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O EFEITO DO ETANOL SOBRE A ATIVIDADE RESPIRATORIA DE
MITOCONDRIAS ISOLADAS DE RAIZES PRIMARIAS DE AMENDOIM
BRAVO (Euphorbia heterophylla L.)

Fernanda Lima Kagami, Katia Aparecida Kern, Erica Marusa Pergo, Emy Luiza Ishii-
lwamoto

Kagami FL, Kern KA, Pergo EM, Ishii-lwamoto EL. O efeito do etanol sobre a atividade
respiratoria de mitocéndrias isoladas de raizes primarias de amendoim bravo (Euphorbia heterophylla
L.). Arg Mudi. 2008;12(Supl 1): 24.

O amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla L.) é considerado uma planta daninha para diversas culturas
agricolas. Em estudos prévios, verificou-se que o etanol inibe a germinagdo e o crescimento inicial da E.
heterophylla. Com base nestas observaces, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos do etanol
sobre a atividade respiratéria de mitocdndrias isoladas de raizes primarias de E. heterophylla. Para
germinacdo, as sementes foram esterilizadas superficialmente, lavadas, colocadas em gerbox, e umedecidas
com agua destilada. As gerbox foram levadas para cdmara de germinagdo com fotoperiodo de 12 horas
claro/escuro, a 25 °C. Ap6s 48 horas, as mitocondrias foram isoladas das raizes primarias por centrifugacéo
fracionada em meio isosmoético de manitol. O consumo de oxigénio das mitocondrias isoladas foi avaliado
polarograficamente, a 25 °C, em um meio manitol-Tris-HCI contendo 50 mM de KHPO4 5,0 mM de
MgCl. A respiracdo foi iniciada pela adicdo de NADH, succinato ou L-malato. O ADP (160 pM) foi
adicionado ao meio de reagdo depois de aproximadamente 5 minutos da adigdo do substrato. O etanol foi
adicionado 2 minutos antes da adicdo do substrato, nas concentracBes de 0,5%, 1,0% ou 15%. As
mitocdndrias isoladas apresentaram um 6timo grau de acoplamento na presenca de L-malato e NADH.
Ao se avaliar os efeitos do etanol sobre a respiragdo mitocondrial dependente de L-malato foi observada
uma inibicdo na respiracdo acoplada a fosforilacgdo do ADP (respiragdo do estado IlI) somente na
concentracdo de etanol 1,5%. Os demais parametros, respiracdo basal e respiracdo do estado 1V ndo foram
modificados. Os dados sugerem que, nas concentrag@es utilizadas, o etanol ndo exerce efeito direto sobre
0s componentes da cadeia respiratdria e ndo parece atuar como agente desacoplador. A inibicdo observada
na respiragdo dependente da fosforilacio do ADP sugere que o etanol interfere sobre a atividade do
complexo ATPsintase.
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PADRONIZACAO DE UMA TECNICA DE DETECCAO DE Fusarium
graminearum EM ALIMENTOS DERIVADOS DE MILHO COM USO DA
REACAO DA POLIMERASE EM CADEIA

Karina Bertechine Gagliardi, Giovanna Caputo Almeida-Ferreira, Dauri José Tessmann,
Miguel Machinski Junior, lone Parra Barbosa-Tessmann

Gagliardi KB, Almeida-Ferreira GC, Tessmann DJ, Machinski Jr M, Barbosa-Tessmann IP.
Padronizacdo de uma técnica de deteccdo de Fusarium graminearum em alimentos derivados de milho
com uso da reacdo da polimerase em cadeia. Arq Mudi. 2008;12(Supl 1): 25.

O Fusarium graminearum é um patogeno de trigo e milho e produtor de micotoxinas, principalmente
desoxinivalenol, um tricoteceno, e zearalenona, um composto estrogénico nao esteroidal. Este fungo é
responsavel por perdas econdmicas devido a reduzida qualidade dos grdos e aos efeitos toxicos das
micotoxinas produzidas. Para a seguranca alimentar, as analises da presenga destas micotoxinas sdo
realizadas por métodos cromatograficos, os quais sdo de dificil execugdo e de alto custo, alem de utilizarem
varios reagentes toxicos. A deteccdo e a identificacdo de F. graminearum sédo realizadas pela morfologia do
patogeno, um processo laborioso. Métodos moleculares, mais sensiveis e rapidos, como a reacdo da
polimerase em cadeia (PCR), sdo também empregados para a identificacdo especifica de F. graminearum.
Sendo assim, com o intuito de futuramente verificar uma correlacdo entre infeccdo flngica e ocorréncia de
micotoxinas, o presente trabalho teve como objetivo a padronizacido de um ensaio de PCR para analisar a
presenca de F. graminearum em quirela de milho amarelo e milho para pipoca. Uma amostra comercial de
cada alimento foi coletada pela Regional de Salide do Estado do Parana, as quais foram moidas como um
pd fino e estocadas a -20°C. Aliquotas de duas gramas das amostras foram contaminadas com um
homogeneizado de uma cultura liquida de um isolado de F. graminearum nas proporgdes de 5, 10, 20 e 40%
(volume/massa). O DNA gen6mico foi extraido de 0,2 g de cada aliquota contaminada. Para a anélise de
PCR foram utilizados 200 ng de DNA molde e os iniciadores GOFW-GORYV, que amplificam um
fragmento do gene da galactose oxidase de F. graminearum. Os resultados obtidos demonstram que a
metodologia gerada foi eficiente para detectar a presenga de F. graminearum nas aliquotas que foram
contaminadas com o homogeneizado da cultura de F. graminearum na proporcao de 40%.
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EFEITO DOS ESTROGENOS E DA TESTOSTERONA NO CONTROLE DA
B-OXIDACAO EM MITOCONDRIAS HEPATICAS DE RATOS WISTAR

Lilian Brites Campos, Elismari Rizato Martins Maciel, Clairce Luzia Salgueiro-
Pagadigorria

Campos LB, Maciel ERM, Salgueiro-Pagadigorria CL. Efeito dos estrogenos e da testosterona no
controle da B-oxidacdo em mitocondrias hepaticas de ratos Wistar. Arq Mudi. 2008;12(Supl 1): 26.

A deficiéncia de estrogénios no periodo de pds-menopausa traz sérios problemas de salde por
desencadear ou agravar algumas doengas, como a osteoporose, doengas cardiovasculares, alteracfes
do metabolismo lipidico e dislipidemias. O figado é o érgdo central no metabolismo de lipideos e as
dislipidemias podem resultar de desvios no metabolismo hepatico. Tendo o objetivo foi elucidar o
papel dos estrdgenos no controle da B-oxidacdo, assim como, investigar possiveis diferencas entre
as acOes dos estrogenos e da testosterona sobre a oxidacdo de acidos graxos, foram utilizadas ratas
wistar controles em metaestro, ratos wistar machos e ratas wistar submetidas a ooforectomia. As
mitocOndrias hepaticas foram isoladas por centrifugacdo diferencial e incubadas em meio de reagéo
contendo ou ndo calcio 1,0 uM e na presenca de ADP (0,5 umoles) ou na presenca de 2,4-
dinitrofenol 100 uM, na auséncia de ADP e célcio. Trés acidos graxos foram empregados:
palmitoil-CoA e octanoil-CoA na presenga de L-carnitina e palmitoil-L-carnitina. A velocidade da
p-oxidacdo foi avaliada através de medidas polarograficas de consumo de oxigénio utilizando-se um
eletrodo tipo Clarck. Os resultados demonstram que houve alteracdo na oxidacdo de octanoil-CoA,
pois 0s ratos machos apresentaram maior consumo de oxigénio na presenca deste acido graxo em
relagdo as fémeas controles e ooforectomizadas; entretanto, ndo houve diferencas entre os dois
grupos de fémeas. Provavelmente, ndo ha influéncia da deficiéncia estrogénica sobre a 3-oxidagéo
de 4cidos graxos, mas ha diferencas no metabolismo de lipidios entre machos e fémeas.
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AVALIACAO DA CONDUTIVIDADE ELETRICA EM RAIZES DE SOJA
[Glycine max (L.) MERRILL], CONVENCIONAL E TRANSGENICA,
SUBMETIDAS OU NAO AO GLIFOSATO

Ana Paula Ferro, Aparecida Maria Dantas Ramos, Rogério Marchiosi, Osvaldo Ferrarese-
Filho, Maria de Lourdes Lucio Ferrarese

Ferro AP, Ramos AMD, Marchiosi R, Ferrarese-Filho O, Ferrarese MLL. Avaliagdo da
condutividade elétrica em raizes de soja [Glycine max (L.) Merrill], convencional e transgénica,
submetidas ou ndo ao glifosato. Arq Mudi. 2008;12(Supl 1): 27.

Frente a determinado estresse, as plantas respondem com alteragdes que envolvem o oxigénio
molecular, originando as espécies reativas de oxigénio (EROs), as quais podem atingir qualquer
macromolécula e alterar sua funcionalidade. O glifosato, um herbicida usado para eliminar plantas
indesejaveis, pode afetar as culturas e ser um fator estressante, podendo desencadear a produgédo
das EROs e, conseqientemente, afetar a membrana das células vegetais, alterando os ions
presentes. Como a condutividade elétrica de uma solugdo é um fendmeno acumulativo, resultado
da somatdria das condutividades dos diferentes ions, este trabalho teve como objetivo avalia-la em
raizes de soja convencional (BRS-133) e transgénica (BRS-245RR) submetidas ou ndo ao glifosato.
As sementes das duas cultivares foram imersas em solucdo de herbicida comercial (Nortox®) 1 mM
ou em 4gua (controle), durante quatro horas. A seguir, foram postas a germinar a 25°C, no escuro,
durante 3 dias. Apds a germinagdo, 25 raizes foram excisadas e transferidas para frascos contendo
25mL de agua deionizada. A condutividade foi medida com o auxilio de um condutivimetro no
tempo zero, apds quatro horas de imersdo e ap6s fervura de 15 minutos. Os resultados mostraram
que em raizes de soja convencional tratadas com glifosato, a condutividade foi inibida em relacdo
ao controle em 37%, no tempo zero; 45% ap6s quatro horas e em 43% apos fervura. Entretanto, os
valores encontrados nas raizes de soja transgénica foram opostos, havendo uma ativacdo da
condutividade no tempo zero, de 32%; no tempo quatro horsa, de 21%, e inibicdo de 8% apds
fervura. Os resultados sugerem que o herbicida pode ser considerado um estresse, desencadeando
processos que provocam alguma mudanca estrutural nas células vegetais, afetando a concentracdo
de ions ou o seu transporte, prejudicando o crescimento e desenvolvimento, ja que 0s ions sdo
essenciais as plantas.
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AVALIACAO DO CRESCIMENTO DAS RAIZES DE SOJA [Glycine max (L.)
MERRILL], CONVENCIONAL E TRANSGENICA, SUBMETIDAS OU NAO
AO GLIFOSATO

Ana Paula Ferro, Victor Hugo Salvador, Rogério Marchiosi, Natalia Gomes Fernandes,
Osvaldo Ferrarese-Filho

Ferro AP, Salvador VH, Marchiosi R, Fernandes NG, Ferrarese-Filho O. Avaliacdo do crescimento
das raizes de soja (Glycine max (L.) Merrill), convencional e transgénica, submetidas ou ndo ao
glifosato. Arg Mudi. 2008;12(Supl 1): 28.

Glifosato, herbicida de amplo-espectro altamente eficaz, possui um mecanismo de acdo especifico
nas plantas, inibindo a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSP sintase) que catalisa
uma reacdo essencial na via biossintética dos aminoacidos aromaticos e derivados. Cultivares de
soja transgénica (RR, Roundup® Resistente) ndo sdo afetadas pelo glifosato, pois sdo caracterizadas
por possuir uma variante da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSP sintase) que
possui baixa afinidade pelo mesmo, o que confere a planta resisténcia a este herbicida. Neste
contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento, compreendido em trés
parametros: comprimento, biomassa fresca e seca, de raizes de soja convencional (BRS-133) e
transgénica (BRS-245RR), submetidas ou ndo ao glifosato. As sementes das duas cultivares foram
imersas, por quatro horas, em solugdo de herbicida comercial (Nortox®) 1 mM, ou somente em
agua. A seguir, foram postas a germinar a 25°C, no escuro, durante 3 dias. Apds a germinacdo, as
raizes foram excisadas, medidas, pesadas logo em seguida, postas na estufa a 80°C e pesadas
novamente apos 24 horas. Os resultados revelaram que as medidas do comprimento das raizes de
soja convencional, submetidas ao glifosato, foram inibidas em 50% em relacdo ao controle. Os
valores das biomassas frescas e secas foram reduzidos em 33% e 25% respectivamente. Por outro
lado, os valores obtidos para os trés parametros do crescimento, no caso das raizes de soja
transgénica, foram praticamente iguais tanto para o tratamento quanto para 0 controle, ndo
havendo diferencas significativas. Diante disso, 0s resultados sugerem que o efeito causado pelo
herbicida na via metabdlica impedindo a formagdo de diversos compostos, como 0s aminoacidos
aromaticos entre outros, pode restringir o crescimento das raizes e, por conseguinte, da planta.

Departamento de Bioquimica, Universidade Estadual de Maringé. e-mail: aninha_pfrro@yahoo.com.br

Apoio: CNPaq.

Revista indexada no Periodica, indice de revistas Latino
Americanas em Ciéncias http:.//www.dgbiblio.unam.mx
(ISSN 1980.959X).

Continuacio de: Arquivos da Apadec (ISSN 1414.7149)

Maringa, PR 28



X Encontro Maringaense de Biologia — XXI11 Semana da Biologia. 2008.
Arg Mudi. 2008;12(Supl 1). [Resumos]

Sec¢do Bioquimica

CRESCIMENTO E VIABILIDADE DE RAIZES DE SOJA [Glicine max (L.)
MERRIL] SUBMETIDAS AO ACIDO TRANS-ACONITICO

Rogério Barbosa de Lima, Gisele Adriana Bubna, Aparecida Maria Dantas Ramos, Maria
de Lourdes Lucio Ferrarese, Osvaldo Ferrarese-Filho

Lima RB, Bubna GA, Ramos AMD, Ferrarese MLL, Ferrarese-Filho O. Crescimento e Viabilidade
de raizes de soja [Glicine max (L.) Merril] submetidas ao acido trans-aconitico. Arg Mudi.
2008;12(Supl 1): 29.

O é4cido trans-aconitico (ATA) é um acido organico tricarboxilico de baixo peso molecular,
possuindo efeitos alelopaticos negativos sobre plantas indesejaveis na cultura de soja. Ele pode
acumular-se nas plantas em até 2% na biomassa seca. No entanto, seus efeitos ndo sdo conhecidos
sobre a soja. O objetivo do trabalho foi investigar os efeitos do ATA sobre o crescimento e
viabilidade das raizes de soja. Plantulas de trés dias foram cultivadas em solugdo nutritiva, pH 6.0,
contendo ou ndo ATA (0,25; 0,5; 1,0; e 2,0 mM), sendo os experimentos conduzidos a 25°C, em
sistema de fotoperiodo de 12 horas. Foram analisados o comprimento e biomassa fresca das raizes;
e a biomassa seca foi medida apds secagem em estufa por 24 horas a 800C. A viabilidade celular foi
avaliada por impregnacdo, com azul de Evans, sobre as células invidveis do apice das raizes.
Verificou-se que houve uma diminuicdo do comprimento das raizes em 3%, 6%, 15% e 17%,
proporcionalmente a concentragdo do ATA, enquanto que a biomassa fresca diminuiu 3,1%, 7,8%,
8,8% e 9,6%, respectivamente. Ndo houve alteracdo significativa na viabilidade celular e na
biomassa fresca com 0 aumento da concentracdo de ATA. Os resultados demonstram que 0 ATA
possui um leve efeito negativo sobre o crescimento inicial das raizes de soja, indicando,
provavelmente, a acdo quelante do ATA sobre fons necessarios para o crescimento inicial da
espécie, repercutindo em um bom efeito no combate as plantas indesejaveis nas plantagdes de soja.
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AVALIAGCAO DO CRESCIMENTO E DA ATIVIDADE DAS PEROXIDASES
EM RAIZES DE SOJA [Glicine max (L.) MERRIL] TRATADAS COM ACIDO
CAFEICO

Gisele Adriana Bubna, Rogério Barbosa de Lima, Aparecida Maria Dantas Ramos, Maria
de Lourdes Lucio Ferrarese, Osvaldo Ferrarese Filho

Bubna GA, Lima RB, Ramos AMD, Ferrarese MLL, Ferrarese-Filho O. Avaliagdo do crescimento e
da atividade das peroxidases em raizes de soja [Glycine max (L.) Merril] tratadas com &cido cafeico.
Arg Mudi. 2008;12(Supl 1): 30.

O acido cafeico (acido 3,4 hidroxicindmico) é um acido carboxilico derivado do acido cinamico e
tem sido descrito como um potente inibidor de crescimento de raizes de plantas envolvendo
enzimas do metabolismo secundario. Peroxidases estdo associadas a varios processos fisiologicos
como biossintese de lignina e estresse bidtico e abidtico. A peroxidase sollvel, localizada no
apoplasto e citosol, esta relacionada com a catalise de reacdes oxidativa, enquanto que a ligada a
parede celular é responsavel pela polimerizacdo oxidativas de monolignoides para sintese de lignina.
Neste contexto, os efeitos do éacido cafeico, no crescimento e atividade de peroxidases foram
analisados em raizes de soja. As sementes foram germinadas por 3 dias, e as plantulas obtidas foram
pesadas, medidas e cultivadas em camara (por 24h) em solugdo nutritiva (0 a 1mM de é&cido
cafeico), a 25°C e aeragdo. Apds a exposicdo ao acido cafeico, as raizes foram medidas novamente,
e dessa forma, foi avaliado o seu crescimento. Os valores das biomassas foram obtidos através da
variacdo do peso fresco e seco das raizes e as atividades das peroxidases (sollvel e ligada a parede)
determinadas por técnicas espectrofotométricas. Os resultados mostraram que ocorreu uma
diminuicdlo no comprimento e nas biomassas fresca e seca, enquanto que a atividade das
peroxidases, sollvel e ligada a parede celular aumentaram sob a a¢do do &cido cafeico. Ocorreu uma
correlacdo entre a redugdo do crescimento das plantulas e a atividade das enzimas, provocado pelo
acido cafeico. A inibicdo do desenvolvimento das raizes de soja e a inducdo da atividade das
peroxidases podem estar ligadas ao metabolismo secundario da planta.
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DETECGAO DE SEMENTES DE SOJA GENETICAMENTE MODIFICADA
RESISTENTE AO HERBICIDA GLIFOSATO

Natalia Gomes Fernandes, Edicléia Aparecida Bonini, Rogério Marchiosi, Maria de
Lourdes Lucio Ferrarese, Osvaldo Ferrarese Filho

Fernandes NG, Bonini EA, Marchiosi R, Ferrarese MLL, Ferrarese-Filho O. Deteccdo de sementes
de soja geneticamente modificada resistente ao herbicida glifosato. Arq Mudi. 2008;12(Supl 1): 31.

O glifosato [N-(phosphonometil) glicina] é um principio ativo de herbicida ndo seletivo que inibe a
enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintetase (EPSPS EC. 2.5.1.19) impedindo que a planta
forme aminodacidos essenciais a sintese de proteinas e também de alguns metabdlitos secundarios. A
soja RR (Roundup® Ready) codifica uma variante da EPSPS que possui baixa afinidade pelo
glifosato, conferindo a planta resisténcia a este herbicida, isto é, a atividade da enzima se mantém
independente da presenca, ou ndo, do glifosato. Apesar da producdo de sementes de espécies
geneticamente modificadas (GM) atingirem propor¢des mundialmente significativas, muitas
pesquisas estdo sendo conduzidas objetivando a deteccdo de gendtipos GM resistentes a herbicidas,
visto que ainda ndo ha nenhum método padronizado. Visando estabelecer um protocolo mais
rapido e menos oneroso, experimentos de pré-embebicdo das sementes com o glifosato comercial
foram realizados. As sementes foram pré-embebidas em substrato umedecido com solugdo de 0,6%
do ingrediente ativo (e.a.) do herbicida glifosato, sendo posteriormente redistribuidas em substrato
umedecido com 4gua e mantidas em camara de germinacdo por 20 horas. Apds este periodo as
sementes foram transferidas para substrato umedecido em agua destilada, permanecendo no
germinador por mais 24 horas. Ap0s esse periodo, realizou-se a extracdo do chiquimato a partir das
radiculas retiradas das plantulas. As amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Os resultados indicaram que o chiquimato foi detectado em elevada
concentracdo na cultivar convencional e ndo detectado na cultivar RR. Com isto, concluiu-se que a
técnica permite detectar sementes de soja geneticamente modificada resistente ao glifosato, no
prazo de dois dias.
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DETERMINACAOADE CHIQUIMATO, POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA, VISANDO A DISCRIMINACAO ENTRE SOJA
CONVENCIONAL E SOJA TOLERANTE AO GLIFOSATO

Natéalia Gomes Fernandes, Edicléia Aparecida Bonini, Gisele Adriana Bubna, Aparecida
Maria Dantas Ramos, Osvaldo Ferrarese Filho

Fernandes NG, Bonine EA, Ramos AMD, Bubna GA, Ferrarese-Filho O. Determinacdo de
chiquimato, por cromatografia liquida de alta eficiéncia, visando a discriminacdo entre soja
convencional e soja tolerante ao glifosato. Arg Mudi. 2008;12(Supl 1): 32.

Avancos na engenharia genética tém resultado na obtencgdo de plantas tolerantes a certos herbicidas
que usualmente ndo sdo seletivos. Para fins praticos e comerciais torna-se importante detectar a
presenca ou auséncia dessas caracteristicas nos gendtipos. O objetivo desta pesquisa foi desenvolver
um procedimento para identificacido de soja [Glycine max (L.) Merrill] geneticamente modificada
com resisténcia ao herbicida glifosato. Para isto, foi aplicada a técnica de cromatografica para a
quantificacdo de chiquimato em folhas e raizes de soja convencional e transgénica, submetidas ao
tratamento com glifosato p.a. e com o glifosato comercial. Foram conduzidos dois ensaios
experimentais em casa de vegetacdo. No primeiro, o tratamento foi realizado com diferentes
concentracBes de glifosato p.a. (2, 10 e 15 mM), e o segundo tratamento foi feito por meio da
aplicacdo do herbicida comercial, na dose de 2 L hat, e volume de calda de 150 L hal As
avaliacOes foram realizadas trés dias apds a aplicacdo do herbicida, utilizando-se para as analises as
folhas (2° trifélio) e as raizes. A técnica cromatografica quantifica efetivamente o chiquimato
presente nas amostras, por comparagdo com o perfil de um padrdo de chiquimato puro.
DeterminacGes cromatograficas do chiquimato, nas raizes e nas folhas da cultivar convencional
tratada com glifosato resultaram no acimulo deste metabdlito, quando o composto foi aplicado em
concentragBes > 1 mM. Ndo foi constatado acimulo de chiquimato nas raizes da cultivar resistente
ao glifosato, em nenhuma das concentragfes testadas. Os resultados indicam que a técnica
cromatografica permite diferenciar soja convencional de resistente ao glifosato em quaisquer das
condigdes experimentais estudadas, com o uso de glifosato p.a. ou do produto comercial.
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