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1 RESUMO

O glyphosate é um herbicida de largo espectro de controle, ndo seletivo, e seu sitio de acdo € a
inibicdo da enzima 5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase (EPSPs). Com a inibigdo da
enzima, e o bloqueio da rota do acido chiquimico pelo glyphosate, ocorre o acumulo de alguns
compostos como os acidos chiquimico e quinico, além de outras alteracfes metabolicas e
fisioldgicas nas plantas. O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragBes metabdlicas e
fisiologicas de plantas de milho submetidas a aplicacdo de glyphosate isolado e em associacdo
com fosfito. O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacdo, no Nucleo de Pesquisas
Avancadas em Matologia (NUPAM), pertencente a Faculdade de Ciéncias Agronémicas —
FCA/UNESP. Foi utilizado o hibrido de milho Pioneer 30F53, em vasos contendo 5 litros de
substrato e os tratamentos foram compostos da aplicacdo de: glyphosate (72 g e.a. ha™);
glyphosate (720 g e.a. ha™); glyphosate (72 g e.a. ha') + fosfito (3 L p.c. ha™); glyphosate
(720 g e.a. ha') + fosfito (3 L p.c. ha™); fosfito (3 L p.c. ha'); e uma testemunha sem
aplicacdo. Foram realizados dois experimentos, com 0s mesmos tratamentos, mas com
avaliagOes distintas. No primeiro, foram realizadas cinco coletas de todas as folhas das plantas
aos 2, 4, 6, 10 e 15 dias apds a aplicacdo (DAA) dos tratamentos. No segundo experimento, foi
realizada a medicdo do fluxo de transporte de elétrons (ETR) nas folhas jovens e maduras,
avaliagdes visuais de intoxicacdo, medi¢do da altura e quantificacdo da matéria seca ao final
do experimento. As folhas coletadas foram secas e moidas e utilizadas para quantificacdo dos

seguintes compostos: acido chiquimico, acido quinico, acido desidrochiquimico, acido



aminometilfosfonico (AMPA), glyphosate, fenilalanina, tirosina e triptofano. Foram também
realizados testes de extracdo dos compostos para escolha da metodologia mais apropriada, e
desenvolvimento dos métodos analiticos em LC-MS/MS. O método de extracdo dos
compostos que se mostrou mais adequado foi a partir da massa seca das amostras e banho de
ultrassom. O glyphosate e o AMPA foram detectados somente na maior dose aplicada,
associada ou ndo ao fosfito, e foram observados para estes tratamentos as maiores
concentragcdes de &cidos chiquimico, quinico e desidrochiquimico. O efeito do glyphosate
sobre os teores de aminoacidos aromaticos foi apenas transitorio, com reducdo desses
compostos inicialmente e posterior aumento. A associacdo do fosfito de potassio com a menor
dose do glyphosate testada aumentou a intoxicacdo das plantas de milho em relacdo a
testemunha e a aplicacdo do glyphosate isoladamente na mesma dose. As plantas de milho
sofreram decréscimo do fluxo de transporte de elétrons apds a aplicacdo da maior dose de

glyphosate associada ou ndo ao fosfito de potassio.



2 SUMMARY

METABOLIC EFFECTS IN CORN AFTER APPLICATION OF GLYPHOSATE AND
PHOSPHITE

Botucatu, 2011, 97 p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia / Protecdo de Plantas) —
Faculdade de Ciéncias Agrondomicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: GIOVANNA LARISSA GIMENES COTRICK GOMES

Adviser: Dr. EDIVALDO DOMINGUES VELINI

Co-adviser: Dra. MARIA LUCIA BUENO TRINDADE

The glyphosate is a broad spectrum herbicide, non-selective, and the site of action is the
inhibition of the enzyme 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase (EPSPs). The
inhibition of the enzyme results in a reduction in the synthesis of aromatic amino acids
(phenylalanine, tyrosine and tryptophan), and secondary compounds. The glyphosate block of
the shikimic acid pathway and causes the accumulation of some compounds like shikimic acid
and quinic acid, and other metabolic and physiological effects in plants. The objective of this
study was to evaluate the metabolic and physiological effects in corn plants after application
of glyphosate and phosphite. The experiment was carried out in greenhouse in the Faculty of
Agronomic Sciences at Sdo Paulo State University. It was used the corn Pioneer 30F53,

planted in vases containing 5 liters of substrate. The treatments were: glyphosate (72 g a.e. ha”



1, glyphosate (720 g a.e. ha™), glyphosate (72 g a.e. ha™) + phosphite (3 L ha™), glyphosate
(720 g a.e. ha™) + phosphite (3 L ha™), phosphite (3 L ha ) and an untreated control. Two
experiments were carried out with the same treatments but with different evaluations. At first,
it were realized five samples of all corn plant leaves at 2, 4, 6, 10 and 15 days after application
(DAA). The second experiment was performed the evaluation of the electron transport rate
(ETR) in young and mature leaves, visual evaluations of intoxication, height and weight of the
plants. The leaves collected were dried, grated and used to quantify the compounds: shikimic
acid, quinic acid, 3-dehydroshikimic acid, aminomethylphosphonic acid (AMPA), glyphosate,
phenylalanine, tyrosine and tryptophan. Extraction tests of compounds were conducted to
choose the most appropriate and were development of analytical methods in LC-MS/MS. The
extraction of the compounds that proved most appropriate was using the dry mass of samples.
Glyphosate and AMPA were detected only at the highest dose applied, with or without the
phosphite, and these treatments were observed the higher concentrations of shikimic acid,
quinic acid and 3-dehydroshikimic acid. The effect of glyphosate on aromatic amino acids
levels was only transient. The association of potassium phosphite with the lower dose of
glyphosate increased the toxicity of corn in comparison to the control and the glyphosate
isolated. The corn plants had a decrease in the electron transport rate (ETR) after application

of the highest dose of glyphosate associated or not with potassium phosphite.



3 INTRODUCAO

O milho possui uma grande importancia tanto no cenario nacional,
como no mundial, sendo um dos cereais mais cultivados e consumidos no mundo, além de ser
matéria-prima para a producdo de biocombustiveis.

A interferéncia imposta pelas plantas daninhas na cultura do milho
pode acarretar grandes prejuizos, principalmente nas fases iniciais de desenvolvimento das
plantas. O controle de plantas daninhas pela utilizacdo de herbicidas (controle quimico) € um
dos mais utilizados no mundo, sendo realizado em grande escala na cultura do milho.

O herbicida glyphosate é recomendado para aplicacdo em pré plantio
da cultura do milho e em p6s emergéncia das plantas daninhas, sendo nédo seletivo e de amplo
espectro de controle. E absorvido pelas folhas e translocado preferencialmente via floema para
as regides meristematicas das plantas. No solo, o glyphosate € rapidamente inativado, devido a
adsorcdo pelos coldides, ou pela degradacdo microbiana, produzindo 4&cido
aminometilfosfénico (AMPA) ou sarcosina. Ha suspeitas de que o glyphosate seja também
metabolizado pelas plantas, produzindo AMPA, glioxilato e sarcosina.

O sitio de acdo do glyphosate € a inibicio da enzima b5-
enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase (EPSPs), que catalisa a reacdo de ligacdo do
chiquimato-3-fosfato (S3P) com o fosfoenolpiruvato (PEP), para formar 5-
enolpiruvilchiquimato 3-fosfato. O glyphosate bloqueia entdo a via do acido chiquimico, que é

a principal rota de producdo dos aminoacido aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano),



afetando também o fluxo de carbono na planta, sendo que sob condi¢Ges normais, 20% do
carbono fixado pelas plantas sdo direcionados para esta rota (Haslam, 1993). Com a inibicéo
da enzima EPSPs pelo glyphosate, é observado um grande acimulo de &cido chiquimico nas
plantas, representando um forte dreno de carbono, desta forma, reduzindo a fotossintese. Os
aminoacidos aromaéticos sdo precursores de proteinas em plantas, mas também de muitos
metabdlitos secundarios, como pigmentos, flavonoides, auxinas, fitoalexinas, lignina e
taninos, sendo assim, as plantas submetidas ao glyphosate podem ter a sintese desses
compostos também alterada.

As plantas expostas de alguma maneira ao glyphosate, seja por
aplicacdo do herbicida, ou pela deriva, podem sofrer uma série de alteracbes metabdlicas,
sendo que uma das mais proeminentes e estudadas é o acumulo do acido chiquimico (ou
chiguimato) pelas plantas. Sdo inimeros os trabalhos que estudam o acimulo deste composto
em diversas espécies de plantas, decorrente da aplicacdo de diferentes doses do herbicida,
podendo chegar até a 8% da matéria seca das plantas (Orcaray, 2010). Além do acimulo do
acido chiquimico, alguns trabalhos tém demonstrado o acimulo de &cidos hidroxibenzoicos,
como o protocatecuico e o galico, e do acido quinico, que é um composto de estrutura
semelhante ao acido chiquimico, e precursor dos acidos hidroxibenzédicos, mas pouco se sabe
ainda sobre a dindmica desses compostos na planta apds a aplicacdo do glyphosate.

Com o bloqueio da rota de biossintese dos aminoacidos aromaticos
pelo glyphosate, ocorre uma reducdo na formacdo dos mesmos, afetando os processos da
planta que demandam proteinas ou enzimas. No entanto, nem sempre ocorre a reducdo no teor
de aminoacidos, sendo que o menos sensivel ao bloqueio da rota € o triptofano, seguido de
fenilalanina e tirosina. Este fato pode ser em funcdo da presenca de sistemas controladores de
rotas, que podem compensar, a0 menos em partes, a menor sintese de alguns dos compostos
intermediarios, desta forma, nem sempre € possivel concluir que produtos distantes do sitio de
acao do glyphosate, terdo a sua sintese bloqueada ou reduzida.

Né&o estdo ainda bem esclarecidos os efeitos metabdlicos e fisiologicos
das plantas apo6s a inibicdo da EPSPs pelo glyphosate, sendo que a morte das plantas ndo esta
apenas relacionada com o bloqueio da rota de biossintese dos aminoacidos aromaticos, mas
também a falha na producdo de um grande numero de compostos secundarios, ao

desregulamento no fluxo de carbono na planta e a reducao da sintese de proteinas.



Diversos autores relataram um possivel efeito protetor do fertilizante
foliar a base de fosfito de potassio, contra os efeitos fitotdxicos do glyphosate. No entanto, ha
controvérsias, com relatos de intoxicacdo de plantas de milho pela aplicacdo do fosfito,
semelhantes aquelas causadas pelo glyphosate, pelo fato do herbicida apresentar um radical
fosfito em sua férmula estrutural.

Diante do exposto, o0 objetivo do trabalho foi avaliar as alteragdes
metabolicas e fisiologicas de plantas de milho submetidas a aplicacdo de glyphosate isolado e

em associacdo com o fosfito de potassio.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 A Cultura do Milho

No agronegdcio brasileiro, em termos de area explorada, a cultura do
milho (Zea mays L.) é a segunda mais cultivada, atrds somente da cultura da soja. O Brasil é 0
quarto maior produtor mundial, com producdo de 54 milhdes de toneladas em 2009/2010,
ficando atras somente dos Estados Unidos, China e Unido Européia, com producdo de 324,
162, e 56 milhdes de toneladas, respectivamente (Agrianual, 2010).

Em funcdo de seu potencial produtivo, composi¢do quimica e valor
nutritivo, o milho é um dos mais importantes cereais cultivados e consumidos no mundo,
perdendo em volume apenas para o trigo e o arroz, fornecendo produtos largamente utilizados
para a alimentacdo humana, animal e matéria-prima para a induastria (Dourado Neto e Fancelli,
2000). Recentemente seu uso se ampliou com a produc¢do de amido, alcool, adogantes, 6leos e
agora surge também como fonte de biocombustiveis (Agrianual, 2010).

No Brasil, a producdo de milho tem-se caracterizado pela divisdo da
producéo em duas épocas de plantio: primeira safra é realizada na época tradicional, durante o
periodo chuvoso, que varia entre fim de agosto, na regido Sul, até os meses de outubro ou
novembro (Sudeste e Centro-Oeste), e no Nordeste esse periodo ocorre no comego do ano; e

segunda safra ou “safrinha”, que se refere ao milho de sequeiro, plantado extemporaneamente,



em fevereiro ou margo, quase sempre depois da soja precoce, predominantemente na regiéo
Centro-Oeste e nos estados do Parana e S&o Paulo (Garcia et al., 2006).

Apesar de estar entre 0s quatro maiores produtores mundiais, o Brasil
ndo se destaca entre os paises com maiores produtividades. No Brasil, em condicGes
experimentais, ha relatos de picos de produtividade proximos a 17 toneladas de grdos por
hectare (Silva et al., 2006), no entanto, o que se observa, em geral, sdo produtividades baixas e
irregulares, cerca de 4,3 t ha™ de grdos (CONAB, 2010).

As plantas de milho apresentam elevada capacidade em absorver e
utilizar agua e nutrientes, além de possuirem elevada capacidade de utilizacdo de radiacao
solar. Todavia, a presenga de plantas daninhas desde a fase inicial de desenvolvimento da
cultura pode acarretar perdas, inclusive totais (Rajcan e Swanton, 2001). As perdas na cultura
do milho variam de 13 a 85% em func¢éo da adocdo ou ndo de alguma medida de controle das
plantas daninhas (Carvalho et al., 2007). Por isso, o controle de plantas daninhas na cultura do
milho assume notavel importancia quando se deseja alcancar o0 maximo potencial produtivo
das plantas. Estima-se que as perdas devido a interferéncia das plantas daninhas em plantios
de milho, tenham alcancado 6 milhdes de tonelada na safra 2008/09 (Karam et al., 2009).

No mundo, o método de controle de plantas daninhas mais utilizado na
cultura do milho é o quimico, possibilitando a obtencdo de elevadas produtividades
(Radosevich et al., 1997). Estima-se que os herbicidas sejam aplicados em mais de 65% da
area cultivada com milho no Brasil, sendo assim, a alta taxa de utilizacdo deste método de
controle de plantas daninhas permite identificar problemas enfrentados pelos agricultores
como resultado da aplicacdo dos herbicidas, estando estes relacionados a prépria aplicacéo, ao
meio ambiente, a saude humana e ao surgimento de plantas resistentes (Karam e Oliveira,
2007).

Dentre os herbicidas registrados para o controle das plantas daninhas
da cultura do milho, destaca-se o glyphosate, que € um herbicida aplicado em pré plantio da
cultura e pos emergéncia das plantas daninhas, do grupo quimico das glicinas substituidas,
classificado como néo seletivo e de agdo sistémica. Apresenta amplo espectro de acéo, 0 que
possibilita um excelente controle das plantas daninhas anuais e perenes, tanto dicotileddneas
como monocotiledéneas. Além do milho, o glyphosate encontra-se registrado no Brasil para

uso nas seguintes culturas: algoddo, ameixa, arroz, banana, cacau, café, cana-de-acucar, citros,
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coco, eucalipto, feijdo, fumo, magd, mamao, nectarina, péra, péssego, pinus, seringueira, soja,

trigo, uva e pastagens (Rodrigues e Almeida, 2005).

4.2 Rota do Acido Chiquimico

A via do acido chiquimico, a principal rota comum de producdo dos
aminoéacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, constitui uma parte do metabolismo
somente de plantas e microorganismos, ndo sendo encontrada em animais (Herrmann e
Weaver, 1999). Em plantas, acredita-se que esta rota esta confinada nos plastideos (Herrmann,
1995; Schmid e Amrhein, 1995; Mustafa e Verpoorte, 2005; Weber et al., 2005). Segundo
Herrmann (1995), os aminoacidos aromaticos ndo sdo somente utilizados para a producdo de
proteinas em plantas, mas também como precursores de um grande nimero de metabolitos
secundarios (pigmentos, flavondides, auxinas, fitoalexinas, lignina e taninos). Além disso,
rotas intermediarias podem servir como substrato para outras vias metabdlicas, incluindo a
biossintese de acido quinico e produtos derivados, como o acido clorogénico (Herrmann e
Weaver, 1999). Estima-se que, sob condi¢bes normais de desenvolvimento, 20% do carbono
fixado pelas plantas pode ser direcionado para a rota do &cido chiquimico (Haslam, 1993).

A rota do acido chiquimico consiste em sete passos metabolicos
(Figura 1), comecando com a condensacdo de dois intermediarios do metabolismo de
carboidratos, o fosfoenolpiruvato (PEP), da glicdlise, e eritrose 4-fosfato, da via pentose-
fosfato, para formar 3-deoxi-d-arabino-heptulosonato-7-fosfato (DAHP), sendo catalisada pela
enzima homodimerica 3-deoxi-d-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintase (DAHPS), que €
ativada pelo triptofano, assim como pelo Mn?* (Buchanan et al., 2000).

A segunda reacdo da via do &cido chiquimico é a eliminacgéo do fosfato
pela DAHP para gerar 3-desidroquinato (DHQ), que é catalisada pela DHQ sintase (DHQS),
uma enzima monomérica com o peso molecular de 39,0, e sua atividade requer Co?* e NAD"
como cofatores. O proximo passo € a desidratacdo do DHQ para 3-desidrochiquimato (DHS),
catalizado pela DHQ desidratase, e em seguida a reducdo de DHS a chiquimato, catalisada
pela chiquimato-desidrogenase (também conhecida como chiquimato NADP™ oxidoredutase)

(Herrmann e Weaver, 1999). A atividade desta enzima aumentou cerca de 20% seis dias apds



11

o ferimento mecénico de folhas de Capsicum annum L. (Diaz e Merino, 1997). Nos ultimos
dois passos descritos (terceiro e quarto) da rota, as enzimas que catalisam as reacfes sdo
bifuncionais, e desempenham importante papel na regulacdo de metabdlitos nos pontos de
ramificacdo da rota para garantir a producdo suficiente do composto desejado, e sdo
encontradas no ponto de ramificacdo para a sintese de &cido quinico (Ding et al., 2007). Os
compostos desidroquinato e desidrochiquimato podem ser direcionados para o metabolismo do
acido quinico (Bentley, 1990).

No quinto passo da rota, a enzima chiquimato quinase catalisa a
fosforilacdo de chiquimato para produzir chiquimato-3-fosfato (S3P). No proximo passo
ocorre a entrada da segunda PEP, que é condensada com S3P para formar 5-
enolpiruvilchiquimato 3-fosfato (EPSP) e fosfato inorganico. Esta reacdo reversivel é
catalisada pela EPSPs, uma enzima monomérica de peso molecular 48,0 (Herrmann e Weaver,
1999), e constitui o unico alvo molecular do herbicida glyphosate (Steinrucken e Amrhein,
1980). O glyphosate é competitivo com a PEP e ndo competitivo com o S3P, indicando que o
mesmo se liga no complexo EPSPs-S3P (Buchanan et al., 2000). A ultima reacdo da rota é a
eliminacdo do fosfato pela EPSP para formar corismato, e é catalisada pela corismato sintase
(Balasubramanian et al., 1990; Hawkes et al., 1990).

Todos os intermedidrios do tronco principal da via do 4cido
chiquimico sdo potenciais pontos de ramificagdo levando a outras vias metabolicas (Bentley,
1990). O DHQ pode ser convertido a DHS ou a acido quinico, um precursor do &cido
clorogénico, um produto da condensacdo de &cido quinico (intermediario inicial da via do
acido chiquimico) e acido cafeico, intermediario final do metabolismo dos fenilpropandides
(Herrmann e Weaver, 1999).

O acido clorogénico protege a planta contra o ataque de fungos (Maher
et al., 1994), e através do acumulo de altos niveis, serve como protetor UV em diversas
plantas. Segundo Herrmann e Weaver (1999), o acido quinico também pode acumular-se em
algumas plantas, e tem sido considerado um reservatorio de carbono para a biossintese de
compostos aromaticos. Os acidos quinico e chiquimico sdo compostos que ocorrem
frequentemente em concentracOes relativamente altas em tecidos verdes e ndo verdes de

plantas herbaceas (Yoshida et al., 1975) e angiospermas lenhosas (Boudet, 1973).



12

3-Deoxy-D-arabinoheptulosonato-
7-fosfato (DAHP)

H,0 3-Desidroquinato
\ sintase

+ ~ N

3-Desidroquinato

2-04P0 —{0

Fosfoenolpiruvato (PEP)

HO  H h Pi
“oro. At Pi
OH 3-Deoxy-D-

arabinoheptulosonato-7-
fosfato sintase (DAHPS)

Eritrose 4-fosfato 3-Desidroquinato
desidratase

H,0

.
ADP Co. NADPT - NADPH

HD"©‘DH

Chiguimato

Chiquimato 3-fosfato

PEP
)

quinase

i (

OH

Chiquimato

5-Enolpiruvilchiquimato

Chiquimato
desidrogenase

3-Desidrochiquimato

3-fosfato sintase

SPi

(EPSPs)
Corismato
Pi 7 Fenilalanina
_____ > Tirosina
Corismato N
sintase R R
5-Enolpiruvilchiquimato A .
Triptofano

3-fosfato (EPSP)

Figura 1. Esquema da rota do acido chiquimico. Adaptado de Buchanan et al. (2000).

O corismato, produto final da via do &cido chiquimico, e o primeiro
ponto de divisdo da rota, € o precursor dos trés aminoacidos aromaticos e outros compostos
aromaticos do metabolismo priméario. Assim, 0s trés aminoacidos aromaticos sdo precursores
de uma grande variedade de metabdlitos secundarios de plantas (Dewick, 1998). Os
intermediarios da rota do chiquimato também servem como ponto de partida para a biossintese

de produtos secundarios. Dessa forma, esta via € de eminente importancia para a sintese de
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muitos compostos de interesse comercial (Herrmann e Weaver, 1999), os quais também dao
origem a diversos compostos envolvidos na regulacdo do crescimento ou na defesa de plantas,
destacando-se os taninos condensados, antocianinas, vitamina E, acido indolacético (AlA),
acido salicilico, flavonas, isoflavonas, fenilpropandides e cumarinas, fundamentais para o

crescimento e desenvolvimento vegetal (Velini et al., 2009).

4.3 Fosfitos

O termo fosfito é comumente referido como um sal de acido fosforoso
e o termo fosfonato é utilizado para um éster de fosfito que contém uma ligacdo carbono-
fosforo (C-P) que € quimicamente distinto da ligacdo carbono-oxigénio-fosforo (C-O-P)
encontrada no éster de fosfato (White e Metcalf, 2007).

A utilizacdo dos fosfitos na agricultura possui as seguintes vantagens:
baixo custo relativo da matéria-prima, a prevencdo e controle das doencas produzidas por
fungos, melhoria do estado nutricional das plantas, sobretudo nos estadios de maior aumento
da atividade metabolica quando a aplicacdo do produto representaria um fornecimento
suplementar de nutrientes, devido a absorcdo mais réapida de fésforo pela planta em
comparagdao com produtos a base de fosfato, equilibrio nutricional das plantas, melhor
amadurecimento, prolongamento do tempo de conservacdo e qualidade superior dos frutos na
pos-colheita (Nojosa et al., 2005).

Os fosfitos tém sido reconhecidos como excelentes fungicidas para o
controle de muitas doencas importante causadas por Oomicetos, particularmente Phytophtora
sp. (Fenn e Coffey, 1984; Forster et al., 1998; Jackson et al., 2000; Jee et al., 2002). No
hospedeiro, o fosfito induz a biossintese de etileno, aumento da respiracdo, ativacdo da
fenilalanina aménia liase, lignificacdo e ativacdo do metabolismo das pentoses-fosfato
(Reuveni e Reuveni, 1995).

Os fosfitos sdo rapidamente absorvidos pelas plantas, deslocando-se
através das membranas celulares, devido ao seu alto grau de solubilidade e mobilidade,
possuindo carater sistémico, permitindo ser aplicado de diversas formas como pulverizagao

foliar, pincelamento ou imersdo (Meneghetti, 2009).
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Alguns autores tém demonstrado um possivel efeito do fosfito na
reducdo da intoxicacdo de algumas culturas quando aplicado o herbicida glyphosate (Castro,
2007; Ibrahim et al., 2010a; lbrahim et al., 2010b). No entanto, Lucas et al. (1979),
observaram severa intoxicacdo em plantas de milho quando tratadas com o fosfito, sendo que
as injurias foram muito semelhantes aquelas que o glyphosate causa nas plantas. Este fato
pode ser explicado pelo trabalho de Mitchell e Adams (2004), que afirmaram que o glyphosate
possui um grupo fosfito em sua férmula estrutural (Figura 2), sendo assim, 0 mesmo poderia

ter causado a injuria nas plantas.

0
I
HO-C-CH,-NH- CH, NH,

Glyphosate - Fosfito de Amonio

Figura 2. Férmula estrutural do glyphosate e do fosfito de aménio. (Mitchell e Adams, 2004)

4.4 Glyphosate

Atualmente, o glyphosate € um dos herbicidas mais utilizados na
agricultura, gracas ao controle eficaz que exerce sobre as plantas daninhas e a sua baixa
toxicidade aguda. O glyphosate (N-(fosfonometil)glicina) (Figura 3) é um herbicida aplicado
em pos emergéncia das plantas, que geralmente é inativado no solo pela adsorcdo com o0s
colbides ou pela rapida degradacdo microbiana (Gimsing et al., 2004). E um herbicida de agéo
sistémica em pos emergéncia, possui um largo espectro de controle de plantas daninhas, mas
ndo é seletivo para as culturas (Franz et al., 1997), exceto para as culturas geneticamente
modificadas, sendo absorvido pelas folhas e translocado para os tecidos meristematicos das
plantas preferencialmente via floema. Sua eficacia é dependente da retengdo da molécula na
superficie foliar, da penetracdo foliar, da translocagdo na planta até o sitio de acdo e da
inibicdo da enzima EPSPs (Kirkwood e Mckay, 1994). Caseley e Coupland (1985) indicam

que o glyphosate segue a mesma rota dos produtos da fotossintese (agucares), indo das folhas
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fotossinteticamente ativas em direcdo as partes das plantas que utilizam estes produtos,
estabelecendo-se uma relagéo fonte-dreno.

O O
)l\/H ||
HO N\/P\“"'OH
OH

Figura 3. Férmula estrutural do glyphosate.

A sintese do glyphosate é realizada a partir de um hidrogénio aminico
do aminoéacido glicina, por um radical de éster fosfonico (N-fosfonometil glicina), sua formula
molecular é CsHgNOsP, e massa molecular de 169,1 g mol™. No ano de 1964 a molécula foi
originalmente sintetizada como potencial agente quelante industrial, e 0 seu uso como
herbicida foi descrito em 1971 (Luchini, 2009). Possui diferentes formulacGes, sendo
fabricado como sal isopropilamina, formulacdo concentrado sollvel, com 360 gramas de
equivalente acido (e.a.); como sal de amonio, formulado em granulos dispersiveis em &agua,
com 720 g e.a. kg™; ou sal potéssico, formulacdo concentrado soldvel, com 500 g e.a. kg™
(Gazziero et al., 2009).

O glyphosate é muito pouco soltvel em solventes organicos comuns, e
bastante solGvel em &gua, tem um elevado coeficiente de adsorgdo ao solo (Kd=61 g cm™),
principalmente aos 6xidos de aluminio e ferro, meia vida em torno de 47 dias (Centeno, 2009)
e coeficiente de particdo octanol/agua muito baixo (Kow=0.00033), por isso apresenta baixa
mobilidade, com pouca tendéncia para lixiviagdo no solo (Linders et al., 1994). Apresenta-se
como um produto altamente solGvel em agua (11600 mg L™ a 25°C), com baixa presséo de
vapor (7.5X10® mm Hg) e ponto de fusdo a 189,9°C (Franz et al., 1997).

No momento em que o glyphosate atinge o solo, a tendéncia é que o
mesmo seja sorvido rapida e fortemente a fracdo coloidal, atraves de ligacdes similares as do
fosfato inorganico. Quando o glyphosate encontra-se disponivel na solucdo do solo, é
degradado rapidamente pelos microorganismos a AMPA e CO, (Regitano, 2009). Os grupos
funcionais do glyphosate, como amina, carboxila e fosforados, podem simultaneamente
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ligarem-se a ions metalicos formando quelatos, além de serem adsorvidos por 6xidos de ferro,
ocorrendo a rapida inativagdo como herbicida em contato com o solo (McBride, 1994). Muitos
estudos tentam explicar os mecanismos de ligacdo do glyphosate com o solo, como a troca de
ligantes com os 6xidos de ferro e aluminio e as pontes de hidrogénio formadas entre o
glyphosate e as substancias himicas do solo (Feng e Thompson, 1990; Miano et al., 1992;
Prata et al., 2000).

Diversos trabalhos relatam que o mecanismo de adsorcdo proposto
para a interacdo glyphosate-solo é similar ao mecanismo de ligacdo do fosfato inorganico,
existindo uma competicdo entre o glyphosate e o fosfato pelos sitios de adsorcdo (McBride e
Kung, 1989; Gimsing e Boggaard, 2002). Prata et al. (2003), estudando a adsor¢éo e dessor¢ao
do glyphosate em solos com diferentes concentracGes de fosforo, observaram que quanto
maior a dose de fosforo presente no solo, maior é a extracdo do glyphosate adsorvido, e que a
adsorcdo do glyphosate pelo solo se deve a formacdo de complexos com os metais dos éxidos,
processo que também esta relacionado a capacidade dos solos adsorver fosfato. Segundo Toni
et al. (2006), a dessorcdo do glyphosate pelo fosfato nos solos depende de diversos fatores,
como CTC, quantidades de argilas presentes, quantidade de fosfato e pH do solo, com isso
pode haver uma diminuicdo na produtividade de certas plantas.

O glyphosate pertence a classe de compostos conhecidos como &cidos
fosfénicos, que contém uma ligacao direta de carbono-fésforo (Kertesz et al., 1994), que €
guimicamente estavel, mas os microorganismos possuem habilidade enzimatica de clivar a
ligacdo e liberar fosfato inorganico (Araujo, 2002).

A rota preliminar de decomposicdo do glyphosate no ambiente é a
degradacdo no solo (Franz et al., 1997), realizada por uma grande variedade de
microorganismos, que usam o produto como fonte de energia e fésforo, através de duas rotas
catabdlicas (Figura 4), produzindo o acido aminometilfosfénico (AMPA) como principal
metabolito, ou pela clivagem da ligagdo C-P, por acdo da enzima C-Pliase, produzindo
sarcosina como metabolito intermediario na rota alternativa (Franz et al., 1997; Dick e Quinn,
1995). Segundo Cox (1998), o AMPA ¢ mais persistente no solo do que o glyphosate, pois a
degradacdo do AMPA ¢ mais lenta, possivelmente por ser adsorvido mais facilmente as

particulas do solo. Gimsing et al. (2004) encontraram correlacéo positiva entre a mineralizacao
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do glyphosate e o tamanho da populagdo de Pseudomonas spp. nos solos estudados, sendo que
esses microorganismos sao os principais controladores da mineralizagéo.

Sprankle et al. (1975) sugerem algumas explicacbes para o rapido
desaparecimento do glyphosate do ambiente, como a rapida degradacdo microbiana, a

degradacdo quimica, a adsorcao ao solo , ou varios destes fatores combinados.
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Figura 4. Rota de degradacdo microbiana do glyphosate no ambiente (Adaptado de Robyn
Wirsema, Michael Burns e Doug Hershberger — Universidade de Minnesota).
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4.4.1 Modo de Acéo do Glyphosate

O modo de acdo de um herbicida corresponde aos eventos que ocorrem
desde o seu contato inicial com as plantas, a penetracdo (no apoplasto, reversivel e sem gasto
de energia), a absor¢do (para o simplasto, irreversivel e com gasto energético), a
movimentacdo na planta (entre érgdos, tecidos, células e organelas), o metabolismo e outras
formas de inativacdo ou ativacdo, a interacdo com o sitio de acdo até o desencadeamento de
eventos que efetivamente levam as plantas a paralisacdo do crescimento ou a morte (Velini et
al., 2009).

A maioria dos herbicidas inibem uma proteina ou uma enzima nas
plantas (Cole et al., 2000). Os herbicidas inibidores de aminoacidos inibem uma enzima da
planta e consequentemente bloqueiam a biossintese dos blocos de construcdo das proteinas, 0s
amino&cidos (Tan et al., 2006). Os animais ndo sintetizam todos os amino4cidos necessarios,
mas obtém alguns amino&cidos de plantas ou bactérias, sendo assim, herbicidas que inibem a
biossintese de aminoacidos tem um menor impacto sobre animais do que os herbicidas com
outros modos de acdo (Reade e Cobb, 2002).

O glyphosate ¢é absorvido preferencialmente pelas folhas,
principalmente pelo floema, sendo um processo bifasico, com uma rapida penetracao inicial
pela cuticula seguida por uma absor¢do simplastica lenta, influenciado pelas caracteristicas da
planta, condi¢des ambientais, concentracdo do herbicida, surfatante utilizado e método de
aplicacdo (Monquero et al., 2004; Caseley e Coupland, 1985; Franz et al., 1997). Segundo
Townson e Butler (1990), com a redugédo do volume de aplicacdo e aumento da concentracéo
do glyphosate na calda de pulverizacdo, normalmente sua absorcéo € aumentada.

A principal dificuldade para a absor¢do pela parte aérea é a existéncia
de estruturas anatdmicas, como o aparecimento de tecido suberificado nas regifes velhas e a
deposicéo de cutina, formando a cuticula nas folhas, destinadas a impedir o dessecamento da
planta, que impede a livre movimentacao de gases e solugbes (Rodrigues, 2009). Chachalis et
al. (2001) afirmam que diferencas com relagdo ao grau de hidrofobicidade da cuticula devido a
sua composi¢édo, podem refletir na absorgdo do glyphosate, resultando em menor eficiéncia do

produto quando a cuticula é mais hidrofobica.
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ApoOs a penetracdo do glyphosate através da cuticula e membrana
plasmética dos tecidos fotossintetizantes, ocorre a translocacdo no simplasto, através dos
tecidos vasculares, até o sitio de acdo do herbicida (Satichivi et al., 2000), que é um processo
essencial para a eficacia do herbicida (Wanamarta e Penner, 1989). O transporte do glyphosate
pelo floema j& foi demonstrado em vérias espécies (Sprankle et al., 1975; Schultz e Burnside,
1980; Schultz e Amrhein, 1984; Honegger et al., 1986).

Além do transporte de longa distancia, deve-se notar que a penetracédo
do glyphosate nas células deve ocorrer em cada célula que possui a enzima alvo (Morin et al.,
1997). Em algumas espécies como Convolvulus arvensis (Honegger et al., 1986), Beta
vulgaris (Gougler e Geiger, 1981), e Vicia faba (Ibaoui et al., 1986), o glyphosate €
trasportado para dentro das células por absorcdo passiva ndo facilitada, mas dados cinéticos
mais detalhados tém mostrado em V. faba, que o glyphosate pode ser absorvido por
transportadores de fosfato da membrana plasmatica (Denis e Delrot, 1993). Hetherington et al.
(1998) verificaram que quando o glyphosate esta em baixas concentragdes no apoplasto, um
mediador ativo € responsavel por sua absorcdo, provavelmente um transportador de fosfato, ja
quando o produto se encontra em altas concentracdes, 0 processo predominante € a difusao.

A translocagdo do glyphosate pelo floema segue a mesma rota dos
acucares produzidos na fotossintese, deslocando-se das folhas para as raizes ou frutos, onde
serdo utilizados na respiracdo, assimilacdo ou acumulagdo depois de sua conversao a
substancias como amido, por exemplo (Rodrigues, 2009). O movimento do herbicida na planta
é entdo influenciado pela quantidade de aclcar translocada para cada uma dessas partes
durante o ciclo de vida da planta (Monquero et al., 2004). Dessa forma, a translocacdo do
glyphosate é facilitada por condi¢des que favorecam a fotossintese na planta (Dellacioppa et
al., 1986).

O sitio de acdo do glyphosate é a inibicdo da enzima EPSPs (5-
enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase, E.C. 2.5.1. 19) que catalisa a reacdo na qual
chiguimato-3-fosfato  (S3P) reage com fosfoenolpiruvato (PEP), formando 5-
enolpiruvilchiquimato 3-fosfato (EPSP) e fosforo inorganico (P;) (Franz et al., 1997). Essa
reacdo ocorre em duas etapas: a ligacdo da enzima EPSPs ao S3P, formando o complexo

EPSPs-S3P, com posterior ligacdo da PEP neste complexo. A EPSPs é codificada no nucleo, e
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a biossintese dos amino&cidos aromaticos ocorre primariamente nos plastideos (Vaughn e
Duke, 1991; Reade e Cobb, 2002).

A inibicdo da enzima EPSPs pela acdo do glyphosate, afeta a rota
metabolica do &cido chiquimico, a qual produz os trés aminoacidos aromaticos fenilalanina,
tirosina e triptofano. Além disso, essa rota € responsavel pela formagdo dos compostos
fendlicos, que podem representar até 35% da biomassa vegetal (Boudet et al., 1985).

Com a inibicéo da enzima EPSPs, ocorre uma interferéncia na entrada
de carbono na rota do chiquimato pelo aumento da atividade da enzima 3-deoxi-D-arabino-
heptulosonato-7-fosfato sintase (DAHPS), que catalisa a condensacdo de eritrose-4-fosfato
com PEP, considerada a enzima reguladora da rota (Devine et al., 1993). O aumento da
atividade da DAHPS deve-se aos baixos niveis de arogenato, que é um inibidor alostérico da
DAHP, e é um composto posterior a EPSP na rota. Com a reducdo da inibicdo pelo arogenato,
a DAHPS continua atuando, o que provoca altos niveis de &cido chiquimico, ja que a rota é
interrompida pela inibicdo da EPSPs. Doses subletais de glyphosate causam um aumento na
atividade da DAHPS in vivo (Pinto et al., 1988). In vitro este herbicida ndo tem efeito sobre a
atividade da enzima. No entanto, pela inibicdo da EPSPs, o herbicida reduz a producéo de
corismato in vivo, iniciando assim um sinal que leva ao aumento do fluxo de carbono através
da elevacdo da atividade da DAHPS (Herrmann e Weaver, 1999).

Quando as plantas sdo mecanicamente feridas ou sofre o ataque de
insetos ou microorganismos, a maior parte do aumento da demanda por corismato pode ser
para 0 aumento da sintese de lignina, para reparar as lesbes. Aparentemente, a DAHPS
desempenha importante fung@o no controle da biossintese de lignina (Jones et al., 1995).

A quantidade de &cido chiquimico acumulado pela desregulacdo da
rota representa um forte dreno de carbono no ciclo de Calvin, pelo desvio de eritrose-4-fosfato
que seria empregado na regeneracdo de ribulose bifosfato. Esse € um importante efeito da
inibicdo causada pelo glyphosate, que reduz drasticamente a producao fotossintética (Geiger et
al., 1986; Geiger et al., 1987; Serviates et al., 1987; Shieh et al., 1991).

Acredita-se que existe uma estreita sobreposi¢cdo dos sitios de ligagdo
da PEP e do glyphosate na EPSPs (Franz et al., 1997; Dill, 2005). O glyphosate se liga ao
complexo EPSPs-S3P no lugar da PEP, e sua afinidade com 0 mesmo é 75 vezes maior do que

a do PEP e a velocidade de dissociagdo do glyphosate do sitio de acdo € 2000 vezes menor do
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que a do PEP (Ream et al., 1992). O glyphosate é competitivo com a PEP pela ligacdo com a
EPSPs, mas ndo competitivo com o chiquimato-3-fosfato (Mousdale e Coggins, 1991; Vaughn
e Duke, 1991, Franz et al., 1997, Dill, 2005). Reade e Cobb (2002) salientaram que o
glyphosate nédo se liga ao sitio ativo da EPSPs, mas se liga a um possivel sitio alostérico,
resultando em alteragdes estruturais do sitio de acdo, prevenindo a ligacdo da PEP.

Dessa forma, ocorre a redugdo da biossintese dos aminoacidos
aromaticos (triptofano, fenilalanina e tirosina), proteinas e compostos secundarios (Bentley,
1990; Franz et al.,, 1997) e causa o0 acumulo de &cido chiquimico e alguns &cidos
hidroxibenzéicos em folhas e outros 6rgéos, tais como acidos protocatecuico e galico, que sao
formados a partir da DHS (Lydon e Duke, 1988; Becerril et al., 1989; Hernandez et al., 1999).

Os sintomas tipicos de intoxicacdo das plantas pelo herbicida
glyphosate sdo a paralisacdo do crescimento, o amarelecimento dos meristemas e das folhas
jovens, folhas com estrias ou avermelhadas com posterior necrose e morte das plantas (Karam
e Oliveira, 2007).

4.4.2 Efeitos do Glyphosate no Metabolismo das Plantas

Uma das principais alteracbes metabdlicas causadas nas plantas
decorrente da aplicacdo ou pela deriva do glyphosate nas plantas € o acumulo do acido
chiguimico. Diversos autores puderam correlacionar a intoxicacao das plantas pelo glyphosate
com o acumulo do &cido chiquimico (Reddy et al., 2010; Orcaray et al., 2010; Matallo et al.,
2009; Reddy et al., 2008; Buehring et al., 2007; Nandula et al., 2007; Petersen et al., 2007;
Maria et al., 2006; Feng et al., 2004; Singh e Shaner, 1998; Harring et al., 1998).

Mattallo et al. (2009), testando doses de glyphosate e monitorando o
acumulo de acido chiquimico em plantas de Brachiaria decumbens, observaram um aumento
no nivel do composto, aos sete dias apds os tratamentos, quando foi aplicada as doses de 360,
720 e 1440 g e.a. ha' do glyphosate. No mesmo trabalho foram testadas diferentes
concentragOes de glyphosate (10, 20 e 30 mM) em raizes e brotos de soja (ndo resistente ao

glyphosate), e verificou-se que o herbicida causa o acimulo de acido chiquimico em todos os
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tratamentos e tecidos, com aumento dos efeitos em concentragdes crescentes, atingindo cerca
de 1% do peso seco dos tecidos.

Em estudo realizado por Reddy et al. (2010), avaliando o acimulo de
chiguimato em hibridos de milho ndo resistentes ao glyphosate (Pioneer 31P41) com a
aplicacdo de 105 g e.a. ha™, 3 ou 6 dias ap6s o plantio, observaram niveis elevados de 4cido
chiquimico, de 24 a 86% de aumento, independente do momento da aplicacdo. Mesmo aos 32
dias apos o tratamento, as plantas de milho submetidas a aplicacdo do glyphosate,
apresentaram maiores concentracdes de acido chiquimico (8,1 ng ml™) do que as plantas ndo
tratadas (6,5 ng ml™).

Reddy et al. (2008) estudando o acumulo de chiquimato em onze
espécies de plantas apos a aplicacdo do glyphosate, observaram altos niveis do composto em
todas as plantas, com excecdo da soja resistente ao glyphosate, e do milho resistente e
suscetivel ao glyphosate. Nas plantas néo tratadas, niveis que variaram de 2 a 904 pg g™ foram
encontradas em Abutilon teophrasti e Lollium perenne L. ssp. Multiflorum, respectivamente.
Ja nas plantas tratadas com glyphosate, 0s niveis de acido chiquimico encontrados variaram de
53 pg g™ nos tecidos de soja resistente ao herbicida a 16530 pg g™ nos tecidos de caupi.

Foram também detectados altos niveis de chiquimato em Brassica
napus L., em estudo conduzido por Petersen et al. (2007). O experimento foi realizado com
plantulas de B. napus expostas a solucdo contendo vérias concentracBes do herbicida
glyphosate (0; 1; 5; 10; 20; 30 e 50 uM) e nove dias ap6s o tratamento as plantulas foram
removidas e armazenadas para posterior quantificacdo do &cido chiquimico. Para as plantulas
ndo expostas, ou expostas a 1 M de glyphosate, o acido chiquimico nédo foi detectado. As
plantulas submetidas a faixa de 10 a 50 uM de glyphosate tiveram uma resposta linear de
acumulo de acido chiquimico, confirmando que o glyphosate pode ser absorvido pelas plantas
via sistema radicular, mesmo em concentragdes subletais, onde ndo havia nenhum sinal visual
de intoxicagéo, ou reducdo do peso seco da parte aérea (Petersen et al., 2007).

Maria et al. (2006) avaliaram os efeitos da aplicacdo de diversas
concentragcdes de glyphosate (0; 1,25; 2,5; 5 e 10 mM) sobre folhas (jovens e maduras) e
nodulos de Lupinus albus L. cv. Multolupa, e verificaram aumento nos niveis de acido
chigquimico em plantas tratadas com glyphosate em paralelo com as doses testadas e o tempo

de exposicdo. Diferencas significativas nos niveis de chiquimato puderam ser observadas 1 dia
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apos a aplicagdo, mesmo na menor dose utilizada (1,25 mM), tanto nas folhas jovens como nas
maduras. Péde ser observado também, que o glyphosate foi rapidamente translocado das
folhas para os ndédulos (24 horas apds a aplicacdo), sendo que este efeito foi evidente pelo
grande acumulo de acido chiquimico nos nodulos nos tratamentos acima de 2,5 mM de
glyphosate.

Em estudo realizado por Orcaray et al. (2010), o principal composto
acumulado apds a aplicacdo de gyphosate em plantas de ervilha (Pisum sativum L. cv. Snap
Sugar Boys), também foi o acido chiquimico, representando até 8% da matéria seca das
plantas no final do periodo do estudo, embora o acimulo ja era bastante evidente aos trés dias
apos a aplicacdo do tratamento. Similarmente ao acimulo do &cido chiquimico, 0s mesmos
autores observaram um rapido acimulo de dois &cidos hidroxibenzoicos (acido protocatecuico
e 4cido galico) aos trés dias e um dia ap06s o tratamento com glyphosate, respectivamente,
sendo este também um efeito caracteristico deste herbicida (Lydon e Duke, 1988; Becerril et
al., 1989). O bloqueio da via do chiquimato no nivel da EPSPs desregula o fluxo de carbono
na rota (Jensen, 1986), causando uma entrada massiva de carbono que causa o acumulo de
compostos acima do ponto de inibi¢do da EPSPs.

As células de plantas superiores contém um composto de estrutura
semelhante ao &cido chiquimico, chamada &cido quinico (Orcaray et al., 2010), que pode ser
sintetizada na planta de duas formas: a partir da DHQ, catalisada pela DHQ desidrogenase, e a
partir do &cido chiguimico (Bentley, 1990; Leuschner et al., 1995). Varios metabdlitos, tais
como acidos protocatecuico e galico, que sdo formados em ramos laterais da rota, acumulam
apos o tratamento com glyphosate. No entanto, pouco se sabe sobre o efeito desse herbicida
sobre o contetido de acido quinico (Orcaray et al., 2010).

O 4cido quinico é um composto que ocorre relativamente em altas
concentragfes em tecidos verdes e ndo verdes de plantas herbaceas (Yoshida et al., 1975), em
tecidos jovens de coniferas (Ossipov e Aleksandrova, 1982), e frutas (Albertini et al., 2006).
Ossipov e Aleksandrova (1986) relataram aumento no fluxo de carbono no sentido da sintese
de &cido quinico em aciculas de pinheiro apds a aplicacdo de glyphosate.

Segundo Orcaray et al. (2010), o acido quinico pode ser um composto
reserva da via do &cido chiquimico, mas seu papel fisiologico ainda ndo estd completamente

esclarecido. Em estudo realizado pelos mesmos autores, foi observado acumulo de acido
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quinico em folhas de ervilha tratadas com os herbicidas imazethapyr, chlorsulfuron e
glyphosate, 2,4; 1,6 e 1,4 vezes, respectivamente, comparados com a testemunha, aos 15 dias
apoés os tratamentos.

A rota do acido chiquimico, como ja mencionado anteriormente, €
responsavel pela produgdo dos trés aminoacidos aromaéticos (fenilalanina, tirosina e
triptofano), fundamentais para a continuidade da sintese protéica nas plantas. Todas as
enzimas demandam tais aminoacidos. Portanto, com a reducdo desses aminoacidos nas
plantas, todos o0s processos que demandam a participacdo de proteinas/enzimas sdo
diretamente afetados. No entanto, os resultados obtidos em experimento realizado por Petersen
et al. (2007), ndo revelam um claro decréscimo no conteldo desses aminoacidos em B. napus
expostas a concentracdes de glyphosate em comparacdo com as plantas testemunhas. Neste
mesmo estudo, os autores verificaram um grande aumento no teor de fenilalanina, quando a
planta foi exposta a concentragdes de 1 a 10 uM de glyphosate, e um decréscimo no teor
quando a planta foi submetida a concentrac6es superiores a 50 UM de glyphosate, sendo que a
tirosina possui também uma tendéncia semelhante, onde um aumento no teor desses
aminoéacidos é observado em baixas exposicdes ao glyphosate (1 a 10 uM) seguido por uma
reducdo, em exposicdo a maiores concentracfes do herbicida (20 a 50 uM). Para o triptofano
foi observada uma tendéncia de aumento, ao invés do esperado, que seria a reducdo (Petersen
et al., 2007). Uma possivel explicacdo seria que o triptofano é o aminoacido aroméatico menos
sensivel a inibicdo pelo glyphosate, em parte devido a diferencas na atividade da enzima pelo
corismato (Amrhein et al., 1980).

Forlani et al. (2000), analisaram o conteudo de aminoacidos em células
de Nicotiana plumbaginifolia quatro dias apds a adi¢do de 100uM de glyphosate em meio de
cultura e verificaram reducdo na concentracdo de tirosina e fenilalanina, 59% e 77%,
respectivamente, enquanto que o teor de triptofano reduziu somente 13%. Wang et al. (2001)
investigaram o efeito do glyphosate no teor de aminoacidos aromaticos em plantulas de
Cyperus rotundus e observaram que as concentragdes de tirosina e fenilalanina, trés dias apos
o0 tratamento, ndo diferiram significativamente da testemunha, e a concentragdo de triptofano
foi significativamente maior em plantulas tratadas com glyphosate em comparacdo com a

testemunha.
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Velini et al. (2009) afirma que nem sempre é possivel concluir que
produtos distantes do sitio de acdo do glyphosate (EPSPs) terdo sua sintese bloqueada ou
intensamente reduzida pela aplicacdo do herbicida, em funcdo da presenca de sistemas de
controle da rota que podem compensar, a0 menos em parte, a menor sintese de alguns dos
compostos intermediérios, portanto, quanto menor o numero de reagBes que Sseparam um
determinado composto de interesse até o sitio de agdo, maior a probabilidade de que as
concentracdes do mesmo sejam reduzidas como resultado da aplicacdo do herbicida.

Alteracbes na atividade da enzima EPSPs e de outras enzimas
envolvidas na producdo de aminodcidos arométicos e compostos fendlicos podem alterar, de
modo significativo, as concentracfes do IAA, um importante regulador vegetal. Dentre as suas
varias funcbes nas plantas, o IAA é fundamental para a elongacdo celular, a dominancia
apical, o crescimento de caules e raizes (principalmente em termos de profundidade) e sistema
vascular (Taiz e Zeiger, 2009). De acordo com Velini et al. (2009) a interferéncia na sintese de
AlA ocorre quando se realiza a aplicacdo do glyphosate como maturador em cana-de-aguUcar,
com quebra da dominancia apical (morte ou ndo da gema apical) e brotacdo das gemas
laterais.

O conjunto de compostos fendlicos pode ter efeitos importantes na
absorcdo de luz, interferindo no processo fotossintético ou protegendo as plantas contra 0s
efeitos da radiacdo ultravioleta. Gitz et al. (2004) observaram que os compostos fenolicos tém
uma importante funcdo como filtros de luz, com comprimentos de onda correspondentes ao
UV-B.

Os taninos sdo compostos polifendlicos com capacidade de afetar o
crescimento de insetos e outros animais herbivoros, além de microorganismos, através da
precipitacdo de enzimas e proteinas (Polya et al., 1995; Kawamoto et al., 1996; Mila et al.,
1996; Salminen et al., 2001; Hartzfeld et al., 2002; Salminen et al., 2002; Taiz e Zeiger, 2009).
Os taninos condensados ou pré antocianidinas sao formados pela polimerizacdo de unidades
de flavondides. J& os taninos hidrolisaveis derivam do &cido galico, correspondendo a
polimeros de &cidos fendlicos e agucares simples. A andlise da sintese de taninos indica a
dificuldade em inferir sobre o controle de rotas metabdlicas em plantas. O bloqueio da enzima
EPSPs resulta na acumulacdo de acido chiquimico, um precursor dos taninos hidrolisaveis e

reduz a disponibilidade de fenilalanina, precursor dos taninos condensados. Portanto, ndo ha
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como generalizar conclusdes sobre efeitos do glyphosate para os taninos em geral. As duas
sub-classes de compostos (hidrolisaveis e condensados) tém que ser tratadas separadamente
(Velini et al., 2009).

A sintese de antocianinas, flavonodides e isoflavondides também esta
relacionada a esta rota. As antocianinas estdo envolvidas na expressdo de um grande nimero
de cores importantes na relacdo com animais (incluindo insetos) benéficos ou prejudiciais as
plantas. Os flavondides sdo importantes para filtrar e evitar danos provocados por luz
ultravioleta. Os isoflavonoides sdo compostos frequentemente encontrados em leguminosas e
com importantes fungfes na protecdo contra insetos e patdgenos (Velini et al., 2009).

A lignina é uma molécula fendlica altamente complexa e que sO €
menos abundante em plantas do que a celulose. A estrutura da lignina ainda ndo é
completamente conhecida, mas sua presenca é fundamental para a rigidez das células e
tecidos, interferindo na qualidade da madeira e na resisténcia a estresses bioticos a abidticos
(Raes et al., 2003; Taiz e Zeiger, 2009; Cabané et al., 2004).

O écido salicilico é outro composto fendélico de grande relevancia.
Tem sido bastante discutida a relacdo do glyphosate com a sintese deste composto, em funcgéo
do mesmo induzir a resisténcia a patdgenos. O &cido salicilico é o principal composto
sinalizador envolvido no acionamento de genes de resisténcia a patégenos biotréficos. Quanto
a sua sintese, predominam as informagdes indicando a via fenilalanina—acido
transcindmico—4acido benzodico—4cido salicilico como a tnica ou predominante em plantas
(Ward et al., 1991; Ryals et al., 1996; Popova et al., 1997; Buchanan et al., 2000; Gaille et al.,
2002; Ruuhola e Julkinen-Titto, 2003; Shah, 2003). Contudo, trabalhos recentes tém indicado
também, a via corismato—isocorismato—acido salicilico, com a participacdo da enzima
isocorismato sintase (Tegelen et al., 1999; Shah, 2003; Wildermuth et al., 2001). Segundo
Velini et al. (2009), a relacdo do glyphosate com a ocorréncia de doengcas com a sintese do
acido salicilico e fitoalexinas ndo € simples e demanda muito mais informacdes do que as
disponiveis para ser compreendida.

Foram citados exemplos de compostos e processos que podem estar
associados a rota do acido chiquimico com o objetivo de evidenciar a importancia desta rota,
em termos de crescimento e desenvolvimento vegetal. O bloqueio dos passos iniciais da rota

pode modificar a producédo de varios compostos fundamentais para a continuidade da vida das
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plantas. Os intrincados sistemas de controle da rota, fundamentados nas concentragfes de
substratos e produtos de cada reacdo, podem direcionar a rota ainda mais carbono do que 0s
cerca de 20% normalmente verificados em plantas na auséncia do herbicida (Boudet et al.,
1985). Shultz et al. (1990) verificaram que apds o tratamento com glyphosate, apenas o
chiquimato e o chiquimato-3-fosfato podem representar até 16% do peso seco dos tecidos que
atuam como drenos de fotoassimilados.

Os eventos pos inibicdo da EPSPs pelo glyphosate, que levam as
plantas a morte, ndo estdo claramente estabelecidos. A sua acdo resulta da inibicdo da rota do
acido chiquimico, mas ndo esta correto dizer que o seu efeito decorre apenas do blogueio da
sintese dos aminoacidos aromaticos. Em geral, a suplementacdo com estes trés aminoacidos
ndo é suficiente para reverter os efeitos do glyphosate. A morte das plantas deve ser associada
aos trés efeitos mencionados: a falha na producdo de um vasto conjunto de compostos que
derivam da rota; ao desregulamento do fluxo de carbono e a reducgdo da sintese protéica em
funcdo da reducdo das concentracdes dos aminoacidos aromaticos (Velini et al., 2009).

Alguns autores observaram que a aplicacdo do glyphosate em baixas
doses, pode estimular o crescimento de plantas (Schanbenberger et al., 1999; Wagner et al.,
2003; Cedergreen et al., 2007; Godoy, 2007; Carbonari et al., 2007a; Carbonari et al., 2007b;
Velini et al., 2008). O estimulo de crescimento de uma planta por baixas doses de um
composto toxico ¢ denominado “hormesis”, € indicam um comportamento que provavelmente
ndo é unico, mas € pouco freqlente entre os herbicidas. Os trabalhos citados mostram que a
faixa de doses em que o glyphosate ndo atua em plantas € bastante estreita podendo ser de
apenas 0 a 1,8 g e.a. ha™, em algumas espécies. Acima desta dose ha uma segunda faixa de
doses em que podem ocorrer estimulos de crescimento. Em uma terceira faixa de doses (em
geral acima de 7,2 a 36 g e.a. ha™) é que verificam-se os efeitos inibitdrios sobre plantas.

N&o esta claro como ocorre a regulacdo da rota do &cido chiquimico,
afetada pela aplicacdo do glyphosate nas plantas, e se os sistemas de controle nas varias
espéecies de plantas e microorganismos sdo similares, no entanto, as poucas informacdes
disponiveis indicam que ndo (Velini et al., 2009). Na Figura 5 esta descrita a rota simplificada
de formacdo dos aminoécidos aromaticos e compostos fenolicos a partir da via do acido

chiguimico.
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Figura 5. Esquema da producdo de aminoacidos aromaticos e compostos fendlicos. Sumario
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Coggins (1991) Fonte: VELINI, E. D.
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4.4.3 Metabolismo do glyphosate pelas plantas

O glyphosate apresenta degradacao relativamente rapida no solo por
processos microbianos (Franz et al., 1997; Laitinen et al., 2006). O produto da degradacao do
herbicida no solo e na 4gua mais frequentemente encontrado é o &cido aminometilfosfonico
(AMPA), como descrito anteriormente. Pouco se sabe sobre a(s) enzima(s) envolvidas na
degradacdo do glyphosate a AMPA em plantas (Reddy et al., 2008). Suspeita-se que 0
glyphosate pode ser metabolizado pelas plantas por duas rotas semelhantes presentes em
microorganismos (Franz et al., 1997). Uma delas envolve a clivagem da ligagdo C-N para
produzir AMPA e a outra é a quebra da ligacdo C-P pela enzima C-Pliase para gerar a
sarcosina. O AMPA ¢ fitotoxico a algumas espécies de plantas, embora ele seja
consideravelmente menos ativo do que o glyphosate (Franz et al., 1997; Hoagland, 1980).
Embora o glyphosate seja minimamente metabolizado pelas plantas (Duke, 1988), o AMPA
foi encontrado como metabolito principal em sementes de canola (Cessna et al., 2000), em
trigo (Triticum aestivum L.) (Cessna et al., 1994), em campos de ervilha (Pisum sativum L.),
cevada (Hordeum vulgare L.), linhaca (Linum usitatissimum L.) (Cessna et al., 2002), e soja
resistente ao glyphosate tratadas com o herbicida (Duke et al., 2003). O AMPA também foi
encontrado na folhagem de Agropyrum cristatum (L.) Gaertn. (Cessna et al., 1995). Residuos
de AMPA também foram detectados em folhas e sementes de soja resistente ao glyphosate,
tratada com o herbicida na dose recomendada, indicando o metabolismo do glyphosate na soja
transgénica (Arregui et al., 2003).

A deteccdo do AMPA em folhas, raizes e sementes de varias culturas,
inclusive a soja transgénica (resistente ao glyphosate), apos a aplicacdo do glyphosate, sugere
que a glyphosate oxidoredutase (GOX) ou um tipo de enzima semelhante, catalisa esta
conversdo (Reddy et al., 2008). O AMPA é toxico a plantas de soja, embora menos do que o
glyphosate; este modo de agdo é aparentemente diferente do glyphosate, pois tanto a soja
transgénica, como a convencional sdo igualmente sensiveis ao AMPA (Reddy et al., 2004).
Algumas espécies de leguminosas sdo mais resistentes ao glyphosate do que outras, sendo que
0 baixo nivel de resisténcia pode ser devido a diferencas na atividade da GOX (répida

detoxificacdo do glyphosate) (Reddy et al., 2004).
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Como estratégia de desintoxicacdo, o gene gox foi isolado de
Ochrobactrum anthropi, cepa LBAA (Hallas et al., 1988). Este gene gox codifica a enzima
GOX, que tem a capacidade de degradar o glyphosate a glioxilato e AMPA (Barry et al.,
1992). Como resultado, a GOX catalisa 0 metabolismo do glyphosate, reduzindo o0 montante
de glyphosate que pode atingir a enzima alvo EPSPs, e portanto, reduzir a possibilidade de
injuria na planta pelo glyphosate (Tan et al., 2006). A GOX tem sido empregada na
combinacdo com a EPSPs insensivel ao glyphosate, pois 0 mecanismo de desintoxicacéo
sozinho ndo é suficiente para conferir resisténcia a doses comerciais do glyphosate (Dill,
2005).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Experimentos em casa-de-vegetacao

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetacdo, no Ndcleo
de Pesquisas Avancadas em Matologia (NUPAM), pertencente a Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas — FCA/UNESP campus de Botucatu/SP, durante os meses de agosto a dezembro
de 2010. Foram realizados dois experimentos, o primeiro com o objetivo de quantificar
compostos alterados nas plantas de milho apds a aplicacdo do glyphosate e fosfito, e o
segundo, avaliar visualmente os niveis de intoxicacao das plantas, alteracdes na fotossintese e
acumulo de matéria seca, ambos apds a aplica¢do dos mesmos tratamentos.

O milho utilizado nos experimentos foi o hibrido simples Pioneer
30F53, cultivado em vasos contendo 5 litros do substrato Bioplant (material orgéanico de
origem vegetal e vermiculita expandida) com pH 5,7 (x0,5), previamente adubado com 04-14-
08 para que o desenvolvimento das plantas ndo fosse limitado pela deficiéncia nutricional. O
plantio do milho foi realizado no dia 25 de agosto de 2010, onde foram semeadas 6 sementes
por vaso. Aos 14 dias ap0s a semeadura, foi realizado o desbaste das plantas, com o objetivo
de se obter vasos com duas plantas de milho.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado
(DIC), com seis tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos testados estdo apresentados na
Tabela 1.
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Tabela 1. Tratamentos utilizados nos experimentos. Botucatu/SP, 2010.

Produto Dose
1 glyphosate 72gea. ha”
2 glyphosate + fosfito de potassio 72 ge.a ha'+3Lp.c. ha®
3 glyphosate 720 ge.a. ha*
4 glyphosate + fosfito de potéssio 720 ge.a. ha'+3 L p.c. ha™
5 fosfito de potassio 3Lpc. hat
6 Testemunha e

No momento em que as plantas encontravam-se com sete folhas
totalmente expandidas (estadio V7), aos 57 dias ap0s a semeadura, foi realizada a aplicacéo
dos tratamentos. Para pulverizacdo dos tratamentos descritos na Tabela 1 foi utilizado um
pulverizador estacionario (Figura 6), pertencente ao NUPAM, constituido por estrutura
metalica (barra de pulverizagao), com 2,0 metros de largura, que desloca-se por uma area Util
de 6,0 m? no sentido do seu comprimento. A barra é tracionada por um conjunto de motor
elétrico e modulador de freqiiéncia, tornando possivel o controle da velocidade de trabalho da
barra. A barra foi equipada com quatro pontas XR 11002 VS, espacadas em 0,5 m entre si, e
dispostas a 0,5 m de altura em relagdo as plantas de milho. A pressdo de trabalho utilizada
pelo equipamento foi de 2,0 kgf cm™, com velocidade de 3,6 km h™ e consumo de calda de
200 L ha™. Os produtos comerciais utilizados para o preparo das caldas de pulverizacio foram
o Roundup Original (360 g e.a. L™) e o fosfito de potassio Fosway, com 30% de P,Os e 20%
de K;0.

Figura 6. Pulverizador estacionario utilizado e parcelas experimentais. Botucatu/SP, 2010.
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No primeiro experimento, foram realizadas cinco coletas das plantas
de milho, aos 2, 4, 6, 10 e 15 dias apos a aplicacdo dos tratamentos (DAA). O momento das
coletas foi padronizado no periodo da tarde, pois 0s niveis dos compostos nas plantas podem
sofrer alteracdes no decorrer do dia, como observado em testes preliminares. Para cada
periodo de coleta, foram cortadas todas as folhas de quatro plantas por tratamento (repeticdes),

conforme Figura 7.

Figura 7. Esquema de coleta das folhas de cada planta (A e B); colmo apds a coleta das folhas

(C); e acondicionamento das folhas em saco de papel (D). Botucatu/SP, 2010.

As folhas das plantas coletadas foram lavadas duas vezes com trés
litros de a4gua em um recipiente plastico (Figura 8), para total remo¢do dos residuos do
glyphosate e fosfito, que permaneceram sobre a cuticula das folhas de milho. Apos a lavagem,
as folhas foram acondicionadas em sacos de papel para secagem em estufa de circulacéo
forcada de ar, a 45°C (para que ndo ocorresse a degradagdo dos compostos), por um periodo

de 72 horas, até que o material vegetal estivesse totalmente seco.
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Figura 8. Esquema de lavagem das folhas de milho. Botucatu/SP, 2010.

Ap0s a secagem das amostras, as mesmas foram moidas em moinho de
rotor vertical com facas moveis e fixas (Marconi MA-340) com velocidade fixa de 1750 rpm e
peneira de 10 mesh e acondicionadas em sacos de papel para posterior extracdo e analise dos

compostos (Figura 9).

Figura 9. Moinho Marconi (MA-340) utilizado para moer as amostras (A); material vegetal
sendo colocado no funil de adigdo de amostras (B); amostra moida sendo coletada
(C). Botucatu/SP, 2010.

No segundo experimento, as plantas foram submetidas aos mesmos
tratamentos ja citados. Foram realizadas avaliagdes do fluxo de transporte de elétrons (ETR)
no fotossistema Il apds uma hora da aplicacdo dos tratamentos, e 1, 2, 3, 4,5, 6, 8, 10 e 15
DAA. O aparelho utilizado nessa avaliacdo foi um fluorémetro portatil (Multi-Mode

Chlorophyll Fluorometer OS5p — Opti Sciences), com leituras realizadas em seis pontos de
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duas folhas por planta, uma folha madura e uma jovem, e o protocolo utilizado foi oYield
(Figura 10).

Figura 10. Detalhe da leitura do ETR em folhas de milho, com o fluorémetro portatil (OS5p).
Botucatu/SP, 2010.

Foram também realizadas avaliacBes visuais de intoxicacdo das
mesmas plantas aos 2, 4, 6, 10 e 15 DAA, segundo escala percentual de notas, onde “0”
corresponde a nenhuma injuria e “100” significa a morte das plantas, conforme Sociedade
Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (1995). No final do experimento, foi realizada a
medida da altura das plantas, do solo até a insercdo da ultima folha totalmente expandida. As
folhas e o colmo de cada uma das plantas foram coletados e acondicionados em sacos de
papel, e secos em estufa de circulacdo forcada de ar a 60°C, durante sete dias. Posteriormente,
0 material seco foi pesado em balanca de preciséo (0,001g) para determinacdo da biomassa em

cada um dos tratamentos.

5.2 Metodologia analitica dos compostos

Para garantir que um novo método analitico seja capaz de gerar
informagdes confidveis e interpretaveis, ele deve ser submetido a uma série de estudos
experimentais denominados validacdo. Os parametros geralmente envolvidos no procedimento

de validacdo de um método analitico sdo: curva analitica, linearidade, limite de deteccgdo e
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quantificacdo, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) e exatiddo (Sanco, 2007;
Ribani et al., 2007; Lancgas, 2004). O método analitico desenvolvido no Laboratorio de
Cromatografia do NUPAM mostrou-se eficiente para quantificacdo dos seguintes compostos:
glyphosate, acido chiquimico (ou chiquimato), acido quinico, acido aminometilfosfonico
(AMPA), &cido desidrochiquimico, e para os trés aminoacidos aromaéticos: fenilalanina,
tirosina e triptofano. Os padrdes analiticos dos compostos testados apresentaram grau de
pureza superior a 98%.

Para a realizacdo das andlises foi utilizado um sistema LC-MS/MS
(Figura 11), composto por um Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC), Shimadzu,
modelo Proeminence UFLC, que combina analise ultra-rapida e excelente performance de
separacdo, com alta confiabilidade de resultados; equipado com duas bombas LC-20AD, auto-
injetor SIL-20AC, degazeificador DGU-20A5, sistema controlador CBM-20A (permite a
operacdo totalmente automatizada) e forno CTO-20AC (para controle da temperatura da
coluna). Acoplado ao HPLC estd o espectrdmetro de massas 3200 Q TRAP (Applied
Biosystems), hibrido triplo quadrupolo, onde Q1 e Q3 sdo utilizados como filtros de massa e
Q2 é uma célula de colisdo onde as moléculas intactas e fragmentos de Q1 sdo quebrados em
fragmentos de massas menores.

O modo utilizado nas analises foi o triplo quadrupolo, sendo que Q3 é
definido para detectar apenas uma massa especial, que ¢ um fragmento conhecido (filho) da
molécula intacta (pai) de massa conhecida filtrada por Q1. Este € o modo quantitativo padrao
utilizado para metabdlito alvo, tendo como principais vantagens alta sensibilidade e

reprodutibilidade, baixo ruido e medicgéo simultanea de até 100 compostos (Queiroga, 2009).
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Figura 11. Cromatdgrafo Liquido (Proeminence UFLC) acoplado ao espectrdmetro de massas
(3200 Q TRAP) — LC-MS/MS. Botucatu/SP, 2010.

Para otimizar as condi¢bes do espectrometro de massas foram
realizadas infusdes, ou seja, injecOes diretas no espectrometro de massas, com solucéo
analitica padrdo de 1 mg L™ de cada composto individualmente. A partir das infusdes, foi
escolhido o0 modo de ionizagdo da fonte (ESI — lonizacao por eletrospray), que produz ions do
analito na fase liquida antes de entrarem no espectrémetro de massas. O modo de ionizagdo
negativo foi utilizado para os seguintes compostos: acido chiquimico, acido quinico, acido
desidrochiquimico, glyphosate e AMPA. Para os trés aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina e triptofano), foi utilizado o modo de ionizag&o positivo.

As condigdes cromatograficas utilizadas para quantificacdo dos
compostos no modo de ionizagdo negativo e positivo estdo apresentadas nas Tabelas 2 e 3,

respectivamente.
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Tabela 2. Condigdes cromatogréaficas utilizadas para quantificacdo dos compostos no modo de

ionizagdo negativo. Botucatu/SP, 2010.

Coluna Analitica Gemini 5 1 C18 110 A (150mm x 4,6mm)
) Fase A (FA) =5 mM acetato de amonio em &gua
Fase movel .
Fase B (FB) =5 mM acetato de am6nio em metanol
0 — 1 minuto = 30%FB e 70% FA
1 — 2,5 minutos = 50% FB e 50%FA
2,5 —5 minutos = 50% FB e 50% FA
] 5 — 6,5 minutos = 75%FB e 25% FA
Gradiente )
6,5 — 8,5 minutos = 75%FB e 25% FA
8,5 — 10 minutos = 90% FB e 10% FA
10 — 15 minutos = 90% FB e 10% FA
15 — 18 minutos = 30% FB e 70% FA
Fluxo 0,500 ml min™

Tabela 3. CondicGes cromatograficas utilizadas para quantificacdo dos compostos no modo de

ionizagéo positivo. Botucatu/SP, 2010.

Coluna Analitica Synergi 2,5 p Fusion RP 110 A

Ease movel Fase A (FA) =5 mM acetato de ambnio em agua
Fase B (FB) =5 mM acetato de am6nio em metanol
0 — 2 minutos = 10%FB e 90% FA
2 — 4 minutos = 40% FB e 60%FA
4 — 9 minutos = 95% FB e 5% FA
Gradiente 9 — 12 minutos = 95%FB e 5% FA
12 — 15 minutos = 10%FB e 90% FA
8,5 — 10 minutos = 90% FB e 10% FA
10 — 15 minutos = 90% FB e 10% FA

Fluxo 0,250 ml min*

Para uma identificacdo inequivoca que permita a quantificacdo do

composto, é necessario monitorar mais do que um ion. A utilizagdo do LC-MS/MS possibilita
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o controle do ion molecular e de transi¢des i6nicas provenientes da fragmentacdo do mesmo,
garantindo a sensibilidade e a especificidade necessarias para a quantificacdo dos analitos, em
concentragcdes, por vezes vestigiais, presentes em matrizes de elevada complexidade
(Queiroga, 2009). A massa molecular e os fragmentos gerados a partir de cada molécula estao
apresentados na Tabela 4. O fragmento utilizado para quantificacdo de cada um dos compostos
foi sempre o primeiro apresentado na Tabela 4, para cada composto.

A deteccdo e separacdo dos compostos foram realizadas em duas
corridas, uma para 0 modo negativo (18 minutos), e outra para 0 modo positivo (15 minutos).
Cada composto possui um tempo de retencdo na coluna cromatografica, sendo eles: acido
chiquimico (3,301 minutos); acido quinico (3,256 minutos); acido desidrochiquimico (3,311
minutos); glyphosate (3,102 minutos), AMPA (3,219 minutos); fenilalanina (0,917 minutos);
tirosina (0,799 minuto); e triptofano (1,006 minutos). As Figuras 12 a 14 apresentam exemplos
de cromatogramas de padrées analiticos (500 pg L™) de alguns compostos, nas condicées

descritas anteriormente.
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Tabela 4. Massa molecular e ions secundarios dos compostos analisados. Botucatu/SP, 2010.

Composto Massa Molecular  Tons Secundérios (Fragmentos)
93.000
111.000
84.900
Acido quinico 192,17 93.900
59.100
126.900
Acido desidrochiquimico 172,14 109.000
126.400
63.100
Glyphosate 169,08 150.000
78.900
62.900
AMPA 111,04 78.900
80.800
120.100
Fenilalanina 165,19 103.100
77.100
91.100
Tirosina 181,19 136.100
123.100
188.200
Triptofano 204,23 146.100
118.100

Acido chiquimico 174,15
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Figura 12. Cromatogramas do acido chiquimico e o fragmento gerado na concentracdo de 500
g L. Botucatu/SP, 2010.
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Figura 13. Cromatogramas do acido quinico e os fragmentos gerados na concentracdo de 500
ug L™, Botucatu/SP, 2010.
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Figura 14. Cromatogramas do acido desidrochiquimico e os fragmentos gerados na
concentragdo de 500 pg L. Botucatu/SP, 2010.

A curva analitica € a ferramenta de quantificacdo mais frequentemente
utilizada e consiste na determinacdo da resposta de determinado instrumento as varias
concentracdes da substancia em estudo (Feinberg, 2007). Segundo Gongalves (2007), para a
maioria das técnicas analiticas cromatograficas, uma relacdo linear de primeira ordem é
observada entre a resposta do detector (y) e a concentracdo (x) do analito em estudo, podendo
ser representada pela equacdo da regressao linear descrita abaixo, que deve também ter um
alto coeficiente de correlagao (r > 0,9999).

y = ax+b

Onde b é a interseccdo da curva analitica e a é a inclinacdo da reta. As

curvas analiticas para os compostos foram construidas nas faixas de concentracao descritas na

Tabela 5. O modelo linear utilizado nas equa¢Ges mostrou-se bastante adequado.
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Tabela 5. Curvas analiticas e faixas de concentragdo para cada composto analisado.
Botucatu/SP, 2010.

Equacéo da reta ) Intervalo linear
Composto r 1
(y=ax+b) (Mg L)
Acido chiquimico y=218x+3,23.10° 0,9972 50-3200
Acido quinico y= 3,65.10°x+456 0,9846 25-400
Acido 5 .
_ . y=2,67.10°x+2,74.10 0,9619 25-400
desidrochiquimico

Glyphosate y=429x+2,3.10* 0,9924 25-3200
AMPA y=80x+1,64.10° 0,9860 25-3200
Fenilalanina y=529x+8,39.10° 0,9992 20-1250
Tirosina y=117x+1,46.10° 0,9958 20-1250
Triptofano y=176x+971 0,9926 20-350

5.3 Extracdo dos compostos

Para desenvolver o método de extracdo dos compostos da amostra, foi
realizado um teste, com hibridos de milho Pioneer 30F53, cultivado nas mesmas condicdes
descritas anteriormente para o experimento. As plantas de milho foram submetidas a aplicacao
do herbicida glyphosate na dose de 720 g e.a. ha™, no pulverizador j& descrito. Um dia ap6s a
aplicacdo (DAA) foi realizada a coleta das plantas. Metade do material coletado foi seco em
estufa de circulacdo forcada de ar a 45°C, durante 72 horas, e a outra metade foi congelada
fresca, em freezer a -80°C. Ap0s 72 horas, as amostras secas foram moidas em moinho, e as
frescas, em almofariz com nitrogénio liquido.

Apds as amostras serem moidas, pesou-se cerca de 100 mg da amostra
seca e 200 mg da amostra fresca em balanca Shimadzu (AY220) com 0,0001g de precisao,
que foram acondicionadas em tubos “falcon” de 15 mL de capacidade. Foram realizados testes
de extragcdo para ambos os tipos de amostra (fresca e seca), as quais estdo apresentadas nas
Tabelas 6 e 7, respectivamente.
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Tabela 6. Metodologias de extracdo dos compostos a partir do material vegetal fresco.
Botucatu/SP, 2010.

Extrac6es

10 mL de metanol e agua (1:1) + homogeneizagdo em turrax por 5 minutos

10 mL de &gua destilada a 60°C + homogeneizacdo em turrax por 5 minutos

10 mL de agua (pH 2,5) + homogeneizacdo em turrax por 5 minutos

Al W N

10 mL de &gua destilada + homogeneizacdo em turrax por 5 minutos

Tabela 7. Metodologias de extracdo dos compostos a partir do material vegetal seco.
Botucatu/SP, 2010.

Extracoes

10 mL de metanol e agua (1:1) + 30 minutos de banho de ultrassom

10 mL de 4gua (pH 2,5) + 30 minutos de banho de ultrassom

10 mL de &gua destilada a 60°C + 30 minutos de banho de ultrassom

A w| N R

10 mL de &gua destilada + 30 minutos de banho de ultrassom

Apobs a realizacdo dos métodos de extracdo dos compostos, todas as
amostras foram submetidas a centrifugacao a 4000 rpm, durante 10 minutos a 20°C (centrifuga
Rotanta 460R). O sobrenadante foi coletado e filtrado em filtro Millex HV (Millipore) 0,45
pm, com membrana durapore 13 mm, e acondicionados em vial ambar 9mm (Flow Supply),
com 2 mL de capacidade, para posterior quantificacdo por LC-MS/MS.

Com base nos resultados obtidos no teste de extragdo dos compostos,
foi selecionado o segundo a partir da matéria seca (Tabela 7) como método de extracdo padréo
para todas as amostras do experimento descrito no primeiro item.

Ap0s as amostras passarem pelos processos de secagem e moagem, foi
realizada a pesagem de cerca de 100 mg da mesma e acondicionada em tubo “falcon” com 15

mL de capacidade. Foi adicionado no tubo contendo a amostra, 10 mL de agua acidificada a
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pH 2,5, com pipeta automética Gilson. Os tubos foram agitados para que a amostra seca fosse

misturada com a agua.
Os tubos foram submetidos a banho de ultra-som (Cristéfoli

Biosseguranca) com freqiiéncia ultra-sonica de 42 KHz, durante 30 minutos. Na sequéncia,
foram centrifugados e o sobrenadante coletado, filtrado e acondicionado em vial, como ja

descrito. Na Figura 15 estdo apresentados os passos da metodologia de extragéo utilizada.

Figura 15. Sequéncia do processo de extracdo dos compostos a partir das amostras secas.
Botucatu/SP, 2010.
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5.4 Analise dos Resultados

Para os resultados das concentragdes dos compostos avaliados (ug g™)
e taxa de transporte de elétrons (ETR) nos diferentes periodos, foi estabelecido o intervalo de
confianca pelo teste t a 10% de probabilidade. Para determinar o intervalo de confianca, foi

utilizada a seguinte equacéo:

IC = (t x desvpad) / raiz nr, onde:

IC = intervalo de confianca;
t = valor de t tabelado, ao nivel de 10% de probabilidade;
desvpad = desvio padrao;

raiz nr = raiz quadrada do nimero de repeticdes.

Foi realizada também uma analise de correlacdo entre os diferentes
compostos avaliados. Os resultados de biomassa, altura e intoxicacdo das plantas de milho
foram submetidos a analise de variancia pelo teste “F” a 10% de probabilidade e as médias

foram comparadas pelo teste t a 10% de probabilidade.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ExtracOes dos compostos

Nas Figuras 16 e 17 estdo apresentados os dados da concentracdo dos
compostos avaliados no trabalho, em diferentes metodologias de extracdo, a partir do material
vegetal fresco e seco, respectivamente. Para as extragdes a partir da matéria fresca foi utilizado
0 turrax para homogeneizacdo da amostra, rompimento das células e conseqlente
extravasamento das substancias para o solvente utilizado. Néo foi utilizado o banho de
ultrassom neste caso, pois o proprio turrax ja possui esse sistema para romper as células.
Independente do solvente e do procedimento adotado, a utilizacdo da matéria fresca ndo se
mostrou mais apropriada, pois o teor de agua entre as amostras pode variar muito, sub ou
superestimando os valores encontrados, alem do teor de &gua da propria planta variar no
decorrer do experimento devido a intoxicacdo da mesma pelo herbicida glyphosate. Os trés
aminoacidos aromaticos foram pouco extraidos a partir do material fresco, justificando

também a nédo adocao deste método de extragédo (Figura 16).
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® Turrax + fase (metanol/agua) i Turrax + agua destilada (60 graus Celsius)
® Turrax +agua (pH 2,5) ® Turrax + adgua destilada

1

Glyphosate

Acido quinico

Acido chiquimico

Triptofano

Tirosina

Fenilalanina

0,00 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00 150,00 175,00 200,00

pg/g de massa fresca

Figura 16. Concentragdo dos compostos (Ug g™*) na massa fresca de plantas de milho em
diferentes extracGes. Botucatu/SP, 2010. A barra de erros corresponde ao

intervalo de confianga a 10%.

A extracdo dos compostos a partir das amostras previamente secas €
largamente utilizada, pois se evita grandes variacdes experimentais (Rocha et al., 2006),
mantendo as amostras uniformes, sem variacdes no teor de umidade, sendo assim, mais
facilmente padronizadas. Em trabalho realizado por Matallo et al. (2009), a extracdo do acido
chiquimico foi realizada a partir de amostras secas e moidas, com adi¢do de &gua acidificada
(pH 2,5) e submetidas ao forno microondas. Assim como observado pelos autores, a extragéo
com utilizagdo de agua acidificada foi adequada néo so para o &cido chiquimico, mas também
para 0s outros compostos testados, com modificacdes, sendo que as amostras nao foram
submetidas ao forno microondas, mas ao banho de ultrassom durante 30 minutos. Nao foram
testadas extragcGes com o auxilio do turrax para massa seca, pois a secagem das amostras e 0

banho de ultrassom ja rompem as células do tecido vegetal.
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Os compostos desidrochiquimico e AMPA nao foram detectados nas
amostras, pois as mesmas foram coletadas um dia apds a aplicacdo do glyphosate e
provavelmente ndo havendo o tempo necessario para o acimulo desses compostos nas plantas.

Dessa forma, a extracdo dos compostos a partir da matéria seca, com a
utilizacdo de agua acidificada e banho de ultrassom foi o procedimento adotado como padréo,
uma vez que apresentou os melhores resultados para a extragdo dos aminoacidos aromaticos,
tirosina, fenilalanina e triptofano, e resultados semelhantes as demais metodologias de

extracao para 0s outros compostos avaliados (Figura 17).

® Fase (metanol/agua)+ultrassom W Agua (pH 2,5) + ultrassom
@ Agua destilada (60 graus Celsius) + ultrassom ® Agua destilada + ultrassom

1

Glyphosate

Acido quinico

Acido chiguimico

Triptofano

Tirosina

~

0,00 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00 150,00 175,00 200,00

Hg/g de massa seca

Figura 17. Concentracdo dos compostos (Hg g™*) na massa seca de plantas de milho em
diferentes extrac6es. Botucatu/SP, 2010. Barra de erros corresponde ao intervalo

de confianca a 10%.
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6.2 Experimentos em casa-de-vegetacao

Nas Tabelas 8 a 12 estdo apresentados os dados referentes aos niveis
dos compostos glyphosate, AMPA, 4&cido chiquimico, acido quinico e 4cido
desidrochiquimico, encontrados nas plantas de milho submetidas a aplicacdo de glyphosate e
fosfito de potéssio em associacéo ou isolados.

Foram detectados niveis de glyphosate no tecido das plantas de milho
somente nos tratamentos com a dose de 720 g ha™, em associacdo ou ndo com o fosfito
(Tabela 8). Nao foram observadas diferencas significativas nos niveis de glyphosate entre as
plantas nos tratamentos com e sem fosfito. Observa-se um decréscimo no nivel de glyphosate
nas plantas, com o aumento dos dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos, indicando uma possivel
degradacdo do produto na planta. Segundo Mannervik e Danielson (1988) existem enzimas
com capacidade de metabolizar herbicidas nas plantas, sendo que uma das mais consideradas é
a glutationa S-transferase (GST), que catalisa a conjugacdo de glutationa (GSH) a uma
variedade de substratos hidrofébicos e eletrofilicos, geralmente citotoxicos, produzindo
conjugados sollveis em &gua, reduzindo a toxicidade do produto (Cole, 1994; Kreuz et al.,
1996). Cataneo et al. (2003) avaliaram o comportamento da GST como agente de degradacao
do herbicida glyphosate em milho, e concluiram que a enzima atua na degradacdo do
glyphosate em pléantulas de milho, quando aplicado em baixas concentragoes.

Quando foi aplicada a dose de 72 g ha™ de glyphosate, isolada ou
associada com o fosfito, ndo foi detectado o herbicida no tecido das plantas (Tabela 8). Os
niveis de glyphosate avaliados referem-se somente ao produto que a planta absorveu, ou seja,
que esta disponivel para se ligar ao sitio de acdo e bloquear a rota do &cido chiquimico, pois as
folhas foram lavadas antes de serem submetidas a secagem, retirando-se o residuo que estava
sobre a cuticula das mesmas.

Os niveis de acido aminometilfosfonico (AMPA) presentes nas
folhas das plantas de milho estdo apresentados na Tabela 9. Somente nas plantas que
receberam a dose de 720 g ha™* de glyphosate é que foi observada a presenca de AMPA, que é
o principal metabolito do glyphosate, mas ainda pouco se sabe sobre a degradagdo do

glyphosate a AMPA em plantas.
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A deteccdo do AMPA em folhas, caules e sementes de varias
culturas, incluindo a soja resistente ao glyphosate, apos a aplicagdo do mesmo, sugere que a
glyphosate oxidoredutase (GOX) ou um tipo de enzima similar, catalise esta reacdo. (Reddy et
al., 2008; Reddy et al., 2004; Duke et al., 2003; Arregui et al., 2003). Reddy et al. (2004)
detectaram 8 pg de AMPA por grama de tecido de soja resistente ao glyphosate, sete dias apds
a aplicacdo do mesmo em uma dose de 6,72 kg ha™.

Em trabalho realizado por Reddy et al. (2008), foram encontrados
niveis diversos de glyphosate e AMPA em 11 espécies de plantas (milho e soja, resistentes e
suscetiveis ao glyphosate, Senna occidentalis, Vigna unguiculata, Sesbania exaltata, Conyza
canadensis, Desmanthus illinoensis, Lolium perenne L. ssp. multiflorum, Pueraria lobata,
Senna obtusifolia e Abutilon theophrasti) com sensibilidade variavel ao herbicida. O AMPA
foi detectado em todas as espécies leguminosas, com excecdo da Sesbania exaltata, e a
concentracdo do metabélito nas plantas estudadas variou de 119 ng g™ nos tecidos de soja
transgénica a 4675 ng g em Vigna unguiculata. Neste estudo ndo foi observada uma
correlacdo entre glyphosate e AMPA, sugerindo que a GOX possa ser responsavel por esta
conversdo. Outra rota possivel de degradacdo do glyphosate a AMPA foi sugerida por Barret e
McBride (2005), através de uma degradacdo oxidativa (abidtica) envolvendo a clivagem da
ligagdo C-P e C-N na presenca de 6xido de manganés.

E possivel também que os niveis de AMPA encontrados nas folhas
de milho submetidas a maior dose de glyphosate testada, ocorram pela absorcdo do metabdlito
presente na superficie das folhas, decorrente da degradacdo microbiana do glyphosate,
hipdtese levantada por Reddy et al. (2008).

Na Figura 18 pode ser observada a correlacdo dos niveis de
glyphosate e AMPA nos tecidos das plantas de milho. Verifica-se uma correlacdo
relativamente baixa entre 0s niveis dos dois compostos, ou seja, nas amostras em que foram
encontradas maiores concentracfes do glyphosate, ndo necessariamente foram encontradas as

maiores doses do seu principal metabdlito, o AMPA.
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45 -
40 - - * y = 0,0263x + 0,0756
r’ =0,3811
35 -
r=0,6214
30 -

AMPA

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
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Figura 18. Correlacdo entre os niveis de glyphosate e AMPA nas folhas de milho.
Botucatu/SP, 2010.

Na Tabela 10 estdo apresentados os dados referentes a concentracédo de
acido chiquimico nas plantas de milho submetidas a aplicacdo de glyphosate e fosfito. Os
niveis de acido chiquimico encontrados nas plantas testemunhas nos periodos avaliados
variaram de 10 a 59 pg g, e os tratamentos somente com glyphosate na dose de 72 g ha™ e
com fosfito isolado apresentaram valores semelhantes ao da testemunha, independente do

periodo avaliado.
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Os niveis de 4cido chiquimico ap6s a aplicacdo da dose de 72g ha™
de glyphosate associada ao fosfito foram superiores ao da testemunha até os 6 DAA, com
reducdo da concentracdo do composto nos tecidos aos 10 e 15 DAA, ndo diferindo
estatisticamente da testemunha nesses periodos. A associacao do fosfito com a menor dose do
glyphosate causou maior acimulo de &cido chiquimico nos tecidos das plantas de milho em
comparacdo com a mesma dose do herbicida aplicado isoladamente. Comportamento
semelhante ao observado neste trabalho foi também obtido por Gravena et al. (2008), com a
ocorréncia de acumulo de &cido chiquimico em folhas jovens e adultas de limédo cravo apds a
aplicacdo do glyphosate, com altas concentracGes logo aos 2 DAA, e posteriormente 0s
valores decresceram, indicando um efeito transitorio do herbicida.

Altos niveis de acido chiquimico foram detectados em plantas de
milho apds a aplicacdo do glyphosate na dose de 720 g ha™ isolado ou em associacdo com o
fosfito de potassio. Para o glyphosate isolado observa-se uma leve queda nos niveis de &cido
chiquimico a partir de 10 DAA e para o tratamento associado com o fosfito observa-se
aumento da concentracdo do composto aos 10 e15 DAA. Nas folhas cloréticas (com sintomas
severos de intoxicacdo) foram observados niveis muito inferiores de acido chiquimico em
comparacdo com as folhas verdes da mesma planta, pois com a degradacdo da folha,
possivelmente os compostos também foram degradados. Varios autores demonstraram que 0s
niveis de acido chiquimico ap6s a aplicacdo do glyphosate podem mudar com o tempo, como
tem sido observado em folhas jovens de Abutilon teophrastii (Becerril et al., 1989), em gréos
de trigo (Bresnahan et al., 2003) e folhas de buva (Mueller et al., 2003).

Reddy et al. (2008) encontraram niveis de acido chiquimico em onze
espécies de plantas nio tratadas com glyphosate que variaram de 2 a 904 pg g™ de tecido. Nas
mesmas plantas tratadas com o glyphosate foram observados altos niveis de chiguimato, com
excecdo da soja resistente ao glyphosate e do milho resistente e suscetivel ao herbicida. Os
valores variaram de 53 pg g™ em soja resistente ao glyphosate a 16530 pg g™ em tecidos de
caupi. Nandula et al. (2007) testando o efeito do glyphosate no acumulo de &cido chiquimico
em folhas de trés variedades de soja resistentes ao herbicida, verificaram que ndo houveram
diferengas significativas nos niveis de chiquimato entre as variedades, com valores que

variaram de 113 a 151 pg g de tecido.
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Com o bloqueio da enzima EPSPs pelo herbicida glyphosate, varios
trabalhos demonstraram o aumento da concentracdo de &cido chiquimico em plantas de milho
ndo resistentes ao glyphosate (Reddy et al., 2010), plantulas de Brassica napus (Petersen et al.,
2007), folhas de ervilha (Orcaray, 2010), folhas de B. decumbens e cana-de-agucar (Matallo et
al., 2009) plantas de soja néo resistentes ao glyphosate (Hernandez et al., 1999), folhas jovens
e maduras de Lupinus albus (Maria et al., 2006). Os elevados niveis de &cido chiquimico séo
utilizados como um indicador precoce e altamente sensivel dos efeitos do glyphosate nos
tecidos das plantas (Harring et al., 1998). No entanto, Pline et al. (2002) e Singh e Shaner
(1998) mostraram que plantas transgénicas resistentes ao glyphosate ndo acumulam grandes
quantidades de &cido chiquimico ap6s a aplicacdo do herbicida, desta forma ndo seria um
indicador do efeito do herbicida nestas plantas.

Geiger et al. (1986) observaram que o acumulo de acido chiquimico
em folhas adultas de Beta vulgaris L. iniciou rapidamente, atingindo uma concentracdo 80
vezes maior do que a testemunha, 24 horas apos a aplicacdo. Fuchs et al. (2002) encontraram
concentracdes tdo elevadas como 0,17 mg g™ de matéria fresca de Abutilon teophrasti apés a
aplicacdo do glyphosate. De maneira semelhante, Singh e Shaner (1998) observaram aumento
da concentracdo de &cido chiquimico em folhas jovens de soja aproximadamente de 0,4 para
40 pmol g™ de matéria fresca aos 8 DAA, e aumento de 0,4 para 12,8 umol g™* em milho.

O comportamento do é&cido quinico nas folhas de milho foi
semelhante ao comportamento do acido chiquimico, mas em menores proporcdes. Na Tabela
11 podem ser observados os niveis de acido quinico nas plantas de milho apos a aplicacédo de
glyphosate e fosfito. As plantas submetidas a aplicagdo do fosfito de potassio isoladamente
ndo apresentaram diferencgas nos niveis de acido quinico com relacdo a testemunha até os 6
DAA. Aos 10 e 15 DAA os niveis de &cido quinico nas plantas tratadas foi inferior ao da
testemunha. O mesmo comportamento foi observado nas plantas submetidas a aplicacédo do

glyphosate na dose de 72 g ha™, isolado e em associacdo com o fosfito.
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Supostamente, 0 &cido quinico pode ser um composto reserva na via
do é&cido chiquimico, embora seu papel fisiolégico ndo seja completamente esclarecido
(Orcaray et al., 2010). Sabe-se que o &cido quinico é um composto que ocorre relativamente
em altas concentracdes em tecidos verdes e ndo verdes de plantas herbaceas (Yoshida et al.,
1975), tecidos jovens de coniferas (Ossipov e Aleksandrova, 1982) e frutas (Albertini et al.,
2006).

Para a maior dose de glyphosate testada, foi observado um aumento na
concentracdo de acido quinico nas folhas de milho de aproximadamente 4,6 vezes maior do
que a testemunha aos 2 DAA. Aos 4 e 6 DAA houve aumento dos niveis de &cido quinico,
com posterior decréscimo aos 10 e 15 DAA. Com relacio & dose de 720g ha™ de glyphosate
em associacdo com o fosfito, houve um aumento gradual dos niveis de &cido quinico nos
tecidos no decorrer dos periodos avaliados, com concentracdo de 397 pg g* aos 15 DAA.
Assim como observado para o acido chiquimico, o contelido de &cido quinico nas folhas
cloréticas foi inferior ao encontrado nas folhas verdes. Este acimulo pode estar relacionado ao
aumento no fluxo de carbono na direc¢do da sintese do &cido quinico, decorrente da aplicacdo
do glyphosate, fato observado por Ossipov e Aleksandrova (1982) em aciculas de pinheiro.

Orcaray et al. (2010) relataram o acimulo de &cido quinico de 1,4; 2,4
e 1,6 vezes em folhas de ervilha (Pisum sativum L. cv. Sugar Boys) tratadas com glyphosate,
imazethapyr e chlorsulfuron, respectivamente, comparadas com a testemunha aos 15 dias apés
0s tratamentos. Segundo os autores, pode-se considerar que o0 acimulo de &cido quinico apds o
tratamento com glyphosate é devido ao acimulo de compostos acima da EPSPs, como ocorre
para os acidos chiquimico, protocatectico e galico. No entanto, como também ocorre 0
acumulo apos a aplicacdo de imazethapyr e chlorsulfuron, este pode ser um efeito fisiologico
geral no modo de acdo de inibidores de aminoacidos, desempenhando um importante papel na
toxicidade provocada por estes herbicidas. Os mesmos autores avaliaram os efeitos da
aplicagdo exogena de acido quinico em plantas de ervilha e observaram aumento nos teores de
aminoacidos aromaticos em raizes e folhas de ervilha aos 7 dias apds o tratamento, suportando
a idéia de que as plantas podem utilizar o acido quinico como fonte de carbono para a
biossintese desses aminoacidos (Leuschner e Schultz, 1991a e b).

Os teores de acido desidrochiquimico, um composto intermediario da

rota do acido chiquimico, estdo apresentados na Tabela 12.
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Para o tratamento com glyphosate (72 g ha™) e fosfito de potéssio
isoladamente, ndo foram observados niveis de acido desidrochiquimico nas folhas de milho.
Foi observado um leve acimulo do composto quando as plantas foram submetidas a aplicacédo
do glyphosate na menor dose em associacdo com o fosfito, até 4 DAA, sendo que apos 6 dias
da aplicagdo do tratamento, ndo foram observados niveis do composto.

Apos a aplicagdo do glyphosate na dose de 720 g ha™, isoladamente ou
em associacdo com o fosfito, foram detectados niveis de &cido desidrochiquimico nas folhas
que variaram de 0,22 a 5,22 pg g™ no tratamento com glyphosate isolado, e de 0,58 a 4,17 ug
g™ na associagéo do glyphosate com o fosfito, durante o periodo avaliado. Os niveis de cido
desidrochiquimico foram semelhantes nas folhas verdes e amarelas, com excecdo do
tratamento com 720 g ha™ de glyphosate, aos 10 DAA.

Nas Tabelas 13 a 15 estdo apresentados os dados dos teores dos
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano) em plantas de milho submetidas a
aplicacdo de glyphosate e fosfito de potéssio.

Aos 2 DAA foi observada uma reducdo de 22% na concentracdo de
fenilalanina em plantas de milho submetidas & dose de 720 g ha™ de glyphosate isolado e de
11% quando associado ao fosfito, em relacdo a testemunha, comportamento observado
também aos 4 DAA, com reducdes de 38% e 33% em relacdo a testemunha, para o glyphosate
isolado e em associacdo com o fosfito, respectivamente (Tabela 13). A partir de 6 DAA
verificou-se um aumento nos niveis do aminoécido apés a aplicacao de glyphosate (720 g ha™)
isolado e associado ao fosfito.

Em estudo realizado por Orcaray et al. (2010), também foi observada
uma reducdo nos teores de aminoacidos aromaticos (soma de fenilalanina, tirosina e triptofano
em relagdo ao amino&cidos totais) a partir do primeiro dia apos o tratamento de plantas de

ervilha com glyphosate, e ap6s essa queda inicial transitdria, voltou a aumentar.
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Petersen et al. (2007) verificaram um aumento pronunciado da
concentracdo de fenilalanina em plantas de B. napus em resposta as concentracdes de 1 e 10
UM de glyphosate, mas a concentracdo tende a decrescer, até a exposicdo a 50 uM de
glyphosate, estando pouco abaixo da concentragdo encontrada na testemunha. Embora o
glyphosate seja responsavel pelo bloqueio da biossintese dos aminoéacidos aromaticos, 0s
resultados observados pelos autores ndo revelaram um claro decréscimo no contetdo de
fenilalanina, tirosina e triptofano, quando suas concentracbes em plantas expostas ao
glyphosate sdo comparadas com as concentrac@es das plantas testemunhas.

Na Tabela 14 estdo apresentados os dados dos teores de tirosina nas
folhas de milho apds a aplicacdo de glyphosate e fosfito. Foi verificado o mesmo
comportamento observado para a fenilalanina, com um efeito transitério do glyphosate,
reduzindo os teores de tirosina aos 2 e 4 DAA e logo em seguida, aos 6, 10 e 15 DAA,
aumento dos niveis do aminoacido, em relagdo & maior dose de glyphosate (720 g ha™) isolada
ou em associacdo com o fosfito. Gravena et al. (2009) verificaram também o efeito transitério
do glyphosate nos teores de aminoacidos totais, com uma reducdo aos 2 DAA em folhas
jovens e maduras de limédo cravo submetidas a diferentes doses de glyphosate, e a partir de 4
DAA um aumento dos niveis dos aminoacidos, independentemente da dose de glyphosate
testada.

No ultimo periodo de avaliagdo (15 DAA), os teores de tirosina nos
tecidos das folhas de milho foram superiores em todos os tratamentos quando comparados
com a testemunha, sem aplicacdo, fato também observado para os outros aminoacidos
avaliados (fenilalanina e triptofano).

Os teores de triptofano nas folhas de milho submetidas a aplicacéo de
glyphosate e fosfito mostraram uma tendéncia diferente da observada para 0s outros
aminoacidos (fenilalanina e tirosina), com aumento de até 13% em relacdo a testemunha aos 2
DAA para a maior dose de glyphosate (720 g ha™) em associacdo com o fosfito (Tabela 15).
Uma possivel explicacdo para este fato, como afirmou Amrhein et al. (1980), € que o
devido a afinidade da enzima pelo corismato. Resultado semelhante foi obtido por Wang et al.
(2001) com aumento da concentracdo de triptofano em plantulas de Cyperus rotundus tratadas

com glyphosate aos 3 dias apds o tratamento, quando comparadas com a testemunha.
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Aos 4, 6 e 10 DAA foi observada uma tendéncia de decréscimo nos
teores de triptofano nas folhas de milho em todos os tratamentos testados em relagdo a
testemunha. No entanto, aos 15 DAA todos os tratamentos apresentaram teores de triptofano
superiores ao da testemunha.

O conteldo de aminodcidos arométicos foi analisado em células de
Nicotiana plumbaginifolia quatro dias ap6s a adi¢do de 100 uM de glyphosate em meio de
cultura por Forlani et al. (2000), e os autores verificaram reducdo na concentracdo de tirosina e
fenilalanina, 59% e 77%, respectivamente, enquanto que o teor de triptofano reduziu somente
13%.

Na Tabela 16 estdo apresentados os coeficientes de correlagéo entre os
compostos analisados. Os compostos que apresentaram a maior correlacdo entre os niveis
encontrados nas plantas foram o acido chiquimico e o &cido quinico (r = 0,95), seguido dos
aminoacidos fenilalanina e tirosina (r = 0,86) e acido chiquimico com &cido desidrochiquimico
(r =0,72), indicando uma forte correlacdo entre 0s niveis desses compostos, ou seja, a medida
gue a concentracdo de um aumenta, a concentracdo do outro aumenta também. Foi observada
uma correlacdo mediana entre os niveis de acidos quinico e desidrochiquimico e entre 0s
niveis dos aminoacidos fenilalanina e triptofano. Todas as correlagdes que foram consideradas
fortes ou medianas estéo representadas nas Figuras 19 a 21.
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Foi verificada uma alta correlacdo positiva entre os niveis dos acidos
chiquimico e quinico, sendo que a concentracdo do &cido chiquimico foi quatro vezes maior
que a concentracdo do acido quinico (Figura 19). O teor de acido chiquimico é utilizado para
diagnosticar a intoxicacdo das plantas suscetiveis ao herbicida glyphosate, sendo assim, o

acido quinico também pode ser considerado um indicador da fitointoxicacao.
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Figura 19. Correlacdo entre os niveis de acido quinico e acido chiquimico nas folhas de
milho. Botucatu/SP, 2010.
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Os niveis dos acidos chiquimico e quinico correlacionaram-se
positivamente, forte e medianamente, respectivamente, com o acido desidrochiquimico. A
concentracdo de acido chiquimico nas plantas de milho foi aproximadamente 400 vezes maior
e 0 acido quinico foi aproximadamente 100 vezes maior do que acido desidrochiquimico
(Figura 20).
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Figura 20. Correlagdo entre os niveis de acido desidrochiquimico e acido chiquimico (A);
acido desidrochiquimico e acido quinico (B) nas folhas de milho. Botucatu/SP,
2010.
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Os niveis de fenilalanina correlacionaram-se fortemente com os niveis
de tirosina, e medianamente com os niveis de triptofano (Figura 21). Segundo Petersen et al.
(2007), ha uma tendéncia semelhante no desenvolvimento de fenilalanina e tirosina em
plantulas de B. napus, onde o0 aumento da concentra¢do na menor exposic¢ao ao glyphosate (1 e
10 puM) € seguido por uma diminuicdo na concentragcdo em exposi¢Bes a altas concentraces
do herbicida (20 a 50 pM).
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Figura 21. Correlacdo entre os niveis de tirosina e fenilalanina (A); triptofano e fenilalanina
(B) nas folhas de milho. Botucatu/SP, 2010.



71

Os dados de porcentagem de intoxicacdo das plantas de milho
submetidas a aplicacdo de glyphosate e fosfito estdo apresentados na Tabela 17. Para a dose de
72 g ha® de glyphosate, as plantas apresentaram poucos sintomas de intoxicacdo, com
pequenas manchas cloréticas nas folhas novas. A associacdo desta dose com o fosfito, ao
contrario dos resultados apresentados por Ibrahim et al. (2010 a e b) em plantas de pupunha,
causou maior intoxicacdo nas plantas de milho do que a aplicacdo do glyphosate isoladamente.
Aos 15 DAA, as plantas submetidas & aplicacdo de glyphosate (72 g ha™*) apresentaram 1,3%
de intoxicacdo, ja quando foi associada ao fosfito, a intoxicacdo foi de 16,3%.

As plantas apresentaram altos niveis de intoxicacdo quando submetidas
a dose de 720 g ha™ de glyphosate isolado e em associagdo com o fosfito. Aos 15 DAA a
intoxicacdo das plantas submetidas ao glyphosate isolado foi 14,3 % maior do que aquelas
onde foi aplicado o glyphosate associado ao fosfito. As plantas de milho ndo apresentaram
sintomas de intoxicacdo nos periodos avaliados, apds a aplicagdo do fosfito de potassio
isoladamente.

Foi observado aumento significativo da massa seca do colmo, e da
altura das plantas de milho submetidas & dose de 72 g ha™ de glyphosate isoladamente, quando
comparadas com as plantas sem aplicacdo (Tabela 18). Para a associa¢do desta mesma dose
com o fosfito, verificou-se reducdo significativa da altura das plantas, de aproximadamente
54% em relacdo a testemunha, evidenciando os altos niveis de intoxicacdo das plantas.
Diversos trabalhos evidenciaram o estimulo de crescimento de plantas a baixas doses do
herbicida glyphosate (Schanbenberger et al., 1999; Wagner et al., 2003; Duke et al., 2006;
Cedergreen et al., 2007; Godoy, 2007; Carbonari et al., 2007a; Carbonari et al., 2007b e Velini
et al., 2008). O bloqueio parcial da EPSPs, através da aplicacao de baixas doses de glyphosate,
implicou em estimulos ao crescimento de varias espécies vegetais, incluindo eucalipto, pinus,
milho e soja (ndo transgénica e suscetivel ao glyphosate). O estimulo de crescimento de uma

planta por baixas doses de um composto toxico ¢ denominado “hormesis” (Velini et al., 2009).
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Tabela 18. Massa seca de folhas e colmos (g) e altura (cm) das plantas de milho submetidas a
aplicacdo de glyphosate e fosfito associados ou isolados. Botucatu/SP, 2010.

Massa seca Massa seca

Tratamentos Altura (cm)
de folhas (g) de colmos (g)
Testemunha 20,0a 28,8 b 104,3 b
glyphosate (72 g ha™) 21,3a 445 a 136,0 a
glyphosate (72 g ha™) + fosfito (3 L ha™) 20,3 a 31,8b 478¢c
glyphosate (720 g ha™) 10,8 ¢ 125¢ 415c¢
glyphosate (720 g ha™) + fosfito (3 L ha™) 12,8 bc 143 ¢ 425¢
fosfito (3 L ha™) 17,5 ab 34,8 ab 1145b
F tratamento 3,210* 6,191** 52,916**
C.V. (%) 28,48 35,74 14,25
D. M. S. 5,965 12,162 14,172

** significativo pelo teste F a 1% de probabilidade; * significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste t a 10% de probabilidade.

Embora os estimulos de crescimento das plantas relatados nos
trabalhos ocorressem em doses muito baixas do glyphosate, de 1,8 a 36 g e.a. ha™, o estimulo
de crescimento observado para o milho foi para a aplicacdo da dose de 72 g e.a. ha™. Segundo
Velini et al. (2010), doses baixas do glyphosate ndo sé&o recomendadas como estimulantes de
crescimento para culturas, pois a dose que causa o efeito estimulante pode variar
consideravelmente dependendo de muitos fatores, inclusive o clima, a variedade da planta, o
estagio de desenvolvimento, e a formulagdo do glyphosate.

N&o foram observadas diferencas significativas para as caracteristicas
apresentadas na Tabela 18 entre a aplicacdo do glyphosate (720 g ha™) isolado e associado ao
fosfito nas plantas de milho, portanto, os maiores niveis de intoxicacdo das plantas apds
aplicacdo do glyphosate isolado, ndo refletiu em maiores perdas de massa seca e altura em
relacdo aquelas submetidas a aplicacdo da mistura do herbicida em sua maior dose com o

fosfito.



74

Para a aplicacdo do fosfito isoladamente, ndo foram observadas
diferengas significativas de massa seca de folhas e colmo, e de altura das plantas, quando
comparadas com a testemunha (Tabela 18).

Nas Figuras 22 e 23 esta apresentado o fluxo de transporte de elétrons
(ETR) no fotossistema Il das folhas jovens e maduras, respectivamente, apds a aplicacdo de
glyphosate e fosfito. Os valores estdo expressos como porcentagem da testemunha. As folhas
jovens foram as primeiras a apresentar sintomas de intoxicacao apos a aplicacdo do glyphosate
(720 g ha™) isolado e em associacdo com o fosfito, com 20% de queda do fluxo de transporte
de elétrons aos 2 DAA. A méxima reducdo do ETR ocorreu 200 horas apds a aplicagdo
(HAA), ou seja, aproximadamente 8 DAA, com 70% de reducdo em relagdo a testemunha,
mantendo-se até o Ultimo periodo avaliado.

Para a aplicacdo de glyphosate (72 g ha™) associado ao fosfito, foi

observada reducdo de 20% do ETR, mas com posterior recuperacdo até 350 HAA (15 DAA).

——Glyphosate 72 g/ha —=— Glyphosate 720 g/ha —+— Glyphosate 72 g/ha + Fosfito —<— Glyphosate 720 g/ha + Fosfito —#— Fosfito
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Figura 22. Taxa de transporte de elétrons (ETR) de folhas jovens de plantas de milho
submetidas a aplicacdo de glyphosate e fosfito associados e isolados.
Botucatu/SP, 2010.
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Figura 23. Taxa de transporte de elétrons (ETR) de folhas maduras de plantas de milho
submetidas a aplicacdo de glyphosate e fosfito associados e isolados.
Botucatu/SP, 2010.

Com relacdo as folhas maduras (Figura 23), foi observada uma
reducdo de aproximadamente 20% do ETR, cinco dias apds a aplicacdo do glyphosate (720 g
ha), isoladamente e em associacdo com o fosfito. Para a aplicacdo do glyphosate isolado, foi
observada maior reducéo (70%) ao final do experimento, quando comparado com a aplicagéo
combinada com o fosfito, com a maxima reducdo de aproximadamente 45% do ETR. Todos 0s
outros tratamentos nao diferiram da testemunha, ou seja, ndo foi alterado o fluxo de elétrons
das plantas de milho. Observa-se que a reducdo do ETR, tanto nas folhas jovens como nas
maduras (Figuras 22 e 23), foi acompanhada pelo aumento da intoxicagdo das plantas durante
o0 periodo avaliado (Tabela 17).

Shieh et al. (1991), relataram para Beta vulgaris, que o acimulo de
acido chiquimico decorrente da acdo do glyphosate pode representar um forte dreno de
carbono no ciclo de Calvin, pelo redirecionamento de eritrose-4-fosfato, reduzindo
drasticamente a taxa fotossintética. Fuchs et al. (2002) também mostraram uma drastica
reducdo na assimilacdo do dioxido de carbono apés a aplicagdo do glyphosate em A,
teophrasti.
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Nas primeiras horas apds a aplicacdo dos tratamentos, ocorreu um
aumento do ETR nas folhas jovens e maduras (Figuras 23 e 24). Nos tratamentos onde foi
aplicado o glyphosate na dose de 72 g ha™, ndo houve nenhuma reducéo do ETR, sendo que
na maioria dos periodos de avaliacdo, essas plantas apresentaram ETR maior do que o da
testemunha sem aplicacdo. Este efeito no ETR pode estar relacionado também ao aumento do

crescimento dessas plantas.
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Figura 23. Taxa de transporte de elétrons (ETR) de folhas jovens de plantas de milho
submetidas a aplicacdo de glyphosate e fosfito associados e isolados até 32 horas
apos a aplicacdo (HAA). Botucatu/SP, 2010.
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Figura 24. Taxa de transporte de elétrons (ETR) de folhas jovens de plantas de milho
submetidas a aplicacdo de glyphosate e fosfito associados e isolados até 32 horas
apos a aplicacdo (HAA). Botucatu/SP, 2010.
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7 CONCLUSOES

Nas condi¢fes em que foram conduzidos os experimentos foi possivel concluir que:

- Os métodos de extracdo e analise dos compostos desenvolvidos foram adequados
para alcancar os objetivos propostos;

- O glyphosate e seu principal metabdlito (AMPA) foram detectados somente nas
plantas submetidas & aplicagdo da maior dose de glyphosate (720 g ha™) em associacéo ou ndo
com o fosfito de potéssio;

- As plantas de milho acumularam altos niveis de &cido chiquimico e &cido quinico
ap6s a aplicacdo da dose de 720 g ha™ de glyphosate, associada ou ndo ao fosfito de potéssio;

- Os niveis de acido chiquimico nas plantas submetidas ao glyphosate na dose de 72 g
ha em associacdo com o fosfito de potassio foram superiores aos encontrados no tratamento
com a mesma dose do glyphosate isoladamente, e da testemunha. Estes dois compostos
apresentaram alta correlacéo entre si;

- O é&cido desidrochiquimico foi acumulado em pequenas quantidades somente nas
plantas submetidas & aplicacdo do glyphosate (720 g ha™) associado ou ndo ao fosfito de
potéssio, e apresentou correlagdo mediana com os &cidos chiquimico e quinico;

- O efeito do glyphosate nos teores de fenilalanina e tirosina foi apenas transitério, ou

seja, reducdo nos primeiros periodos de avaliacdo, com posterior aumento nos niveis dos
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aminoacidos na Ultima avaliacdo (15 DAA). Os teores de triptofano foram superiores ao da
testemunha aos 15 DAA em todos os tratamentos testados;

- O fosfito de potassio em associacdo com o glyphosate na dose de 72 g ha™, foi
responsavel pelo aumento dos niveis de intoxicacéo visual das plantas de milho;

- As plantas de milho submetidas & dose de 72 g ha™ isolada, apresentaram maior
crescimento do que as da testemunha (sem aplicacéo do glyphosate);

- O fluxo de transporte de elétrons sofreu alteracdo somente nas plantas submetidas a
maior dose de glyphosate (720 g ha™) em associacdo ou néo com o fosfito de potéassio, sendo

observada uma reducdo primeiramente nas folhas jovens e posteriormente nas folhas maduras.
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