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RESUMO - As plantas tolerantes a herbicidas apresentam rotas bioquimicas eficientes na
desintoxicacdo dessas moléculas no interior da célula, e muitas enzimas citoplasmaticas
participam desse processo. No presente trabalho, o perfil eletroforético de proteinas
citoplasmaticas foi avaliado em folhas, caules e raizes de plantas de milho, durante o processo
de desintoxicacdo, apds tratamento com o herbicida mesotrione. Aos 15 dias apés o plantio,
foram aplicados 192 gramas por hectare (g ha') do mesotrione, em poés-emergéncia; trés e
sete dias apos a aplicacédo (DAA), foram coletados os tecidos para a realizacdo de fracionamento
celular e isolamento das proteinas soluveis do citoplasma. A atividade fotossintética foi
analisada como marcador fisiolégico do nivel de fitointoxicacdo em diferentes estadios (1, 2,
3, 5 e 7 DAA). Enquanto a fotossintese foi inibida nos primeiros 3 DAA, nao se observou
alteracao significativa a partir do quinto dia. Medidas biométricas foram realizadas aos 7 DAA,
nao apresentando diferencas significativas. A analise dos perfis eletroforéticos das proteinas
citoplasmaticas indicou maior expressdo proteica em regioes de baixa massa molecular
(~ de 21 a 65 kDa) nos tecidos de folhas e caules aos 3 DAA do mesotrione. Contudo, aos
sete dias observou-se recuperacao de perfis semelhantes aos tecidos de plantas nao tratadas
com o herbicida. Nas raizes, houve reducédo na biossintese de proteinas sob tratamento com
herbicida, tanto aos 3 quanto aos 7 DAA. Os resultados sugerem que as alteracdes do perfil
eletroforético das proteinas citoplasmaticas das plantas de milho refletem bem o estadio de
desintoxicacdo de seus tecidos e que, mesmo apds o processo haver se estabelecido na
parte aérea, as raizes continuaram a apresentar alteracbdes, que indicam um processo mais
prolongado de desintoxicacdo do mesotrione sobre o sistema radicular.

Palavras-chave: fitotoxicidade, milho, proteina, controle de plantas daninhas, metabolizacéo de herbicida.

ABSTRACT - Herbicide-tolerant plants have efficient biochemical pathways for detoxification of these
molecules within the cell, with many cytoplasmic enzymes being involved in this process. In this
study, the electrophoretic profiles of cytoplasmic proteins were evaluated in the leaves, stems, and
roots of corn plants during the detoxification process after treatment with the herbicide mesotrione.
At 15 days after planting, 192 grams per hectare (g ha') of mesotrione were administered post-
emergence. Three or seven days after application (DAA), tissues were collected to perform cell
fractionation and isolation of soluble proteins from the cytoplasm. Photosynthetic activity was analyzed
as a physiological marker of the level of intoxication at different stages (1, 2, 3, 5, and 7 DAA). While
photosynthesis was inhibited in the first three days after spraying, there was no significant change
on the fifth day. Biometric measurements were performed at seven DAA, and no significant differences
were observed. Analysis of electrophoretic profiles of cytoplasmic proteins indicates higher expression
of low molecular weight (~ 21-65 kDa) proteins in leaves and stems for three days after mesotrione
application. However, at seven days, we observed a recovery profile similar to the tissues of the
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plants not treated with herbicides. There was a reduction in the roots of herbicide-treated plants in
protein biosynthesis for as long as three to seven DAA. These results suggest that changes in the
electrophoretic profile of corn plant cytoplasmic proteins reflect the stage of tissue detoxification.
Furthermore, even after proceedings have been established in shoots, the roots continue to show
changes that indicate a longer mesotrione detoxification process for the root system.

Keywords: phytotoxicity, corn, protein markers, weed control, herbicide metabolization.

INTRODUCAO

O mesotrione (2-(4-mesil-2-nitrobenzoil)-
1,3-cicloexano-1,3-dione) € um herbicida
recomendado para o controle de plantas dani-
nhas na cultura do milho e da cana-de-actcar
em aplicacdes em pos-emergéncia e integra
o grupo quimico das 2 benzoilcicloexane-
1,3-dione (tricetonas), o qual atua inibindo a
enzima 4 hidroxifenilpiruvato dioxigenase -
HPPD, (EC1.13.11), induzindo a reducao da sin-
tese de carotenoides (Lee et al., 1997; Mitchell
et al., 2001; Rodrigues & Almeida, 2011).

A planta absorve esse herbicida por meio
das raizes e folhas, apresentando excelente
movimento apossimplastico (Mitchell et al.,
2001). As espécies de plantas suscetiveis ao
mesotrione comecam a apresentar sintomas
de amarelecimento das folhas aos trés dias
apos a aplicacao (DAA), com posterior bran-
queamento das folhas, progredindo para a
necrose e morte em até duas semanas (Pallet,
2000; Johnson & Young, 2002).

Em alguns hibridos de milho mais sen-
siveis, o mesotrione tem provocado leve
fitointoxicacao, porém nao foram observadas
perdas na produtividade de graos (O’Sullivan
et al., 2002; Masiunas et al., 2004). As espé-
cies tolerantes a herbicidas em geral possuem
a capacidade de desativar seus principios
ativos e/ou de realizar a remocao do compo-
nente toxico do citoplasma, compartimen-
talizando-o no vacuolo e/ou excretando-o para
o meio extracelular (Mitchell et al., 2001;
O"Sullivan et al., 2002; Johnson & Young,
2002; Armel et al., 2005). Todavia, o meca-
nismo de tolerancia de plantas de milho ao
mesotrione permanece desconhecido.

Os efeitos fitotoxicos sobre a fisiologia da
planta variam em funcado da quantidade de
herbicida absorvido e que chega as enzimas
ou proteinas especificas, podendo ser o sufi-
ciente, ou nao, para que a fitointoxicacao se
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manifeste. Plantas tolerantes a herbicidas
possuem rotas metabolicas especificas, que
previnem possiveis danos causados por esses
produtos quimicos (Yuan et al., 2006). Essa
protecao é realizada por determinadas enzi-
mas e outras proteinas de defesa das plantas,
principalmente de localizacao citoplasmatica,
que possuem ampla faixa de especificidade,
possibilitando que muitos herbicidas sejam
metabolizados por uma ou varias enzimas e
moléculas de defesa (Hatzios & Penner, 1982).

Nas plantas tolerantes, a desintoxicacao
das moléculas de herbicidas no interior da cé-
lula ocorre em quatro fases distintas (Coleman
et al., 1997). Na primeira, muitas enzimas
presentes no citoplasma, como citocromo P450
mono-oxigenases (P450), esterases, amidases,
arilacilamidases e nitrilases, adicionam
grupos funcionais nas moléculas de herbici-
das, por meio das reacgoes de hidrélise, oxidacao
ou reducdo, tornando as moléculas de herbi-
cida ativas para que as enzimas atuem nas
fases posteriores (Kreuz et al., 1996; Coleman
et al., 1997; Eerd et al., 2003). Na segunda fase,
os grupos funcionais gerados ou introduzidos
nos herbicidas sao utilizados como sitios para
a realizacdo da conjugacao com a glicose,
glutationa, aminoacidos/proteinas ou outros
compostos organicos, por meio de enzimas
como a UDP:glicosiltransferases e a glutationa
S-transferase, formando conjugados de baixa
toxicidade e mais solaveis no meio intrace-
lular, para serem posteriormentes eliminados
do citoplasma (Lamoureux et al., 1991;
Riechers et al., 1998; Ogliari et al., 2009).

Varias substancias naturais produzidas
pelas proprias plantas, a exemplo de compostos
anti-herbivoria, como as fitoalexinas antifin-
gicas, sdo extremamente toxicas as proprias
células, e o mecanismo de desintoxicacao atua
para proteger a célula (Dixon et al., 1994; van
Etten et al., 1995; Marrs, 1996). Muitas dessas
enzimas citoplasmaticas também participam
nas fases de desintoxicacao de herbicidas,
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apresentando massa molecular que pode
variar de 21 a 65 kDa.

Conhecer como os vegetais se protegem
desses compostos é essencial para obter,
através da bioengenharia, variedades agrico-
las mais resistentes a herbicidas, o que pode
aumentar a produtividade das plantas. A eletro-
forese de proteinas em géis de poliacrilamida
€ uma técnica relativamente simples, rapida
e de alto valor informativo, a qual permite um
estudo das mudancas globais ocorridas nas
fracoes proteicas e das proporcoes em que sao
encontradas nos tecidos das plantas em
diferentes condicoes. A aplicacao desse método
possibilita evidenciar proteinas ou polipep-
tidios, que podem ser afetados da seguinte
maneira: diminuicdo ou incrementacdo pela
acao dos herbicidas; também leva a identificar
quais dessas moléculas tém maior partici-
pacao nas rotas de desintoxicacao de produtos
quimicos em plantas tolerantes ou resistentes.

O objetivo deste trabalho foi estudar as
mudancas induzidas nas proteinas citoplas-
maticas dos tecidos de folha, caule e raiz de
plantas de milho, durante o processo de desin-
toxicacao do herbicida mesotrione, apos o
tratamento. Os dados obtidos foram discutidos
com base no potencial de uso da técnica SDS-
PAGE para avaliacoes mais precisas de alte-
racoes citoplasmaticas relacionadas com as
diferentes fases do processo de fitointoxicacao
e desintoxicacao em tecidos de plantas de
milho expostas ao herbicida mesotrione.

MATERIAL E METODOS

As plantas de milho (hibrido Braskalb 330)
foram cultivadas em vasos de 4,5 litros, com
substrato areia e solo (2:1), sendo semeadas
quatro sementes de milho por vaso, perma-
necendo uma planta apos o desbaste, realizado
oito dias ap6s o plantio (DAP). As plantas foram
irrigadas sempre que necessario. O experi-
mento foi conduzido em ambiente natural na
Unidade de Apoio a Pesquisa (UAP) do CCTA,
no campus da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos
Goytacazes-RJ.

O tratamento consistiu em 192 gramas
por hectare (g ha!) de mesotrione (Rodrigues
& Almeida, 2011), aplicados aos 15 dias apoés o

plantio (DAP), estando as plantas de milho com
quatro folhas. A aplicacdo do herbicida foi
realizada com pulverizador costal, pressurizado
a CO,, com pressao constante de 3,0 kgf cm?,
e equipado com um bico Teejet DG 8002. A
aplicacao do produto foi feita as 7h em dias de
sol e umidade relativa em torno de 65%.

As extracdes das proteinas soluveis do
citoplasma dos tecidos de raiz, caule e folha
de milho foram realizadas aos trés e sete dias
depois da aplicacao do herbicida (DAA). Apés a
colheita nas respectivas épocas, as plantas
foram mantidas no gelo e encaminhadas ao
laboratério, para extracao das proteinas. As
plantas foram pesadas individualmente,
seguindo-se a maceracao em almofariz com
nitrogénio liquido, e colocadas em tubos de
50 mL, na presenca de tampao de extracao
(70 mM Tris-HCL pH 8,0; 250 mM sacarose;
10% glicerol; 150 mM KCI; 0,2% PVP;
2 mM PMSF; 2 mM benzamidina; 2 mM DDT e
5 mM EDTA), na proporcado de 1:2 massa/
volume (material vegetal: tampao de extracao).
O homogeneizado foi centrifugado a 8.000 g por
15 min, a 4 °C, e o sobrenadante foi retirado e
centrifugado por mais duas vezes a 10.000 g
por 30 min. O sobrenadante da tiltima centrifu-
gacao foi coletado e acondicionado em tubos
de 2 mL e armazenado a -70 °C, para posterior
analise eletroforética das proteinas, e o preci-
pitado foi descartado. As proteinas soluveis
extraidas tiveram a concentracao total deter-
minada pelo método colorimétrico de Bradford
(1976).

O extrato total de proteinas extraidas foi
submetido a 10 ciclos de sonicacdao, com
descanso de 30 segundos, no aparelho Sonic
Dismembrator (Fisher Scientific), durante
30 segundos; posteriormente, 30 ug de cada
amostra foram analisados por eletroforese em
gel de poliacrilamida, sob condicoes desnatu-
rantes, segundo o método de Laemmli (1970).
A aplicacado do extrato total obedeceu a
seguinte ordem: foi adicionada uma parte
de tampao de amostra (contendo SDS 2%,
B-mercaptoetanol 4% e ureia 8M) para cada
trés partes de extrato total de proteinas de cada
um dos trés tecidos aplicados por poco, visando
a separacao por eletroforese em SDS-PAGE em
minigel. A separacao proteica ocorreu sob
corrente de aproximadamente 100 V - 20 mA,
até a linha de frente atingir a parte inferior
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do gel. Os géis foram corados durante 12 horas
em Coomassie Blue Brilliant 0,05%, confor-
me Bradford (1976), e descorados em solucao
de metanol 20% e acido acético 10%.

A quantificacao e a determinacao da
massa molecular relativa das proteinas do
citoplasma foram realizadas por meio da
comparacao da mobilidade relativa das
proteinas das amostras processadas com a
mobilidade das proteinas de massa molecular
(kDa) conhecida (Figura 1), mediante analise
densitométrica computacional efetuada com
o programa GEL PERFECT (Bozzo & Retamal,
1991), obtendo-se previamente as imagens no
formato tif (gray) por meio de um scanner e um
programa comercial.

O programa computacional GEL PERFECT
disponibiliza a informacao por meio de um
grafico, no qual o eixo das abscissas representa
a migracao relativa de uma banda (Rf), e o eixo
das ordenadas, a area relativa dos picos das
distintas bandas referentes a concentracao
maxima de uma determinada proteina. O
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programa apresenta uma tabela de dados de
cada banda, mostrando uma mancha, que
representa o Rf, e a a&rea que ocupa a concen-
tracdo relativa em relacdo ao total da proteina
carregada em cada canal e massa molecular
em kiloDalton (kDa).

Outro estudo foi realizado com marcadores
fisiologicos, na Unidade de Apoio a Pesquisa
(UAP) do CCTA na UENF, para avaliar a taxa
fotossintética e as medidas biométricas do
milho. Na fotossintese foram utilizadas cinco
plantas de milho (hibrido Braskalb 330) por
tratamento (controle e mesotrione), sendo
uma planta por vaso, aplicando-se os mesmos
tratamentos das condicoes dos experimentos
anteriores, conforme descrito. Essa medicao
foi determinada por meio do sistema portatil
de medicao das trocas gasosas, modelo LI-6200
(LI - COR, Lincoln, NE, USA), utilizando uma
camara de 0,25 L, com area foliar de medicao
de aproximadamente 6,8 cm?. Utilizou-se um
aparelho com analisador de gas no infraver-
melho LI-6200 (Licor., NE, USA), possuindo
conjunto de lampadas tipo LED (Light Emitting
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Figura 1 - Eletroforeses de proteinas em gel de poliacrilamida 12% SDS-PAGE obtidos de extratos proteicos do citoplasma em
células deraiz, caule e folhas de milho aos trés e sete dias ap6s os tratamentos (com e sem herbicida).
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Diode) acoplado a superficie da camara do
IRGA, o que possibilitou a obtencao de um fluxo
de fotons fotossintéticos de 500 umol m= s,
sem aquecimento do tecido foliar. As épocas
de avaliacao foram as seguintes: 1,2, 3,5e 7
dias apés a aplicacdo, realizadas no horario
entre 7 e 10 horas da manha. A medicao foi
realizada na quarta folha do milho, na posicéo
central do limbo foliar. No parametro biomé-
trico, as plantas de milho foram cultivadas
nas mesmas condicoes ja descritas. Neste
experimento foram utilizadas 25 repeticoes
por tratamento, e aos 7 DAA as plantas foram
coletadas para avaliacdo da altura e da massa
verde e seca da parte area e seca da raiz.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As mudancas no perfil eletroforético das
proteinas citoplasmaticas induzidas pelo trata-
mento com o herbicida mesotrione, analisado
em raizes, caules e folhas de milho aos 3 e
aos 7 DAA, sdo apresentadas na Figura 2. Nas
folhas, observa-se aumento global na sintese
de proteinas aos 3 DAA do mesotrione. As
proteinas que mostraram maior expressao
foram referentes as massas moleculares de
26 a 29 kDa, 38 a 42 kDa e 55 a 62 kDa
(Figura 2A), apresentando aumentos na area
das bandas em torno de 45, 20 e 32%, respec-
tivamente. Ja foi relatada na literatura a
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inducao de polipeptidios na faixa de massa
molecular entre 24 e 62 kDa, relacionada
com aumentos de expressao de proteinas par-
ticipantes da primeira e segunda fases do
metabolismo de desintoxicacao do mesotrione
(Coleman et al., 1997). As bandas com massa
molecular de 55 a 62 kDa que apresentaram
incremento apés o tratamento podem refletir
a participacdo de mono-oxigenases depen-
dentes de citocromo P450 (P450), enzimas cuja
massa molecular varia de 45 a 62 kDa
(Schuler, 1996), e podem estar envolvidas na
fase I de desintoxicacdo do mesotrione e na
tolerancia a varios outros herbicidas (Brown,
1989; Frear et al., 1991).

Em diferentes espécies de plantas existem
expressivas isoformas da enzima P450, a
qual atua sobre uma grande quantidade de
substratos, incluindo varios principios ativos
de herbicidas (Tabela 1). A variabilidade na
expressao dessas enzimas € uma dos princi-
pais determinantes da seletividade de herbi-
cidas a diferentes espécies daninhas e de
plantas cultivadas (Menendez & Prado, 1996).
Tratamentos prolongados com um mesmo
herbicida podem alterar a seletividade e
induzir resisténcia na planta; assim, espécies
sensiveis podem tornar-se resistentes apos
tratamentos que induzam uma maior expres-
sado das P450 (Nelson et al., 1993; Hyde et al.,
1996; Ohkawa et al., 1999).
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Figura 2 - Densitogramadas proteinas do gel de poliacrilamida SDS-PAGE obtido de extratos protei cos do citoplasmaem célulasde
folhas de milho em duas épocas de avaliagdo nos tratamentos com e sem o herbicida mesotrione. (A) aos trés dias apos os
tratamentos e (B) sete dias ap6s os tratamentos. Obs.: tracejado maisintenso é o tratamento controle, e tracejado menos intenso,

o tratamento com o herbicida mesotrione.
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Tabela 1 - Enzimas citoplasméticas envolvidas nas fases de desintoxicac&o de herbicidas em plantas
Enzima Herbicida Espécie de plantas Citacdo
monuron Gossypium hirsutum Frear et al. (1969)
chlortoluron Zea mays Fonné-Pfister & Kreuz (1990)
nicosulfuron Zea mays Hinz et al. (1997)
chlortoluron Triticum aestivum Cabanne et al. (1987)
diclofop-methyl Triticum aestivum Frear et al. (1991)
Citocromo P450 |pyrazosulfuron ethyl |Oryza sativa Yun et al. (2001)
—fasel diclofop-methyl Triticum aestivum McFadden et al. (1989)
clodinafop-methyl Triticum aestivum; Zea mays; Hordeum vulgare |Kreuz et al. (1991)
bentazon Glycine max Sterling and Balke (1990)
phenoxaprop-p-ethyl | Hordeum vulgare Romano et al. (1993)
clomazone Gossypium hirsutum Ferhatoglu et al. (2005)
primisulfuron Zea mays Fonne-Pfister et al. (1990)
atrazine Zea mays Shimabukuro et al. (1970)
atrazine Abutilon theophrasti Anderson & Gronwald (1991)
fomesafen Glycine max Andrews et al. (1997)
metribuzin Glycine max Frear et al. (1985)
. glyphosate Zea mays Cataneo et al. (2003)
Glutatione alachlor Zea mays Mozer et al. (1983)
s-transferase — fase
I fenoxaprop-ethyl Triticum aestivum Edwards & Cole (1996)
acifluorfen Glycine max Frear et al. (1983)
acetochlor Zea mays; Triticum aestivum Jablonkai and Hatzios (1991)
fenoxaprop-p-methyl | Echinochloa phyllopogon Bakkali et al. (2007)
metolachlor e alachlor |Setaria faberi Hatton et al. (1999)
oxadiazon, Cicer arietinum Hunaiti & Ali (1991)
metribuzin Glycine max Frear et al. (1985)
Glicosiltransferases | metribuzin Lycopersicon esculentum Frear et al. (1983)
—fase II picloram Euphorbia esula Frear et al. (1989)
acifluorfen Glycine max Frear et al. (1983)
bentazon Glycine max Leah et al. (1992)

Na mesma faixa de massa molecular em

que se encontram as P450 também estdo as
UDP-glicosiltransferases, envolvidas na fase 11
do metabolismo de desintoxicacdo, participan-
do da conjugacao glicose-herbicida (Tabela 1).
Estas enzimas possuem massas moleculares
que variam de 40 a 62 kDa (Lamoureux et al.,
1991; Leah et al., 1992), a mesma regiao dos
géis de proteinas de folhas, onde se verificou
aumento de 20 e 32%, sugerindo que o
mecanismo de conjugacédo com a glicose pode
ser ativado nas respostas ao mesotrione. A
participacao de UDP-glicosiltransferases é
relatada na tolerancia do tomate ao herbicida
metribuzin (Frear et al., 1983b; Smith et al.,
1989), bem como na resisténcia multipla de
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Alopecurus myosuroides ao herbicida clodinafop-
propargyl (Brazier et al., 2002). No entanto,
ainda nao existem estudos descrevendo a par-
ticipacdo destas enzimas nas respostas de
plantas a tricetonas — classe a que pertence o
mesotrione.

Um aumento de aproximadamente 45%
na banda de 26 a 29 kDa (Figura 2A) pode
ser correlacionado com a inducao de outra
enzima que atua na fase II do metabolismo de
desintoxicacdo de herbicidas, as glutationa
S-transferases (Tabela 1), cuja massa mole-
cular varia de 20 a 30 kDa (Reinemer et al.,
1996; Edwards & Dixon, 2003). Esta enzima
possui papel importante no metabolismo de
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desintoxicacao celular de herbicidas aplicados
em plantas tolerantes e, também, naquelas
que adquirem resisténcia (Sandermann,
1992; Reade & Cobb, 1999). Em concordancia
com essa hipotese, o milho contém elevado
nivel de GST, representando mais que 1% do
total das proteinas soltveis no citoplasma de
suas células (Jablonkai & Hatzios, 1991;
Marrs, 1996), com quatro isoformas ja descritas
para ele (Cole, 1994). Estas enzimas também
tém papel importante na protecdo da célula
contra danos oxidativos gerados por radicais
livres (Dirr et al., 1995).

Ao analisar o perfil eletroforético aos
7 DAA, na folha, observou-se que o tratamento
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com herbicida induziu a sintese de polipeptidios
em menor intensidade, em relacao aos 3 DAA,
nas bandas com massas moleculares entre 21
e 41 kDa e 44 e 57 kDa (Figura 2B), represen-
tando estimulos de expressido média nas
bandas de 18 e 15%, respectivamente. Por
outro lado, observa-se recuperacao do perfil
para a distribuicdo das proteinas citoplas-
maticas aos 7 DAA em relacao ao controle, o
que reflete a recuperacao da homeostase cito-
plasmatica nas células de milho — dado esse
corroborado pela recuperacdo observada pelos
indicadores fisiologicos relacionados a taxa
fotossintética (Figura 3) e ao crescimento
vegetativo (Tabela 2). A taxa fotossintética foi
reduzida nos tratamentos aos 1, 2, 3 e 5 DAA
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Figura3- (A) Taxafotossintéticaem plantasde milho em cinco épocas (1, 2, 3, 5e7 DAA) deavaiacéo apds aaplicacdo do herbicida
mesotrione (192 g ha'). Resultado expresso como média + desvio-padrdo (n=5). Colunas transparentes = controle; colunas
pretas = mesotrione. (B) adiferenca dataxafotossintéticafoi subtraidaentre o tratamento controle e o herbicidamesotrione, em
plantas de milho em cinco épocas (1, 2, 3,5 e7 DAA) de avaliagéo apds a aplicacdo do herbicida mesotrione.

Tabela 2 - Valores de crescimento das plantas de milho aos sete dias ap6s a aplicacdo do herbicida mesotrione (192 g ha?)

Altura Massa verde da parte aérea Massa seca da raiz Massa seca da parte aérea
Tratamento
(cm) (&
Controle 62,12 a 36,67 a 599 a 393a
Mesotrione 62,80 a 35,90 a 5,78 a 3,87a

Médias seguidas de mesma letra na coluna, para cada fator, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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do mesotrione em 78, 66, 75 e 25%, respectiva-
mente. Contudo, aos 7 DAA, a fotossintese nao
apresentou diferencas estatisticamente signi-
ficativas em relacao ao controle (Figura 3A, B),
indicando que o processo de desintoxica-
cao da parte aérea estaria completo nesse
estadio.

A distribuicdo das proteinas citoplasma-
ticas nos tecidos de caules do milho na eletro-
forese unidimensional revelou padrédes
semelhantes aos apresentados nos tecidos
de folha, tanto aos 3 quanto aos 7 DAA do
herbicida (Figura 4A, B). Tal qual na folha,
constatou-se que aos 3 DAA do mesotrione ha
maior expressdo de proteinas com massas
moleculares aproximadas entre 26 e 29 kDa,
39 e 43 kDa e 49 e 55 kDa, representando
estimulos de expressao nas bandas de 30, 25
e de 48%, respectivamente. Esses resultados
sugerem que as células do caule respondem
ao tratamento com mesotrione induzindo rotas
bioquimicas citoplasmaticas semelhantes as
induzidas nas células das folhas, represen-
tando mudancas constitutivas da parte aérea
da planta inerentes ao processo de desinto-
xicacao do herbicida. Aos 7 DAA do herbicida,
nao houve aumento expressivo na sintese de
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2888 ¥ 8a& T
e N

100

Area gel perfect (%)

Migrac¢ao Relativa (Rf)

OGLIARI, J.etal.

proteina, apenas nas massas moleculares, de
43 kDa e de 56 e 64 kDa, representando
estimulos de expressao nas bandas de 25 e
20%, respectivamente (Figura 4B), tal qual
ocorreu nos tecidos de folhas, nao se obser-
varam mudancas expressivas no perfil eletro-
forético citoplasmatico das células do caule em
relacao as do controle, suportando a suposicao
de que o processo de desintoxicacao da parte
aérea estaria completo neste estadio.

Ao contrario do perfil verificado nos tecidos
da parte aérea, o perfil eletroforético das
proteinas citoplasmaticas de raizes de milho
foi reduzido no tratamento com mesotrione,
tanto aos 3 quanto aos 7 DAA do herbicida
(Figura SA, B). Em adicao, houve notavel mu-
danca na expressao das proteinas aos 7 DAA
em relacdo ao tratamento de 3 DAA — o pri-
meiro apresentando maior supressao na faixa
de massa molecular compreendida entre 24 e
53 kDa e 57 e 65 kDa, sugerindo reducoes de
expressao proteica de 38 e 77%, respecti-
vamente, como se observa na Figura SA. Aos
7 DAA ocorreu supressao nas massas molecu-
lares de 26 a 37 kDa e de 39 a 65 kDa, com
reducao das areas das bandas de 34 e 80%,
respectivamente.
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(A) aos trés dias apds os tratamentos e (B) sete dias apds os tratamentos. Obs.: tracejado mais intenso é o tratamento controle, e tracejado

menos intenso, o tratamento com o herbicida mesotrione.

Figura4 - Densitogramadas proteinasdo gel de poliacrilamida SDS-PA GE obtido de extratos proteicos do citoplasmaem célulasde
caule de milho em duas épocas de avaliagao, nos tratamentos com e sem o herbicida mesotrione.
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(A) aos trés dias apbs os tratamentos e (B) sete dias apds os tratamentos. Obs.: tracejado mais intenso é o tratamento controle, e tracejado

menos intenso, o tratamento com o herbicida mesotrione.

Figura5 - Densitogramadas proteinas do gel de poliacrilamida SDS-PAGE obtido de extratos protei cos do citoplasmaem célulasde
raiz de milho em duas épocas de avaliagdo nos tratamentos com e sem mesotrione.

O efeito mais prolongado do mesotrione
sobre as proteinas das células radiculares pode
estar parcialmente relacionado com os danos
iniciais no sistema fotossintético (Figura 3).
De fato, as fitointoxicag¢oes provocadas por her-
bicidas podem causar inibicdo do transporte
de fotoassimilados das folhas para os outros
orgaos da planta (Royuela et al., 2000; Zabalza
et al., 2004). A deplecao fotossintética provo-
cada pelo mesotrione nos tecidos aéreos das
plantas, até o quinto DAA, deve levar a uma
reducao do conteuido de aguicares e de outros
compostos organicos a serem transportados
para os tecidos nao clorofilados, afetando
principalmente as reacdes biossintéticas nas
raizes (Rajcan & Tollenar, 1999).

Por outro lado, sabe-se que o mesotrione
pode persistir no solo até 144 dias apos a
aplicacéo (Dyson et al., 2002; Chaabane et al.,
2008), e a exposicao permanente das células
das raizes a tais concentracoes residuais pode
ser responsavel pela permanéncia das mu-
dancas dos perfis eletroforéticos dos tecidos
radiculares mesmo transcorridos 7 DAA. Essa
possibilidade amplia o potencial da analise do
perfil eletroforético para verificacdo de niveis
de fitointoxicacdo de tecidos especificos,
mesmo quando outros indicadores fisiolégicos
indicam que a planta como um todo ja se apre-
senta desintoxicada. Assim, aparentemente

as mudancas de expressao proteica verificadas
na Figura 5 devem corresponder a modulacoes
capazes de preservar as funcdes do sistema
radicular, mesmo sob a acdo do herbicida,
provendo os tecidos aéreos com a agua e os
nutrientes necessarios a manutencao de
taxas de crescimento semelhantes as das
plantas néo tratadas (Tabela 2).

Analises genomicas, proteéomicas e/ou
metabolomicas sdo necessarias para deter-
minar especificamente quais sdo as enzimas,
polipeptidios e outras moléculas organicas que
participam na conjugacao e desintoxicacdo do
mesotrione. Entretanto, os resultados deste
estudo revelam que as mudancas nos padroes
eletroforéticos de proteinas citoplasmaticas,
dos diferentes tecidos das plantas, fornecem
informacoes Uteis na prospeccao da prevalén-
cia de sinais de fitotoxicidade em tecidos
especificos, do tempo de desintoxicacao destes
e da resisténcia de uma dada espécie a um
dado herbicida.
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