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RESUMO

Um dos grandes desafios da cadeia produtora de soja € o aumento da produtividade
de grdos sem a necessidade de abertura de novas areas de producao, buscando a
manutencado dos custos através do aprimoramento de técnicas e praticas que visem
incrementar a produtividade. O advento de novas biotecnologias proporciona maiores
flexibilidades e uso de ferramentas para o manejo integrado de plantas daninhas,
como o uso do herbicida dicamba. Porém, o comportamento deste herbicida em
plantas geneticamente modificadas, bem como os efeitos do metabdlito oriundo da
degradacgéo do dicamba, precisam ser compreendidos. Desta forma, o objetivo deste
trabalho é avaliar a dindmica do herbicida dicamba e do metabdlito 3,6-DCSA em
plantas de soja, bem como os efeitos desencadeados ap0s a aplicacdo destes
compostos no metabolismo. Para tanto, experimentos foram conduzidos em casa de
vegetacao utilizando plantas de soja geneticamente modificadas com a insercéo do
gene dmo, as quais foram submetidas a aplicacdo de trés tratamentos em pos-
emergéncia no estadio V3, sendo dicamba, 3,6-diclorosalicilico, acido salicilico e uma
testemunha, onde todos os tratamentos foram aplicados na dose de 720 g.e.a ha™.
Avaliou-se as trocas gasosas das plantas aos 4, 72, 168 e 336 HAA, e n0s mesmos
periodos, amostras destas plantas foram coletadas para avaliacao dos teores internos
de dicamba e 3,6-DCSA, além dos compostos da rota do acido chiquimico. As plantas
de soja com o gene dmo apresentaram pequenas reducdes na assimilacao liquida de
CO:2 em condicdes de aplicacdo do herbicida dicamba em p6s emergéncia na dose de
720 g.e.a hal. No entanto, estas reducdes ndo comprometem o desempenho de
outras variaveis, como a eficiéncia de carboxilacdo. A biotecnologia de soja com o
gene dmo mostra-se eficiente na degradagéo do dicamba a partir da conversao do
herbicida em 3,6-diclorosalicilico, sendo encontrado grandes concentracbes do
metabalito apos 7 dias da aplicacao do herbicida. Faz-se necessario maiores estudos
para o aprimoramento do entendimento sobre possiveis efeitos de herbicidas
auxinicos sobre compostos produzidos via rota do acido chiguimico. Compostos
salicilatos como o produto da degradagdo do dicamba pela biotecnologia, pode
apresentar influéncia na producéo de alguns compostos da rota do acido chiquimico,

tais como acido salicilico e acido quinico.

Palavras-chave: herbicidas; metabdlito; degradacéo; biotecnologia.






ABSTRACT

One of the great challenges of the soybean production chain is increasing grain
productivity without the need to open new production areas, seeking to maintain costs
through the improvement of techniques and practices aimed at increasing productivity.
The advent of new biotechnologies provides greater flexibility and the use of tools for
the integrated management of weeds, such as the use of the herbicide dicamba.
However, the dynamic of this herbicide in genetically modified plants, as well as the
effects of the metabolite resulting from dicamba degradation, need to be understood.
Therefore, the aim of this work is to evaluate the dynamic of the herbicide dicamba and
the 3,6-DCSA metabolite in soybean plants, as well as the effects triggered after the
application of these compounds. To this end, experiments were conducted in a
greenhouse using genetically modified soybean plants with the insertion of the dmo
gene, which were subjected to the application of three post-emergence treatments at
the V3 stage, including dicamba, 3,6-dichlorosalicylic acid, salicylic acid, and a control,
where all treatments were applied at a dose of 720 g.e.a. hal. The gas exchange of
the plants was evaluated at 4, 72, 168 and 336 HAA, and in the same periods, samples
of these plants were collected to evaluate the internal levels of dicamba and 3,6-DCSA,
in addition to the compounds of shikimic acid. Soybean plants with the dmo gene
showed small reductions in net CO2 assimilation under conditions of post-emergence
application of the herbicide dicamba at a dose of 720 g.e.a ha-1. However, these
reductions do not compromise the performance of other variables, such as
carboxylation efficiency. Soybean biotechnology with the dmo gene is efficient in
degrading dicamba by converting the herbicide into 3,6-dichlorosalicylic acid, with high
concentrations of the metabolite being found 7 days after applying the herbicide.
Further studies are needed to improve our understanding of the possible effects of
auxin herbicides on compounds produced via the shikimic acid route. Salicylate
compounds, such as the degradation product of dicamba by biotechnology, may
influence the production of some compounds from the shikimic acid pathway, such as

salicylic acid and quinic acid.

Keywords: herbicides; metabolite; degradation; biotechnology.
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1 INTRODUCAO

A soja € uma das principais commodities produzidas e negociadas no mundo,
destacando-se o Brasil como o maior produtor mundial na safra 2022/2023, com uma
producéo de 156 milhdes de toneladas de soja, representando aproximadamente 42%
de toda a producdo mundial deste grdo. A producéo brasileira de soja esta distribuida
em aproximadamente 44 milhdes de hectares na atual safra, area cerca de 6,1% maior
com relacéo a safra 2021/2022 com produtividade média de 3.507 kg ha.

Um dos grandes desafios da cadeia produtora de soja € o aumento da
produtividade de gréos sem a necessidade de abertura de novas areas de producéo,
buscando a manutencéo dos custos através do aprimoramento de técnicas e praticas
que visem incrementar a produtividade. Desta maneira, o estudo de técnicas e
manejos que se adequem a este objetivo sdo de extrema importancia para a
expressado do potencial maximo de producao da cultura.

Uma das alternativas neste contexto de producdo € a adocdo de culturas
modificadas geneticamente, as quais visam entre outras caracteristicas, a resisténcia
ao ataque de insetos e a aplicacdo em pés-emergéncia de herbicidas inicialmente nao
seletivos. De acordo com o conselho de informacfes sobre biotecnologia — CIB,
aproximadamente 92,3% da soja produzida no Brasil € oriunda de plantas
transgénicas, demonstrando a aceitagéo por parte do produtor rural na adocéo destas
tecnologias no campo, principalmente no que diz respeito a seguranca na producéo,
reduzindo riscos de perdas pelo ataque de insetos, competicdo com plantas daninhas
ou doencas (CIB, 2018). Alguns eventos transgénicos aprovados no Brasil estao
relacionados principalmente com a resisténcia ao ataque de pragas, como o complexo
de lagartas e a resisténcia a aplicacéo de herbicidas como por exemplo o glyphosate,
2,4-D, amonio glufosinato e mais recentemente com aprovacao no Brasil a resisténcia
ao herbicida dicamba (CTNBIO, 2023).

O evento conhecido como Roundup Ready™ 2 Xtend™ foi obtido através de
melhoramento genético convencional a partir do cruzamento entre cultivares de soja
transgénica que possuem resisténcia a insetos e ao glyphosate com a soja tolerante
ao dicamba e resistente a insetos. O evento obtido produz as proteinas CrylAc,
Cry1lA.105 e Cry2Ab2, as quais proporcionam a resisténcia ao ataque de lagartas e
as proteinas CP4 EPSPS e DMO conferindo tolerancia aos herbicidas glyphosate e

dicamba, respectivamente (CTNBIO, 2023). O gene dmo foi obtido a partir de uma
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bactéria de solo, Stenotrophomonas maltophilia, a qual produz nas plantas
transgénicas a enzima dicamba mono-oxigenase (DMO), responsavel por conferir
tolerdncia ao herbicida dicamba. A enzima DMO é capaz de inativar a molécula
herbicida antes de alcancar niveis toxicos a planta, convertendo-a em &cido 3,6-
diclorosalicilico (3,6-DCSA), um composto que ndo apresenta atividade herbicida
(BEHRENS et al., 2007).

Bhattl; Feng; Pitkin, (2014) observaram que plantas que possuem o gene dmo,
apresentaram melhorias em sua sanidade apés a aplicacao de dicamba, verificando
gue o metabdlito 3,6-DCSA pode possuir efeitos benéficos a planta. Entre estes
beneficios verificados, destaca-se o aumento na resisténcia contra estresse oxidativo
e maior resisténcia a doencas. De maneira geral, observa-se que o metabdlito
proveniente da degradacdo do dicamba € capaz de induzir uma resposta imediata
através da resisténcia sistémica adquirida (SAR). O metabdlito 3,6-DCSA apresenta
comportamento analogo ao acido salicilico, uma vez que outros compostos derivados
de salicilatos também estéo relacionados ao efeito de inducéo da resisténcia sistémica
adquirida (FAIZE; FAIZE, 2018). Plantas com o gene dmo ao receberem aplicacéo de
dicamba e posteriormente induzidas ao estresse oxidativo com a aplicacdo de sub-
doses de paraquat (30 g i.a ha), apresentaram reducdo de 50% de injlria visual
guando comparado com plantas sem aplicacdo prévia de dicamba, sendo o0 mesmo
observado para plantas sem o gene dmo e tratadas previamente com 3,6 — DCSA
(BHATTI; FENG; PITKIN, 2014).

A compreensdao do efeito deste metabdlito em plantas de soja com e sem o0 gene
de resisténcia ao dicamba, pode proporcionar ganhos no desempenho produtivo,
aumento da resisténcia destas plantas a estresse abidticos e na inducdo da
resisténcia sistémica adquirida, podendo reduzir danos causados pela infeccdo por
patdgenos, por exemplo. Estes possiveis efeitos tendem a favorecer a producédo de
soja, otimizando o uso de produtos fitossanitarios e condicionando o melhor
desempenho das plantas em condi¢cdes de adversidades como situagdes de estresse
hidrico. Os efeitos na reducéo de injarias visuais oriundos de estresses oxidativos e
na reducao ao ataque de patdgenos sdo encontrados na literatura, no entanto estudos
mais detalhados com relacdo aos efeitos de 3,6-DCSA no metabolismo e fisiologia
das plantas de soja sdo necessarios para compreender o potencial de uso deste
metabdlito diante da crescente utilizacdo do herbicida dicamba em eventos

geneticamente modificados, bem como faz-se necessario compreender se ha algum
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efeito deste metabdlito em importantes rotas de sintese de aminoacidos, com a rota
do acido chiquimico.

Diante do exposto, levanta-se a hiptese de que a aplicacdo de 3,6-DCSA em
plantas de soja com o gene dmo, deve desencadear estimulos em rotas de sintese de
compostos especificos, como a rota do acido chiquimico. Assim, justifica-se o estudo
dos efeitos deste metabdlito em soja, visando compreender e explorar 0os eventos

desencadeados apds sua aplicacéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Culturada Soja

A soja cultivada [Glycine max (L.) Merril] é nativa do leste da Asia, especificamente
do nordeste da China, uma area também conhecida como Manchuria (HYMOWITZ,
1970). Considerada uma das culturas mais antigas, a soja foi relatada no ocidente no
final do século XV e inicio do século XVI (BOREM et al., 2022). Dentre as culturas
oleaginosas, a soja é considerada a de maior destaque a nivel nacional e mundial,
sendo responsavel por 97% da producédo brasileira e 61% da producdo mundial de
culturas oleaginosas, incluindo 6leo de coco, caroco de algodao, palma, amendoim,
canola e girassol (USDA, 2023).

O cultivo de soja no Brasil iniciou-se no Rio Grande do Sul em 1935, sendo a
Alemanha o primeiro pais a importar a soja brasileira por volta de 1938. Em 1941, o
Rio Grande do Sul cultivava aproximadamente 702 ha desta oleaginosa, tendo seu
cultivo se expandido para as regifes Sudeste, Norte e Nordeste por volta de 1950
(SEDIYAMA; TEIXEIRA; BARROS, 2009).

A soja € uma das principais commaodities produzidas e negociadas no mundo,
destacando-se o Brasil como o maior produtor mundial na safra 2022/2023, com uma
producdo de aproximadamente 156 milhdes de toneladas de soja, representando
aproximadamente cerca de 42% de toda a producdo mundial deste grdo, seguido
pelos Estados Unidos com uma producdo de aproximadamente 116 milhdes de
toneladas, representando cerca de 31% da producdo mundial (USDA, 2023). A
producdo brasileira de soja esta distribuida em aproximadamente 44 milhdes de
hectares na safra 2022/2023, area cerca de cerca 6,1% superior a safra anterior,
apresentando uma produtividade média de 3.507 kg ha}(CONAB, 2023).

A cadeia produtiva da soja movimenta no Brasil cerca de US$ 100 bilhdes/ano
distribuidos desde a aquisicdo de insumos, passando pela produgéo e finalizando nos
processos de logistica, comercializagédo e exportacdes. Dentre os produtos brasileiros
negociados no exterior, o complexo soja €& o principal produto exportado,
representando cerca de 14,6% do volume total, superando produtos como materiais
de transporte, minérios metallrgicos, petréleo, carnes, acucar e alcool.
Aproximadamente 44% da producdo de soja brasileira € destinada a exportacdo do
grao in natura, 7% aos estoques do pais e 49% destinam-se ao processamento de

farelo (79%) e Oleo (21%). As exportacdes de farelo de soja correspondem a 52% do
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total processado no Brasil, sendo o restante destinado ao consumo doméstico como
racado animal, suprindo a producdo de aves, suinos, bovinos e peixes. Ja o 6leo de
soja processado no Brasil é em grande parte (77%) para o consumo domeéstico como
alimentacao e biodiesel e cerca de 23% exportado para outros paises (APROSOJA,
2018).

2.2 Interferéncia e controle de plantas daninhas na cultura da soja

A interferéncia causada pelas plantas daninhas na cultura econdémica pode ser
direta ou indireta. Dentre as vérias formas de interferéncia direta nas espécies
cultivadas, destaca-se o fendbmeno da interferéncia competitiva. Esse mecanismo
especifico envolve a reducdo de um ou mais recursos criticos no meio ambiente, como
luz, nutrientes ou agua. Além disso, outra forma notavel de interferéncia direta é a
interferéncia alelopética. Essa forma de interferéncia envolve a producao e posterior
liberacdo de compostos quimicos por tecidos vivos ou em decomposicdo. Esses
compostos tém o potencial de interferir no crescimento e desenvolvimento de plantas
adjacentes (SOUZA; VELINI; MAIOMONI-RODELLA, 2003). A interferéncia indireta
de plantas daninhas estd relacionada principalmente aos danos operacionais
causados por algumas trepadeiras, como espécies de corda-de-viola (Ipomoea spp.)
e pelo fato de as plantas serem hospedeiras de pragas e doencas, como plantas de
trapoeraba (Commelina benghalensis) servindo de abrigo a espécies de percevejo
barriga-verde (Dichelops furcatus) (BARROSO; MURATA, 2021).

A interferéncia das plantas daninhas com as culturas agricolas é estudada em trés
periodos distintos: o periodo anterior a interferéncia (PAIl), periodo critico de
prevencao a interferéncia (PCPI) e o periodo total de prevencédo a interferéncia (PTPI).
O PAI refere-se ao periodo em que a convivéncia entre a cultura e a planta daninha
nao resulta em perdas significativas em produtividade, sendo desde a emergéncia da
cultura até o inicio do PCPI, sendo este 0 momento mais critico, onde a presenca de
plantas daninhas competindo pelos mesmos recursos resulta em perdas de
produtividade e na qualidade dos grédos (RADOSEVICH; HOLT; GHERSA, 2007). O
PTPI compreende ao periodo total, ou seja, as plantas daninhas que emergirem neste
periodo poderao interferir no desenvolvimento e produtividade das culturas, uma vez
que a partir do final do PTPI a propria cultura é capaz de controlar e impedir o
crescimento de plantas daninhas, principalmente pelo sombreamento das entrelinhas
(PITELLI; DURIGAN, 1984).
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A definicdo dos periodos de interferéncia € variavel para a mesma cultura devido
a fatores intrinsecos como sistema de producdo, espécies de plantas daninhas e
espacamento de plantio. Rudell et al. (2021) identificaram um periodo total de
prevencao a interferéncia para a cultura da soja de 50 dias, sendo o periodo de 20 a
50 dias apds a emergéncia considerado o periodo critico (PCPI). Ja Daramola et al.
(2022) verificaram que a convivéncia entre a soja e as espécies C. benghalensis,
Euphorbia heterophylla, Panicum maximum, Digitaria horizontalis e Gomphrene
celozoides foi mais critica nos periodos de 14 a 42 dias ap0s a emergéncia da cultura.
Préticas que permitam um melhor desenvolvimento da cultura e possibilitem a reducéo
do periodo critico de interferéncia, devem ser adotadas, como por exemplo o uso de
herbicidas em pré emergéncia, como o diclosulam e o flumioxazin na cultura da soja,
0s quais possibilitam o aumento do PAI, permitindo que a cultura feche o dossel antes
do periodo critico, dificultando a emergéncia das plantas daninhas (RIZZARDI,;
ROCKENBACH; SCHNEIDER, 2020).

Os prejuizos causados pela interferéncia direta sdo os que mais afetam o produtor,
uma vez que a reducao na produtividade da cultura € pronunciada quando ndo ha um
controle efetivo das espécies. Silva et al. (2015) verificaram a reducdo de 52% da
produtividade da soja quando em competicdo por recursos vitais com espécies como
capim-marmelada (Urochloa plantaginea), capim-colchéao (D. horizontalis), corda-de-
viola (Ipomoea triloba), leiteiro (E. heterophylla), caruru-rasteiro (Amaranthus
deflexus), trapoeraba (C. benghalensis), poaia-branca (Richardia brasiliensis), picao-
preto (Bidens pilosa) e nabica (Raphanus raphanistrum).

No entanto, entre as principais plantas daninhas que afetam as lavouras de graos
no Brasil, destacam-se a buva (Conyza spp.) e 0 capim-amargoso (Digitaria insularis).
Estudos conduzidos por Gazziero et al. (2013) demonstram que a convivéncia entre a
soja e plantas de D. insularis na densidade de 4 a 6 plantas m? reduziram 44% a
produtividade da soja. J& no caso da interferéncia isolada de plantas de Conyza spp.,
uma planta m? é capaz de reduzir entre 12 e 14,6% a produtividade da soja
(ALBRECHT et al., 2018).

Além dos impactos na reducdo da produtividade, o aumento no custo de controle
destas plantas também é elevado. O custo médio para controle de plantas de Conyza
spp. em areas de soja € 32% maior quando ha a presenca de plantas resistentes ao
glyphosate. Em casos de infestacdo mista de Conyza spp. e D. insularis resistentes,

o custo de controle de plantas daninhas pode ser até 5 vezes maior (ADEGAS, 2017).
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Desde a expansao comercial da cultura da soja pelo Brasil, a utilizacdo do método
quimico para o controle de plantas daninhas tem sido ferramenta chave para o
sucesso das lavouras comerciais, devido principalmente a algumas caracteristicas
oferecidas por esta pratica, como a eficacia, praticidade e rapidez para o controle das
espécies invasoras. Os herbicidas na cultura da soja devem ser utilizados antes do
momento da semeadura, visando propiciar condicdes de auséncia de plantas
daninhas nos estadios iniciais de estabelecimento da cultura, sendo que aplicacdes
em pos-emergéncia da cultura sdo necessarias como forma complementar no manejo
das plantas daninhas (MONQUERO, 2014).

ApOs 0s avangos da soja geneticamente modificada com resisténcia ao glyphosate
em pos-emergéncia, a preferéncia pelo uso de herbicidas pré-emergentes foi
reduzida, principalmente pelas caracteristicas de seletividade e amplo espectro de
controle proporcionadas por este herbicida. No entanto, o crescente aumento de
espécies com resisténcia ao glyphosate tem destacado a importancia do uso de
herbicidas em pré-emergéncia para o controle das plantas daninhas, principalmente
em areas com a presenca de biotipos resistentes (GAZZIERO et al., 2012).

Visando preservar e prolongar a vida Gtil de algumas moléculas herbicidas, bem
como a sustentabilidade do sistema produtivo, 0 manejo integrado de plantas
daninhas se faz necessario. Este sistema é representado pela combinacdo de
métodos, baseando-se em medidas preventivas e métodos de controle. As medidas
preventivas estao relacionadas a praticas que minimizem a introducéo e disseminacao
de sementes de plantas daninhas, como por exemplo, a limpeza de maquinas
agricolas antes de trafegarem para novas areas de operacdo e a manutencédo de
areas periféricas, canais de irrigacdo e beiras de estradas (ALBRECHT et al., 2021a).

Dentro do manejo integrado de plantas daninhas, destaca-se o método cultural
como um dos mais efetivos no controle das plantas daninhas, principalmente devido
a capacidade da cultura em desenvolver o dossel e fechar a entrelinha de cultivo de
tal modo que o efeito do sombreamento impossibilita o desenvolvimento de espécies
daninhas. Dessa maneira, a compreensao deste método com os periodos de
interferéncia é primordial para o sucesso do manejo, uma vez que todas as praticas
adotadas para o controle visam prolongar o PAI, possibilitando o fechamento da
entrelinha sem a presenca de plantas, bem como reduzindo o nimero de intervengdes
guimicas necessarias para controlar plantas daninhas em pds-emergéncia. Estas

condi¢cdes podem ser alcancadas através da adocdo de préticas que favoregcam o
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desenvolvimento da cultura da soja, como a escolha de cultivares adaptadas a regiao,
correcdo do solo, adubacao da cultura conforme exigéncias nutricionais e o0 manejo
entressafra de plantas daninhas, sdo exemplos de medidas que irdo favorecer o
desenvolvimento inicial da cultura, possibilitando um rapido estabelecimento na area

e reduzindo o periodo total de prevencao a interferéncia (ALBRECHT et al., 2021a).
2.3 Biotecnologias na cultura da soja

As biotecnologias embarcadas nas plantas através da transgenia séao ferramentas
essenciais para a manutencao e expanséao dos tetos produtivos das principais culturas
agricolas do pais. Atualmente no Brasil, tem-se 112 eventos transgénicos aprovados
entre as diferentes culturas, sendo 64 eventos para a cultura do milho (Zea mays L.),
23 eventos para o0 algoddo (Gossypium hirsutum L.), 3 para cana-de-acucar
(Saccharum sp), 1 para o trigo (Triticum aestivum), 1 para eucalipto (Eucalyptus sp.),
1 para feijao (Phaseolus vulgaris) e 19 eventos para a cultura da soja (ISAAA, 2023).

Dentre os 19 eventos aprovados para a cultura da soja no Brasil, 17 destes sao
eventos de tolerancia aos herbicidas, como por exemplo os inibidores da EPSPs
(glyphosate), os inibidores da ALS (imidazolinonas e sulfoniluréias), inibidores da
glutamina sintetase (glufosinato) e para os mimetizadores de auxina como o 2,4-D e
o dicamba (ALBRECHT et al., 2021b). Diante do cenario do manejo integrado de
plantas daninhas, os eventos com tolerancia a herbicida sdo excelentes ferramentas
na integracdo dos métodos de controle, uma vez que se deve seguir a recomendacao
de rotacdo dos mecanismos de acdo dos herbicidas utilizados, consequentemente a
possibilidade de rotacdo dos eventos transgénicos, viabilizando a longevidade das
biotecnologias.

Em meio aos eventos transgénicos aprovados no Brasil, destaca-se o0 evento
MON87708, o qual €& objeto de estudo do presente trabalho. Este evento,
comercialmente registrado como Roundup Ready™ 2 Xtend™, foi aprovado no Brasil
em 2016 e confere tolerancia a aplicagdo dos herbicidas glyphosate e dicamba,
atraveés da insercdo dos genes cp4 epsps e dmo, respectivamente (ISAAA, 2023).

O gene dmo foi obtido a partir da bactéria Stenotrophomonas maltophilia, cepa DI-
6 e inserido nas plantas de soja através da metodologia de transformacédo mediada
por Agrobacterium sp. Este gene é responsavel por expressar a proteina dicamba
mono-oxigenase (DMO), a qual confere a resisténcia ao herbicida dicamba (CTNBIO,

2023). A enzima DMO ¢é capaz de inativar a molécula herbicida antes de alcancar
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niveis téxicos a planta, convertendo-a em acido 3,6-diclorosalicilico (3,6-DCSA), um
composto que nao apresenta atividade herbicida (BEHRENS et al., 2007).

Segundo Smith (1974), a molécula de dicamba é prontamente transformada em
3,6-DCSA no solo, atraves da agéo de bactérias presentes no meio, como por exemplo
a S. maltophilia a qual foi fonte de obtencdo do gene dmo. Krueger et al. (1989)
confirmaram a acéo de bactérias isoladas na degradacdo do dicamba, as quais sao
capazes de utilizar a molécula herbicida como Unica fonte de carbono, bem como foi
identificado que o metabdlito priméario formado neste processo é o 3,6-DCSA. Para
tanto, o sistema enzimatico da bactéria responsavel por esta conversao é composto
por trés componentes catalisadores: redutase, ferredoxina e oxigenase, classificados
como dicamba O-dimetilase (HERMAN et al., 2005). O sistema enzimatico dicamba
O-dimetilase funciona como uma cadeia transportadora de elétrons, uma vez que o
NADH atua como doador de elétrons, os quais sdo transportados através de uma
redutase até a ferredoxina e, por fim, ao componente final DMO (BEHRENS et al.,
2007).

A tolerancia do dicamba em soja geneticamente modificada com o gene dmo foi
observada por Byker et al. (2013) ao avaliar a eficacia no controle de plantas daninhas
apos aplicacdo em pré-plantio de 900 g. ea ha! de glyphosate e 300 g. ea ha' de
dicamba, bem como a seletividade na cultura da soja semeada na sequéncia. Da
mesma forma, Underwood et al. (2016) observaram a tolerancia ao associar dicamba
ao glyphosate em diferentes tratamentos para controle de plantas daninhas em pos-

emergéncia da soja tolerante ao dicamba.
2.4 O herbicida dicamba

Os herbicidas auxinicos, como sao conhecidos o 2,4-D, MCPA, picloram e
dicamba, sdo moléculas utilizadas mundialmente na agricultura, principalmente para
o controle de plantas daninhas eudicotileddéneas. O 2,4-D, por exemplo, foi um dos
primeiros herbicidas seletivos desenvolvidos durante o periodo da segunda guerra
mundial, o que levou ao aumento e intensificacdo do seu uso na agricultura mundial
(KIRBY, 1980). O sucesso deste herbicida na agricultura levou a formulagdo de outros
componentes herbicidas posteriormente, como o dicamba (STERLING; HALL, 1997).
Desta maneira, herbicidas deste mecanismo de acao foram preferencialmente
utilizados na agricultura por mais de 60 anos, principalmente devido a sua eficacia,

seletividade e baixos custos de aplicacdo (MITHILA et al., 2011).
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O dicamba (4cido 3,6-dicloro-2-methoxibenzoico) esta classificado no grupo “O”,
mimetizadores de auxina, segundo a classificacdo dos mecanismos de acédo pelo
Comité de Acao a Resisténcia aos Herbicidas (HRAC-BR, 2023). Os herbicidas deste
grupo atuam no metabolismo de acidos nucleicos e desbalango hormonal da planta.
Estas moléculas sdo capazes de alterar a plasticidade celular, pois uma vez
absorvidas irdo acidificar a parede celular através do estimulo da bomba de protons
da ATPase, logo, este ambiente com menor pH, aumenta a atividade de enzimas
responsaveis pelo elongamento e afrouxamento celular. Baixas concentracdes destas
moléculas estimulam a sintese de RNA polimerase e por consequéncia, maior sintese
de RNA, DNA e proteinas. Todos estes processos desencadeiam uma maior sintese
de hormoénios vegetais como auxinas e giberelinas, levando a um crescimento
desordenado das células (OLIVEIRA JR et al., 2021).

Este herbicida pertencente ao grupo quimico do acido benzéico com elevada
solubilidade em agua e uma meia vida no solo de aproximadamente 14 dias, sendo
utilizado principalmente em pos-emergéncia para o controle de plantas daninhas de
folhas largas (MONACO; WELLER; ASHTON, 2002). Trata-se de uma molécula antiga
no mercado, sendo conhecida no Brasil desde 1980, formulado inicialmente como sal
dimetilamina (DMA), comercialmente conhecido pelo produto Banvel®. Porém, a
formulacdo DMA apresenta elevados indices de volatilizacéo e deriva, sendo assim
um problema devido ao deslocamento de particulas do herbicida para areas vizinhas,
causando injurias em plantas ndo alvo. Com isso, novas formulagdes do herbicida
foram desenvolvidas junto ao pacote tecnolégico da soja transgénica, obtendo-se a
formulacao sal diglicolamina (DGA) a qual reduz as perdas por volatilizacdo e deriva
durante a aplicagéo.

A elevada presséo de vapor € uma caracteristica de herbicidas deste mecanismo
de acdo que se destaca, uma vez que essa particularidade associada a fatores
ambientais, contribuem a formacé&o de vapor, levando ao deslocamento do herbicida
para plantas ndo alvo (MONACO; WELLER; ASHTON, 2002). A combinacao entre a
formacao de vapor e a sensibilidade de plantas ndo transgénicas, mesmo em baixas
concentracOes, resulta em um aumento no risco da utilizacdo destes herbicidas.
Hartzler (2017) relata que enquanto sdo necessarios 1% da dose de glyphosate para
causar injurias visiveis em milho sensivel, apenas 0,005% da dose de dicamba é

capaz de causar injurias em soja nao tolerante.
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No entanto, o potencial de volatilizacdo do dicamba pode variar de acordo com as
condicbes de aplicacdo, como a temperatura, uma vez que temperaturas mais
elevadas aumentam o potencial de volatilizacdo desta molécula, bem como a
superficie de aplicacdo. Behrens; Lueschen, (1979) observaram maior volatilizacdo
de dicamba em folhas de milho e soja, quando comparado a volatilizada a partir do
solo. Carbonari et al. (2020) também verificaram importante influéncia da superficie
de aplicacdo na producao de vapor, uma vez que a aplicacdo de dicamba (DGA)
isolado em solo umido, apresentou maior producéo de vapor quando comparado com
solo seco ou em solo com palha.

O dicamba é um &cido fraco, com pKa de 1,87, formulado com sal, sendo a forma
acida volatil (BEHRENS; LUESCHEN, 1979). No entanto, com o advento dos eventos
transgénicos com tolerancia ao dicamba, novas formulagdes foram desenvolvidas e
estudas, visando a reducao do potencial de volatilizacdo desta molécula. Inicialmente,
o herbicida dicamba era comercializado na formulagdo com base no sal de
dimetilamina (DMA), o qual apresenta taxas de volatilizacdo superiores a atual
formulacdo baseada em sal de diglicolamina (DGA). As novas formulacdes,
associadas a redutores de volatilidade, como o &cido acético conhecido como
VaporGrip®, reduzem significativamente os problemas com volatilizacdo, uma vez que
esta tecnologia impede a formacdo de dicamba em sua forma &cida na calda de
aplicacéo, impossibilitando a associacao da molécula herbicida com as moléculas de
hidrogénio (BAYER CROPSCIENCE, 2021).

A resisténcias de plantas daninhas aos herbicidas € um dos principais desafios
dentro do manejo, uma vez que a presséao de selecdo € um dos principais fatores para
a selecao de plantas daninhas resistentes e isso se da pelo uso continuo e prolongado
de um mesmo herbicida ou de um mesmo mecanismo de a¢do. Porém, o numero de
casos de plantas daninhas resistentes aos herbicidas auxinicos é relativamente baixo,
séo 83 casos no mundo todo envolvendo herbicidas mimetizadores de auxina, incluido
casos de resisténcia multipla, quando ha resisténcia a herbicidas de mecanismos de
acao diferentes (HEAP, 2023). Algumas teorias para estes casos, estao relacionados
a mutacdo de varios locus para que ocorra a resisténcia, dificultando o
estabelecimento e propagac¢éo desta caracteristica em plantas daninhas (GRESSEL,;
SEGEL; LEBARON, 1982). No entanto, alguns autores refutam esta teoria, uma vez
gue os casos identificados de resisténcia de plantas daninhas aos auxinicos, séo

caracteristicas governadas por um unico gene, apontando que o menor nimero de
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casos de resisténcia esta relacionado a baixa ocorréncia de alelos resistentes nas
populacdes, ou ainda que a mutacao necessaria para conferir a resisténcia possa ser
letal (JASIENIUK; MAXWELL, 1994; MITHILA et al., 2011).

No Brasil ha 4 casos de resisténcia envolvendo herbicidas auxinicos, porém séo
casos gue envolvem resisténcia ao 2,4-D e ao quinclorac, sendo resisténcia simples
e multipla de Echinochloa crus-galli var. crus-galli ao quinclorac e resisténcia multipla
de Conyza sumatrensis ao 2,4-D. N&o ha relatos de espécies de plantas daninhas
com resisténcia ao dicamba no Brasil, no entanto tem-se 20 casos de resisténcia
envolvendo este herbicida no mundo em paises como EUA, Argentina, Canada e
Australia, para espécies como 0 Amaranthus palmeri, Amaranthus hybridus e Kochia
scoparia (HEAP, 2023).

2.5 Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR)

A resisténcia sistémica adquirida (SAR) € um mecanismo desenvolvido pela planta
a qual induz seu sistema de defesa, visando proteger contra o ataque de patdégenos
Oou mesmo contra o estresse a fatores abiéticos (DURRANT; DONG, 2004). A ativacéo
da resisténcia sistémica adquirida nas plantas parte de uma série de sinais sistémicos
gue desencadeiam o efeito protetivo, sendo um possivel sinalizador o acido salicilico,
uma vez que verifica-se aumento nos niveis deste horménio nas folhas quando a
planta € submetida ao contato com patdgenos como fungos, bactérias e virus
(DURNER; SHAH; KLESSIG, 1997). Alguns autores sugerem que a sinaliza¢ao ocorre
através da conversao de acido salicilico em um composto volatil, o qual é capaz de
induzir a resisténcia ndo s6 da planta afetada, mas também em plantas que estéo
préximas a ela (SHULAEV; SILVERMAN; RASKIN, 1997). O acido salicilico é
sintetizado a partir de uma série de reacgdes na rota do acido chiquimico (Figura 1),
podendo ser via fenilalanina, através da enzima fenilalanina aménia liase (PAL) ou a

partir de isocorismato (KUMAR, 2015; VELINI et al., 2012).
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Figura 1 - Rota do acido chiquimico e sintese de aminoacidos aromaticos
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*Esquema retirado de Costa (2020) e adaptado de Kumar (2015); Velini et al. (2012);
Zabalza et al. (2017).

O metabdlito 3,6-DCSA possui efeito analogo ao acido salicilico, demonstrando o
aumento da resisténcia de plantas apds o tratamento com o composto ou com 0
herbicida dicamba em plantas que possuem o gene dmo. Bhatti; Feng; Pitkin, (2014),
observaram, por exemplo, que plantas de algodao reduziram a infeccdo pelo fungo

Pythium ultimum quando tratadas com 3,6-DCSA 24h antes da inoculacao do fungo
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na planta. Este efeito protetor foi observado pelos mesmos autores para a infeccao
pela bactéria Xanthomonas campestres pv. Malvacearum.

Plantas que possuem o gene dmo apresentaram melhorias em sua sanidade apés
a aplicacdo de dicamba, verificando que o metabolito 3,6-DCSA possui efeitos
benéficos a planta. Entre estes beneficios verificados, destaca-se 0 aumento na
resisténcia contra estresse bioticos e abioticos como a tolerancia a seca, estresse
oxidativo e resisténcia a doencas. De maneira geral, observa-se que o metabolito
proveniente da degradacdo do dicamba € capaz de induzir uma resposta imediata
através da resisténcia sistémica adquirida (BHATTI; FENG; PITKIN, 2014).

Outro ponto observado com relacdo ao comportamento do metabolito 3,6-DCSA
em plantas de soja foi 0 aumento da resisténcia a estresse oxidativo. As plantas com
0 gene dmo, receberam a aplicacdo de dicamba 24 horas antes da aplicacdo de
subdoses de paraquat, a fim de induzir o estresse oxidativo, ja plantas sem o gene
dmo receberam a aplicacdo de 3,6-DCSA no mesmo periodo. Apos 4 dias do
tratamento com paraquat (30 g i.a ha?) as plantas que receberam a aplicagcdo prévia
de dicamba apresentaram até 50% de reducdao de injaria visual com relagéo as plantas
gue nao receberam dicamba previamente e plantas tratadas apenas com 3,6-DCSA,
demonstraram reducéo de até 44% de injuria (BHATTI; FENG; PITKIN, 2014).

O &cido salicilico é capaz de mitigar injarias provenientes de estresses abibticos
sofridos pelas plantas, como toxidez por metais pesados (FARAZ et al., 2020;
ZANGANEH; JAMEI; RAHMANI, 2019), estresse por baixas temperaturas
(IGNATENKO et al., 2019) e toxidez por herbicidas (KAYA; YIGIT, 2014; LIANG; LU;
YANG, 2012; YIGIT et al., 2016). As injurias sofridas por plantas de trigo provenientes
da aplicacéo de herbicidas inibidores do fotossistema II, como o isoproturon, foram
mitigadas a partir da aplicacdo exdgena de acido salicilico, uma vez que este
composto melhorou a atividade do sistema antioxidante das plantas, potencializando
a degradacgao do herbicida (LIANG; LU; YANG, 2012; LU et al., 2015).

Li et al. (2020) verificaram que o pré-tratamento de plantulas de soja com éacido
salicilico permitiu reduzir a toxidez proveniente da aplicacdo de halosulfuron-methyl,
um inibidor da enzima acetolactato sintase (ALS), através do aumento da atividade de
enzimas antioxidantes como a glutationa redutase (GR) e ascorbato peroxidase
(APX), possibilitando o aumento da assimilacdo de COz2, contetdo de clorofila e taxa

de transporte de elétrons.
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Desta forma, faz-se necessario o entendimento da dinamica da molécula de 3,6-
DCSA em plantas de soja, bem como os efeitos desencadeados apés a aplicacao

deste composto na fisiologia e metabolismo da planta.
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3 MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos em casa de vegetacdo no Nucleo de Pesquisas
Avancadas em Matologia (NUPAM), pertencente ao Departamento de Protecao
Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” - UNESP, campus de Botucatu, SP.

As unidades experimentais foram compostas por vasos com capacidade de 0,7
litros, preenchidos com substrato Carolina® composto por turfa de esfagno, vermiculita
e casca de arroz carbonizada, com pH 5,7 (x0,5). Foram semeadas 5 sementes por
vaso, e apds a emergéncia, foi realizado desbaste permanecendo duas plantas viaveis
de soja por vaso. As plantas foram mantidas em bancadas com uma lamina de agua
de aproximadamente 3 cm para manutencédo e uniformizacdo da umidade entre as
unidades experimentais e conduzidas sob condicdo de plena luz antes e apds a
aplicacdo dos tratamentos. A temperatura maxima, minima e média monitoradas

durante a conducéo dos estudos estao presentes na figura 2:

Figura 2 - Temperatura minima, méxima e média durante o periodo de

conducao dos ensaios em casa de vegetacdo em Botucatu, SP
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Dois experimentos foram conduzidos para as analises de trocas gasosas,
compostos pelas cultivares de soja (DMO — 1 e DMO — 2) com caracteristicas
semelhantes (grupo de maturagao 6.4), codificadas e todas com a presenca do gene
dmo, diferindo apenas a presenca ou auséncia das proteinas que conferem
resisténcia ao ataque de insetos. Os ensaios foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualizados (DIC) com 4 tratamentos, sendo dicamba, 3,6-DCSA, acido
salicilico e uma testemunha, em cinco repeticdes. Todos os compostos foram
aplicados na dose Unica de 720 g e.a ha*. Os tratamentos com &cido salicilico e 3,6-
diclorosalicilico foram aplicados com os respectivos produtos técnicos, enquanto o
tratamento com dicamba foi aplicado com o produto comercial Atectra® (480 g L) na
dose de 1,5 L ha'. As aplicacdes dos tratamentos ocorreram quando as plantas
atingiram o estadio fenologico de V3, realizadas dia 29/09/2021 e indicadas pela linha
tracejada (Figura 2), sendo realizadas através de um pulverizador, instalado em uma
sala de aplicacdo fechada com pressdo advinda de ar comprimido equipado com
quatro pontas XR 110.02, espacadas entre si por 0,5 m e posicionadas a 0,5 m de
altura em relacdo as plantas, com pressao constante de 2 bar e uma velocidade de
deslocamento de 1 m s, gerando um volume de calda de 200 | ha™.

As plantas foram avaliadas quanto as trocas gasosas com 4, 72, 168 e 336 horas
apos a aplicacdo (HAA) através de um analisador de gases a infravermelho (IRGA,
modelo portatil Lcpro-SD, ADC Bioscientific®), utilizando radiacéo fotossinteticamente
ativa (PAR) constante (1000 ymol fétons m=2st), concentracdo atmosférica de COz,
temperatura e umidade ambiente. Com isso, foram obtidas as variaveis: taxa de
assimilacao liquida do CO:2 (A), condutancia estomatica (gs), taxa transpiratoria (E) e
concentracgéo interna de carbono (Ci) e calculou-se a eficiéncia do uso da agua (EUA)
a partir da razédo A/E e a eficiéncia de carboxilacao (EC) através da razao A/Ci.

Amostras de plantas foram coletadas com 4, 24, 72, 168 e 336 HAA para
avaliacOes dos teores de dicamba, 3,6-DCSA, &cido salicilico e os compostos da rota
do acido chiquimico. Para tanto, as amostras foram coletadas, pesadas, lavadas com
agua destilada e acondicionadas em temperatura de -80°C até seu processamento.
Para isso, as amostras foram maceradas com nitrogénio liquido e alocadas em um
liofilizador para retirada da umidade através do vacuo durante 72h. Posteriormente,
cada amostra foi pesada aliquotas de 100 mg para o procedimento de extracdo dos

compostos desejados.
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Para a extracdo dos compostos analisados utilizou-se a cultivar DMO — 1. Para a
analise da rota do acido chiquimico, adicionou-se 5 ml da solucéo extratora composta
por dgua acidificada (pH 2,5) e levou-se as amostras ao banho de ultrassom durante
30 minutos a 50°C. Posteriormente, o material foi homogeneizado durante 1 minuto a
uma velocidade de 4 m s e levadas para centrifugacédo durante 5 minutos a uma
rotacdo de 5000 rpm. Posteriormente, coletou-se o sobrenadante, o qual foi alocado
em um novo tubo falcon de 15 mL.

Para a extracdo de dicamba e 3,6-DCSA, adicionou-se 5ml de fase metanol: 4gua
(80:20) aos tubos extraidos, agitou-se no homogeneizador durante 1 minuto a uma
velocidade de 4 m s e levou-se para centrifugacdo durante 5 minutos a uma rotacéao
de 5000 rpm. O sobrenadante foi coletado e adicionado ao mesmo tubo falcon da
amostra correspondente da primeira parte do processo de extracdo. Em seguida, o
material extraido foi homogeneizado e filtrado em vials de 1,5 ml através de filtros

Millipore de 0,45 pym para analises cromatograficas em LC/MS/MS.

Figura 3 - Sequéncia esquemaética do processo de coleta e extracdo das

amostras para andlise dos compostos em cromatografia

Para a determinagdo dos componentes da rota do acido chiquimico (AMPA, acido
caféico, acido quinico, acido chiquimico, acido cumarico, acido salicilico, acido
feldrico, acido clorogénio além dos aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano), foi

utilizado o sistema LCMS/MS composto por um Cromatografo Liquido de Alta
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Eficiéncia (HPLC), Shimadzu, modelo Proeminence UFLC, que combina analise
ultrarrapida e excelente performance de separacdo, com alta confiabilidade de
resultados; equipado com duas bombas LC20AD, auto injetor SIL-20AC,
degazeificador DGU-20A5, sistema controlador CBM20A (permite a operacao
totalmente automatizada) e forno CTO-20AC (para controle da temperatura da
coluna). Acoplado ao HPLC esta o espectrometro de massas 4500 (Applied
Biosystems) hibrido triplo quadrupolo. As condi¢des cromatograficas estdo presentes
na Tabela 1 e as informacdes dos compostos analisados na Tabela 2.

Tabela 1 - Condi¢cGes cromatograficas utilizadas para a quantificacédo dos
compostos analisados
Kinetex 2.6 pm Phenyl-Hexyl 100A 100x2.1 mm

Coluna
(Phenomenex)
Fluxo 0,4 ml min-t
Volume de injegao 10 pl
Temperatura do Forno 50°C
Fase (A): Agua com 0.1% é&cido férmico,
Fase Movel Fase (B): Metanol com 0.1% acido férmico

Inicial 60% Fase (A) e 40% Fase (B)

1 min = 40% Fase (B)
Gradiente 3 min = 95% Fase (B)
6 min = 95% Fase (B)
8 min = 40% Fase (B)
11 min = Stop

Tempo de corrida 11 minutos

Tabela 2 - Massa molecular e ions secundarios dos compostos analisados

lons Secundarios

Composto Massa Molecular
(Fragmentos)
_ 219.069 174.80
Dicamba
221.000 176.95
205.00 161.15

3,6 - diclorosalicilico
205.00 125.10
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Todos os dados foram testados quanto a normalidade através do teste de Shapiro-
Wilk, posteriormente feito a analise de variancia (ANOVA) e quando significativos,
submetidos ao teste de média tukey a 5% de probabilidade através do software
Sisvar® e os gréficos plotados no software SigmaPlot®. Os resultados referentes a

trocas gasosas dos dois experimentos foram analisados de forma conjunta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes as trocas gasosas sao apresentadas como a média das duas
cultivares dmo. As analises em diferentes periodos, demonstram diferencas estatistica
entre os tratamentos para alguns dos periodos de avaliacédo, podendo ser observados

na figura 6.

Figura 4 - Assimilacéo liquida de CO2 (A) (A) e eficiéncia de carboxilacéo
(EC) (B) de plantas de soja com o gene dmo submetidas a aplicacéo de

diferentes tratamentos em pds-emergéncia
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- Letras minUsculas iguais entre os tratamentos dentro de um mesmo periodo de avaliagédo, ndo diferem
entre si pelo teste tukey (p<0,05). Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias
(p=<0,05).

As taxas de fotossintese das plantas de soja demonstram diferencas
significativas entre os tratamentos apds 4 horas da aplicacdo (Figura 6A). Apesar da
resisténcia da soja ao dicamba, verifica-se reducdes significativas das taxas de
assimilacdo liquida de CO2 quando o herbicida € aplicado em pdés-emergéncia da
cultura. Ao compararmos as diferencas entre dicamba e a aplicacdo do seu metabdlito
3,6-DCSA, o qual nédo apresenta efeito herbicida, verifica-se reducdo de
aproximadamente 34% na atividade fotossintética. No entanto, esta diferenca néo &
expressiva quando se avalia dicamba e a testemunha (sem aplicag&o).

Este comportamento foi verificado novamente aos 7DAA e 14DAA, uma vez
que aos 7 dias apds a aplicacédo, o uso de dicamba diferiu significativamente dos
demais tratamentos, reduzindo cerca de 38% da atividade fotossintética neste periodo
guando comparado com a testemunha. Aos 14 DAA, é possivel observar que as
plantas que receberam o tratamento a base de dicamba, ainda demonstravam

menores taxas fotossintéticas, principalmente quando comparado com acido salicilico
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e 3,6-DCSA. Com relacdo ao efeito de 3,6-diclorosalicilico, observa-se para este
periodo de avaliacdo, um incremento significativo na assimilacao liquida de COzq,
diferindo das plantas com dicamba e das plantas ndo tratadas (testemunha). Apos 14
dias, as plantas que receberam apenas a aplicacao de 3,6-DCSA apresentaram um
incremento de 34% na fotossintese, quando comparado com a testemunha. Esse
incremento chegou préximo a 40% comparando com as plantas que receberam a
aplicacéo de dicamba. Apesar de maior, 3,6-DCSA néo diferiu neste periodo para a
aplicacédo do &cido salicilico, apresentando efeitos similares ao longo dos periodos de
avaliacao.

A eficiéncia de carboxilacédo das plantas de soja comportou-se de forma diferencial
com relacdo aos tratamentos 4 HAA (Figura 6B). Nesta avaliacédo, observa-se que as
aplicacdes de 3,6-DCSA e 4cido salicilico, ndo diferiram entre si ou com relacéo a
testemunha, porém diferem com relacdo ao uso do dicamba. Nesta ocasido, a
aplicacao de 3,6-DCSA foi cerca de 64% superior ao tratamento com dicamba, dando
indicios de que 4 horas ap0s a aplicacéo, ainda ha maiores concentracfes de dicamba
do que seu metabdlito.

A condutancia estomatica das plantas de soja foi variavel de acordo com o
periodo de avaliacdo (Figura 7A). ldentificou-se diferencas entre os tratamentos
apenas no periodo de 7 DAA, onde as plantas tratadas com dicamba apresentaram
menor abertura dos estdmatos no periodo avaliado, corroborando com os dados de
taxa fotossintética para o mesmo periodo, demonstrando que a presenca do herbicida
em plantas de soja com o gene dmo, pode levar a uma reducdo na abertura dos
estbmatos. Para as condicbes deste estudo, observou-se uma reducdo na
condutancia estomatica de 54% para o tratamento com dicamba comparando-o0 com
a testemunha (sem aplicacdo), indicando um dos primeiros sintomas a partir da
aplicacdo de herbicidas auxinicos, uma vez que podem induzir a sintese de etileno e
acido abscisico (TAIZ; ZEIGER, 2017). No entanto, esta diferenca néo foi verificada
nas concentragdes internas de CO2 para o0 mesmo periodo de avaliagao (Figura 7B).
Diferencas significativas foram constatadas apdés 4 horas da aplicacdo dos
tratamentos nos teores internos de CO2, uma vez que a aplicacdo de 3,6-DCSA e de
acido salicilico apresentaram 0s menores teores com relacdo a testemunha e

dicamba.
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Figura 5 - Condutancia estomatica (gs) (A) e concentracao interna de CO2
(Ci) (B) de plantas de soja com o gene dmo submetidas a aplicacdo de

diferentes tratamentos em pds-emergéncia
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- Letras minUsculas iguais entre os tratamentos dentro de um mesmo periodo de avaliagdo, ndo diferem
entre si pelo teste tukey (p<0,05). Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias
(p=<0,05).

As plantas responderam de forma diferencial aos tratamentos aos 168 HAA para
a avaliacdo da taxa de transpiracdo (Figura 8). A resposta das plantas de soja foi
similar para condutancia estomatica para o mesmo periodo. Observou-se menor
abertura dos estbmatos para o tratamento com dicamba, refletindo em menores taxas
de transpiracao (Figura 8A). Com relacédo a eficiéncia no uso da agua, com 4 HAA as
plantas que receberam dicamba apresentaram 21% menor eficiéncia comparado com
a testemunha, no entanto ndo diferiram estatisticamente (Figura 8B). Os tratamentos
a base de 3,6-DCSA e acido salicilico foram superiores estatisticamente ao tratamento
com dicamba, 62% e 63%, respectivamente. Aos 14 DAA este comportamento
repetiu-se, demonstrando diferencas entre a aplicacdo de 3,6-DCSA isolado e de
dicamba, sendo o 3,6-DCSA cerca de 21% superior ao dicamba.
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Figura 6 — Taxa de transpiracéao (E) (A) e eficiéncia no uso da agua (EUA) (B) de
plantas de soja com o gene dmo submetidas a aplicacdo de diferentes

tratamentos em pos-emergéncia
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entre si pelo teste tukey (p<0,05). Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias
(p<0,05).

As plantas possuem um complexo enzimatico responsavel por reduzir os efeitos
causados por estresses oxidativos, como estresse por calor, seca ou herbicidas que
possam formar espécies reativas de oxigénio (EROs) em excesso, além de moléculas
sinalizadoras que possibilitam a sobrevivéncia destas plantas em condi¢cdes de
estresse, como o acido jasmonico e o acido salicilico, os quais estdo relacionados ao
mecanismo de defesa das plantas (DELANEY et al., 1994; Ll et al., 2011).

Li et al. (2020) verificaram que a aplicacdo exdgena de acido salicilico em plantas
de soja foi capaz de reduzir os efeitos deletérios causados pela intoxicagdo do
herbicida halosulfuron-methyl, além de apresentar ganhos no desempenho
fotossintético. Os autores verificaram 19% de incremento nas taxas de fotossintese
de plantas de soja ao receberem a aplicacéo exdgena de acido salicilico em condi¢des
sem estresse. O efeito desencadeado pela aplicacdo do herbicida reduziu a taxa
fotossintética em 69% comparado com a testemunha, no entanto quando houve o pré-
tratamento com &cido salicilico a redugéo da fotossintese foi de 52% (LI et al., 2020).

O composto 3,6-diclosalicilico apresenta um comportamento analogo ao acido
salicilico, observando-se para ambos os tratamentos neste estudo, um incremento na
assimilacao liquida de COz apoés 7 dias da aplicacdo quando comparados a aplicagédo

de dicamba. Este incremento pode estar relacionado a maior abertura estomatica da
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planta neste periodo, indicando que compostos salicilatos podem atuar na abertura e
fechamento estomatico (PARASHAR et al., 2014).

Khan; Prithiviraj; Smith, (2003) verificaram comportamento similar no aparato
fotossintético de plantas de milho e soja quando submetidas a aplicacdo de compostos
salicilatos. Os autores relatam incrementos na assimilacéo liquida de COz a partir de
48 horas apos a aplicacdo de acido salicilico, acido acetilsalicilico (ASA) e acido
gentisico (GTA). No entanto, o incremento fotossintético gerado pela aplicacdo destes
compostos fendlicos foi acompanhado de um leve aumento ou nenhuma alteracao
dos niveis de condutancia estomatica e nas taxas de transpiracdo, porém, 0s niveis
intercelulares de CO: foram ligeiramente menores do que as plantas controle,
sugerindo que o incremento na fotossintese a partir da aplicacdo de compostos
salicilatos esta relacionada ao aumento na absorcéo de CO:2 a nivel do cloroplasto e
nao apenas relacionado a uma maior condutancia estomatica.

Neste estudo, pode-se observar que a aplicagcdo de 720 g.e.a ha! de dicamba nas
plantas de soja com o gene dmo, possivelmente resultou em leves niveis de estresse
nas plantas, perceptiveis pela reducdo da taxa fotossintética em alguns periodos
guando comparado com o tratamento controle. Comportamento similar aos trabalhos
de Khan; Prithiviraj; Smith, (2003) foram observados neste estudo apos 4 horas da
aplicacdo dos tratamentos, onde as aplicacbes com 3,6-diclorosalicilico e acido
salicilico resultaram no incremento da assimilagdo de COz, porém ndo foi perceptivel
grandes aumentos na condutancia estomatica e nas taxas transpiratérias. Entretanto,
para o mesmo periodo de avaliacdo, percebe-se menor eficiéncia no uso da agua
pelas plantas aplicadas com dicamba, devido as maiores taxas de transpiracao e
condutancia estomatica no periodo.

De maneira geral, pode-se perceber efeitos negativos sobre o desempenho
fotossintético de plantas geneticamente modificadas com resisténcia ao dicamba,
quando estas recebem a aplicagdo do herbicida em pds-emergéncia. Vale ressaltar
gue nao ha recomendacéo para aplicacdo deste herbicida na modalidade de pos-
emergéncia para a cultura da soja, mesmo com o gene dmo, sendo aplicado nestes
estudos apenas com a finalidade de pesquisa e avaliacdo dos efeitos desencadeados
pela metabolizagéo do dicamba e sua transformagéo em 3,6-DCSA. O uso isolado do
3,6-diclorosalicilico ndo apresenta efeitos negativos nas plantas e assemelha-se aos
efeitos desencadeados pelo uso do acido salicilico, principalmente para as avaliagdes

de assimilacdo liquida de CO:2 e eficiéncia de carboxilacdo. Observou-se com as
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avaliacbes de trocas gasosas uma resposta variavel de acordo com o periodo de
observacéao.

Os teores de dicamba e de 3,6-diclorosalicilico foram avaliados para todos os
momentos de coleta (4, 24, 72, 168, 336 HAA), sendo possivel verificar a eficiéncia

da biotecnologia em degradar o herbicida dicamba em 3,6-DCSA (Figura 9). Os
valores sao referentes a cultivar DMO-1.

Figura 7 — Teores de dicamba e 3,6-DCSA em plantas de soja (DMO-1) com o

gene dmo submetidas a aplicacdo de dicamba em pds-emergéncia
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Tukey a 5% de probabilidade. Barras correspondentes ao intervalo de confianga das médias (p<0,05).

As plantas de soja com o gene dmo mostraram-se eficientes na degradacéo do
dicamba. Apds 4h da aplicacdo de dicamba, detectou-se maiores concentracdes do
herbicida em relacdo ao seu metabdlito 3,6-DCSA nas proporgcbes de 83,5% dos
teores detectados sendo dicamba e 16,5% diclorosalicilico. O momento de coleta em
gue os maiores teores de dicamba foram detectados foi apos 24h da aplicacdo do

herbicida. Na ocasido, 73% do teor foi correspondente ao auxinico e 27% ao 3,6-
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DCSA, demonstrando incrementos na degradacdo do herbicida apdés um dia da
aplicacdo. No entanto, as concentragcfes internas de dicamba nas plantas de soja
apos 24h da aplicacdo do herbicida, foram inferiores a 0,05 g ha™'.

Os valores encontrados nas andlises cromatograficas demonstraram que a
inversao nas concentracdes de dicamba e 3,6-DCSA deu-se apds 3 dias da aplicacao,
uma vez que neste momento foram detectados maiores concentracdes do metabdlito
do que do préprio herbicida na propor¢cdo de 65% diclorosalicilico e 35% dicamba.
Este comportamento manteve-se para a avaliacdo de 7 DAA, onde verificou-se as
maiores concentracfes do metabdlito. Neste momento, a propor¢cdo do metabdlito
com relacédo ao dicamba chegou a 91% para 3,6-DCSA e 9% dicamba. Com 14 dias
apos a aplicacdo do herbicida, os teores encontrados nas plantas de soja foram
inferiores com relacéo as demais épocas de avaliacdo, indicando que possivelmente
h& outros processos envolvidos na degradacdo do herbicida apds a conversdo em
3,6-DCSA. Os resultados indicam rapida degradacdo do herbicida dicamba pela
biotecnologia.

O aumento gradativo nos teores de 3,6-DCSA e a reducao nos teores de dicamba
era esperado, uma vez que estudos na literatura jA& demonstram que o primeiro
produto da degradacao do herbicida dicamba € o 3,6-diclorosalicilico, logo o aumento
nas concentracdes deste metabalito indica eficiéncia da biotecnologia na degradacéo
do herbicida (CORK; KRUEGER, 1991; KRUEGER et al., 1989). A degradacao do
dicamba em DCSA se dé& pela acdo conjunta de um complexo de enzimas formadas
pela expressdo do gene dmo, conhecido como O-dimetilase, o qual é formado por
uma redutase, ferrodoxina e oxigenase (HERMAN et al., 2005). Estes componentes
do complexo enzimaticos foram isolados e detectados por cromatografia, indicando a
acao conjunta destes compostos no processo de desmetilacdo do dicamba (YANG et
al., 1994).

Wang et al., (1997) observaram que este processo de degradacéo do dicamba
ocorre apenas em ambientes aerdbicos, uma vez que os resultados demonstram que
em condi¢des de anaerobiose, ndo ha conversdo de dicamba em DCSA dentro de 1
hora. Porém, quando as amostras permaneceram em ambiente sem a presenca de
oxigénio por 30min e posteriormente foram expostas em condigbes aerobicas, ha
significativa conversdo de dicamba em DCSA, comprovando a dependéncia do
processo de degradacdo do dicamba por oxigénio e confirmando que um dos

componentes do complexo enzimatico é uma oxigenase.
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A formacdo enzimética com trés componentes da O-dimetilase apresenta
eficiéncia apenas quando ha a presenca de todas as proteinas atuando de forma
conjunta. Quando cada componente foi avaliado de forma isolada, ndo apresentaram
atividade enzimatica significativa. Ha influéncia de outros cofatores no processo de
degradacédo de dicamba, principalmente de NADH e NADPH os quais suportam o
processo de degradacao, porém NADH mostra-se mais efetivo do que NADPH. A
molécula de magnésio (Mg?*) é outro cofator necessario para a conversdo de dicamba
em DCSA, uma vez que a auséncia de Mg?* reduz em 99,3% a atividade enzimatica,
demonstrando sua essencialidade no processo, assim como NADH, o qual reduziu
92% quando ausente (BEHRENS et al., 2007; WANG et al., 1997).

A deteccéo de concentracdes inferiores de DCSA aos 14 DAA de dicamba pode
indicar que ha outros metabdlitos envolvidos no processo de degradacdo apos a
conversdo de dicamba em DCSA. Li et al. (2018) identificaram e propuseram que a
degradacéao de 3,6-DCSA em bactérias Rhizorhabdus dicambivorans é catalisada por
componentes do citocromo P450 monoxigenase, responsaveis pela hidroxilacdo de
3,6-DCSA, convertendo-o em 3,6-diclorogentisato (3,6-DCGA).

Tendo em vista a acdo do 3,6-DCSA de forma analoga ao acido salicilico, avaliou-
se 0s compostos da rota do acido chiquimico, rota esta responsavel pela sintese do
acido salicilico, visando avaliar a relacao e influéncia do diclorosalicilico nesta rota,
bem como o comportamento da planta apds a aplicacdo de um herbicida auxinico. Os
teores dos aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano) produzidos pela

rota do acido chiquimico estédo presentes na figura 10.
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Figura 8 — Teores de fenilalanina (A), tirosina (B) e triptofano (C) em plantas de
sojacom o gene dmo submetidas a aplicacdo de diferentes tratamentos em
pOés-emergéncia
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De maneira geral, destaca-se 0os maiores teores dos aminoacidos aromaticos
guando houve a aplicacdo do herbicida auxinico. As concentracdes de fenilalanina
para os periodos de 4 e 24 HAA distinguiram apenas entre as aplicacdes de dicamba
e de acido salicilico. Para os demais periodos de avaliacdo, o uso do herbicida diferiu
de todos os tratamentos. Este comportamento foi observado para tirosina e triptofano
em todos os periodos de coleta, sendo que as diferengas nas concentragbes de
triptofano apds 7 DAA foram observadas entre dicamba e todos os tratamentos, porém
também entre 3,6-DCSA e &cido salicilico diferindo da testemunha.

A rota do acido chiquimico é responsavel pela sintese de compostos como o
corismato, o qual € precursor na sintese de trés aminoacidos aromaticos, fenilalanina,
tirosina e triptofano, os quais desempenham papel fundamental no metabolismo das

plantas (TZIN; GALILI, 2010). Dentre estes compostos a fenilalanina esta relacionada
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a sintese de proteinas, além de atuar como substrato em outras vias na producédo de
compostos secundarios, como ligninas, antocianinas e compostos fenélicos, enquanto
a tirosina estéa relacionada a sintese de alcaldides e quinonas. O aminoacido triptofano
atua como precursor na sintese de &cido indolacético, sendo este um horménio de
crescimento e expansao celular (VELINI et al., 2012).

O dicamba € um herbicida mimetizador de auxina, ou seja, atua de forma
analoga as auxinas na planta, podendo em doses letais, causar um desbalanco
hormonal e crescimento desordenado das plantas. Em doses menores, 0s herbicidas
auxinicos podem desencadear a maior sintese de RNA, DNA e proteinas (OLIVEIRA
JR et al., 2021). Pouco se sabe sobre o possivel efeito de herbicidas auxinicos na rota
do acido chiquimico. A rota é muito explorada em estudos envolvendo o herbicida
glyphosate, o qual atua na inibicdo da enzima EPSPs (5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato sintase) presente nesta rota. Alguns fitohormonios séo sintetizados pela rota
do acido chiquimico e os esqueletos de carbono dos intermediarios, como o corismato,
séo utilizados para a sintese de compostos como a auxina, acido-indol acético (AlA),
além de acidos benzdicos e quinonas (ALMEIDA et al., 2023; MARCHIOSI et al., 2020;
WIDHALM; DUDAREVA, 2015). Os teores de acido chiquimico e acido salicilico das
plantas de soja com o gene dmo foram avaliados em todos os momentos de coleta e

estdo presentes na figura 11.
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Figura 9 — Teores de acido chiquimico (A) e acido salicilico (B) em plantas de
sojacom o gene dmo submetidas a aplicacdo de diferentes tratamentos em

pOés-emergéncia
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médias (p<0,05).

As primeiras avaliacGes das amostras de soja demonstraram maiores acumulos
de &cido chiquimico para as aplicaces de dicamba aos 4, 24 HAA e 3, 7 DAA (Figura
11A). Aos 14 DAA as diferencas no acumulo deste composto ndo foram significativas
entre os tratamentos. O acumulo de acido chiquimico é um forte indicador de acéo do
herbicida glyphosate, o qual atua inibindo a enzima EPSPs (MONACO; WELLER,;
ASHTON, 2002). Porém, ndo hé indicios na literatura de que herbicidas auxinicos
possam interferir diretamente na rota do &cido chiguimico.

Com relacao aos teores de acido salicilico, observa-se novamente elevados
teores deste composto para as plantas que foram tratadas com dicamba (Figura 11B).
O tratamento herbicida apds 4 horas da aplicacao, diferiu nos teores de acido salicilico
guando comparado com a aplicacdo exdgena de acido salicilico. Para a avaliacéo de
24h, esta diferenca foi ainda maior, diferindo também da testemunha e da aplicacdo
de 3,6-diclorosalicilico. Ao avaliar-se 3 DAA, ndo houve diferencas entre dicamba e
acido salicilico, no entanto estes dois tratamentos diferiram da testemunha e do
diclorosalicilato. O comportamento da aplicacdo de dicamba manteve-se aos 7 DAA e
para a avaliacdo de 14 DAA observou-se comportamento semelhante entre dicamba
e seu metabolito 3,6-DCSA, diferindo ambos do tratamento controle e da aplicacéo de
acido salicilico. As concentracdes de acido cumarico e 4cido quinico, presentes na

rota do acido chiquimico estéo na figura 12.
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Figura 10 — Teores de acido cumarico (A) e acido quinico (B) em plantas de
sojacom o gene dmo submetidas a aplicacdo de diferentes tratamentos em
pés-emergéncia
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médias (p<0,05).

Os maiores teores de acido cumarico (Figura 12A) foram novamente
observados para as plantas que receberam a aplicacéo de dicamba, com excecédo da
avaliacdo de 4 HAA. O comportamento dos demais tratamentos foi variavel de acordo
com o periodo de coleta das plantas, porém no geral os tratamentos diferiram da
testemunha. Para a avaliagdo de 3 DAA, diferencas significativas foram constatadas
entre dicamba e 3,6-DCSA e destes com relacdo a testemunha e acido salicilico. O
comportamento desta variavel foi semelhante para 7 e 14 DAA, uma vez que dicamba
diferiu de todos os demais tratamentos, 3,6-DCSA e acido salicilico diferindo entre si
e com relacéo a testemunha.

As andlises de &cido quinico (Figura 12B), revelaram apdés 4 horas da aplicacéo
dos tratamentos que a aplicagéo de dicamba, novamente, diferiu da testemunha e da
aplicacéo isolado de 3,6-DCSA. Porém, para as demais avaliacdes, verificou-se
incrementos significativos nos teores de acido quinico para a aplicacao de 3,6-DCSA.
Para a avaliacdo de 24 HAA, todos os tratamentos diferiram da testemunha, porém
nao diferiram entre si. Avaliando as plantas aos 3 DAA, novamente o tratamento com
diclorosalicilico demonstrou-se superior a testemunha e ao 4cido salicilico, porém
semelhante com dicamba. As avaliacbes de 7 e 14 DAA demonstraram
comportamentos semelhantes, destacando-se a superioridade dos tratamentos com

3,6-DCSA, o qual diferiu dos demais nas duas épocas finais de avalicdo, enquanto
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dicamba e acido salicilico ndo diferiram entre si, mas foram superiores a testemunha.

Os teores de acido clorogénico e acido ferulico podem ser observados na figura 13.

Figura 11 — Teores de &cido clorogénico (A) e acido ferulico (B) em plantas de
sojacom o gene dmo submetidas a aplicacéo de diferentes tratamentos em
pdés-emergéncia
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médias (p<0,05).

Diferente das demais variaveis analisadas, os teores de acido clorogénico
parece ter sido menos influenciado pela aplicacdo de dicamba (Figura 13A). Na
avaliacdo de 4HAA, 3,6-DCSA apresentou comportamento semelhante a testemunha,
diferindo da aplicacdo de dicamba e de &cido salicilico. Porém, para 24 HAA e 3 DAA
todos os tratamentos foram inferiores a testemunha. O comportamento da variavel
apos 7 dias da aplicacdo manteve-se com a testemunha apresentando 0s maiores
teores de acido clorogénico, enquanto dicamba e diclorosalicilico foram semelhantes
entre si, porém inferiores a testemunha, sendo que esta ndo diferiu da aplicacao de
acido salicilico. Na avaliacao final, 14 DAA, manteve-se a tendéncia de a testemunha
ser superior aos demais tratamentos, porém diferindo apenas de 3,6-DCSA.

Ao contrario dos teores de &cido clorogénico, as concentracdes de &cido
ferulico foram incrementadas em algumas avaliacdes de acordo com o tratamento
(Figura 13B). Para as primeiras avaliagdes, observou-se que a aplicagédo de dicamba
foi superior aos demais tratamentos, tanto para 4 HAA quanto para 24 HAA, sendo
gue com 24 HAA todos os tratamentos foram superiores a testemunha. Porém, aos 3
DAA apenas 3,6-DCSA e acido salicilico diferiram da testemunha, enquanto aos 7
DAA todos os tratamentos foram semelhantes entre si. Aos 14 DAA, nota-se que

diclorosalicilico e acido salicilico foram superiores ao dicamba e a testemunha.
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As maiores concentracbes de acido chiquimico nas plantas é uma
caracteristica de herbicidas inibidores da enzima EPSPs, como o glyphosate. Este
efeito € observado em plantas sensiveis como cana-de-aclcar (Saccharum
officinarum) (CARBONARI et al., 2014; NASCENTES et al.,, 2018), eucalipto
(Eucalyptus globulus) (NASCENTES et al.,, 2018), trigo (Triticum aestivum)
(ANDERSON; COBB; LOPER, 2001), soja (Glycine max) (SILVA et al., 2016; VELINI
et al., 2008) e milho (Zea mays) (VELINI et al., 2008). Incrementos significativos nos
teores de acido quinico foram constatados para o tratamento com 3,6-DCSA em
diferentes periodos, principalmente para 7 e 14 DAA. O incremento nos teores de
acido quinico esta relacionado ao fato de que este composto possa servir como fonte
de carbono para a sintese de compostos aroméaticos (ZABALZA et al., 2017).

O &cido salicilico é um composto produzido pela rota do acido chiquimico e esta
relacionado a protecdo das plantas contra estresses bioticos e abioticos (KUMAR,
2015). Aos 14 DAA maiores concentracfes de acido salicilico foram observadas para
dicamba e diclorosalicilico, assim como em outras avaliacdes para a aplicacdo de
dicamba. No entanto, as plantas podem apresentar rotas alternativas para a sintese
de acido salicilico, dependentes das condicbes metabdlicas em que a planta se
encontra (MESCHEDE et al., 2012). O acido salicilico € capaz de mitigar injarias
provenientes de estresses abibticos sofridos pelas plantas, como toxidez por metais
pesados FARAZ et al., 2020; ZANGANEH; JAMEI; RAHMANI, 2019), estresse por
baixas temperaturas (IGNATENKO et al.,, 2019) e toxidez por herbicidas (KAYA,
YIGIT, 2014; LIANG; LU; YANG, 2012; YIGIT et al., 2016). As injurias sofridas por
plantas de trigo provenientes da aplicacédo de herbicidas inibidores do fotossistema ll,
como o isoproturon, foram mitigadas a partir da aplicacéo exogena de acido salicilico,
uma vez que este composto melhorou a atividade do sistema antioxidante das plantas,
potencializando a degradacéo do herbicida (LIANG; LU; YANG, 2012; LU et al., 2015).
A degradagcdo de dicamba em um composto salicilato como o 3,6-DCSA ou a
aplicagdo exogena de diclorosalicilico parece ter relagdo com a rota de sintese do
acido salicilico, porém mais estudos séo necessarios para elucidar, de fato, a dinamica
destes compostos nas plantas, como por exemplo, estudos destes compostos em
plantas submetidas a algum estresse, biético ou abidtico.

Ha algumas evidéncias de que o acido clorogénico possa atuar na protecao
das plantas ao ataque de fungos (MAHER et al., 1994), podendo em alguns casos

atuar como protetor UV, uma vez que compostos fendlicos desempenham funcdes
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como filtros de luz (GITZ, 2004). Este composto ndo respondeu da mesma maneira
que as demais variaveis, uma vez que as plantas testemunhas apresentaram as
maiores concentracoes.

Incrementos na sintese de aminoécidos aromaticos, como a fenilalanina,
tirosina e triptofano sdo observados em alguns estudos de hormesis de glyphosate
em diferentes plantas (FERNANDEZ-ESCALADA et al., 2016; GOMES; VELINI;
CARBONARI, 2015; MAROLI et al., 2015; SILVA et al., 2018; ZULET et al., 2013). As
maiores concentracdes dos aminoacidos aromaticos podem estar relacionadas a
degradacdo de proteinas e consequentemente a liberacdo dos aminoacidos que
componham estas estruturas e ndo necessariamente a estimulos provenientes da
aplicacdo dos tratamentos (GRAVENA et al.,, 2009; ORCARAY et al., 2010;
PETERSEN et al., 2007; WANG, 2001). As maiores concentragdes de fenilalanina nas
aplicacoes de dicamba, principalmente aos 3, 7 e 14 DAA, corroboram principalmente
com os dados de acido cumarico e, em algumas avaliacfes, com os dados de acido
salicilico, uma vez que estes compostos tém como precursor o aminodacido,
fenilalanina.

Assim como o acido salicilico, o acido jasménico € um composto endégeno
regulador, o qual esta envolvido em alguns processos das plantas como germinacgao
das sementes, além de atuar como resposta de defesa contra o ataque de patdégenos
e estresse a seca (FEUSSNER; WASTERNACK, 2002). H& poucos relatos na
literatura com relagdo ao efeito de auxinas sintéticas na sintese destes compostos
sinalizadores, como o acido salicilico e acido jasmonico. No entanto, alguns autores
compararam os efeitos de herbicidas auxinicos nas concentracdes internas de acido
jasmonico em plantas de Galium aparine, tratando-as com 10 ul dos tratamentos a
base de dicamba e Quinclorac durante 24h em sistema hidroponico e verificaram
incrementos nos teores internos de acido jasménico em relacdo ao tratamento
controle no tecido das raizes das plantas (GROSSMANN; ROSENTHAL;
KWIATKOWSKI, 2004).

Houve estimulos provenientes da aplicacao de dicamba em diferentes variaveis
da rota do acido chiquimico. O incremento nos teores dos aminoacidos, fenilalanina,
tirosina e triptofano, sao justificaveis, uma vez que percebe-se incrementos de outros
compostos dentro da rota. Os maiores incrementos parecem ser no inicio da rota,

principalmente devido ao incremento nos teores de acido chiquimico e acido quinico.
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O acido quinico é sintetizado na regido dos plastidios a partir de intermediarios
presentes na rota do acido chiquimico, podendo ser produzido a partir da desidratacao
do chiquimato, justificando a relagéo de incremento tanto de acido chiquimico quanto
de &cido quinico. O acido clorogénico pode ter como precursor da sua sintese o acido
qguinico, no entanto, ndo foi constatado incrementos significativos para acido
clorogénico, possivelmente devido ao fato de que a sintese deste composto é
dependente de intermediarios sintetizados e envolvidos em outras rotas, como por
exemplo a rota de sintese de fenilpropanoides. Além disso, constatou-se incrementos
nas concentracbes de acido cumarico, relacionado principalmente as maiores
concentracGes do aminoacido fenilalanina, porém também pode estar relacionado ao
estimulo de &cido quinico, uma vez que &cido quinico e chiquimato podem ser
esterificados e convertidos em &cido cumérico na rota dos fenilpropandides
(MARCHIOSI et al., 2020).

Diante do exposto, verifica-se que ha relacdo do herbicida dicamba e dos
compostos salicilatos, tais como o 3,6-DCSA e o &cido salicilico, com alguns produtos
da rota do &cido chiquimico, como o &cido quinico e &cido salicilico. H& relatos da
influéncia de herbicidas auxinicos no estimulo a sintese de outros compostos, tal
como o acido jasménico. No entanto, maiores estudos sdo necessarios a fim de
elucidar, de fato, a real influéncia de herbicidas auxinicos na rota do acido chiquimico,
bem como o comportamento de compostos salicilatos, via aplicacdo exégena ou via
degradacdo do herbicida dicamba, em condi¢cdes de imposicdo de estresse em
plantas de soja com o gene dmo. Outro ponto a ser compreendido € se ha o estimulo
de sub-doses de herbicidas auxinicos, neste caso o dicamba, na rota do &cido
chiquimico em plantas suscetiveis, uma vez que uma das possibilidades dos
incrementos observados neste estudo, esteja relacionado a degradacédo de parte do
produto pela biotecnologia e o incremento tenha sido estimulado por sub-doses do

produto apos uma degradacao parcial, desencadeando efeitos similares a hormesis.
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5 CONCLUSOES

As plantas de soja com o gene dmo podem apresentar pequenas reducdes na
assimilacao liquida de CO2 em condi¢des de aplicagdo do herbicida dicamba em pés
emergéncia na dose de 720 g.e.a ha.

As reducbes na taxa fotossintética observadas para a aplicacdo de dicamba
nao comprometem o desempenho da eficiéncia de carboxilacao.

A biotecnologia de soja com 0 gene dmo mostra-se eficiente na degradacéo do
dicamba a partir da converséo do herbicida em 3,6-diclorosalicilico, sendo encontrado
grandes concentracdes do metabdlito apos 7 dias da aplicacdo do herbicida.

Aos 3 DAA de dicamba, a concentracdo de 3,6-diclorosalicilico € superior a
concentracéo de dicamba.

Apos 24h da aplicagéo de dicamba, as concentrac¢des internas do herbicida nas
plantas de soja foram inferiores a 0,05 g ha™*.

O herbicida dicamba estimulou a sintese de aminoacidos aromaticos, bem
como desencadeou estimulos na rota do &cido chiquimico.

Compostos salicilatos como o produto da degradacdo do dicamba pela
biotecnologia, pode apresentar influéncia na producéo de alguns compostos da rota
do acido chiquimico, tais como acido salicilico e acido quinico.

E necessario maiores estudos para o aprimoramento do entendimento sobre
possiveis efeitos de herbicidas auxinicos sobre compostos produzidos via rota do
acido chiquimico, tais como o estimulo de sub-doses e a dindmica destes compostos

em condi¢ces de estresses bidticos ou abidticos.
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APENDICE A - Cromatograma do herbicida dicamba gerado na concentracao
de 6.25 ppb
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APENDICE B - Cromatograma do 3,6-diclorosalicilico (3,6-DCSA) gerado na
concentracdo de 100 ppb
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