas intensidades de fluorescéncia, foram calculados os seguintes
parametros: fluorescéncia variavel em um estado adaptado a luz (FV' = Fy' — Fp’);
coeficientes de extingdo fotoquimico (qP = (FM' - Fs)/(Fm' — Fo’)) e n&o-fotoquimico
(N = (Fm - FW)/(Fm — Fo’) e NPQ = (Fu-Fw')/Fw’)); eficiéncia quantica fotoquimica
efetiva em estado adaptado a luz (Fy/Fy) e rendimento quantico efetivo do FSII
(orsn = (Fum' - Fs)/ Fum' ) (GENTY et al., 1989).
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Figura 13. Andlise geral da cinética de relaxamento de fluorescénciapelo métodode pulsos
saturantes em func¢ao do tempo (Adaptado de: SCHEREIBER, 2004).

2.3.2. Curvas de fluorescéncia em resposta a luz

Em conjunto de discos foliares distintos foram realizadas as determinagdes
dasrespostas fotossintéticas e de fluorescéncia a diferentes intensidades de luz.

Para estas medigdes, os discos foliares foram colocados na camara de
fluorescéncia, sem a necessidade de adaptacdao ao escuro, e mantidos por 3
minutos em diferentes intensidades de fluxo de fotons fotossinteticamente ativo
(2.000, 1600, 1200, 800, 400, 100 e Oumol m s'1). Imediatamente apds cada
periodo de luminosidade foi aplicado um pulso de luz saturante (8000umol m? s™).
Apos o pulso saturante foram determinadas as intensidades de fluorescéncia Fy', Fo'
e Fs, e a partir destas calculou-se os seguintes parametros: coeficiente de extingao
fotoquimico (qP); eficiéncia fotoquimica efetiva (Fy/Fy );rendimento quanticodo FSII,
calculado a partir da fluorescéncia (orsi = ((Fm'-Fs) / Fu')); rendimento quéantico,
calculado a partir da assimilagdo de CO, (pcoz = ((A — Aescuro) / (I X Gtoina)), onde A éa
taxa de assimilagdo, Aescuro@ taxa de assimilagdo no escuro(ambos emumolCO; m2s”
"), 1 é a densidade do fluxo de fétons incidente(umol m?s™), e asna€ @ absorbancia
dafolha (neste trabalho foi utilizado 0,85); e taxa de transporte de elétrons no FSII
(ETR = o@rsix fX | X Ofoha), Onde fé a fragdode foétonsabsorvidosquesaoutilizadosno
FSlI(neste trabalhoassumido como sendo0,5) (EARL; TOLLENAAR, 1998).
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Associado as determinacdes de fluorescéncia modulada, foram determinados
os parametros de trocas gasosas em cada intensidade de luz: taxa de assimilagao
liquida (A, pmol m? s™), condutancia estomatica (gs, mol m? s™) e concentracéo
intercelular de CO; (C;, umol mol'1). Os parametros fotossintéticos foram calculados

de acordo com o proposto por Caemmerer e Farquhar (1981).
2.4. Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 3x4, sendo o fator A o tipo
de herbicida (tab. 1) e o fator B a concentragdo do herbicida (0, 100, 250 e
500uM).Nos ensaios | e Il, foram utilizadas 15 e 5 repetigbes por tratamento,
respectivamente.

Os dados de Fo, Fy, Fi, Fu, Vy, Vi, Ss, Su, N, Fo*, Fu* e Vo* nos ensaiosforam
submetidos a analise da variancia (ANOVA, p<0,05), e havendo significaAncia as

médias foram comparadas através do teste de Tukey (p<0,05).



3. RESULTADOS

3.1. SOJA

3.1.1. Fluorescéncia transiente

3.1.1.1. Cinética de emissado de fluorescéncia transiente da clorofila a

A analise da emissao de fluorescéncia transiente da clorofila a, forneceu
informagdes sobre a intensidade e a cinética de cada fase das curvas OJIP, obtidas
a partir de discos foliares de soja submersos em diferentes solugdes herbicidas (Fig.
14). Todos os transientes foram normalizados entre os passos O e P, a fim de
revelar alteracbes mais especificas na forma destes entre os dois extremos. Os
resultados referentes ao controle demonstram uma curva dupla sigmdide tipica.

Para o herbicida bentazon foi observado comportamento dose-dependente,
onde o aumento das doses ocasionou injurias mais severas ao aparato fotossintético
dos discos foliares de soja (Fig. 14A). A curva OJIP correspondente a dose de
500uM de bentazon perdeu totalmente a caracteristica sigmdide entre os passos J-l,
apresentando basicamente uma fase de indugdo unica, resultado do bloqueio do
transporte de elétrons de Qa para Qg, mecanismo de acdo deste herbicida.Nesta
dose saturante de inibidor de FSII, o nivelde fluorescénciano passoJfoi proximo a
Fum, devido ao fato de todas asQase apresentarem reduzidas.Na dose de 250uM de
bentazon o transiente ainda apresenta os passos J e | definidas, porém com
intensidades de fluorescéncia superiores as do controle. Foram observados
elevacdes nos niveis de V, e V), resultado das intensidades elevadas de F, e F|, com

0 aumento crescente das doses do herbicida bentazon (tab. 3).
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Figura 14. Fluorescéncia variavel relativa (Vi) em discos foliares de soja submetidos a
diferentes doses de herbicidas (A) Bentazon, (B) Clomazone e (C) Fomesafen. (n = 15).
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A dose de 500uM do herbicida bentazon elevou em 20% Ss, 0 que demonstra
aumento no volume de eventos responsaveis pela reducdo de Qa antes do bloqueio
do transporte de elétrons. Entretanto, os multiplos eventos responsaveis pela
reducdo de Qa acima da OJIP (Sy) sofreram redugdo de 17% para esta mesma
dose, o que resultou em decréscimo de 32% no numero total de elétrons transferidos
para a cadeia de transporte de elétrons (N). O mesmo ocorreu para as doses
inferiores a 500uM de bentazon, porém em menores intensidades.

A acdo do herbicida clomazone, inibidor da sintese de carotendides, nos
discos foliares de soja causou suaves alteragdes na curva OJIP, para todas as
doses testadas, quando comparadas ao controle (Fig. 14B). A dose de 500uM deste
herbicida reduziu em 10% os niveis de Fy e aumentou na mesma intensidade os
niveis de V,. Os multiplos eventos responsaveis pela redu¢cado de Qa acima da OJIP
(Sm) € o numero total de elétrons transferidos para a cadeia de transporte de
elétrons (N) sofreram reducao de 17% para esta mesma dose (tab. 3). As doses de
100 e 250uM de clomazone resultaram em descréscimo nos valores de Fy, porém
nao ocasionando redugao nos valores de S, e N.

As curvas transientes OJIP obtidas dos discos foliares tratados com o
herbicida fomesafen, inibidor da sintese de clorofilas, ndo apresentaram diferencga
em relacdo ao controle (Fig. 14C). A dose de 250uM resultou em elevagéo
significativa nos niveis de F; e V|, porém inferiores a 7% (tab. 3). Esta mesma dose
reduziu os valores encontrados para S, e N em 10%, quando comparados ao
controle. O aumento da dose para 500uM, ndo aumentou a severidade dos danos ao
aparato fotossintético dos discos foliares de soja tratados com o herbicida

fomesafen.
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Tabela 3. Intensidades de fluorescéncia da clorofila a nos passos O (F,), J (Fy), | (F)) e P
(Fwm), fluorescéncia variavel relativa nos passos J (V)) e | (V)), area total normalizada
complementar correspondente a fase OJ (Ss), area total normalizada complementar acima
da OJIP (S,,) e numero total de elétrons transferidos para a cadeia de transporte de elétrons
(N), de discos foliares de soja submetidos a diferentes doses de herbicidas

Intensidade de fluorescéncia/parametros

Herbicida Dose

Fo Fy Fi Fum A \2 Ss Sm N

Controle 772c¢ 2315c¢c 3081™ 3684™ 0,531c 0,793c 0,490 ¢ 27,4 a 56,1 a

100uM  808b 2471b 3137 3716 0,573¢ 0,800c 0,506 bc 252ab 499b

Bentazon
250 uM 841b 2632b 3092 3581 0,658b 0,823b 0,537 b 2477b 46,0 c
500 uM 958a 3028 a 3317 3646 0,775a 0,879a 0,592 a 227¢c 38,4c
Controle 795™ 2359 "™ 3029a 3590a 0,564b 0,800ns 0,497ns 275a 55,4 a
100 uM 795 2249 2759b 3253b 0,592b 0,798 0,467 26,6 a 56,9 a
Clomazone
250 uM 793 2320 2773b 3325b 0,606b 0,781 0,467 25,6 a 54,8 a
500 uM 766 2347 2728b 3242b 0,641a 0,792 0,499 228b 456 b
Controle 795™ 2359ab 3029™ 3590™ 0,564™ 0,800b 0,497™ 275a 55,4 a
100 uM 814 2375ab 3006 3513 0,578 0,811ab 0,486 26,0ab 534a
Fomesafen

250 M 834 2515 a 3155 3640 0,600 0,827 a 0,479 240b 50,2 b

500 uM 775 2336 b 3034 3572 0,561 0,808 ab 0,504 27,0a 53,3 a

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p = 0,05) entre as doses
dentro de cada herbicida, ns — nao significativo; n = 15.

3.1.1.2. Teste JIP

A fluorescéncia transiente é rica em informagdes e sua intensidade pode ser
utilizada para derivar diversos parametros (tab. 2) estabelecidos pelo Teste-JIP
(STRASSER; STRASSER, 1995).A cuidadosa interpretacdo dos parametros
medidos e calculados a partir deste teste fornece numerosas informagdes dos fluxos
de energia através do FSII em diferentes niveis (STRASSER et al., 2004).

Os parémetros obtidos através do Teste-JIP dos discos foliares de soja
submersos em diferentes tratamentos herbicidas estdo apresentados na Fig. 15.
Para o herbicida bentazon foram observadas severas injurias ao aparato
fotossintético dos discos foliares de soja, sendo estas crescentes com o aumento da
dose herbicida, o que pode ser observado pela redug&o dos parédmetros ¢eo, Pro; Vo,

ETo/RC e RE(/RC (Fig. 15A), sendo que os indices de desempenho, Plags e
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Plasstotar foram os mais sensiveis a acdo do herbicida bentazon, apresentando
reducdo de aproximadamente 70% dos seus niveis na dose de 500uM. As
expressdes para obtengdo de Plags € PlagswtaS80 multiparamétricas, ou seja,
combinam varias respostas parciais do aparato fotossintético, fornecendo
informagdes valiosas sobre o seu funcionamento. Os parametros ABS/RC, TRO/RC,
DIO/RC, ¢po © ¢po (FVv/Fm), demonstraram insensibilidade ao herbicida bentazon,
mesmo em doses elevadas.

Os discos foliares de soja tratados com o herbicida clomazone apresentaram
comportamento semelhante para todas as doses testadas (Fig. 15B). Os parametros
PEo, Yo, ETo/RC e RE(/RC foram suavemente reduzidos, enquanto DIy/RC sofreu
leve elevacdo. O parametro mais afetado pela agdo do herbicida clomazone foi o
Plass, sendo reduzido em aproximadamente 30% em relagao ao controle.

Os resultados observados nos discos foliares de soja tratados com o
herbicida fomesafen demonstram alteragcao apenas dos valores de Plags € Plags total-
Os dois parametros reduziram em 10 e 20%, respectivamente para as doses de 100
e 250uM do herbicida fomesafen. A dose de 500uM deste herbicida ndo apresentou
alteracdo nos valores de nenhum dos parametros quantificados pelo Teste-JIP,

quando comparados ao controle.
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Figura 15. Alguns parédmetros do Teste JIP obtidos em discos foliares de soja submetidos a
diferentes doses de herbicidas (A) Bentazon, (B) Clomazone e (C) Fomesafen, expresso em
relagdo aos valores do tratamento controle (valor transformado para 1); (n = 15).
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3.1.1.3. Andlise de duplo flash

A analise da fluorescéncia transiente através da emissdo de dois pulsos de
luz consecutivos permitiu a avaliagao da heterogeneidadedo FSII, dos discos foliares
de soja tratados com diferentes hebicidas (Fig. 16). Por intermédio destas analises,
foi possivel distinguir os centros de reagéo redutores de Qg dos nao redutores.

Os transientes obtidos pela emissao do segundo pulso de luz nos discos
foliares de soja tratados com o herbicida bentazon, demonstram diferenca em
relagdo ao controle para todas as doses testadas, sendo esta diferenca intensificada
com o aumento da dose. As intensidades de fluorescéncia encontradas nos discos
foliares tratados com o herbicida foram inferiores aquelas encontradas no tratamento
controle (Fig. 16A). Redugdes nos valores de Fp* e Vo, respectivamente, em 15 e
30%, fpram verificadas para a dose de 500uM do herbicida bentazon (tab. 4). Os
valores de Fy* ndo sofreram alteragao significativa para este herbicida.

A aplicagdo do herbicida clomazone provocou alteragdo nos transientes do
segundo pulso em relagéo ao controle, entretanto nenhuma diferenga entre as doses
do herbicida foi encontrada (Fig. 16B). Os discos foliares tratados com este herbicida
sofreram redugédo de 5 e 10% nos indices de Fo* e Fy*, respectivamente, em relagéo
ao controle, indiferentemente da dose aplicada (tab. 4). Ao passo que os valores de
Vo* para este herbicida, demonstraram suave elevagao (inferior a 5%), para todas as
doses avaliadas.

Os resultados referentes ao herbicida fomesafen ndo demonstraram diferenca
significativa nas intensidades de fluorescéncia obtidas a partir da emissdo do

segundo pulso de luz, entre as doses testadas e o tratamento controle (Fig. 16C).
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Figura 16. Intensidade de fluorescéncia da clorofila a obtido em discos foliares de soja
submetidos a dois pulso saturante com intervalo de 500 ms (A) Bentazon, (B) Clomazone e

(C) Fomesafen.
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Tabela 4. Intensidades de fluorescéncia da clorofila a, em discos foliares de soja, nos
passos O (Fo) e P (Fu) apds o segundo pulso de luz saturante e a estimativa da fracao de
centro de reagdo néo redutor de Qg (Vo*)

Intensidade de fluorescéncia/parametro

Herbicida Dose Fo* Fum* Vo*
Controle 2137 a 3610 " 0,483 a
100 uM 2126 a 3635 0,468 b
Bentazon
250 uyM 1909 b 3506 0,403 c
500 uM 1831b 3597 0,334 d
Controle 2118 a 3524 a 0,487 b
100 pM 2004 ab 3182 b 0,510 a
Clomazone
250 uyM 2017 ab 3238 b 0,506 a
500 uM 1891 b 3155 b 0,476 b
Controle 2118 3524 " 0,487 "™
100 pM 2110 3444 0,495
Fomesafen
250 uyM 2164 3559 0,491
500 uM 2101 3504 0,489

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p = 0,05) entre as doses
dentro de cada herbicida, ns — no significativo; n = 15

3.1.2. Fluorescéncia modulada

3.1.2.1. Analise de cinética de relaxamento

A anadlise da cinética de relaxamento da fluorescéncia em fungdo de uma
sequencia de pulsos de luz saturante, proporcionou as avaliagdes da atividade
fotossintética dos discos foliares de soja adaptados a luz.

Os resultados do tratamento controle demonstraram comportamento tipico
para todas as variaveis avaliadas (Fig. 17). Os parametros Fo' e Fs foram constantes
em todos os pulsos de luz saturante, sendo mantidos aproximadamente em 500 e
600, respectivamente. Os niveis de Fy', F,/Fm', orsi € gPdescresceram com a
sequencia de pulsos saturantes para o tratamento controle, demonstrado pela suave
inclinagao das retas obtidas para estes parametros, apresentando valores minimos
de aproximadamente 1100, 0,6, 0,4 e 0,6, respectivamente. Inversamente, os niveis
de gN e NPQ aumentaram com a sequencia de pulsos de luz saturantes,
apresentando valores maximos, no tratamento controle, de aproximadamente 0,55 e

0,95, respectivamente. Para o herbicida bentazon foram verificados aumentos nas
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intensidades de fluorescéncia em todas as doses avaliadas, quando comparadas ao
tratamento controle (Fig. 18). No primeiro pulso saturante foram observadas
intensidades de fluorescéncia muito proximas para todas as doses de bentazon,
entretanto, ao longo da sequencia de pulsos, foram verificadas curvas com
inclinacbes mais acentuadas de acordo com o aumento da dose, o que demonstra
menor desempenho do aparato fotossintético dos discos foliares de soja, nas doses
mais elevadas. A aplicacao do herbicida bentazon aproximou os valores de Fy’ e Fs,
chegando a valores iguais destas duas variaveis na dose de 500uM.

O parametro F\/F\’ sofreu drastica alteracdo com o aumento da dose
herbicida, sendo reduzido em 75% na dose de 500uM, quando comparada ao
controle. Além disso, embora os valores de Fy/Fy sejam proximos para todas as
doses aplicadas, a diferengca entre este parametro e F\'/F\’, salienta a baixa
eficiéncia fotoquimica efetiva, nas doses mais elevadas do herbicida betazon.
Severa redugado nos valores de o@rsjtambém foi detectada com o aumento da dose
herbicida, sendo de 30, 80 e 100%, respectivamente, para as doses de 100, 250 e
500uM. A mesma tendéncia foi verificada para qP, onde redug¢des semelhantes
foram encontradas. Em contrapartida, foram verificadas elevagdes de até 50% nos
valores de gN na aplicagdo da dose de 500uM. A inclinagdo da curva obtida para
NPQ dos discos foliares de soja tratados com o herbicida bentazon foi semelhante a
do controle, porém com valores iniciais inferiores, exceto para a dose de 100uM
onde NPQ se manteve praticamente constante durante a aplicacido dos pulsos de
luz (Fig. 18).
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Figura 17.Andlise de fluorescéncia modulada de discos foliares de soja submetidos ao
tratamento controle (mais informacdes veja Figura 13). (Fy; = fluorescéncia inicial, Fy =
fluorescéncia maxima em estado adaptado ao escuro, Fy’ = fluorescéncia maxima em cada
pulso saturante, Fs = fluorescéncia em estado de state-steady, F\/Fy = eficiéncia fotoquimica
maxima, F\'/Fy’ = eficiéncia fotoquimica maxima efetiva, ¢rs; = eficiéncia fotoquimica do
fotossistema Il, gP = coeficiente de extingdo fotoquimico, gN = coeficiente de extincdo nao
fotoquimico e NPQ = coeficiente de extingdo nao fotoquimico.
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Figura 18. Analise de fluorescéncia modulada de discos foliares de soja submetidos ao
herbicida bentazon em diferentes doses (mais informagbes veja Figura 13). (Fq
fluorescéncia inicial, Fy, = fluorescéncia maxima em estado adaptado ao escuro, Fy’ =
fluorescéncia maxima em cada pulso saturante, Fs = fluorescéncia em estado de state-
steady, F\/Fy = eficiéncia fotoquimica maxima, F\,/F\’ = eficiéncia fotoquimica maxima
efetiva, o¢rsy = eficiéncia fotoquimica do fotossistema I, qP = coeficiente de extingéo
fotoquimico, qN = coeficiente de extingdo nao fotoquimico e NPQ = coeficiente de extingao
nao fotoquimico.
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Para o herbicida clomazone aplicado na dose de 100uM nos discos foliares
de soja, ndo houve alteracdo de nenhum dos parametros obtidos pela analise da
cinética de relaxamento da fluorescéncia (Fig. 19), quando comparados ao
tratamento controle (Fig. 17). No entanto, nas doses de 250 e 500uM foram
observadas alteragbes nos parédmetros obtidos, sendo estas iguais para as duas
doses. Para estas doses foi verificada elevacdo de aproximadamente 80% nos
valores de Fs, chegando a niveis proximos de Fy’, sem alteragao de Fy’. Além disto,
os valores de Fs e Fy, foram praticamente constantes, para todos os pulsos de luz
saturante. Nestas mesmas doses os valores de F\/Fu',ors;, € gP obtidos
demonstraram redugcdo de 40, 85 e 90%, respectivamente. Para N foram
encontrados valores iniciais 65% superiores aos do controle, sendo estes valores
constantes ao longo da avaliagdo. Enquanto, o comportamento de NPQ foi distinto
entre as duas doses, sendo decrescente para 250uM e crescente para 500uM de
clomazone, porém com valores préximos um ao outro (Fig. 19).

Nos discos foliares de soja tratados com o herbicida fomesafen, ndo foram
observadas alteragdes nos parametros da cinética de relaxamento de fluorescéncia,
para as doses de 100 e 250uM (Fig. 20), em relagado ao controle (Fig. 17), exceto
reducao de 30% de NPQ, no final dos pulsos de luz saturantes, chegando a valores
proximos a gN na dose de 250uM.Na dose de 500uM de fomesafen houve redugao
de 20% nos valores de Fy' e elevacao de 15% nos valores de Fs. Para F\'/Fy', gN e
NPQ né&o foram verificadas alteragcdes, enquanto que ors; e qP foram reduzidos em
55 e 40% respectivamente, nesta mesma dose, quando comparados ao controle
(Fig. 20).
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Figura 19. Analise de fluorescéncia modulada de discos foliares de soja submetidos ao
herbicida clomazone em diferentes doses (mais informacgdes veja Figura 13). (Fy =
fluorescéncia inicial, Fy = fluorescéncia maxima em estado adaptado ao escuro, Fy' =
fluorescéncia maxima em cada pulso saturante, Fs = fluorescéncia em estado de state-
steady, F\/Fy = eficiéncia fotoquimica maxima, F\,/Fy’ = eficiéncia fotoquimica maxima
efetiva, orsy = eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il, qP = coeficiente de extingao
fotoquimico, qN = coeficiente de extingcdo nao fotoquimico e NPQ = coeficiente de extingao
nao fotoquimico.
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Figura 20. Analise de fluorescéncia modulada de discos foliares de soja submetidos ao
herbicida fomesafen em diferentes doses (mais informacdes veja Figura 13). (Fy =
fluorescéncia inicial, Fy = fluorescéncia maxima em estado adaptado ao escuro, Fy' =
fluorescéncia maxima em cada pulso saturante, Fs = fluorescéncia em estado de state-
steady, Fv/Fy = eficiéncia fotoquimica maxima, F\/Fy' = eficiéncia fotoquimica maxima
efetiva, orsy = eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il, gP = coeficiente de extingao
fotoquimico, qN = coeficiente de extingdo ndo fotoquimico e NPQ = coeficiente de extingdo
nao fotoquimico.
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3.1.2.2. Andlise de curva de intensidade luminosa vs. parametros de PAM

A relacaoentre a densidade de fluxo de luz e os parametros de fluorescéncia
modulada permite avaliar a atividade do aparato fotossintéticoem diferentes
condigdes fotossintéticas. Os discos foliares do tratamento controle apresentaram os
parametros em intensidades tipicas para plantas em condigbes normais (Fig. 21).
Baixo valor de ETR foi observado no escuro, sendo este bruscamente elevado na

densidade de fluxo luminososo de 500umol m? s

, mantendo-se praticamente
constante (em torno de 80) para as demais densidades do fluxo de luz. Enquanto,os
valores de orsy, FV/FM e gP descresceram com o aumento da radiagao,
apresentando valores iniciais de 0,5, 0,6 e 0,8 e finais de 0,1, 0,35 e 0,3,
respectivamente.

O herbicida bentazon na dose de 100uM causou nas irradiagdes mais altas de
luz, reducdo de até 40% nos valores de ETR. O ¢gsi, FV'/Fu' € gP sofreram leve
queda nos seus valores iniciais, porém o comportamento com o incremento da
radiacao foi semelhante ao encontrado no tratamento controle. Para as doses de
250 e 500uM foram observados resultados semelhantes, sendo estes mais intensos
na dose mais alta do herbicida. Para estas doses foram verificadas reducdes
superiores a 90% para ETR e ¢fgi, € de até 80% para qP. Ao passo que Fy'/Fy’ se
manteve constante em todas as densidades de fluxo de luz, com valores até 70%

inferiores aos obtidos no tratamento controle (Fig. 22).
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Figura 21. Curva de resposta a luz para os parametros de fluorescéncia modulada em
discos foliares de soja submetidos ao tratamento controle. (prs;y = rendimento quéantico do
FSII, calculado a partir da fluorescéncia; ETR = taxa de transporte de elétrons no FSII;
Fv/Fu = eficiéncia fotoquimica efetiva; qP = coeficiente de extingdo fotoquimico) (média +
erro padrao, n = 5). (Detalhes vide material e métodos).
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Figura 22. Curva de resposta a luz para os parametros de fluorescéncia modulada em
discos foliares de soja submetidos ao herbicida bentazon em diferentes doses(A) 100uM, (B)
250uM e (C) 500uM. (@rsy = rendimento quantico do FSIl, calculado a partir da
fluorescéncia; ETR = taxa de transporte de elétrons no FSlI; Fy/Fy = eficiéncia fotoquimica
efetiva; qP = coeficiente de extincdo fotoquimico) (média + erro padrdo, n = 5). (Detalhes
vide material e métodos).
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Os resultados obtidos para o herbicida clomazone demonstraram
comportamento semelhante entre as doses de 100 e 250uM avaliadas. Foram
observadas reducdes de até 25, 55, 65 e 50%, respectivamente, para qP, ¢rsi, ETR
e Fv/Fyv' (Fig. 23), em relagao ao controle (Fig. 17), sendo o ultimo praticamente

constante em todas as intensidades luminosas.
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Figura 23. Curva de resposta a luz para os parametros de fluorescéncia modulada em
discos foliares de soja submetidos ao herbicida clomazone em diferentes doses(A) 100uM e
(B) 250uM. (prsi = rendimento quéntico do FSII, calculado a partir da fluorescéncia; ETR =
taxa de transporte de elétrons no FSIlI; Fy/Fu = eficiéncia fotoquimica efetiva; qP =
coeficiente de extingdo fotoquimico) (média + erro padrao, n = 5). (Detalhes vide material e
meétodos). Obs.: A dose de 500uM foi letal aos discos foliares, ndo permitindo analise.

O herbicida fomesafen ndo causou altaragdes significativas nos parametros
avaliados quando utilizado na dose de 100uM. Quando aplicado nas doses de 250 e
500uM, provocou o mesmo efeito nos discos foliares de soja, reduzindo qP, ¢rsi,
ETR e FV/Fy' em até 55, 70, 35 e 40%. Os resultados obtidos para Fy'/Fy’
demonstram que este parametro se mantém constante, indepedente da intensidade

luminosa aplicada nos discos foliares de soja (Fig. 24).
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Figura 24. Curva de resposta a luz para os parametros de fluorescéncia modulada em
discos foliares de soja submetidos ao herbicida fomesafen em diferentes doses(A) 100uM,
(B) 250uM e (C) 500uM. (@esy = rendimento quantico do FSII, calculado a partir da
fluorescéncia; ETR = taxa de transporte de elétrons no FSlI; Fy/Fy = eficiéncia fotoquimica
efetiva; qP = coeficiente de extingao fotoquimico) (média + erro padrédo, n = 5). (Detalhes
vide material e métodos).
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Nas avaliacbes da resposta dos discos foliares de soja em funcado de
intervalos de radiacao fotossinteticamente ativa, a relagéo entre @rsi/9@CO, pode ser
obtida, proporcionando assim importantes informacdes sobre a capacidade das
folhas em assimilar CO,. Sabe-se que entre estes dois parametros existe uma
notavel correlagao, sendo a razao entreors;/@COzconstantedentro de umintervalo de
aproximadamente11 a 13 (EDWARDS; BAKER, 1993).Um valor de12
paraogrs)/eCO implica queseis elétronsdevem ser transportadosatravés deFSllpara
cadamolécula deCOjassimilado(EDWARDS; BAKER,1993). Medigbes deoprs; €

¢CO2 foram realizadas no intervalo de 100 a 2000pmol m? s

de radiacao
fotossinteticamente ativa. A partir destas medigdes, graficos o¢rsi/@COzforam
plotados e equagdes foram obtidas para verificar o ajuste dos pontos a reta que
equivale a razédo ors)/eCOzigual a 12. Para os resultados do tratamento controle
(Fig. 25), os dados ajustaram-se em 80% a reta (R? = 0,80), apresentando dispers&o

de apenas alguns pontos do previsto.
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Figura 25. Relagdo entre o rendimento quantico calculado a partir da assimilacdo de
CO,(pCO;) e orendimento quantico do FSII calculado a partir da fluorescéncia (¢gs;) para
discos foliares de soja submetidos ao tratamento controle.
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Os discos foliares tratados com o herbicida bentazon nas doses de 100 e
250uM demonstraram ajuste a curva semelhante ao obtido para o tratamento
controle, porem com valores reduzidos de @rsi € @CO,. A dose de 500uM néo
apresentou ajuste significativo a reta, devido aos valores muito préximos a zero
encontrados para os dois parametros. As duas doses avaliadas do herbicida
clomazone demonstraram ajuste a reta inferior a 60%. Isto se deve, aos altos
valores obtidos para ¢rs; em relagdo aos obtidos para ¢CO,. Para o herbicida
fomesafen n&do foram encontrados ajustes significativos para nenhuma das doses
avaliadas, devido aos valores superiores a 12 encontrados para a relagao
orsi/@CO2(Fig. 26).
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Figura 26. Relagao entre o rendimento quantico calculado a partir da assimilagdo de CO,
(pCOy) e o rendimento quantico do FSII calculado a partir da fluorescéncia (pgs;) para discos
foliares de soja submetidos aos tratamentos com herbicidas: bentazon (A-C, doses de 100,
250 e 500uM), clomazone (D-E, doses de 100 e 250uM) e fomesafen (F-H, doses de 100,
250 e 500uM).



60

3.1.3. Trocas gasosas

Os parédmetros de trocas gasosas em funcdo da intensidade luminosa
crescente (curvas de luz) foram obtidos dos discos foliares de soja expostos a
diferentes tratamentos herbicidas. Os resultados obtidos para o tratamento controle
encontram-se na Fig. 27. Valores proximos a 300 umol molforam obtidos para Ci no
escuro, sendo estes reduzidos a 240 na presenca de luz e constantes em todas as
intensidades luminosas.Para A e g, foram encontrados valores proximos a zero no
escuro, sendo estes crescentes com o aumento da radiagdo, chegando a niveis
préximos a 13 umol m? s'e 0,19mol m? s, respectivamente. A agdo do herbicida
bentazon (Fig. 28) diminuiu a taxa fotossintética liquida (A) e a condutividade
estomatica (g) para todas as irradidncias nas trés doses avaliadas. Redugdes de
aproximadamente 40 e 100% foram verificadas respectivamente para A e g, na dose
de 500uM. A concentragéo interna de CO, (Ci) se manteve préxima ao controle na
dose de 100uM, sendo elevada em 30 e 40%, respectivamente para as doses de

250 e 500uM do mesmo herbicida.
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Figura 27. Curva de resposta a luz para os pardmetros trocas gasosas em discos foliares de
soja submetidos ao tratamento controle. (A = taxa fotossintética liquida em umol m?s*; g =
condutancia estoméatica em mol m? s™e Ci = concentragéo intercelular de CO, em pumol mol)
(média % erro padrao, n = 5). (Detalhes vide material e métodos).
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Figura 28. Curva de resposta a luz para os parametros trocas gasosas em discos foliares de
soja submetidos ao herbicida bentazon em diferentes doses(A) 100uM, (B) 250uM e (C)
500uM. (A = taxa fotossintética liquida em pmol m? s*; g = condutancia estomatica em mol
m? s?e Ci = concentracéo intercelular de CO, em umol mol)(média * erro padrdo, n = 5).
(Detalhes vide material e métodos).
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O impacto do herbicida clomazone (Fig. 29) sobre a taxa fotossintética liquida
dos discos foliares de soja foi semelhante ao encontrado para herbicida bentazon,
sendo observadas reducbes de até 70% na dose de 250uM. A condutividade
estomatica teve incremento de seus valores em até 75% para as intensidades de luz
mais elevadas nas avaliagbes da dose de 100uM do herbicida clomazone. Em
contrapartida, na dose de 250uM do mesmo herbicida, foram observadas redugdes
de aproximadamente 20% em todas as irradiancias avaliadas. Os dados de Ci foram
semelhantes para as duas doses de clomazone avaliadas, sendo mantidos
aproximadamente 20% superiores ao tratamento controle.

A dose de 100uM do herbicida fomesafen (Fig. 30) aplicado nos discos
foliares de soja reduziu em até 40 e 50%, respectivamente, os valores de A e g, e
elevou em 20% a Ci. Para este mesmo herbicida foram obtidos resultados
semelhantes para as doses de 250 e 500uM avaliadas. A agao do herbicida resultou
em elevacgédo de 33 e 75% nos valores de Ci e g, respectivamente, sendo para o
Ultimo parametro marcante apenas a partir da intensidade de 1200 pmol m? s™' de
luz. Para estas duas doses de fomesafen foram observadas reducgdes de até 45%

nos valores de A obtidos, quando comparados ao controle.
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Figura 29. Curva de resposta a luz para os parametros trocas gasosas em discos foliares de
soja submetidos ao herbicida clomazone em diferentes doses(A) 100uM e (B) 250uM. (A =
taxa fotossintética liquida em pumol m? s™; g = condutancia estoméatica em mol m? s™e Ci =
concentracdo intercelular de CO, em pmol mol)(média * erro padréao, n = 5). (Detalhes vide
material e métodos). Obs.: A dose de 500uM foi letal aos discos foliares, ndo permitindo
analise.
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Figura 30. Curva de resposta a luz para os parametros trocas gasosas em discos foliares de
soja submetidos ao herbicida fomasagfem em diferentes doses(A) 100uM, (B) 250uM e (C)
500uM. (A = taxa fotossintética liquida em pmol m? s™; g = condutancia estoméatica em mol
m? s'e Ci = concentracéo intercelular de CO, em pumol mol)(média * erro padrdo, n = 5).
(Detalhes vide material e métodos).
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3.2. Milho
3.2.1. Fluorescéncia transiente

3.2.1.1. Cinética de emissao de fluorescéncia transiente da clorofila a

Os resultados obtidos para a cinética de emissao de fluorescéncia transiente
da clorofila a(curvas OJIP), dos discos foliares de milhotratados com diferentes
solugdes herbicidas encontram-se na Fig. 31. Assim como na soja, os transientes
foram normalizados entre os passos O e P, com o objetivo de obter alteragbes mais
especificas na forma destes entre os dois extremos.

Para o tratamento controle foi obtida uma curva com formato sigmoide
caracteristica, com os passosO, J, | e P bem definidos. Foi observado um aumento
progressivo, de acordo com a dose, na intensidade de fluorescéncia no ponto J,
quando aplicado o herbicida bentazon (Fig. 31A), porém as curvas OJIP néo
perderam a forma sigmoidal. Além de F,;, os valores de V,; e Sg também sofreram
elevagdo em relagdo ao controle, sendo esta mais significativa para a dose de
500uM de bentazon (tab. 5).

As curvas OJIP obtidas para os herbicidas clomazone e fomesafen nao
demonstraram alteragdo em relagéo ao controle para todas as doses avaliadas (Fig.
31B e 31C). Ja os parametros de fluorescéncia obtidos a partir dos dados primarios
mostraram que o herbicida clomazone causou alteragdes significativas nos valores
de F, Fm, Sse Vj, sendo os trés primeiros reduzidos em aproximadamente 10% e o
ultimoelevadoem 7%, quando aplicado na dose de 500uM (tab. 5). Para o herbicida
fomesafen houve diferenca significativa entre os tratamentos herbicidas e o controle,
porém as trés doses herbicidas avalidas nao diferiram entre si. Houve acréscimo de
9 e 6%, respectivamente nos valores de V, e V,, e reducido de 19% de S, sendo

este parametro o mais afetado pelo herbicida (tab. 5).
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Figura 31. Fluorescéncia variavel relativa (V;) em discos foliares de milho submetidos a
diferentes doses de herbicidas (A) Bentazon, (B) Clomazone e (C) Fomesafen. (n = 15).
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Tabela 5.Intensidades de fluorescéncia da clorofila a nos passos O (F,), J (F)), | (F) e P
(Fwm), fluorescéncia variavel relativa nos passos J (V)) e | (V)), area total normalizada
complementar correspondente a fase OJ (Ss), area total normalizada complementar acima
da OJIP (S,,) e numero total de elétrons transferidos para a cadeia de transporte de elétrons
(N), de discos foliares de milho submetidos a diferentes doses de herbicidas

Intensidade de fluorescéncia/parametros
Herbicida Dose

Fo Fy Fi Fwm V, Vi Ss Sm N

Controle 710™ 1742b  2418™ 2774™ 0,503 ¢ 0,830™ 0,403b 179" 444"

100uM 771 1962 ab 2464 2857 0,577 b 0,814 0,408 b 18,6 45,6

Bentazon
250 uM 736 1906 ab 2290 2621 0,623 a 0,826 0,418ab 17,9 42,8
500 uM 759 2073 a 2336 2648 0,699 a 0,837 0,441 a 18,1 411
Controle 696"™ 1712° 2430a 2915a 0,457b 0,780™ 0,408 a 20,7™ 505"
100 uM 703 1745 2443a 2891a 0476ab 0,795 0,404 ab 18,9 46,8
Clomazone
250 uM 702 1712 2430a 2851a 0,471ab 0,804 0,385bc 17,6 45,8
500 uM 692 1631 2163b 2603b 0,493 a 0,769 0,373 ¢ 19,6 52,5
Controle 696™ 1712™  2430™ 2915™ 0,457 b 0,780 b 0,408 " 20,7a 50,5a
100 uM 686 1721 2406 2801 0,491 a 0,815ab 0,427 17,7b  412b
Fomesafen

250 M 689 1740 2405 2801 0498a 0,813ab 0,416 176b 423D

500 uM 697 1740 2439 2793 0,497 a 0,830 a 0,415 16,8b 40,4b

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p = 0,05) entre as doses
dentro de cada herbicida, ns — néo significativo; n = 15.

3.2.1.2. TesteJIP

A partir dos resultados obtidos sobre o comportamento polifasico do aumento
da fluorescéncia foi possivel se obter uma série de parametros matematicos por
meio doTeste JIP (STRASSER; STRASSER, 1995; TSIMILLI; STRASSER, 2008). O
uso correto destes parametros permitiu a quantificagdodo fluxo de energia absorvido
e aproveitado no sistema fotossintético, proporcionando a avaliagdodo desempenho
fotossintético de plantas. Os dados do tratamento controle foram transformados para
“1” (centro do radar), permitindo assim, a visualizagdo da variagdo dos demais
parametros em relagao a ele (Fig. 32). Para o herbicida bentazon, declinios em torno
de 40% nos valores dos parametros ETo/RC, yo e oEg foram verificados para a dose
de 500uM. A maior reducao observada para o herbicida bentazon foi de 30, 45 e

60% em Plags, respectivamente para as doses de 100, 250 e 500 uM. Ja Plagstotar fOI
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pouco afetado pelo herbicida, sendo reduzido em apenas 13% na maior dose
aplicada (Fig. 32A).

O herbicida clomazone (Figura 32B) aplicado nos discos foliares de milho na
dose de 500uM resultou no aumento dos niveis dos paradmetros ABS/RC e DIy/RC
respectivamente em 12 e 25%. Quando aplicado na dose de 100uM o herbicida ndo
afetou estes parametros. Os indices de desempenho também foram afetados pela
acao do herbicida. Plags foi reduzido em 10, 15 e 30% repectivamente para as doses
de 100, 250 e 500 uM de clomazone. Ja Plagstotal fOi reduzido em 12, 25 e 18% nas
mesmas doses do herbicida.

A aplicacdo do herbicida fomesafen afetou os paradmetros fotossintéticos
avaliados pelo teste JIP (Fig. 32C). Os dois indices de desempenho foram
prejudicados sendo Plassiotar duas vezes mais afetado que Plags, apresentando
declinio de 25, 25 e 40%, respectivamente para as doses de 100, 250 e 500 uM do
herbicida. Os parédmetros RE/RC e o¢ro também foram reduzidos em
aproximadamente 15, 17 e 25%, nas mesmas doses de fomesafen, em relacdo ao

tratamento controle.
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Figura 32. Alguns parametros do Teste JIP obtidos em discos foliares de milho submetidos a
diferentes doses de herbicidas (A) Bentazon, (B) Clomazone e (C) Fomesafen, expresso em
relacdo aos valores do tratamento controle (valor transformado para 1); (n = 15).
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3.2.1.3. Analise de duplo flash

Com base nas propriedadesde transportede elétronsno ladoredutordos
centrosde reacdo doFSllI, sabe-se que duas formas distintas de centro de reagao
sdo encontradas, ou seja, aquelescapazes de reduzirQg e incapazes de realizar esta
reducao. A distingdo entre estas duas formas de centro de reacao foi realizada pela
emissao de dois pulsos de luz saturante nos discos foliares de milho, submetidos a
acéao dos diferentes herbicidas, e os resultados encontram-se na Fig. 33.

Os dados referentes ao tratamento controle demonstram o comportamento
padrdo, onde os valores de Fy* sdo superiores aos encontrados para Fp e as
intensidades de F,* sdo proximas a Fy*, sem a fase JI distinta. Para o herbicida
bentazon, os valores encontrados de Fy* para as doses de 250 e 500uM, diferiram
significativamente em relacdo ao controle, sendo reduzidos em 15 e 20%,
respectivamente (tab. 6). Essa redugao também & demonstrada na curva OJIP do
herbicida bentazon (Fig. 33A). Os valores de Vy* também foram reduzidos pela agao
do herbicida, sendo esta de 20% para as doses de 100 e 250uM e de 30% para a
dose de 500uM.
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Figura 33.Intensidade de fluorescéncia da clorofila a obtido em discos foliares de milho
submetidos a dois pulsos saturante com intervalo de 500ms (A) Bentazon, (B) Clomazone e

(C) Fomesafen.
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Tabela 6.Inte*nsidades*de fluorescéncia da clorofila a, em discos foliares de milho, nos
passos O (Fo) e P (Fu) apds o segundo pulso de luz saturante e a estimativa da fracao de
centro de reagao nao redutor de Qg (Vo*)

Intensidade de fluorescéncia/parametros

Herbicida Dose Fo* Fm* Vo*
Controle 1780 a 2719 " 0,537 a
100 uM 1708 a 2790 0,469 b
Bentazon
250 uM 1519 b 2552 0,436 b
500 uM 1442 b 2583 0,380 ¢c
Controle 1776 ™ 2841 "™ 0,508 b
100 pM 1792 2807 0,523 ab
Clomazone
250 uyM 1778 2765 0,525 ab
500 uM 1676 2539 0,537 a
Controle 1776 ™ 2841 "™ 0,508 ™
100 uM 1731 2773 0,515
Fomesafen
250 uyM 1718 2726 0,509
500 uM 1738 2709 0,522

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste Tukey (p = 0,05) entre as doses
dentro de cada herbicida, ns — ndo significativo; n = 15.

A acao do herbicida clomazone sé causou diferenca significativa em relagao
ao controle no parametro Vy*, sendo este elevado em 6% na dose de 500uM do
herbicida (tab. 6). Além disso, esta mesma dose causou redugéo dos valores de Fy*
(Fig. 33B), quando comparados ao controle, porém esta redugao nao foi significativa.
O herbicida fomesafen aplicado nos discos foliares de milho, ndo demonstrou
diferenca significativa em nenhum dos parametros, para as trés doses avaliadas, em

comparagao ao tratamento controle (Fig. 33C).
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3.2.2. Fluorescéncia modulada

3.2.2.1. Andlise de cinética de relaxamento

Os resultados obtidos na analise da cinética de relaxamento dos discos
foliares de milho do tratamento controle encontram-se na Fig. 34. Foram observados
valores praticamente constantes ao longo dos pulsos de luz para Fy’, Fs, Fv', FV/Fu,
orsi € 9P, sendo estes proximos a 500, 500, 1100, 0,62, 0,55 e 0,9,
respectivamente. J&4 gN eNPQ sofreram suave elevagao ao longo dos pulsos de luz,
apresentando valores finais proximos a 0,5 e 0,6, respectivamente.

Os discos foliares de milho submersos nas doses de 100 e 250uM do
herbicida bentazon apresentaram resultados semelhantes aos obtidos para o
tratamento controle, para todos os parametros avaliados (Fig. 35). Para a dose de
500uM foi observado aumento nas intensidades de Fy' e Fy, em 20 e 70%,
respectivamente. A intensidade de Fs nesta dose foi 0 dobro da encontrada para o
tratamento controle. Os valores de F,//Fu’, orsi, P, N e NPQ foram reduzidos em
35, 50, 30, 10 e 40%, respectivamente.
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Figura 34. Analise de fluorescéncia modulada de discos foliares de milho submetidos ao
tratamento controle (mais informacgbes veja Figura A). (F; = fluorescéncia inicial, Fy =
fluorescéncia maxima em estado adaptado ao escuro, Fy, = fluorescéncia maxima em cada
pulso saturante, F; = fluorescéncia em estado de state-steady, F\/Fy = eficiéncia fotoquimica
maxima, F'/Fy’ = eficiéncia fotoquimica maxima efetiva, ¢rsy = eficiéncia fotoquimica do
fotossistema I, gP = coeficiente de extingdo fotoquimico, gN = coeficiente de extingdo nao
fotoquimico e NPQ = coeficiente de extingdo nao fotoquimico).
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Figura 35. Analise de fluorescéncia modulada de discos foliares de milho submetidos ao
herbicida bentazon em diferentes doses (mais informagdes veja Figura A). (Fy
fluorescéncia inicial, Fy, = fluorescéncia maxima em estado adaptado ao escuro, Fy' =
fluorescéncia maxima em cada pulso saturante, Fs = fluorescéncia em estado de state-
steady, F\/Fy = eficiéncia fotoquimica maxima, F\,/Fy’ = eficiéncia fotoquimica maxima
efetiva, orsy = eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il, qP = coeficiente de extingao
fotoquimico, qN = coeficiente de extingdo nao fotoquimico e NPQ = coeficiente de extingao
nao fotoquimico).
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Para a dose de 100uM do herbicida clomazone todos os parametros foram
semelhantes aos encontrados para o controle, com excecdo de gN e NPQ que
apresentaram valores 25 e 45% superiores (Fig. 36). Para as outras duas doses
avaliadas, Fo' e Fs se mantiveram semelhantes aos obtidos para o controle, porém
Fnm' foi reduzido em 35%. Os valores iniciais de F,//Fy’ foram reduzidos em 20 e 35%,
os de ¢rs em 30 e 65%, e os de qP em 10 e 45%, respectivamente para as doses
de 250 e 500uM do herbicida clomazone. Também, os valores de gN e NPq foram
fortemente afetados pela agdo do clomazone, sendo o primeiro elevado em 50 e
75%, respectivamente para as doses de 250 e 500uM. Do mesmo modo, NPQ teve
valores iniciais muito elevados de 120 e 140% superiores aos do controle para as
doses de 250 e 500uM de clomazone, sendo estes reduzidos ao longo dos pulsos
de luz, chegando a valores préximos a 0,8 e 0,9 para as doses de 250 e 500uM do
herbicida.

Os parametros obtidos dos discos foliares de milho expostos ao herbicida
fomesafen ndo demonstraram diferengca em relagdo ao controle, em nenhuma das
doses avaliadas, com excecao de NPQ que na dose de 100uM sofreu elevacao
inicial de 20%, chegando esta a 40% nos ultimos pulsos de luz aplicados.
Entretanto, nas doses de 250 e 500uM, os valores iniciais de NPQ nao foram
alterados, porém no final da avaliagcdo foram elevados em aproximadamente 10%,

quando comparados ao tratamento controle (Fig.37).
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Figura 36. Analise de fluorescéncia modulada de discos foliares de milho submetidos ao
herbicida clomazone em diferentes doses (mais informagdes veja Figura A). (Fp =
fluorescéncia inicial, Fy, = fluorescéncia maxima em estado adaptado ao escuro, Fy’' =
fluorescéncia maxima em cada pulso saturante, Fs = fluorescéncia em estado de state-
steady, F\/Fy = eficiéncia fotoquimica maxima, F\,/Fy’ = eficiéncia fotoquimica maxima
efetiva, orsy = eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il, qP = coeficiente de extingao
fotoquimico, qN = coeficiente de extingdo nao fotoquimico e NPQ = coeficiente de extingao
nao fotoquimico).
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Figura 37. Analise de fluorescéncia modulada de discos foliares de milho submetidos ao
herbicida fomesafen em diferentes doses (mais informagdes veja Figura A). (Fo =
fluorescéncia inicial, Fy = fluorescéncia maxima em estado adaptado ao escuro, Fy' =
fluorescéncia maxima em cada pulso saturante, Fs = fluorescéncia em estado de state-
steady, F\/Fy = eficiéncia fotoquimica maxima, F\,/F\’ = eficiéncia fotoquimica maxima
efetiva, o¢rsy = eficiéncia fotoquimica do fotossistema I, qP = coeficiente de extingéo
fotoquimico, qN = coeficiente de extingdo nao fotoquimico e NPQ = coeficiente de extingao
ndo fotoquimico).
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3.2.2.2. Andlise de curva de intensidade luminosa vs parametros de PAM

A atividade fotossintética dos discos foliares de milho expostos a diferentes
intensidades luminosas foi observada através das curvas de luz. Os resultados
referentes ao tratamento controle demonstraram altos valores de F,//Fy’, ¢rsi € qP
no escuro, em torno de 0,55, 0,45 e 0,85, respectivamente, sendo estes reduzidos
exponencialmente com o aumento da radiagao, para aproximadamente 0,25, 0,06 e
0,3, respectivamente. Para ETR foram encontrados valores baixos no escuro, em
torno de 24, sendo estes elevados para 65 na intensidade de luz de 500umol m?s™,

e a partir dai foram mantidos praticamente constantes nas radiagdes mais elevadas

(Fig. 38).
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Figura 38. Curva de resposta a luz para os parametros de fluorescéncia modulada em
discos foliares de milho submetidos ao tratamento controle. (prs;y = rendimento quéntico do
FSII, calculado a partir da fluorescéncia; ETR = taxa de transporte de elétrons no FSII;
Fv/Fy = eficiéncia fotoquimica efetiva; qP = coeficiente de extingdo fotoquimico) (média +
erro padrao, n = 5). (Detalhes vide material e métodos).

Para o herbicida bentazon foram avaliadas apenas as doses de 100 e 250uM
(Fig. 39). O efeito da acao do herbicida bentazon nos discos foliares de milho foi
semelhante para as duas doses avaliadas, porém mais intenso na dose de 250uM.
Nesta dose foram verificadas redugcdes nos valores iniciais de ofs), qP € F,'//F\' em
40, 20 e 33%, intensidade de ETR foi

aproximadamente 40% na radiagéo de 500umol m? s, sendo esta redugdo mantida

respectivamente. A reduzida em

nas demais intensidades de luz (Fig. 39B).
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Figura 39. Curva de resposta a luz para os parametros de fluorescéncia modulada em
discos foliares de milho submetidos ao herbicida bentazon em diferentes doses (A) 100uM e
(B) 250uM. (prsi = rendimento quantico do FSII, calculado a partir da fluorescéncia; ETR =
taxa de transporte de elétrons no FSIlI; Fy/Fy = eficiéncia fotoquimica efetiva; gP =
coeficiente de extingdo fotoquimico) (média + erro padrao, n = 5). (Detalhes vide material e
métodos). Obs.: A dose de 500uM foi letal aos discos foliares, ndo permitindo analise.

Os discos foliares de milho submetidos a acdo do herbicida clomazone na
dose de 100uM,

comparados

nao apresentaram diferenca em seus parametros quando
(Fig. 40A). de 250uM

verificadodecréscimode 23% nos valores de ETR nas radiagdes de 500 e 1000umol

ao controle Para a dose foi
m? s, sendo este ainda mais acentuado (aproximadamente 45%), nas radiagoes
mais elevadas. Para ¢rsi, qP e F,//Fy foram observadas redugdes de 22, 11 e 15%,
respectivamente, quando comparados ao tratamento controle (Fig. 40B). A dose de

500uM do herbicida clomazone nao foi avaliada.
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Figura 40. Curva de resposta a luz para os parametros de fluorescéncia modulada em
discos foliares de milho submetidos ao herbicida clomazone em diferentes doses(A) 100uM
e (B) 250uM. (¢es) = rendimento quéntico do FSII, calculado a partir da fluorescéncia; ETR =
taxa de transporte de elétrons no FSII; Fy/Fy = eficiéncia fotoquimica efetiva; gP =
coeficiente de extingdo fotoquimico) (média + erro padrao, n = 5). (Detalhes vide material e
métodos). Obs.: A dose de 500uM foi letal aos discos foliares, ndo permitindo analise.

A aplicagao do herbicida fomesafen nos discos foliares de milho resultou em
suave reducdo dos parametros avaliados, quando comparados ao tratamento
controle, sendo esta reducao mais significativa apenas na dose de 500uM (Fig. 41).
Nesta dose o parametro mais afetado foi ETR, sofrendo declinio de 40% em seus
valores finais. Os parametros ¢rsi, qP e F,//Fu sofreram reducéo de 23, 12 e 13%

respectivamente (Fig. 41C).



82

0.5 120 . : . : . ; . . . 0.6 4 0.9
- M- ETR —@— FW/Fm'
4 o.8
- 100 - -Ll-aP —O—a, J o5
i 4 0.7
80 4 0.8
= 0,3
o N -1 0,5
= B 50 = o
T = Jdo4a T
0,2 - (il
40 - -1 0.3
0,1 192
20
4 0.1
0,0 - o} Jd o0
0,5 - 120 - 0,8
40,8
100
0.4 - 40,7
80 - 0.8
0.3 -
. Hos
z | Eeo 0
= do4a =
= > .
0,2 - I
40 o 4 0.3
0.1 4 0,2
20
4 0.1
0.0 - o : - ; 0.0 Jdp,0
0.5 - 120 = = = = 0.6 40,9
4 0.8
1004 & (C) - 0.5
0.4 - do.7
80 - 0.4 4 0.8
0.3 -
. 405
= E so 03 E
o L = 404 =
—a = bl
0,2 L
40 0.2 do.3
0,1 do.2
20 0.1
4 0.1
0.0 - 0 0,0 doo

T T T
a 500 1000 1500 2000 .
Densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativo (wmol mo s )]

Figura 41.Curva de resposta a luz para os parametros de fluorescéncia modulada em discos
foliares de milho submetidos ao herbicida fomesafen em diferentes doses(A) 100uM, (B)
250uM e (C) 500uM. (@rsy = rendimento quantico do FSIl, calculado a partir da
fluorescéncia; ETR = taxa de transporte de elétrons no FSlI; Fy/Fy = eficiéncia fotoquimica
efetiva; qP = coeficiente de extingdo fotoquimico) (média + erro padrédo, n = 5). (Detalhes
vide material e métodos).
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No intervalo de radiagdo(de 100 a 2000umol m? s') utilizada para as
avaliagcdes das curvas de luz dos discos foliares de milho, foram determinados os
parametrosors; € ¢CO». A relagdo entre estes dois parametros é uma forma eficaz
deexaminar o transporte de elétronsea assimilagcdo de CO,. Graficos demonstrando
a relagdo o@rsi/9pCO, foram gerados, e a partir destes foram obtidas equagdes para
verificar o ajuste dos pontos a reta que equivale a razao @rsi/9CO; igual a 12. Os
pontos obtidos a partir da relagao ¢rs/@CO2 do tratamento controle, demonstraram

ajuste de 91% a reta, o que demonstra relagao ¢rs)/@CO; préxima a 12 (Fig. 42).

0,8
Y= -0,056 + 10,737 X: R = 0,91
0,6 -
[ |
] = =
= 0,4
(a
=
=
|
0,2
f‘.
a5
0,0 T T I 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08
D (302

Figura 42.Relacdo entre Relagdo entre o rendimento quantico calculado a partir da
assimilagdo de CO; (¢CO;) e o rendimento quantico do FSIl calculado a partir da
fluorescéncia (osy), para discos foliares de milho submetidos ao tratamento controle.

Os herbicidas bentazon, clomazone e fomesafen, em todas as doses
avaliadas, demonstraram através dos graficos obtidos, ajuste acima de 94% a reta
que representa a razédo ors/@CO2 igual a 12 (Figura 43). Isto indica que os
herbicidas nao influenciaram a relagdo ¢rs/@CO, dos discos foliares de milho

avaliados.
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Figura 43.Relacdo entre Relacdo entre o rendimento quantico calculado a partir da
assimilacdo de CO, (¢CO,) e o rendimento quéantico do FSIl calculado a partir da
fluorescéncia (¢esy), para discos foliares de milho submetidos aos tratamentos com
herbicidas: bentazon (A-B, doses de 100 e 250uM), clomazone (C-D, doses de 100 e
250uM) e fomesafen (E-G, doses de 100, 250 e 500uM).



3.2.3. Trocas gasosas

Os resultados referentes as trocas gasosas dos discos foliares de milho do
tratamento controle estdo demonstrados na Fig. 44. O aumento da radiagéo elevou
quase linearmente os valores de A e g, sendo estes 22 e 0,15, respectivamente na
intensidade de luz mais elevada (2000pmol m? s™). No escuro os valores de A e g
se aproximaram a zero. A Ci foi de aproximadamente 220 no escuro, porém este

valor foi reduzido para 120 na radiacdo de 500pmol m? s™, sendo este valor mantido

para as demais intensidades luminosas.
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Figura 44.Curva de resposta a luz para os parametros de trocas gasosas em discos foliares
de milho submetidos ao tratamento controle. (A = taxa fotossintética liquida em pmol m? s*;
g = condutancia estoméatica em mol m? s™e Ci = concentracéo intercelular de CO, em umol

mol)(média + erro padréo, n = 5). (Detalhes vide material e métodos).
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A aplicagédo do herbicida bentazon reduziu, nas duas doses avaliadas, os
valores finais de A e g em 30 e 20%, respectivamente. Em contrapartida, a Ci se
elevou em 25 e 50%, respectivamente para as doses de 100 e 250uM de bentazon,
em todas as intensidades luminosas avaliadas (Fig. 45).

Os resultados encontrados para a dose de 100uM do herbicida clomazone
ndao demonstraram diferenca nos parametros de trocas gasosas, quando
comparados ao controle. Na dose de 250uM os valores da Ci sofreram acréscimo de
40%, enquanto que A e g diminuiram 50 e 40%, respectivamente (Fig. 46).

Para o herbicida fomesafen foram verificados resultados semelhantes para as
doses as trés doses avaliadas, onde reducao de 45 e 25%, respectivamente nos
valores de A e g foram encontrados (Fig. 47). Para as doses de 100 e 250uM, a Ci
no escuro sofreu pequena elevagdao de 10%, porém quando os discos foliares de
milho foram expostos a luz, a Ci aumentou 35%, quando comparada ao controle. O
herbicida fomesafen na dose de 500uMcausou aumentos de 22 e 50%, nos indices

de Ci, respectivamente para as avaliagdes no escuro e na luz.
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Figura 45. Curva de resposta a luz para os par@metros trocas gasosas em discos foliares de

milho submetidos ao herbicida bentazon em diferentes doses(A) 100uM e (B) 250uM. (A
taxa fotossintética liquida em pmol m? s™; g = condutancia estoméatica em mol m? s™e Ci

concentracao intercelular de CO, em pmol mol)(média % erro padrao, n = 5). (Detalhes vide
material e métodos). Obs.: A dose de 500uM foi letal aos discos foliares, ndo permitindo

analise.
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Figura 46.Curva de resposta a luz para os parametros trocas gasosas em discos foliares de
milho submetidos ao herbicida clomazone em diferentes doses(A) 100uM e (B) 250uM. (A =
taxa fotossintética liquida em pumol m? s™; g = condutancia estoméatica em mol m? s™e Ci =
concentracéo intercelular de CO, em pmol mol)(média £ erro padréo, n = 5). (Detalhes vide
material e métodos). Obs.: A dose de 500uM foi letal aos discos foliares, ndo permitindo
analise.
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Figura 47. Curva de resposta a luz para os parametros trocas gasosas em discos foliares de
milho submetidos ao herbicida fomesafen em diferentes doses(A) 100uM, (B) 250uM e (C)
500uM. (A = taxa fotossintética liquida em pmol m? s™; g = condutancia estoméatica em mol
m? s?e Ci = concentracdo intercelular de CO, em umol mol)(média * erro padrdo, n = 5).
(Detalhes vide material e métodos).



4. DISCUSSAO

A aplicacdo de herbicidas no estudo sobre o comportamento fotossintético
das plantas se torna de grande valia pelo fato do local de agdo destas substancias
ser previamente conhecido.

A fotossintese éumdosprocessos de maior importanciapara as plantas, e um
consideravel numero de moléculas herbicidasinterfere em seu metabolismo de
maneira direta ou indireta (por exemplo,os inibidores da acetolactato sintase
(SOUSA et al., 2012; EULLAFFROY et al., 2009); da mitose e da glutamina sintetase
(DAYAN; ZACCARO, 2012). Em circunsténcias normais, os elétrons derivadosa
partir da oxidagdo da aguasado canalizados atravésda cadeia de transportede
elétronsfotossintética, a fim de produzir ATPe NADPH. Dentre as moléculas
envolvidas na etapa fotoquimica da fotossintese, as plastoquinonas, desempenham
um papelchave na transferéncia deelétrons. Os doisprincipais alvos dos
herbicidasinibidores da fotossintesesaoa interrupgaodo fluxo de elétrons, através da
competicao pelo sitio de ligagdo de Qg no FSII; e o desvio deelétronsnoFSl,através
da captura dos elétrons a partir da ferredoxina (DAYAN; ZACCARO, 2012). Porém,
diversas moléculas podem interferir indiretamente no metabolismo fotossintético.

O sitiode ligagdo deQgnoFSlipode se acoplarfaciimente avarias classes
deinibidores deFSll, por exemplo, ureias, as triazinas e as bentazotadionas (ROMAN
et al., 2007). Bentazon é um herbicida conhecido porinibir o fluxode elétronsnoFSlI,
porém de maneira diferente dos inibidorestipicos(BOGER et al., 1977), causando
muitas vezes injurias mais leves do que aquelas obtidas pela aplicagdo de
diuron.Esta diferenca foi relatada por DAYAN e ZACCARO (2012),
ondebentazoncausa diminui¢cdo inicialde 80% (3h apds a aplicagao)no fluxode
elétronsda fotossintese, sendo este parcialmente recuperado para 50% (15h apds a
aplicacdo), enquanto a redugdo encontrada para diuron foi de 100%

permanentemente. Outros estudos documentama
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recuperacgaoparcialdainibicidodebentazonna fotossinteseao contrario  deoutros
inibidores deFSll,comprovando que este herbicidando conduz aalteragao
substancialna atividade dosfotossistemas(BOGER et al., 1977; MACEDO et al.,
2008). Neste experimento o herbicida bentazon causou injurias ao aparato
fotossintético dos discos foliares de soja e milho, 0 que pode ser observado pela
alteracédo de diversos parametros, porém esta injuria ndo chegou a 100% nem na
dose de 500uM avaliada.

Um dospapéis fundamentaisdos carotendidesem plantasé a protecdo do
aparelho fotossintéticodefotodegradagaoporextinguir 0EXCEeSSOo de
energialiberadopela fotossintesesobalta intensidade de luz ou situagbes de estresse
(SANDMANN, 2009). Diversas classes deherbicidasque afetamvarios passosna
sintese decarotendidetém sido desenvolvidas(DUKE; DAYAN, 2011). Entre eles o
clomazone € um herbicida que tem como alvo a 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase
(DXS), enzima chave navia de fosfatometil-eritritol (MEP), que éresponsavel pela
sintesedeisoprendidesplastidicos, = como,carotendides  efitol (FERHATOGLU;
BARRET, 2006). Uma vez quea inibicdo daDXSnao afetaos niveis de carotendides
pré-existente,seria de esperar quepouco ou nenhum efeitosobre a fotossintese das
plantas tratadas com clomazone fosse observada durantea duracio relativamente
curtadesteensaio. Entretanto, diversos parametros avaliados foram alterados quando
o herbicida clomazone foi aplicado nos discos foliares de soja e milho.

O alvoprimario de herbicidasinibidores da sintese de clorofilaé a
formacloroplasmaticadaprotoporfirinogénio  oxidase(PROTOX) que catalisa a
conversao deprotoporfirinogénioaprotoporfirina(DUKE; DAYAN, 2011).Esta enzimaé
inibida porum grande numero  de classesde herbicidas, como,
difeniléteres,oxadiazoles, triazolinonaseftalimidas. Este mecanismo de acédoenvolve
o acumulo nao reguladodaprotoporfirina,pigmentoaltamentefotodindmicoque induz a
rapida peroxidagcdodas membranasapds a exposigaoa luz (DAYAN; ZACCARO,
2012). As injurias observadas nas plantas tratadas com o herbicida fomesafen nao
sdo devidas aumainibicdo diretada fotossintese, mas sim adestruicdo doaparelho
fotossintéticoassociada com aperoxidagaorapida dasmembranas celulares(DAYAN;
DUKE, 1997).

Alteracbes no metabolismo fotossintéticonormal causadaspela acado de
herbicidaspodem ser prontamentemedidas pormonitorizagdoda fluorescéncia da

clorofilaa. A fluorescénciadas clorofilas € um reflexo dafixacdo de carbono, bem
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como do estado de estresseglobal de umaplanta(MAXWELL; JOHNSON, 2000). A
fluorescéncia da clorofilaé afetada ndo apenas pelos herbicidas inibidores da
fotossintese, mas também pordiferentes herbicidas dependentes de luz, tais como
os inibidores da protoporfirinogénio oxidase (PROTOX) e da biossintese de
carotendides(HESS, 2000). O herbicida bentazon por interferir diretamenteno
fluxode elétrons, induz a fortes alteragdes nafluorescéncia da clorofilade plantas,
como foi detectado nesta pesquisa. Nas avaliagdes das curvas OJIP, a fase OJ,
reflete a reducaode Qapara Qa’; JI elP, a redugao do conjunto de PQ(STRASSER et
al., 1995).Um aumento naintensidade de fluorescénciaem2ms (passoJ)é geralmente
interpretado comoevidéncia de acumulacdoda fracdode Qareduzida(STRASSER
etal, 1995;LAZAR; ILIK, 1997), possivelmente devido a diminuicdo do transportede
elétronspara alémde Qa(HALDIMANN; STRASSER, 1999). Desse modo, a alta
intensidade dos niveis de fluorescéncia no passo J (proximos aos obtidos para Fy),
encontradas neste experimento para o herbicida bentazon aplicado na dose de
500uM nos discos foliares de soja, demonstram que a maioria das Qa encontram-se
completamente reduzidas, pela inibigdo do transporte de elétrons, sendo assim
apenas uma fase de indugado unica foi observada, ja que ndo ocorre a redugao do
conjunto de PQ. Na auséncia deinibidores de FSIl, Qapode ser
totalmentereduzidoapenas quandoQg?esta presente, que ocorre somente nopassol
(ZHU et al., 2005).

Outras pesquisas relatam a observacido desta fase de indugao unica quando
utiizado o herbicida DCMU em diferentes espécies (STRASSER et al., 1995;
PRASIL; YAAKOUBD, 1999; BUSKOV et al.,, 2004). A redu¢do no numero de
elétrons tranferidos para a cadeia de transporte foi causada pela redugdo nos
valores de N, observados para a dose de 500uM de bentazon. Porém, esta fase de
indugao unica so6 foi observada para a dose mais elevada de bentazon utilizada nos
discos foliares de soja, visto que as doses abaixo de 500uM para a soja e as trés
doses avaliadas para milho, ndo foram capazes de reduzir todas as Qa, afetando
apenas parcialmente o transporte de elétrons. A acdo do herbicida clomazone e
fomesafen ndo resultou em grandes alteragdes nas curvas OJIP, tanto para os
discos foliares de soja e de milho, sendo os parametros do milho praticamente

inalterados.
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Apartir do comportamento polifasico do aumento da fluorescéncia, os
parametros do Teste JIP foram obtidos (STRASSER; STRASSER, 1995;
STRASSER et al.,, 2000). Estes parametros demonstram altera¢gdes no aparato
fotossintético que ndo podem ser visualizadas através da curva OJIP. Os indices de
desempenho(Plass € Plasstotal) tem sido considerados como mais sensiveis para a
deteccdo e quantificacdo de estresse em plantas do que o rendimento quantico
maximo do FSII (Fv/Fu) (CHRISTEN et al.,, 2007; OUKARROUM et al., 2007), ou
seja, mais consisténciapara interpretagado dos resultados obtida quando se avalia a
resposta do fotossistema |l para condicbes estressantes. Isto ocorre, porque os
indices de desempenho relacionam a eficiéncia de absorgao, captura e transferéncia
de energia de excitagao pelo fotossistema Il proporcionando uma visdo maior do
grau de efeito do ambiente estressante (GONCALVES; SANTOS JR., 2005). Neste
experimento, os parametros mais sensiveis a acdo dos trés herbicidas avaliados,
tanto para soja como para milho, foram Plags € Plagstota. Adiminui¢gdo nos indices de
desempenho, indicam perda de eficiéncia fotoquimica pelas plantas (THACH et al.,
2007).

Na maioria dasplantas superiores, ¢p, (Fv/Fm) esta entre0,75 a 0,85
(BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989) e sob condicdes controladaseste
parametroé frequentemente proporcional ataxa fotossintética, sendo a redugao desta
razao um excelente indicador de efeito fotoinibitério quando as plantas estao
submetidas ao estresse quimico (ARAUS; HOGAN, 1994). Entretanto, neste
experimento, mesmo nas doses mais elevadas dos herbicidas o parametro @p, Ndo
apresentou alteracdo em relacdo aos discos foliares do tratamento controle.
Diversosautores também n&o encontraramvariagées emop, (Fv/Fm) sob diferentes
estresses(SILVA; ARRABACA, 2004; KANA et al., 2004;0KARROUMA et al., 2007;
MEHTA et al.,, 2010; GIORIO et al., 2012). Além disso, o paradmetro DIy/RC foi
alterado apenas pela aplicacdo do herbicida clomazone, porém em taxas muito
pequenas, provavelmente pela tentativa de dissipagdo de energia em excesso na
forma de calor. Estudo realizado por Kafia e colaboradores (2004) demonstrou que o
parametroTRy/RCfoicerca de 30% maior nas plantas de cevadacultivadasna
presenca de500uM de clomazonedo queasplantas de cevada do tratamento
controle, porém esta alteracdo nao foi verificada para os discos foliares de soja e

milho neste estudo.
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Uma avaliagdo mais criteriosa sobre a atividade dos centros de reacao
permite avaliar a heterogeinidade dos centros de reagao do FSII, ou seja, diferenciar
os centros redutores de Qg, considerados ativos, dos centros ndo-redutores deQg,
conhecidos como inativos. Asunidades comcentros de reacao
ativosmostramumafluorescénciapolifasicatransiente,com os passos J,|I eP distintos e
os inactivostemapenas uma fase(semelhante aopassoJ), sendo assim as unidades
deinativoscomportam-sede forma semelhanteas unidadesativas que s&oinibidas
cominibidores de FSII (STRASSER; STIRBET, 1998), como pode ser observado
nesta pesquisa, para todos os tratamentos avaliados. Nas avaliacbes do herbicida
bentazon foram verificadas redugdes nas intensidades de fluorescéncia do
transiente das unidades inativas, o que demonstra que este herbicida afeta a
atividade dos centros de reacdo redutores de Qg, 0 que também pode ser observado
pela reducéo nos valores de Vy*, nos discos foliares de soja e de milho. Ja para os
demais herbicidas avaliados, nao foram obtidas variagdes relevantes nos transientes
das unidades inativas, tanto para os discos foliares de soja como de milho, o que
demonstra a pouca influéncia destes herbicidas sobre a heterogeinidade dos centros
de reacdo do FSIl. Relatos de que a quantidade de centros de reacdo nao-redutores
de Qg podem ser alterados sobre a acédo de estresse ja foram realizados, porém
algumas vezes o0 que ocorre € uma elevagdo no numero de unidades inativas
(MEHTA et al., 2011).

A energia luminosaabsorvida pelasmoléculas de clorofilanuma folhapode ser
submetida atrésdestinos distintos:ela pode ser usadana fotossintese (fotoquimica); o
excesso de energiapode ser dissipadona forma de calor; ou pode
serreemitidocomofluorescéncia da clorofila.Estestrésprocessos competem um com o
outro,de tal modo quequalquer aumento na eficiénciadeumira resultar
numadiminuicdo do rendimentodos outros dois(MAXWELL; JOHNSON, 2000).
Através dos dados de cinética de relaxamento, foi possivel acompanhar a atividade
fotossintética das plantas sob pulsos de luz saturante constantes. Analises da
cinética de relaxamento fornecemrapida informacaosobre a cinética datransferéncia
de energiade excitagdoentre os complexosantenae os aceptores de elétrons do FSII
(ROELOFSet al, 1992;RENGEREet al, 1995).Nestas avalia¢des, os discos foliares de
soja mostraram-se mais sensiveis que os de milho ao estresse causado pelos trés

herbicidas avaliados.
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Altas intensidades de Fy’ foram observadas para a soja e milho tratados com
o herbicida bentazon, para os demais herbicidas ndao foram verificadas alteragdes
em Fy para nenhuma das espécies avaliadas. Os altos valoresde Fyobservados
podem ter varias causas, como O aumento do numerode centros de
reacaoinativosonde os elétronsndaopodem sertransferidos para Qa que esta
reduzidae, portanto,maiorFy’ € medido;outra possibilidadeé a baixa transferéncia de
energiadeLHCII para o centro de reagdodo FSIl, o que pode ter sido causadapela
dissociacdo doLHCIIdo nucleoFSIl (HAVAUX, 1993). No caso do herbicida
bentazon, o motivo do aumento de F¢’, provavelmente tenha sido devido ao aumento
dos centros de reacgao inativos, pelo fato das Qa estarem reduzidas e indisponiveis
para receber elétrons, corroborando com os dados de fluorescéncia transiente
encontrados para o bentazon neste estudo. Para os demais hebicidas foi verificada
insensibilidade de Fy’, provavelmente pelo fato destes n&o inibirem diretamente o
fluxo de elétrons, ou seja, ndo ocorre a inativagao dos centros de reagao e sim
alteracdo no metabolismo fotossintético como reacdo a acdo destas moléculas.
Neste trabalho, também foi observado para o herbicida bentazon valores iniciais
mais elevados para Fy/, entretanto estes valores decresceram durante a aplicacao
dos pulsos de luz saturante, o que também pode indicar a inativagao dos centros de
reacao do FSlI, confirmando o que foi encontrado para Fy'.

E sugerido que a acumulacdo decentros de reacdoinativosesta associado
com oaumento da eficiénciade dissipagcaode luz absorvidana forma de calor (KALAJI
et al.,, 2011), porém isto deveria ser refletido em valoressignificativamente mais
elevadosdos parametrosque indicama eficacia dos processosnao-fotoquimicos de
excitacdo, como por exemplo DIo/RC e ¢po, 0 que nédo foi verificado no Teste JIP
avaliado neste estudo.

Outra intensidade de fluorescéncia fortemente elevada pela agao do herbicida
bentazon foi Fs. Diversos autores relatam que Fs € um parametro sensivel ao
estresse em plantas C3,Cse CAM(CEROVIC etal.,1996; FLEXASet al.,2000). A
intensidadede fluorescéncia no estado estacionario (Fs), € uma fungdo da
competicdo entre a energia de excitagaofotoquimicae nao-fotoquimica absorvida
pelos complexosde colheita de luz(SCHREIBER et al., 1998). O aumento desta
competicdo, causado pela agcao do herbicida, € demonstrado pela elevacao de Fs,
aqui mencionada, provavelmente devido ao n&o-aproveitamento de parte da energia

que chegava ao complexo-antena, uma vez que estes bloquearam o fluxo de
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elétrons no FSII no nivel da proteina D4. Frankart e colaboradores (2003) ja haviam
observado elevacdo de Fs em plantas submetidas a acdo de atrazina (herbicida
inibidor de FSIl). Esta elevagdo nos valores de Fs também foi observada para as
duas doses mais elevadas de clomazone aplicado nos discos foliares de soja, sé
que neste caso o motivo provavel tenha sido a redugdo na quantidade de energia
aproveitada pela planta para realizagdo dos processos fotoquimicos, como fixagcao
de CO; e redugdo de NADP®. Para os discos foliares de milho este parametro foi
insensivel a agao do herbicida bentazon.

Normalmente, a quantidade total defluorescéncia da clorofilaé muito
pequena,egrandes porgdesda luz absorvidasao usadas para conduzira fotossintese,
que é referido comogP, ou s&o dissipadasna forma de calor, em extingdo de
fluorescéncia,que é denominadoNPQ ou gN(RALPH;GADEMANN, 2005).Logo quea
energia absorvida pelospigmentos vegetaisexcede o0 requisitopara a
atividadefotoquimica, ou que por algum estresse ocorra excesso de energia
acumulada nos centros de reacdo do FSIlI, mecanismo rapidode dissipacao de
caloré acionado,a fim de impedira produgdo deespécies reativas de oxigénio
(SZABOet al., 2005;. EBERHARDet al., 2008). Este mecanismoé conhecido
comonéao fotoquimico(NPQ ou gN) de fluorescéncia da clorofilaporque competecom
afotoquimicapara extinguir apouca energiaque a clorofilaexcitadapodereemitircomo
fluorescéncia(DEMMIG-ADAMS, 2003;KRAUSE; JAHNS, 2003; HOLTetal.,
2004;BAKER,2008). NPQ e gN representam a dissipagao daenergia dos fétonsem
excesso, evitando danos a viafotoquimica,antes que a energiaseja acumuladacomo
intermediarios reativosna cadeiafotossintética(RALPHetal., 2002).

Nas duas espécies tratadas com o herbicida clomazone houve um grande
aumento nos valores de NPQ e gN, o que representa maior dissipagdo nao-
fotoquimica da energia absorvida pelos fétons. Nos discos foliares de soja, o
herbicida bentazon também causou elevacdo nos indices de gN e NPQ, porém
inferiores as encontradas para o clomazone. Kim e colaboradores (1999), nao
verificaram alteracdo em N para tecidos tratados com o herbicida diuron. No
entanto, nos discos foliares de milho ocorreu decréscimo principalmente nos valores
de NPQ quando submetidos a acao de bentazon. Este decréscimo de NPQ também
foi observado em estudos realizados com Lemma minor exposta ao herbicida
atrazina (FRANKART et al., 2003). Geralmente,a sobre-regulacdodeNPQé pelo

menosbifasica comumcomponente rapidoque reageem segundos,e um
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componentelento comcinética deativagcdo completana escalade minutos
(MULLERetal, 2001;. GROUNEVAetal., 2009).

Ocomponente rapidoé controlado porumgradiente de pHna membrana dos
tilacdides, enquanto que a epoxidagdodepigmentosdo ciclodas xantofilaé
responsavel pelafase mais lentadeqE(LAVAUD, 2007). Casoa absor¢do da
luzexceda a capacidadeparaa fixacdo de CO;, umalApHnos tilacoidesé
construidapelotransporte de elétronsda fotossintese.Aacidificacdodo Iumenativaa
conversdo enzimatica deum carotendide, violaxantina azeaxantina, que €& um
supressordos estadosde clorofila“triplet’s(MULLER et al., 2001).Esta variacdo na
regulacao de NPQ pode ser o fator responsavel pela forma como as duas espécies
responderam diferentemente a acdo do herbicida bentazon. Para o herbicida
fomesafen, alteracdes pouco significativas de qN e NPQ foram verificadas para as
duas espécies.

Valores de rendimento quéntico fotoquimico efetivo (F\'/F\’) muito inferiores
aqueles encontrados para rendimento quéntico fotoquimico maximo (Fv/Fu)
demonstram que os discos foliares de soja e milho ndo foram capazes de manter
sua atividade fotossintética proxima ao potencial das folhas, quando submetidos a
acao de bentazon e clomazone. Esta redugao na atividade fotossintética se deve a
acentuada reducgdo da eficiéncia fotoquimica (@rsi), demonstrada também pelo
coeficiente de extingdo fotoquimico (qP), observados nestas avaliagdes. Redugéo
destes parametros em situacdes de estresse foram observadas em diversos estudos
(CALATAYUD;BARRENO, 2004; PEI; BIE, 2007). Estes efeitos foram mais intensos
nas doses mais elevadas de bentazon e clomazone. Para fomesafen ocorreu suave
declinio na eficiéncia fotoquimica, porém sem causar redugdo no rendimento
quéntico fotoquimico efetivo dos discos foliares de soja e milho.

Curvas de resposta a luzsdo amplamente utilizadaspara a
caracterizagaoquantitativa daluz-dependéncia da atividadefotossintéticade
organismosfotoautotréficos(HENLEY, 1993).Tradicionalmente, as curvas de luz
saobaseados na medicaodo estado estacionario detaxas de fotossintesesob uma
gama deniveis de irradianciarelevantes, informando assim sobre a
atividadefotossintéticaque pode ser esperadasobumairradianciadeterminada, sob
condigdes constantes (CRUZ; SERODIO, 2008).

Asinformagdescontidas nascurvas de resposta aluzsdo geralmenteresumidas

porumpequeno numero deparametrosfisiologicamentesignificativos. ¢rsymede a
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proporcdaode luz absorvidapela clorofilaassociada ao FSllusadana fotoquimica.
Como tal, pode dar umamedida da taxadetransporte de elétronslinear (ETR)
eumaindicagcédoda fotossinteseglobal (FU et al., 2012).0s resultados de qPe da uma
indicagdoda proporgado decentros de reacdo abertos noFSll, e ¢rsi€ a proporgao
deenergia absorvidausadana fotoquimica(MAXWELL; JOHNSON, 2000). No
entanto,existe uma correlagaoestreita entre osdois parametros. Esta correlacao foi
verificada em todas as avaliagbes realizadas nesta pesquisa. A acao dos herbicidas
causou reducédo semelhante em o¢rsi € qP, sendo esta mais acentuada para o
primeiro parametro. Os discos foliares de soja foram mais sensiveis a agao das trés
moléculas herbicida do que os discos foliares de milho, e para as duas espécies o
herbicida bentazon foi 0 que resultou em danos mais significativos. Além disso, para
todas as avaliagdes, foi observado um declinio gradual em ¢frs; € QP @ medida que
intensidadede luz foi aumentada. Em geral, isto ocorre devido a fotoinibigéo,
causada pelo excesso de energia (FU et al., 2012).

O parametro mais sensivel aos herbicidas nas avaliagdes das curvas de luz
foi a taxa de transporte de elétrons (ETR). Como ETR é fungédo de ¢rs), redugdes
deste parametro foram observadas, o que indica redu¢ado no transporte de elétrons
linear da fotossintese quando os discos foliares de soja e milho foram submetidos
aos tratamentos com bentazon, clomazone e fomesafen. Entretanto, diferentemente
de orsy € qP, ETR em funcdo dairradidnciamostroua formaclassicade uma curva
deluz, com um aumentolinearonde a luzfoi limitanteseguido porum patamar,onde
avia fotossintéticaficoulimitada (RALPH; GADEMANN, 2005). Isto ocorre, porque nas
primeiras emissdes de luz, os processos de transportede elétrons estdo sendo
estabelecidos (IHNKEN et al., 2010), ocasionando um aumento significativo em
relacdo ao ETR no escuro. DAYAN e ZACCARO (2012) verificaram forte efeito de
bentazon e sulfentrazone (inibidor de PROTOX) na redugédo de ETR de plantas de
pepino na presencga de luz, porém para clomazone nenhum efeito foi observado. Em
contrapartida, a aplicacdo deherbicidaclomazoneafetou afotossintese de plantas de
cevada(HordeumvulgareL.), reduzindo os niveis declorofilase carotendides, que
diminuiram a taxade transporte de elétrons(KANA et al., 2004).

A relagcéo orsi/@CO,, forneceu informagdes importantes sobre a agao das
moléculas de herbicidasnas duas espécies avaliadas. N soja, embora o herbicida

bentazon tenha reduzido consideravelmente os valores de ¢fs), a proporgao de
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equivalentes de elétrons resultantes da atividade fotoquimica do FSII que séao
usados para a assimilacdo de CO, em folhas & consideravelmente a mesma do
tratamento controle. J&4 para os herbicidas clomazone e fomesafen a taxa de
transporte de elétrons através de FSII foi considerada excessiva em relagao as taxas
observadas de assimilacdo de CO,. Rotas alternativas para os elétronsalém da
assimilacdo de CO, devem estar operandopara manterasaltas relagdes
orsi/eCOzencontradas.

A dissipacdo doexcesso de energiapode continuaratravés de processosde
transporte de elétrons, mesmo quando, por qualquer razéo, a assimilacao liquida de
CO.¢ reduzida.Estesprocessos incluem afotorespiragcao(WUet al.,1991), a reacao de
Mehler(ASADA, 1999) eo fluxode elétronsciclicoem tornoFSI (KATONA et al.,1992) e
FSI(ALLAKHVERDIEV etal., 1997). Para os discos foliares de milho a raz&o
orsi/@CO2foi mantida, para todos os herbicidas avaliados, proxima a 12, ou seja,
sem alteracbes em relagdo ao controle. Isto sugere que 0 mecanismo que ocorre
nos discos foliares de soja submetidos a agcdo de clomazone e fomesafen (para
manter as altas relagdesors/9CO;) seja a fotorrespiragdo. Isto justificaria a
manutengcdo da relagdo ors/@COg,proxima a 12, encontrada para as plantas
demilho tratadas com os herbicidasclomazone e fomesafen, visto que o milho possui
metabolismo fotossintético C4, apresentando tipica anatomiaKranz, que proporciona
assimilagao primaria de carbono nas células do mesofilo eredugdodo carbono pela
fotossintesenas células da bainha (HATTERSLEY, 1984), resultando em altas
concentragbesde COgznas células, o que reduz a niveis insignificativos as taxas de
fotorrespiracdo, em comparagao as espécies Cs, justificando assim os resultados
encontrados neste trabalho.

O emprego de caracteres fisioldgicos referentes as trocas gasosas é de
grande importancia na avaliagdo da atividade fotossintética das plantas expostas a
diferentes estresses. Todos os tratamentos avaliados nesta pesquisa resultaram em
declinio nos valores da taxa assimilacédo liquida (A) dos discos foliares de soja e
milho, em relagdo aos obtidos para o tratamento controle. Além disso, ao longo do
aumento das intensidades luminosas avaliadas também houve reducédo de A.
Embora a luz seja a fonte de energia para o processo fotossintético e, obviamente, o

pré-requisito essencial para a vida na Terra, 0 excesso desse recurso pode ter como
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consequéncia a reducao ou mesmo a inibicdo da assimilagcao fotossintética de CO,
(LONG et al., 1994).

O excesso de luz pode causar destruicdo fotooxidativa do aparato
fotossintético, ou seja, nessa condi¢do, a energia luminosa nado € utilizada no
processo fotossintético. Este processo de diminuicdo da eficiéncia na incorporacao
do carbono pela elevada energia luminosa € denominado fotoinibicdo (LONG et al.,
1994) e pode ocorrer mesmo na auséncia de qualquer outro tipo de estresse
(OGREEN, 1988). Isto foi verificado nesta pesquisa, onde inclusive as plantas do
tratamento controle de soja e milho demonstraram redugdo de A com o aumento da
radiagao.

A condutancia estomatica (g) apresentou padrdées similares ao da taxa de
fotossintese, na maioria dos tratamentos avaliados, sugerindo que a queda da
assimilagao liquida de CO, esteja relacionada com o fechamento parcial dos
estdbmatos. As correlagcdes entre a assimilagcado de CO; e a condutancia estomatica
podem ser explicadas como uma funcdo da restricido da fixacdo de CO, por
alteracbes no metabolismo fotossintético das plantas (SILVA et al.,, 2010). Em
conjunto com a reducdo de A e g gerada pela agao dos herbicidas nos discos
foliares de soja e milho, a concentracao intracelular de CO, foi elevada em todos os
tratamentos avaliados, provavelmente devido ao fechamento estomatico e redugéo

na taxa de assimilacéo liquida causada pela situacao de estresse.



5. CONCLUSAO

As avaliagdes de fluorescéncia transiente e modulada, embora sejam técnicas
distintas, fornecem informagdes complementares sobre a atividade fotossintética dos
discos foliares de soja e milho expostas a agdo de bentazon, clomazone e
fomesafen.

O herbicida bentazon é o que mais afeta as intensidades defluorescéncia da
clorofila e os demais parametros obtidos através das duas técnicas utilizadas, por
agirdiretamente na fotossintese, bloqueando o transporte de elétrons.

Os herbicidas clomazone e fomesafenpouco alteraram os dados referentes a
fluorescéncia transiente, sendo os parametros de fluorescéncia modulada e trocas
gasosas mais sensiveis a sua acado. Os resultados obtidos para o herbicida
clomazone fornecem informacgdes importantes sobre o diferente efeito da fotoinibigao
em plantas com metabolismo C3 e Ca.

Os indices de desempenhoPlags € Plagsiwtaforam os paradmetros de
fluorescéncia transiente mais sensiveis a agdo de bentazon, clomazone e
fomesafen. O rendimento quantico maximo do FSII (Fy/Fy) foi insensivel a acdo dos
herbicidas, ndo sendo um bom indicador do estresse causado por estas moléculas.

Nas analises de fluorescéncia modulada, os pardmetros mais sensiveis a
acao de bentazon, clomazone e fomesafen foram Fs, Fyv', ETR e opsi, sendo bons
indicadores de sensibilidade a acado de herbicidas.

O milho é menos sensivel que a soja aos herbicidas bentazon, clomazone e
fomesafen, sugerindo que plantas com metabolismo C4, embora sofram com a agéo
dos herbicidas, possuem maior capacidade de tolerdncia que as espécies com

metabolismo Cs.
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