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1 RESUMO

As cultivares de algoddo Liberty Link ® sdo aquelas que resistem
a aplicacdo do amodnio glufosinate a uma dose que normalmente seria recomendada para
os demais biotipos da espécie. Estas cultivares de algodao sdo constituidas geneticamente
com um gene que codifica a produ¢do da enzima fosfinotricina acetil transferase (PAT),
responsavel pela acetilagdo do amonio glufosinate, inativando-o na planta. A cultivar de
algodio FiberMax® 975 WideStrike por também apresentar em seu DNA o gene PAT
apresentaria o comportamento de seu metabolismo intermedidrio as cultivares
convencional e Liberty Link®. O objetivo do trabalho foi avaliar as alteragdes metabdlicas
e a intoxicagio das plantas de algodio WideStrike® comparadas a plantas Liberty Link®
e convencionais, quando submetidos ao herbicida amonio glufosinate. Os estudos foram
conduzidos em casa de vegetagdao na Faculdade de Ciéncias Agrondmicas - FCA / UNESP
- Campus de Botucatu (SP). Dois experimentos foram instalados simultaneamente
utilizando cultivares as cultivares transgénicas e convencional, sendo o primeiro para
avaliar a intoxicagdo e alteracdes na fotossintese e o segundo para quantificar compostos
relacionados a rota de acao do herbicida amonio glufosinate. Foram semeadas 5 sementes
por vaso de trés cultivares de algoddo FM 993 (convencional), FM 975WS® (transgénica)
e IMACD 6001LL® (transgénica) e, aos 15 dias apos a emergéncia (DAE) foi realizado
o desbaste das plantas, mantendo duas plantas por vaso. Quando as plantas apresentaram

2 folhas verdadeiras (25 dias apoOs emergéncia) realizou-se a primeira aplicagdo dos



tratamentos, sendo as demais aplicagdes aos 40 e 55 DAE. As doses calculadas para cada
tratamento foram 200 g i.a. ha™!, 400 g i.a. ha'e 600 g i.a. ha' do herbicida amonio
glufosinate (Finale). Realizaram-se as coletas das folhas e determinag¢des do teor de
amonia, glutamato, glufosinate e serina aos 2 dias apds a aplicagdo dos tratamentos. A
partir das variaveis de comportamento do metabolismo avaliadas para as trés cultivares
de algodao, conclui-se a cultivar de algodao FM 975WS apresentou comportamento
metabodlico semelhante a cultivar IMACD 6001LL (resistente ao herbicida amodnio
glufosinate) e diferente da cultivar FM 993 (convencional). Até a dose comercial, a
cultivar FM 975WS: manteve os niveis de amoénia e glutamato, ndo acumulando amoénia
e glutamato; metabolizou glufosinate ao ponto de nao propiciar intoxicagdo ¢ morte das
plantas; preservou os niveis de producdo de serina; manteve as mesmas taxas do

transporte de elétrons; ndo ocasionou elevada intoxicagdo as plantas.

Palavras-chave: amonia, glutamato, serina, fitointoxicacao.
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2 SUMMARY

The Liberty Link cotton cultivars are those that resist a dose of ammonium glufosinate
application that normally would be recommended for other biotypes species . These cotton
plants are constitute genetically with gene that encodes the production of enzyme
phosphinothricin acetyl transferase (PAT) responsible for the acetylation of glufosinate
ammonium, inactivating it in the plant. The cotton cultivar FiberMax® 975 WideStrike
has present in its DNA the gene PAT and present intermediate metabolism to
conventional cultivars and Liberty Link ®. The purpose of the study was to evaluate the
metabolic changes and the intoxication of WideStrike®cotton plants compared with
Liberty Link ® and conventional plants, when treated to ammonium glufosinate

herbicide. The studies were carried out in a greenhouse at the Faculty of Agricultural



Sciences, “Julio de MesquitaFilho" State University — Botucatu Campus (SP). Were
conducted two experiments simultaneously using the transgenic and conventional
cultivars, the first one to evaluate the toxicity and changes in photosynthesis and the
secondto quantify compounds related to the herbicide ammonium glufosinate action
route. Five seeds were sown of each cultivar per pot of the three cotton cultivars FM 993
(non-genetically modified), FM 975WS® (genetically modified) and IMACD 6001 LL®
(genetically modified) and at 15 days after emergence (DAE) was performed thinning of
the plants, keeping two plants per pot. When the plants had two true leaves (25 days after
emergence) held the first treatment application, and other applications at 40 and 55 DAE.
The doses calculated for each treatment were 200 g ai ha-1, 400 g ai ha-1 and 600 g ai
ha-1 of the herbicide ammonium glufosinate (Finale). The leaves were harvested and the
determinations of concentration of ammonia, glutamate, serine and glufosinate were
realized 2 days after application treatment. Based on the variables of the metabolism
behavior evaluated for the three cotton cultivars, it was concluded that the cotton cultivar
FM 975WS showed similar metabolic behavior to cultivate IMACD 6001LL (herbicide
glufosinate ammonium resistant) and different cultivar FM 993 (non-genetically
modified). Until the commercial dose to cultivate FM 975WS: maintained the levels of
ammonia and glutamate, not accumulating ammonia and glutamate; metabolized
glufosinate to the point of not providing toxicity and death of plants; preserved the levels
of production of serine; maintained the same rates of electron transport; did not resulted

high toxicity to plants.

Keywords: ammonia, glutamate, serine, herbicide injury.



3 INTRODUCAO

O Brasil ¢ o quinto produtor e exportador mundial de algodao,
uma cultura de grande importancia do ponto de vista econdmico e social. Um expressivo
aumento de sua participagdo no cendrio mundial iniciou-se apds o deslocamento da
produgdo para a regido dos Cerrados, que apresenta condicdes favordveis para o
desenvolvimento da cultura. Somada as condigdes climaticas esta a utilizagcdo de
variedades adaptadas as condi¢des edafoclimaticas da regido, tolerancia a algumas
pragas, doencas e plantas daninhas e, com maior potencial produtivo, além da utilizacao
de modernas técnicas de cultivo.

Um dos principais tratos culturais da cultura do algoddo ¢ o
controle de plantas daninhas, que deve ser realizado ao longo do ciclo, principalmente no
periodo denominado de Periodo Critico de Preven¢do a Interferéncia (PCPI),
correspondente dos 8 aos 70 dias ap6s emergéncia (DAE) das plantas. Existem diferentes
técnicas e combinagdes destas para controle de plantas daninhas, tais como métodos
culturais, mecanicos e quimicos, sendo o controle quimico por meio da aplicagdo de
herbicidas o principal método de controle.

O evento de culturas geneticamente modificadas resistentes aos
herbicidas surgiu da necessidade de facilitar o manejo de plantas daninhas na cultura e

possibilitar a seletividade de herbicidas para as culturas. Atualmente sdo registrados e



aprovados pela Comissdo Técnica de Biosseguranga dois eventos de algodao resistentes
a herbicidas, ao glyphosate e ao amonio glufosinate, denominados de Roundup Ready® e
Liberty Link®, respectivamente.

O algodio Liberty Link® ¢ resistente a0 amonio glufosinate, que
¢ um herbicida do grupo dos herbicidas inibidores da glutamina sintetase (GS), obtido de
uma toxina natural — fosfinotricina, a partir de duas espécies bactérias de Streptomyces
viridochromogenes € hygroscopicus. A GS € uma enzima que esta envolvida na sintese
do aminodcido glutamina, através da adicdo de uma molécula de amonio (forma
inorgénica) no aminodcido glutamato.

O isdmero Optico levogiro do amonio glufosinate atua como um
analogo estrutural da GS, inibindo entdo a formacao da glutamina e rompendo o ciclo do
nitrogénio no interior das células. Uma série de eventos sao desencadeadas a partir desse
bloqueio, como acimulo de amodnia no interior celular, formacdo de radicais livres,
acumulo de glioxilato, paralisacdo da fotossintese e até¢ morte das plantas.

Essa resisténcia ao amonio glufosinate ¢ conferida pelo gene bar,
que codifica a sintese da enzima fosfinotricina-N-acetiltransferase (PAT), que metaboliza
rapidamente o glufosinate em um composto estavel e ndo toxico para a planta, o acido 2-
acetamido-4-methylphosphinico-butandico (N-acetyl-L-glufosinate - NAG) ou acido 4-
metilfosfinico-butanoico (MPB).

Para o desenvolvimento de novos eventos de transgenia
relacionados com resisténcia a insetos e doengas, normalmente sdo inseridos juntamente
com os genes de interesse um gene de resisténcia a herbicidas, para assim facilitar as
avaliagdes de sucesso ou insucesso de inser¢do do gene de interesse na planta.

Um exemplo é a cultivar de algodio FM 975 WideStrike®, que
apresenta resisténcia a algumas pragas da cultura, porém no processo de obten¢do da
transgenia foi inserido como marcador de sele¢do para o gene bar. Plantas que apresentam
o gene bar como um marcador, apresentam um comportamento diferenciado quando
submetidas ao tratamento com o herbicida amonio glufosinate. Contudo, ainda nao
existem estudos detalhados do comportamento metabolico destas plantas em relagdo a
intoxicagao, mecanismos de desintoxicagdo, apds o tratamento com o herbicida.

A cultivar de algoddo FM 975 WS® por apresentar em seu DNA
o gene PAT apresentaria o comportamento de seu metabolismo intermedidrio as
cultivares convencional e Liberty Link®. Portanto, o objetivo do trabalho foi avaliar as

alteracdes metabdlicas e a intoxicacdo das plantas de algoddo WideStrike® comparadas a



plantas Liberty Link® e convencionais, quando submetidos ao herbicida aménio

glufosinate.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Cultura do Algodao

O algodao (Gossypium hirsutum L.) é conhecido ha mais de
10.000 anos e, apresenta como centro de origem a India. E uma das culturas mais
importantes do mundo, em termos economicos e sociais, sendo produzido em mais de 60
paises, nos cinco continentes. Os maiores produtores da fibra sio: China, India, Estados
Unidos, Paquistdo e Brasil, somando uma area total mundial de aproximadamente 35
milhdes de hectares, com uma producao de 25,16 milhdes de hectares na ultima safra
(ASSOCIACAO SUL-MATOGROSSENSE DOS PRODUTORES DE ALGODAO,
2010; COTTON INCORPORATED, 2014).

No Brasil € a quinta cultura de graos em area planta, ficando atras
das culturas do milho, soja, arroz e feijdo. Nesta ultima safra 13/14 a cultura do algodao
registrou uma area a ser cultivada de 1.090,1 mil hectares, conferindo um aumento de
22,1% (197,8 mil hectares) em relagdo aos 894,3 mil hectares plantados na safra anterior
(2013). A estimativa ¢ de que a producdo de carogo de algoddo seja de 2.523,5 mil
toneladas (25% superior a safra passada 12/13). O estado do Mato Grosso ¢ o lider
nacional em producao e responsavel por 55,9% da producdo, seguido pela Bahia e Goias

(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2014).



A produtividades da cultura do algoddo ¢ influenciada por
diversos fatores, como tipo de solo; condi¢des climaticas e ambientais (temperatura,
regime pluviométrico, luz, umidade) (RUEDELL, 1995; PAES; REZENDE, 2001;
CONSTANTIN et al., 2005) cultivares utilizadas; tratos culturais adotados; sistema de
plantio e cobertura vegetal (MATEUS et al., 2004; CORREIA et al., 2006; FERREIRA
et. al., 2007, MESCHEDE et al, 2007); presenca de pragas (EVANGELHISTA Jr et al.,
2004), doengas e plantas daninhas na area de cultivo (PITELLI, 1987). As plantas
daninhas sdo o principal fator bidtico de influéncia na cultura do algoddo, que apresenta
grande suscetibilidade as interferéncias ocasionadas por elas, podendo ocasionar perdas
superiores a 90% de produtividade (FREITAS et al., 2002).

O processo de interferéncia das plantas daninhas se inicia quando
fatores como agua, luz e nutrientes tornam-se limitantes para a cultura do algodao.
Segundo Pitelli (1985) o grau de interferéncia das plantas daninhas serad dependente tanto
dos fatores ligados a propria cultura (densidade, espacamento e cultivar) quanto dos
fatores ligados a comunidade infestante (densidade populacional das plantas daninhas na
area de cultivo, distribui¢ao pela area, potencial alelopatico, hospedeira de pragas e/ou
doengas).

Em funcao da densidade de semeadura da cultura, sistema de
cultivo (plantio direto, convencional, cultivo minimo), densidade e espécies da
comunidade infestante, entre outros fatores, o Periodo Anterior a Interferéncia (PAI) e
Periodo Total de Prevengao a Interferéncia (PTPI) podem variar de 8 a 15 dias apos a
germinacdo e de 60 a 70 dias apds a germinagdo, respectivamente (SALGADO et al.,
2002; FREITAS et al., 2002; CARDOSO et al., 2010).

Existem alguns fatores limitantes relacionados a morfologia,
fisiologia e bioquimica que influenciam no desenvolvimento do algodoeiro, como:
arquitetura planofilar das folhas; baixa transmissibilidade da luz via folhas, provocando
baixa taxa fotossintética nas folhas sombreadas; metabolismo fotossintético do tipo C3
(BENEDICT,1984); a enzima de fixagdo do didxido de carbono, a Rubisco (Ribulose 1,5
— bifosfato carboxilase) apresenta baixa afinidade catalitica pelo substrato, resultando em
maior atividade oxigenasse; elevadas taxas de fotorrespiragdo (HESKETH, 1967); baixa
taxa de translocacdo de assimilados via floema com consequente acumulacdo de amido
nas folhas, podendo causar ruptura das membranas internas dos cloroplastos (ASHLEY,
1972; BELTRAO, 2004). A soma de todos estes fatores limitantes resulta num baixo

desenvolvimento inicial das plantas (AZEVEDO et al., 1993), que as tornam mais



10

suscetiveis a competicdo com as plantas daninhas, principalmente as que apresentam
metabolismo C4, cujo mecanismo de fixagdo de carbono ¢ mais eficiente comparando
com o algodoeiro (C3) (BENEDICT, 1984).

Dentre as principais espécies que competem com a cultura do
algodao, pode-se destacar alguns integrantes da familia Poaceae, como: capim marmelada
— Brachiaria plantaginea, capim colchdo — Digitaria spp., grama seda — Cynodon
dactilon, trapoeraba — Commelina spp.; da familia Cyperacea: as tiriricas — Cyperus spp.;
e as representantes dicotiledonares, como: leiteiro — Euphorbya heterophylla, picao preto
— Bidens pilosa, carrapicho de carneiro — Acanthospermum hispidum, cordas de viola —
Ipomoea spp., caruru — Amaranthus spp., entre outras (CHRISTOFFOLETI et al., 2011).

O sucesso no controle de plantas daninhas ¢ um dos principais
fatores que acarretardo em maiores produtividades da cultura. O melhor método de
controle ¢ a adocao de diferentes técnicas de manejo, assim um método complementa o
outro, ampliando a faixa de controle das diferentes espécies infestantes. Pode-se citar
como os principais métodos de controle o preventivo, fisico, cultural, bioldgico, mecanico
e quimico. Alguns fatores especificos de cada regido e propriedade ¢ que determinardao
quais os melhores métodos ¢ manejos a serem adotados, e sdo dependentes da extensao
da area a ser cultivada, do tipo de solo, do manejo anterior, das espécies daninhas
presentes na area, da disponibilidade de mao de obra, equipamentos, herbicidas
(PITELLI; DURIGAN, 1984; PITELLI, 1987, CHRISTOFFOLETI et al., 2011;
CONSTANTIN, 2011).

Em decorréncia do aumento das grandes areas de produgdo
altamente tecnificadas, como Bahia e Mato Grosso por exemplo, o principal método de
controle adotado ¢ o quimico. Dentre os principais herbicidas utilizados, o amdnio
glufosinate € de grande importancia no controle em pos emergéncia das plantas daninhas,
utilizando-se aplicagdo com jato dirigido, visto que ainda a maioria das areas de produgao
utilizam cultivares convencionais.

No ano de 2008 foi autorizado pela CTNBio a introdug¢ao no
Brasil de cultivares de algoddo geneticamente modificadas resistentes ao herbicida
amonio glufosinate, denominadas de Liberty Link® (COMISSAO TECNICA
NACIONAL DE BIOSSEGURANCA - CTNBio, 2008). Atualmente no mercado
brasileiro s6 existem trés cultivares registradas com esta tecnologia (FiberMax 966LL,
FiberMax 951LL ¢ IMACD 6001LL), com potencial expansdo de area de plantio e

desenvolvimento de um maior numero de cultivares que sejam adaptadas a diferentes
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condigdes edafoclimaticas (FREIRE et al., 2012). Além de resisténcia a0 amonio
glufosinate, existem também no Brasil algumas cultivares com resisténcia ao herbicida
glyphosate: Algodao Roundup Ready, Roundup Ready Flex e GlyTol (FREIRE et al.,
2012).

4.2 Rota de Incorporacio do Nitrogénio nas Plantas

O nitrogénio € o segundo elemento mais importante no ciclo de
vida das plantas, sendo o carbono o primeiro. Ele tem um papel de tamanha importincia
na formag¢do de compostos, como aminoacidos, proteinas, DNA, RNA e em outras
estruturas celulares. Embora seja o elemento mais abundante na atmosfera, as plantas ndo
conseguem metaboliza-lo na forma gasosa e, para que entdo elas sejam possibilitadas de
metaboliza-lo entram em acdo algumas bactérias e cianobactérias capazes de realizar a
fixacdo biologica de nitrogénio. No solo, o nitrogénio pode ser transformado em amdnio
ou nitrato, dependendo das condi¢des do ambiente (como pH) (CABALLERO, 2011). As
plantas ao absorverem nitrogénio na forma de nitrato, assimilam-no em nitrito e amonio,
ap6s uma série de reagdes de reducao (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A presenca de amonio (NH4"), proveniente da assimila¢do do
nitrato ou da fotorrespiragao, nas células vegetais ¢ prejudicial devido a sua toxicidade,
portanto ha necessidade de sua rapida assimilagdo. Os tecidos das plantas apresentam um
eficiente sistema de assimilagcdo desse amonio, que € ativado sob baixas concentragdes de
NH4". A enzima responsavel por esta assimilagdo é a glutamina sintetase (GS), que
catalisa a unido do NH4" com glutamato para formar glutamina (Figura 1). Para
ocorréncia desta reacdo, ¢ necessaria a hidrolise de uma molécula de ATP e envolve um
cation bivalente, como o Mg?*, Mn*" ou Co*" como um cofator (SODEK, 2008; TAIZ;

ZEIGER, 2013).
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Figura 1. Formagdo da glutamina catalisada pela enzima glutamina sintetase (GS).
(Adaptado: SODEK, 2008).
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A enzima GS esta presente nas plantas em duas regides: no citosol
e nos plastideos das raizes ou nos cloroplastos da parte aérea. As GSs presentes no citosol
sdo expressas durante a germinagdo de sementes ou no feixe vascular das raizes e partes
aéreas, produzindo glutamina para o transporte do nitrogénio intracelular. A GS dos
plastideos das raizes forma o nitrogénio amida que ¢ consumido localmente, enquanto
que a GS dos cloroplastos da parte aérea reassimila o NH4" da fotorrespiragdo (MIFLIN;
LEA, 1977; LAM et al., 1996). As duas isoformas da GS presente nas raizes € nos
cloroplastos das folhas apresentam diferente sensibilidade ao herbicida, sendo a isoforma
da GS radicular mais sensivel ao amonio glufosinate em Sinapis alba e Triticum aestivum
(WILD; MANDERSCHEID 1984; MANDERSCHEID; WILD, 1986).

Com a sintese de glutamina nos cloroplastos, os niveis deste
aminoacido aumentam e estimulam a acdo da enzima glutamina: 2-oxoglutarato
aminotransferase (GOGAT), que transfere o grupo amida da glutamina para o 2-
oxoglutarato, originando duas moléculas de glutamato. As plantas apresentam duas
classes de GOGAT, uma que recebe elétrons do NADH (localizada nos plastideos de
tecidos ndo fotossintéticos) e outra que recebe elétrons da ferrodoxina (FD) (localizada
nos cloroplastos das folhas principalmente). Uma das moléculas de glutamato retorna
para assegurar a continuacdo da GS e, a outra pode ser consumida na formagao de novos
aminoacidos, via transamina¢do com diversos cetoacidos, entre eles o glioxilato,
formando aminoacidos e recuperando o 2-oxo- glutarato (TEMPLE et al., 1998; SODEK,
2008; TAIZ; ZEIGER, 2013; MATHEWS; HOLDE, 1990).

O amonio pode ainda ser assimilado por uma rota alternativa, pela
glutamato desidrogenase (GDH), que catalisa uma reagdo (reversivel) entre o 2-
oxoglutarato, NH4+" e NAD(P)H, formando assim o aminoacido glutamato (Figura 2). A
forma NADH ¢ encontrada nas mitocondrias, enquanto que a forma NADPH ocorre nos
cloroplastos de 6rgdos fotossintéticos. Embora até a década de 80 acreditava-se que a
GDH era a enzima responsavel pela maior parte da incorporagdo do NH4" para formagéo
de glutamato, Woo e Osmond (1982) e Fentem et al. (1983) propuseram o papel da GS e
da GOGAT no processo de transaminagao. Portanto, a GDH ndo pode substituir a rota da
GS-GOGAT para assimilacio do amoénio, assim, sua principal fungdo ¢ desaminar o
glutamato (TEMPLE et al., 1998; SODEK, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2013).

A GS além das fungdes de assimilagao do amonio e da sintese de

aminoacidos, ela também atua na fotorrespiracdo e na manutengao de baixos niveis de
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glioxilato para prevenir a inibi¢ao da ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase (Rubisco), que ¢
uma enzima chave na fixa¢ao de carbono (STEPHENSON et al., 2006).

O processo de fotorrespiragdo envolve trés organelas:
cloroplastos, peroxissomos e mitocondrias. No cloroplasto, caso a enzima ribulose 1,5
bisfosfato (Rubisco) atue com atividade oxigenasse, originaréa glicolato. Duas moléculas
de glicolato e uma de glutamato saem do cloroplasto e migram para o peroxissomo, onde
o glicolato ¢ oxigenado formando glioxilato. No peroxissomo tanto o glutamato quanto o
glioxilato sdo catalisados pela mesma enzima glioxilato:glutamato sintetase (GGAT) a 2-
oxoglutarato e glicina, respectivamente. A glicina flui para as mitocondrias, onde se une
a outra molécula de glicina formando serina, amonio e gas carbOnico. A serina recém
sintetizada flui para o peroxissomo e forma glicerato. O amonio e o gas carbonico das
mitocondrias e o 2-oxoglutarato e glicerato do peroxissomo migram para o cloroplasto

(TAIZ; ZEIGER, 2013) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema representativo da metabolizacdio do glutamato, com enzimas,
aminoacidos e organelas envolvidos. (Adaptado DAUBRESSE et al., 2006 e
TAIZ; ZEIGER, 2013).

4.3 Amonio Glufosinate

O amonio glufosinate ¢ o unico ingrediente ativo do grupo dos

herbicidas inibidores da glutamina sintetase comercializado no Brasil. E um herbicida
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ndo seletivo, com baixa translocag¢do e amplo espectro de controle de plantas daninhas
(monocotiledoneas e dicotiledoneas). Sua recomendagdo de uso ¢ em aplicagdo na pos-
emergéncia das plantas daninhas, com jato dirigido, nas culturas de alface, algodao,
banana, batata, café, citros, eucalipto, maga, milho, nectarina, péssego, repolho, soja, trigo
e uva; em dessecagdo no sistema de plantio direto, em soja e trigo; e na poés-emergéncia
total do algodoeiro Liberty Link® (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011). E um herbicida de
amplo espectro de acdo e ndo apresenta seletividade de modo geral tanto para plantas
monocotiledoneas quanto para as dicotiledoneas. Somente em plantas Liberty Link® este
herbicida apresenta seletividade, onde o ingrediente ativo pode ser metabolizado em

algum composto ndo tdxico ou ndo metabolizado.

4.3.1 Caracteristicas Fisico-Quimicas e Processos de Degradacio

O amonio glufosinate ¢ um produto extremamente toxico
(Classificacdo toxicolégica I), altamente soltivel em 4gua — 1,37.10° mg L'; tem
comportamento de acido fraco — pKa < 2,0; coeficiente de particdo N- octanol/agua
(Kow) < 0,1; e nao ¢ volatil — pressdo de vapor < 0,1 mPa (AGRICULTURAL
RESEARCH SERVICE - ARS, 2009; RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

Quanto a adsorcdo e lixiviacdo, sabe-se que ¢ fracamente
adsorvido pelos coloides do solo e, que cada solo apresenta seu coeficiente de parti¢ao
Kow/carbono organico (Koc): Silt loam — 352, Silt loam — 156, Sand — 9,6 e Volcanic ash
— 1229 (ARS, 2009). E altamente movel e lixividvel, porém n3o ha detecgdo do
ingrediente ativo em profundidades superiores a 15 cm provavelmente por ser
rapidamente decomposto pelos microrganismos do solo. Possui meia vida no solo de seis
a 40 dias, em funcao do tipo de solo: Si/t loam - 3,7; Silt loam - 8,3; Loamy sand - 6,4;
Marchy soil — 6,6 e Peat soil — 10. (ARS, 2009; RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

Existem duas formulag¢des do ingrediente ativo comercializadas
no mercado: Finale® e Liberty®, ambos pertencentes a Bayer Crop Science, sendo Finale®
o herbicida mais utilizado por apresentar menor classe toxicologica. O Finale® é
comercializado na formulagdo de concentrado soltivel, com 200 g L' (20% m/v) do
ingrediente ativo e 898g L' (89,8% m/v) de ingredientes inertes: Sal sodico de poliglicol
éter sulfato (Alkopon CN, Genapol LRO Pasta) — Emulsificante (333,00 g L),
Polidimetilsiloxano e silica ( Rhodosil Antifoam 481) — Antiespumante (2,80 g L"), Ester
Metilico do Propilenoglicol (Dowanol PM) — Solvente (110,00 g L"), Corante azul de
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trifenil metano ( Azul Acido DUASYN AE 02) — corante (0,05 g L") e 4gua (463,15 g L-
") (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO - MAPA,
2003; ANDREI, 2009).

O amonio glufosinate ¢ um sal de amonio derivado de uma toxina
natural isolada a partir de duas espécies bacterianas: Streptomyces viridochromogenes e
S. hygroscopicus (DUKE; LYDON, 1987). Essas duas espécies bacterianas produzem
uma substancia com efeito herbicida chamada bialafos, composta por trés peptideos: 2
alaninas e 1 fosfinotricina (Figura 3). O bialafos ¢ um pro6 herbicida, que é degradado em

fosfinotricina pelas plantas daninhas alvo (DUKE et al., 2000).
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Figura 3. Estrutura quimica do amoénio glufosinate, bialafos, alanina e fosfinotricina.
(MONTAGUE et al., 2007).

Apresenta em sua composi¢ao ammonium 4-
[hydroxy(methyl)phosphinoyl]-DL-homoalaninate ou ammonium DL-homoalanin-4-
yl(methyl) phosphinate, ou seja, ¢ composto por dois isomeros 6ticos Dextrogiro (D) e
Levogiro (L) da fosfinotricina (que compde um dos tripeptideos do bialafos) (Figura 4).
Contudo enquanto o L- glufosinate atua como um potente inibidor da enzima glutamina
sintetase, o D-glufosinate ndo mostra atividade e ndo ¢ metabolizado pelas plantas

(DEVINE et al., 1993; DUKE; LYDON, 1993; RUHLAND et al., 2002; ANDREI, 2009).
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Figura 4. Estrutura quimica dos isomeros [A] L- glufosinate e [B] D- glufosinate
(MULLER et al., 2001).
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O L-glufosinate, em plantas convencionais (sem transgenia),
inicialmente sofre uma reagao de transaminagao formando um composto intermediario, o
acido 2-ox0-4-(hydroxy-methyl-phosphinyl) butandéico (PPO). O PPO sofre uma
descarboxilagdio formando o metabolito principal: o 4cido 3-(hydroxy-methyl-
phosphinyl) propanodico (MPP), que ¢ considerado um composto estavel nas plantas. O
MPP ainda pode formar outro metabolito, o acido 2-methylphosphinico acético (MPA).
Uma rota alternativa para o PPO pode ser sua redugdo em acido 2-hydroxy-4-(hydroxy-
methyl-phosphinyl) butanéico (MHB) e o MHB pode perder uma hidroxila e formar o
metabolito acido 4-(hydroxy-methyl-phosphinyl) butandico (MPB), que foi somente
identificado em células em suspensdo de milho e trigo. Na Figura 5 pode-se observar os
metabolitos formados da degradacio da molécula de glufosinate (DROGE et al.1992,
1994; KOMOBA et al, 1992; RUHLAND et al., 2002, 2004).
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Figura 5. Estruturas quimicas dos metabolitos do glufosinate, onde as setas em cinza
representam a principal via (OECD, 2002).
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O gene que confere as plantas resisténcia ao herbicida amoénio
glufosinate ativam uma enzima — PAT, que catalisa a reagdo de metabolizagao da
molécula herbicida L-glufosinate através de um processo de acetilacao, formando é&cido
2-acetamido-4-methylphosphinico-butanodico (N-acetyl-L-glufosinate — NAG), como

poder ser observado na Figura 6.

0 Gy
H;g“} COOH PAT HO/E, \/\KCOOH
_CH
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L- glufosinate N-acetyl -L- glufosinate

Figura 6. Reacdo de metabolizagdo da molécula L- glufosinate do herbicida amonio
glufosinate em N-acetyl-L-glufosinate, catalisada pela enzima PAT, em plantas
que apresentam resisténcia ao herbicida.

O amonio glufosinate ¢ rapidamente degradado no solo por
microrganismos, em MPP, que ¢ o principal produto da degradacdo do herbicida e,
eventualmente em condi¢des anaerobicas e sob escuro, em dioxido de carbono (TEBBE;
REBER, 1988; WSSA, 1994). O MPP nao ¢ fitotoxico e nem apresenta atividade
herbicida. Em média, de 30 a 60% do MPP ainda pode ser detectado no solo 13 a 14
semanas apo0s a aplicagdo (DORN et al., 1992) do amdnio glufosinate. O NAG, metabolito
normalmente encontrado em plantas transgénicas, ¢ encontrado em menor quantidade no

solo. Na Figura 7 pode-se observar a via de degradagdo do amdnio glufosinate no solo.
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Figura 7. Esquema das vias de degradacao aerdbica do amoénio glufosinate no solo, onde
as setas em cinza representam a via principal de degradagao (FAO, 1998).
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4.3.2 Modo de Ac¢ao

De acordo com Schewerdtle et al. (1981) e Anderson et al. (1993),
o amonio glufosinate tem sido descrito como um herbicida sistémico, pela capacidade de
translocagdo ao bordo das folhas com a transpira¢do (via xilema). A absorcdo deste
herbicida ocorre predominantemente pelas folhas, peciolos e caules e seus danos sdao
ocasionados no local de aplicacdo. De maneira geral, na maioria das espécies de plantas
estudadas até o momento, as maiores concentragoes de glufosinate no interior das plantas
ocorreram nas primeiras 24 horas apos a aplicacio (HAAS; MULLER, 1987; SHELP et
al., 1992; BERIAULT et al., 1999; COETZER, et al., 2001; SELLERS et al., 2004;
SILVA, 2012).

A velocidade de absor¢ao pode ser influenciada por alguns fatores
abidticos e bidticos, como baixas temperaturas (redu¢do da atividade metabolica)
(DONN, 1982; LANGELUDDEKE et al. 1988; MATHIASSEN; KUDSK, 1993), baixa
umidade relativa (menor hidratagcao da cuticula) (ANDERSON, 1993; MATHIASSEN;
KUDSK, 1993; PETERSEN; HURLE, 2001), hora da aplicagdo (SELLERS et al., 2004),
chuvas até 5 ou 6 horas ap6s a aplicagio dos tratamentos (LANGELUDDEKE et al. 1988;
SILVA, 2012), queda na radiacio fotossinteticamente ativa (KOCHER, 1983), e espécie
alvo (MERSEY et al., 1990; MASCHOFF et al., 2000).

De acordo com Everman et al. (2009) e Silva (2012), que
compararam a velocidade de absor¢do do glufosinate em diferentes espécies de plantas
daninhas e culturas, observaram que cada uma das espécies apresentou diferente tempo
de absor¢do, porém, de maneira geral, 48 horas apds a aplicagdo do herbicida a maior
parte do ingrediente ativo ja havia sido absorvido.

Apesar de apresentar alta solubilidade em agua, comportamento
de acido fraco, propriedades quimicas semelhantes ao glyphosate, o amonio glufosinate
¢ minimamente translocado (MERSEY et al., 1990; STECKEL et al., 1997; ROMAN et
al., 2007; EVERMAN et al., 2009). Everman et al. (2009) também estudou a velocidade
de translocacdo e menos de 5% do produto foi translocado para as demais partes da planta
(raizes, areas acima e abaixo da folha tratada).

De acordo com Kleier (1988) e Shelp et al. (1992), o glufosinate
apresenta caracteristicas fisico-quimicas para se mobilizar no floema e xilema e, de certa
forma apresenta uma baixa mobilidade. Steckel et al. (1997) encontraram em quarto

espécies de plantas daninhas tratadas com glufosinate-Ci4 mais que 88% do ingrediente
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ativo nas folhas tratadas 72 horas apos a aplicagdo ¢ menos de 11% do glufosinate-Ci4
absorvido, alcangou as raizes de todas as plantas estudadas. Alguns pesquisadores
sugerem que a absor¢do, translocacdo e metabolizagdo dos herbicidas diferenciam em
funcdo da sensibilidade ou tolerancia das espécies de plantas aos herbicidas (RIDLEY;
MCNALLY, 1985; WANAMARTA; PENNER, 1989; MERSEY etal., 1990; STECKEL
et al. 1997).

O isomero L- glufosinate ¢ um analogo estrutural do glutamato e
inibe a acdo da enzima glutamina sintetase, enquanto o isdmero D- glufosinate ndo ¢ um
analogo estrutural (OECD, 2002; RUHLAND et al., 2004). A glutamina sintetase (GS)
catalisa a reacdo de condensacdo do glutamato e amodnio, formando glutamina e 4gua no
citoplasma e nos cloroplastos, porém ocorrendo predominantemente em cloroplastos de
células com tecidos verdes (VAUGHN; DUKE, 1991; READE; COBB, 2002). O amdnio
glufosinate, por ser um analogo estrutural do substrato da enzima, liga-se de forma

irreversivel a ela, interrompendo a rota de formacgao da glutamina (Figura 8).

/ Glufosinateé \

() = (Glusmna) 4 1,0

K [ Citoplasma e Cloroplasty

Figura 8. Tlustragao simplificada da rota de formacao da glutamina e ponto de inibig¢do da
enzima GS pelo herbicida amoénio glufosinate, seguida de actimulo de
glutamato e interrup¢ao da sintese de glutamina. (Adaptado: TAIZ; ZEIGER,
2013).

O amonio glufosinate age no sitio de ligacao do glutamato com a
enzima GS. A inibi¢ao da GS por este herbicida pode resultar em deficiéncia de glutamina
e acumulo de amoénia na planta (TACHIBANA et al., 1986; WILD; WENDLER, 1990;
LACUESTA et al., 1993), porém o acumulo de amoénia ndo ¢ o fator direto responsavel

pelos efeitos toxicos do glufosinate na planta. O ingrediente ativo deste herbicida pode
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agir em quatro processos: 1) acimulo de amdnia nos cloroplastos; 2) inibi¢do da enzima
ribulose-bisfosfato carboxilase; 3) reducdo do pH no interior do cloroplasto, interferindo
na sintese de ATP; e 4) inibicdo da reducdo do nitrato (ROSS; LEMBI, 1985;
SANDMANN; BORGER, 1989; DEVINE et al., 1993).

A inibicdo da fotossintese (WILD; WENDLER, 1990, 1993;
WENDLER et al. 1989, 1992) apds a aplicacao do herbicida ndo ¢ induzida pelas altas
concentragdes de amoénia, mas pela inibi¢do direta da ribulose-bisfosfato carboxilase,

devido ao aciimulo de glioxilato e fosfoglicerato.

O actimulo de glioxilato se deve em funcdo da auséncia de
transaminacdao deste em glicina. Ziegler e Wild (1989) mostraram que a auséncia de
doadores do grupo amino impedem a transamina¢do de glioxilato em glicina na
fotorrespiragao. Uma possivel hipotese seria também que a auséncia de doadores do grupo
amino resulte num retorno do glicerato ao Ciclo de Calvin (GIVAN, 1980), interferindo
em toda rota da fotorrespiracdo (TACHIBANA et al., 1986). A inibi¢do da ribulose-
bisfosfato carboxilase reduz a fixagdo de carbono (WENDLER et al. 1992). A
fotossintese também ¢ influenciada pela reducdo da concentracdo dos aminodcidos
glutamina, glutamato, aspartato, alanina, glicina e serina (WILD; WENDLER,1990;
DOWNS et al., 1994; BARBERIS, 2012).

Os sintomas ocasionados por este herbicida sdo semelhantes aos
ocasionados pelos herbicidas inibidores do fotossistema II (FSII), porém a fotossintese
ndo ¢ o alvo principal, ¢ um efeito secundério. Plantas tratadas com amonio glufosinate e
submetidas a auséncia de luz apresentam sintomatologia mais reduzida que plantas
tratadas expostas a luz (HESS, 2000). Inicialmente aparecem alguns sintomas de
encharcamento nas folhas e que podem ser visualizados de um a trés dias apds a aplicacdo
do produto, evoluindo para clorose, secamento, necrose ¢ morte total da planta em até
duas semanas. No caule também podem ocorrer o surgimento de pontos necroticos apos

os sintomas visuais nas folhas.

4.4 Tecnologia Liberty Link® e WideStrike®

As cultivares de algoddo Liberty Link ® sdo aquelas que resistem

a aplicacdo do amodnio glufosinate a uma dose que normalmente seria recomendada para
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os demais bi6tipos da espécie. Estas cultivares de algodao sao constituidas geneticamente
com um gene que codifica a producdo da enzima fosfinotricina acetil transferase (PAT),
responsavel pela acetilagdo do amodnio glufosinate, inativando-o na planta
(MANDERSCHEID; WILD, 1986; BOTTERMAN et al., 1991; CTNBio, 2008; SODEK,
2008; TAIZ; ZEIGER, 2013).

A tecnologia Liberty Link® foi liberada pela CTNBio no ano de
2008. Plantas com esta tecnologia apresentam em seu DNA um gene que confere
resisténcia a fosfinotricina (PPT), ou glufosinate, que € o ingrediente ativo do herbicida
que atua como inibidor competitivo da enzima glutamina sintetase. Esse gene foi obtido
a partir de isolados de duas espécies de bactérias homologas Streptomyces hygroscopicus
(bar) e S. viridochromogenes (pat) e, ambos 0s genes expressam a enzima
Phosphinothricina Acetyl Transferase (PAT), que ¢ utilizada como marcador na selegao
de plantas transgénicas. Baixos niveis de atividade dessa enzima sdo necessarios para
conferir resisténcia ao herbicida nas culturas (THOMPSON et al., 1987; BOTTERMAN;
LEEMANS, 1989; RASCHE, 1995; VASIL, 1996; WEHRMANN et al., 1996; OECD,
2002).

A enzima PAT metaboliza rapidamente o glufosinate em um
composto estavel e ndo toxico para a planta, o acido 2-acetamido-4-methylphosphinico-
butanoico (N-acetyl-L-glufosinate - NAG), que desintoxica a PPT e impede a morte da
planta (acetilagdo de PPT em NAG) (Figura 6) (MULLNER et al., 1993).

J4 a tecnologia WideStrike® foi liberada pela CTNBio em 2009
(CTNBIo, 2009). O algodao com esta tecnologia ¢ um evento transgénico que expressa
em seu DNA duas proteinas com potencial inseticida do género Bacillus thuringiensis: a
subspécie aizawai e a krustaki, CrylF e Cryl Ac, respectivamente. As duas formas de
proteinas apresentam o gene pat (STECKEL et al.2012), que ¢ utilizado como um gene
marcador de selecdo, para facilitar a determinacdo da presenca dos genes CrylF e
CrylAc, o que também confere uma certa resisténcia ao herbicida amonio glufosinate
(OECD, 2012; TAN et al., 20006).

No entanto, essa resisténcia ao herbicida amdnio glufosinate nao
é equivalente as variedades Liberty Link®, pois a atividade da enzima ¢ mais baixa
(OECD, 2002; TAN et al., 2006). De uma a duas aplica¢des de amonio glufosinate podem
ocasionar injurias em cultivares de algodao na ordem 15-25% (BARNETT et al., 2011;

CULPEPPER et al., 2009; DODDS et al., 2011; WHITAKER et al., 2011).
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O algodido WideStrike® apresenta resisténcia a algumas pragas da
ordem lepidoptera de importancia para a cultura, como Spodoptera frugiperda (lagarta do
cartucho do milho), Spodoptera eridania (lagarta das folhas), Spodoptera exigua (lagarta
da batata doce), Spodoptera cosmioides (lagarta marrom) Heliothis virescens (lagarta da
magca), Helicoverpa zea (lagarta do milho) Pectinophora gossypiella (lagarta rosada),
Trichoplusia ni (falsa medideira), Alabama argildacea (curuqueré) (DOW CHEMICAL
COMPANY, 2006).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Conduc¢ao do Experimento

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo no
Nucleo de Pesquisas Avancadas em Matologia (NuPAM), pertencente ao Departamento
de Produgao e Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas - FCA /
UNESP - Campus de Botucatu (SP), durante os meses de julho a setembro de 2013. Dois
experimentos foram conduzidos simultaneamente, um com o objetivo de avaliar o
comportamento dos niveis de intoxicacdo e alteracdes na fotossintese das plantas apos a
aplicacdo dos tratamentos e o0 outro com o objetivo de quantificar compostos relacionados

a rota metabolica na qual atua o herbicida amoénio glufosinate, como glutamato e serina

(Figura 9).

Figura 9. Experimento conduzido em casa de vegetacao no NuPAM. Botucatu/SP, 2014.
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Cada unidade experimental, de ambos experimentos, foi
composta por vasos plasticos com capacidade para 1 litro, os quais foram preenchidos
com solo e substrato Bioplant (material organico de origem vegetal e vermiculita
expandida), na propor¢do de 1:1. Realizou-se a andlise quimica da mistura, que
apresentou as seguintes caracteristicas: pH CaCla: 4,8; Matéria organica: 106 g dm™; P:
223 mg dm; Al: 1 mmol. dm™; H + Al: 43 mmol. dm?; K: 4,6 mmol. dm™; Ca: 98
mmol. dm; Mg: 26 mmol. dm™; Soma de bases: 126 mmol. dm™; CTC: 169 mmol. dm™
3. V%: 74. Afim de elevar o pH para melhor adequacdo de cultivo do algoddo, que
necessita de condi¢des de solo com pH acima de 5, realizou-se calagem da mistura solo-
substrato.

No dia 27 de julho de 2013 foram semeadas 5 sementes por vaso
de trés cultivares de algodao FM 993, FM 975WS e IMACD 6001LL e, aos 15 dias apos
a emergéncia (DAE) foi realizado o desbaste das plantas, mantendo duas plantas por vaso.
A cultivar FM 993 ¢ convencional e apresenta ciclo tardio (160 a 190 dias); a FM 975WS
¢ transgénica e apresenta ciclo tardio (160 a 190 dias); a IMACD 6001LL ¢ transgénica
e apresenta ciclo intermedidrio (150 a 160 dias) (Vilela et al., 2012).

Os experimentos foram instalados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), analisando trés cultivares de algodao, com quatro doses do herbicida
amoénio glufosinate, com aplicagdes sequenciais do herbicida em trés fases de
desenvolvimento da cultura ap6s a semeadura, com quatro repetigdes.

Os tratamentos dentro de cada cultivar foram divididos em fungao
das doses aplicadas e dos periodos de aplicacdo. As doses calculadas para cada tratamento
foram 200 g i.a. ha'!, 400 g i.a. ha' e 600 g i.a. ha™!, cuja primeira dose corresponde a
100% da dose comercial recomendada (400 g i.a. ha'/ 2 L p.c. ha'!) e a ultima dose
corresponde a 200% da dose comercial recomendada do herbicida amonio glufosinate
(Finale). Os periodos de aplicacdo de cada tratamento foram aos 25, 40 e 55 DAE (Tabela
1).

Quando as plantas de algodao apresentaram 2 folhas verdadeiras
completamente emergidas, aos 25 DAE (Figura 10), foi realizada a primeira aplicagao
dos tratamentos e, aos 40 DAE e 55 DAE a segunda e terceira aplicagdes sequenciais,
respectivamente. As coletas em todos os periodos foram realizadas aos 2 Dias Apos a

Aplicagdo (DAA) dos tratamentos, correspondendo aos 27 DAE, 42 DAE e 57 DAE.
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Tabela 1. Tratamentos experimentais. Botucatu/SP, 2014.

Tratamento  Dosei.a. ha'  Periodo de aplicagdo Periodos de coleta
T11  1L(200gia) 25 DAE 27 DAE
T12  1L(200gia) 40 DAE 42 DAE
T13  1L(200gia) 55 DAE 57 DAE
T2.1 2L (400 gi.a) 25 DAE 27 DAE
T22 2L (400 gia) 40 DAE 42 DAE
T23 2L (400 gi.a) 55 DAE 57 DAE
T31 3L (600gia) 25 DAE 27 DAE
T3.2 3L (600 gi.a) 40 DAE 42 DAE
T33 3L (600gia) 55 DAE 57 DAE
T4.1 25 DAE 27 DAE
T4.2 40 DAE 42 DAE
T4.3 55 DAE 57 DAE

L: Litro; i.a. — ingrediente ativo; DAE: Dias Apds a Emergéncia.

A aplicagdo dos tratamentos foi realizada com o auxilio de um
pulverizador estacionario instalado em ambiente fechado, em laboratério no NuPAM. O
pulverizador ¢ constituido de uma estrutura metélica, onde encontra-se acoplada uma
estrutura movel suspensa a 2,5 m de altura, constituida por um conjunto de motor elétrico
e modulador de frequéncia que possibilita o controle da velocidade operacional da barra
de pulverizagdo. A barra de pulverizacao foi equipada com quatro pontas de pulverizagcdo
de modelo XR Teejet 110.02 VS, espagadas em 0,5 m e posicionadas a 0,5 m de altura
em relagdo as plantas, deslocando por uma area 1til de 4,5 m? no sentido do comprimento
do equipamento (3 m de comprimento por 1,5 m de largura). O consumo de calda foi
padronizado em 200 L ha™! a uma pressdo constante de 1,5 bar e a velocidade operacional

foi de 3,6 km h™.

Figura 10. Pulverizador estacionario laboratério NuPAM. Botucatu/SP, 2014.
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5.2 Extracao e Quantificacao de Amonia

A metodologia adotada para a extracdo de amonia foi a
desenvolvida por Barberis (2012), que tem como objetivo recuperar toda a amdnia da
folha utilizando uma solugdo extratora acida submetida ao processo de sonicagdo e, a
analise para quantificagdo da amdnia foi realizada segundo protocolo de Petersen e Hurle
(2000), que utiliza colorimetria pela agdo de reagentes e determinagao via espectrometria.

As coletas das folhas das plantas de algodao foram realizadas dois
dias apds a aplicacdo (2 DAA) dos tratamentos, seguindo na seguinte ordem: identificagao
e pesagem de garrafas de poliestireno com capacidade de 300 mL (P1), pesagem das
garrafas com as folhas de cada planta coletada (P2) e pesagem das garrafas com as folhas
coletadas e completadas com dgua acidificada. Previamente realizou-se o preparo da agua
acidificada, adicionando-se em um recipiente de 20 L dgua milli g e 4cido cloridrico (4N),
sob agitacdo, de modo que o pH atingido fosse igual a 3,5. Ao obter a ultima pesagem, as
garrafas foram colocadas em banho de ultrassom (sonica¢ao) por 60 minutos. Apds os
60 minutos, foram retiradas as garrafas do banho de ultrassom e o material vegetal de
dentro de cada garrafa.

O método de quantificagdo da amodnia foi realizado pelo seguinte
protocolo: método colorimétrico com base em uso da amostra fresca onde utilizou-se o
espectrofotometro de duplo feixe modelo GBC/Cintra 40, operando no comprimento de
onda de 630 nm. Foram adotados os seguintes procedimentos de preparo dos reagentes:

a) Hipoclorito de Sddio — foram adicionados 10 ml de hipoclorito (NaClO)
6% e 40 ml de agua miili ¢ em um béquer sob agitacdo e, adicionou-se acido cloridrico
(4N) com a finalidade de ajustar o pH da solugao entre 6,0 ¢ 7,0;

b) Sulfato Manganoso (0,05 Molar) — adicionou-se 0,05g de sulfato
manganoso (MnSO4) em um baldo volumétrico e completou com agua milli q até atingir
o volume de 100 mL;

¢) Solucao Fenol + Hidroxido de Sédio — adicionou-se 2,5 gramas hidroxido
de sodio (NaOH) e 10g de fenol (C¢HsC1) em um baldo volumétrico de 100 ml, e
completou com agua milli g;

d) Solugdo estoque de sulfato de amodnia (para obtencdo da curva de
calibracdo com os padroes) 0; 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1; 2 e 3 ppm, que
correspondem a adicao de 50 puL; 100 uL, 250 uL, 500 pL, 750 uL, 1000 uL, 2000 uL e
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3000 uL da solucdo estoque de amodnia com concentragdo de 100 ppm, em baldes
volumétricos com capacidade de 100 mL.

Para o preparo das amostras, seguiu-se a seguinte ordem de
adicdo da solucdo extraida e reagentes para determinagao colorimétrica: (1°) Pipetou-se
10 mL da solug¢do de cada amostra em tubo de ensaio previamente identificado; (2°)
adicionou-se uma gota de sulfato de manganés; (3°) pipetou-se 500 pnL de Hipoclorito de
Sodio e (4°) pipetou-se 600 pL da solugao Fenol + NaOH. Manteve-se as amostras sob
agitacao por 10 minutos num agitador do tipo orbital. Apds a agitacdo, realizou-se a

leitura da absorbancia das amostras (Figura 11).

Figura 11. Sequéncia dos processos de extracdo e determinacdo de amoénia: pesagens
(garrafa, garrafa + matéria fresca da amostra, garrafa + matéria fresca da
amostra + 4gua acidificada), preenchimento com a 4agua previamente
acidificada, sonicacdo em banho de ultrassom, retirada das folhas apds a
sonicag¢do, pipetagem das amostras e reagentes, agitacdo, e determinacido em
espectrofotometro. Botucatu/SP, 2014,
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A partir dos dados de absorbéancia e concentragdo conhecida da
curva padrdo, ajustou-se uma equagao e, entdo a partir dessa equacao ¢ dos dados de
absorbancia das amostras, obteve-se a concentracao de cada amostra. Com a concentracao
de cada amostra, volume de 4dgua adicionado e massa fresca da amostra, calculou-se a

massa de amoOnia em relacdo a massa de matéria fresca da amostra.

5.3 Extracio e Determinacio do Glufosinate, Glutamato e Serina

Para a extracdo dos compostos, foi adotada a metodologia
desenvolvida por Barberis (2012). Aos dois dias ap6s a aplicagdo dos tratamentos, no
mesmo dia da determinagdo de amdnia, separou-se uma aliquota de aproximadamente
200 mg de folhas de algoddo, que foram acondicionadas em sacos plasticos e
posteriormente armazenadas em freezer a -80°C.

Na ocasido de determinacdo dos compostos, macerou-se as
amostras com nitrogénio liquido, utilizando graal e pistilo. Pesou-se uma aliquota de 200
mg de cada amostra macerada, acondicionando-as em tubos falcon de 15 mL e adicionou-
se 10 mL da solugdo extratora 75% éagua: 25% metanol. As amostras foram levadas ao
banho de ultrassom por 30 minutos. Apds centrifugagao por 4.000 g por 5 minutos,
realizou-se a filtragem do sobrenadante das amostras com filtros Millipore 0,2 pum,
transferindo o conteudo para vials e levando-as para andlise em LC/MS/MS (Figura 12).

Os compostos determinados por esta metodologia foram:
glutamato, serina, glufosinate. Para esta determinagdo foi utilizado um sistema LC-
MS/MS, 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, autoinjetor SIL-20AC, degazeificador DGU-20AS, sistema controlador CBM-
20A (permite a operacao totalmente automatizada) e forno CTO-20AC (para controle da
temperatura da coluna). Acoplado ao HPLC esta o espectrometro de massas 3200 Q
TRAP (Applied Biosystems) hibrido triplo quadrupolo, onde Q1 e Q3 sdo utilizados
como filtros de massa e Q2 ¢ uma célula de colisdao onde as moléculas intactas e
fragmentos de Q1 sdo quebrados em fragmentos de massas menores (QUEIROGA,
2009).

A cromatografia liquida (HPLC) ¢ uma ferramenta utilizada na

técnica de espectrometria de massas (MS) responsavel pela separacao, em fase liquida,
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de misturas complexas, sendo utilizada como um sistema de inser¢cao de compostos. As
amostras foram inseridas no equipamento, cuja fase mével utilizada foi 4gua e metanol
(proporgao de 75% e 25%, respectivamente), adicionados de SmM de acetato de amonio.
Apds a introducdo da amostra no sistema, estas passaram pelo sistema de ionizacdo
Electrospray (ESI), que ¢ a fonte mais comumente utilizada para o acoplamento LC-MS,
onde sdo geradas pequenas gotas (fase movel + ions carregados). No local de formacao
das pequenas gotas foi aplicado como gés de solvatacdo o N2, que tem a fun¢do de
eliminar as moléculas do solvente (fase movel), diminuindo ainda mais as gotas formadas.
Assim, as gotas seguiram para o sistema analisador, que no caso foi o triplo quadrupolo,
onde o primeiro quadrupolo selecionou somente os ions de interesse (Q1), passando pela
camara de colisdo (onde ocorre a fragmentacao dos ions) (Q2), seguindo para o segundo
analisador que seleciona os fragmentos de acordo com suas massas (Q3), atingindo entao
o detector. O sistema dos quadrupolos e detector devem ser mantidos em um alto vacuo,

em torno de 103-10" mbar (IGLESIAS, 2012).

Figura 12. Sequéncia do protocolo de extragao e determinacao dos compostos: maceragao
das folhas com nitrogénio liquido, pesagem, acondicionamento em tubos
falcon com capacidade para 15 mL, adi¢do da solucdo extratora metanol: agua,
banho de ultrassom, centrifugacdo e determinagdo em cromatografia liquida.
Botucatu/SP, 2014.
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A massa molecular e os fragmentos gerados a partir de cada
molécula estdo apresentados na Tabela 2. O fragmento utilizado para quantificagdo de
cada um dos compostos foi sempre o primeiro apresentado na Tabela 2, para cada
composto. A detecgdo e separacdo dos compostos foram realizadas em uma corrida e os
tempos de retencdo dos compostos retidos pela coluna cromatogréfica foram: glutamato
(1,29 min), glufosinate (1,28 min) e serina (1,47 min). As Figuras 13, 14 e 15 representam

os cromatogramas do padrao analitico do composto glutamato, glufosinate e serina.

Tabela 2. Massa molecular e ions secundérios dos compostos analisados. Botucatu/SP,

2014.
Compostos Massa Molecular Tons Secundarios
(Da) (Fragmentos)
Glutamato 148,141 84,1
130,1
56,1
Glufosinate 182,146 136,0
56,0
119,2
Serina 106,034 60,1
88,2
69,9
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Figura 13. Cromatograma do glutamato com os respectivos fragmentos na concentragao
de 200 ng ml™!'. Botucatu/SP, 2014.
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Figura 14. Cromatograma do glufosinate com os respectivos fragmentos na concentragao
de 200 ng ml™'. Botucatu/SP, 2014.
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Figura 15. Cromatograma do glufosinate com os respectivos fragmentos na concentragao
de 200 ng ml™'. Botucatu/SP, 2014.

A quantidade do analito na amostra ¢ determinada a partir das

areas cromatograficas, a partir de uma curva analitica, que ¢ a relagdo entre a area e a

quantidade do analito. Para a maioria das técnicas analiticas cromatograficas, uma relacao

linear de primeira ordem € observada entre a resposta do detector (y) e a concentragao (x)

do analito em estudo (GONCALVES, 2007). A linearidade do método pode ser

determinada a partir da relagdo matemadtica entre o sinal medido e a concentracdo ou

massa da espécie de interesse, geralmente obtida por uma equacdo de reta y = ax + b,
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onde b ¢ a intersec¢ao da curva analitica e a ¢ a inclinagdo da reta, que deve também ter
um alto coeficiente de correlagdo (r > 0,9999) (ARAGAO et al., 2009). As curvas
analiticas para os compostos foram construidas nas faixas de concentracdo descritas na

Tabela 3.

Tabela 3. Curvas analiticas e faixas de concentrag¢do para cada composto analisado.
Botucatu/SP, 2014.

Composto Equacao da reta r? Intervalo linear
(y=ax+b) (ng L)
Glutamato y=1,63.10°x + 70,3 0,9994 2.4 -300
Glufosinate y=1,01. 10*x + (- 438) 0,9994 2.4 -600
Serina y =264x + 1,04.10° 0,9966 2.4 - 600

5.4 Avaliacoes de Fluxo de Transporte de Elétrons e Fitotoxicidade

As avaliagdes do fluxo de transporte de elétrons foram realizadas
aos 0, 1, 2, 5, 8 dias apds a aplicagdo (DAA) da cultivar FM 993 e, até os 15, 17 ¢ 22
DAA das cultivares FM 975WS ¢ IMACD 6001LL. Para estas avalia¢gdes utilizou-se um
fluorometro portatil (Figura 16) (Multi-Mode Chlorophyll Fluorometer OS 5p — Opti
Sciences), com cinco repeticdes de leituras por planta tratada, adotando-se o protocolo
Yield para as medi¢des, cujo modelo quantifica a fluorescéncia que a planta emite.

A taxa de transporte de elétrons ¢ obtida através da medida da
fluorescéncia das clorofilas do PS II, porém ¢ uma medida variante e influenciada pelas
condigdes fisiologicas da planta, podendo ser utilizada como técnica de monitoramento
da fixacdo de carbono na fotossintese e, assim detectar injurias ainda nao visuais nas
plantas tratadas com herbicida. A eficiéncia fotossintética das plantas diminui de acordo
com o tamanho e severidade do dano sofrido apos a aplicagao do herbicida. Em fungao
do tipo de dano ocasionado nas plantas, pode haver recuperagao destas (em horas ou dias)
ou mesmo a morte (parcial da area tratada ou total da planta) (ARALDI, 2010).

O calculo da porcentagem do valor da taxa de transporte
[ETR(%)] de elétrons considerou os valores obtidos nas plantas sem tratamento 100% e
os valores das plantas tratadas em fun¢ao dos valores da testemunha, como na férmula
abaixo:

ETR (%) = valor ETR planta tratada * 100 / valor ETR planta testemunha
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Figura 16. Modelo do equipamento fluorometro portatil utilizado. Botucatu/SP, 2013.
(SILVA, 2012).

As avaliagdes de fitointoxicagdo foram realizadas aos 0, 2, 3, 5,
8, 15,22, 29 DAA para a cultivar FM 993 e até os 36 e 43 DAA para as cultivares FM
975WS e IMACD 6001LL, com base em notas visuais de 0 a 100 (onde 0 determinou
plantas sadias e 100 determinou 100% das plantas mortas), de acordo com a metodologia
da SOCIEDADE BRASILEIRA DA CIENCIA DAS PLANTAS DANINHAS (SBCPD,
1995).

5.5 Analises dos Dados

Para os resultados dos teores de amonia, glutamato, glufosinate e
serina (ng kg!), intoxicacdo das plantas e taxa de transporte de elétrons (ETR) nos
diferentes periodos, foi estabelecido o erro padrao dos dados, em que foi determinado
adotando-se a seguinte equacao:

po desvpad
~ nr

onde,
EP - Erro padrao;
desvpad - Desvio padrao;

\nr - raiz quadrada do niimero de repeticdes.

Os dados de amonia, glutamato, glufosinate e serina foram
submetidos a andlise de variancia e as médias, comparadas pelo teste de Tukey a 59 -

probabilidade, utilizando o software estatistico SISVAR.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Fitotoxicidade

A fitotoxicidade ocasionada pelo herbicida amonio glufosinate
em trés cultivares de algodao em funcdo dos dias apds a primeira aplicacdo pode ser
observada na Figura 17 [A, Be C].

Apbs a aplicagdo dos tratamentos houve aumento nos sintomas
visuais nas plantas de algodao da cultivar FM 993 (Figura 17 A), até atingir a morte total,
aos 29 DAA para as doses de 2 e 3 L ha!. A dose de 3 L ha! proporcionou a maxima
fitointoxicagdo de 93% aos 22 DAA. Steckel et al. (2012) também observaram sintomas
de toxicidade em plantas de algoddo tratadas com o herbicida amoénio glufosinate.
Barberis et al (2012) observou aumento da intoxicag¢do de plantas de soja convencional
na medida que se aumentou as doses dos tratamentos com o mesmo herbicida.

Os sintomas visuais de fitotoxicidade observados na cultivar
IMACD 6001LL (Figura 17 B) apresentaram maior severidade (15%) aos 36 DAA na

dose de 3 L ha'!. As plantas tratadas com a dose de 1 L ha! apresentaram os primeiros
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sintomas de fitotoxicidade somente apds a segunda aplicagdo do herbicida amonio
glufosinate. De maneira geral, apos a aplicagao dos tratamentos as plantas apresentaram
certo grau de intoxicagdo e, ao decorrer dos periodos de avaliagao ocorreu uma redugao
desta intoxicagdo para todos os tratamentos avaliados.

Quanto a cultivar FM 975WS (Figura 17 C), observa-se para
todos os tratamentos aos 3 DAA sintomas visuais de fitotoxicidade, cuja maior
severidade, de 35% ¢ atingida aos 29 DAA na dose de 3 L ha''. As plantas tratadas com
a dose de 1 L ha! apresentaram os menores sintomas de fitotoxicidade, atingindo a
maxima intoxicacdo de 20% aos 29 DAA. De maneira geral, apds a aplicacdo dos
tratamentos as plantas apresentaram certo grau de intoxicacdo e, ao decorrer dos dias
ocorreu uma reducgdo deste efeito em todos os tratamentos. Em alguns estudos realizados,
observou-se aumento nas injurias ocasionadas a partir de duas aplicagdes do herbicida
amonio glufosinate, em plantas de algoddo WS (BARNETT et al. 2011; CULPEPPER et
al. 2009; DODDS et al. 2011; WHITAKER et al. 2011).

6.2 Taxa de Transporte de Elétrons

Encontra-se representada na Figura 18 as taxas do transporte de
elétrons do fotossistema II (PS II) em folhas maduras de algoddo das cultivares FM 993
[A], IMACD 6001LL [B] e FM 975WS [C], respectivamente.

A cultivar FM 993 no segundo dia apo6s a aplicagao do herbicida
apresentou queda acentuada, de 85%, em sua taxa de transporte de elétrons no tratamento
com a dose de 3L ha™!, chegando a 95% no ultimo periodo de avaliagio (Figura 18 A).
De maneira geral, pode-se observar que as doses apresentaram um comportamento
semelhante ao longo dos periodos de avaliacdo, ndo demonstram indicios de recuperacao
apos a aplicacdo dos tratamentos. Ziegler e Wild (1989) também observaram uma queda
na taxa de transporte de elétrons em folhas de mostarda branca tratadas com o herbicida
glufosinate, assim como Wild et al. (1987) e Sauer et al. (1987) também em mostarda
branca, Silva (2012) com algodao e Barberis (2012) com soja.

A cultivar IMACD 6001LL (Figura 18 B) apresentou redugao
maxima de 18% em sua taxa de transporte de elétrons no tratamento com a dose de 3 L
ha! no wltimo periodo de avaliagio (aos 22 DAA), em relacdo a testemunha. Por as

plantas apresentarem um teor de amonia mais baixo e ativa atividade da enzima GS, os
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niveis de glioxilato também s3o mantidos baixo, mantendo ativa a atividade da enzima
RUBISCO e, portanto, a atividade fotossintética das plantas foi pouco reduzida apds o

tratamento com o herbicida amonio glufosinate (STEPHENSON et al., 2006).
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Figura 18. Taxa de transporte de elétrons em fung¢do dos dias apods a aplicacdo do
herbicida amoénio glufosinate sobre as cultivares: [A] FM 993, [B] IMACD
6001LL E [C] FM 975WS. --- Representa o momento da aplicacdo. A barra
de erros indica o erro padrao entre os dados. Botucatu/SP, 2014.
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O comportamento da taxa de transporte de elétrons da cultivar
FM 975WS (Figura 18 C) foi intermediario em comparagao com as outras duas cultivares,
ou seja, apds a aplicacao dos tratamentos houve uma maior severidade sobre a atividade
fotossintética das plantas em relacdo a cultivar IMACD 6001LL, porém ndo tio elevada
ao ponto de ocasionar a morte das plantas como na cultivar FM 993. A maxima reducao
ocasionada pelo herbicida sobre as plantas foi de 24% aos 2 DAA na dose de 3 L ha' e,
apresentando aos 8 DAA uma atividade fotossintética superior a testemunha na dose de

2 Lhal

6.3 Teor de Amonia

Na Figura 19 (A, B e C) estao representados os valores do teor de
amonia das cultivares FM 993, IMACD 6001LL e FM 975WS, respectivamente, apos 0s
trés periodos de coleta, que correspondem aos 27, 42 e 57 dias ap6s a emergéncia da
cultura (DAE) em funcdo das doses aplicadas em cada tratamento.

A cultivar FM 993 (Figura 19 A) apresenta os teores de amdnia
aumentados a medida que se elevaram as doses do herbicida amonio glufosinate (16,92;
68,99; 79,33 e 166,35 mg kg!, respectivamente as doses de 0, 1, 2 e 3 L ha!). Por se
tratar de uma cultivar suscetivel ao herbicida amodnio glufosinate, as plantas ndo possuem
mecanismo de desintoxicagdo do glufosinate e/ou de elevados niveis de amodnia
produzidos a partir da aplicagao do herbicida. Assim como pode ser observado na Figura
7, ao realizar a aplicagdao do herbicida amodnio glufosinate ocorre a inibicao da atividade
da enzima glutamina sintetase (GS), que ¢ enzima chave no processo de desintoxicacao
de amonia no interior das plantas e, ao interromper a atividade da GS ocorre, portanto,
acumulo de amonia no interior das plantas.

Embora tenha sido pequena a diferenca significativa entre os
tratamentos de 1 L ha' e 2 L ha! (69 mg kg' e 79 mg kg, respectivamente), essa
diferenca foi suficiente para ocasionar a morte das plantas tratadas com a maior dose.
Wild et al. (1987) observaram aumento no teor de amonia em plantas de Sinapis alba
tratadas com glufosinate comparado a plantas ndo tratadas, assim como Wendler et al
(1989) em Sinapis alba e Zea mays, Mersey et al. (1990) em Setaria viridis e Hordeum
vulgare, Sellers et al. (2004) em Abutilon theophrasti, Manderscheid et al. (2005) em

Chenopodium album, Solanum nigrum, Tripleurospermum inodorum e Echinocloa crus-
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galli, Tsai et al (2006) em oryza sativa, Barberis (2012) em Glycine max e Silva (2012)
em Gossypium hirsutum L., Ipomoea grandifolia e Brachiaria decumbens.

Plantas de algodao da cultivar IMACD 6001LL (Figura 19 B)
apresentaram teores de amonia inferiores aos da cultivar FM 993, pois expressam em seu
DNA um gene que lhes conferem a atividade de uma enzima que metaboliza o glufosinate
num composto ndo toxico € que ndo compete com o sitio de ligagdo da enzima GS. O
gene pat e/ou bar confere as plantas com a tecnologia Liberty Link® a atividade da enzima
PAT que promove a acetilacdo do glufosinate, resultando em um menor actimulo de
amonia no interior das plantas (MANDERSCHEID; WILD, 1986; BOTTERMAN et al.,
1991; CTNBio, 2008; SODEK, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Aos 57 DAA tanto a cultivar IMACD 6001LL (Figura 19 B)
quanto a FM 975WS (Figura 19 C) apresentaram redug¢do no teor de amonia comparados
aos dois periodos avaliados anteriormente, o que pode ser uma resposta a metabolizacao
desta amonia pela planta a partir ou somente neste periodo de avaliagdo.

E o que pode ser observado de maneira geral nos diferentes
periodos de coleta, que dependendo do volume de aplicacdo do herbicida, o teor de
amonia da testemunha pode até ser superior ao de plantas tratadas, comprovando que as
plantas desta cultivar conseguiram metabolizar o glufosinate e ainda reduzir o teor de

amoOnia em seu interior.
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Figura 19. Teor de amodnia (mg de amoénia por kg de massa de matéria fresca) das
cultivares de algoddo: [A] FM 993, [B] IMACD 6001LL e [C] FM 975WS
em fung¢do de quatro doses (L) do herbicida amodnio glufosinate. Médias dos
tratamentos agrupadas por DAE seguidas pela mesma letra mintiscula nio
diferem entre si pelo teste Tukey a 5%. A barra de erros indica o erro padrao
entre os dados. Botucatu/SP, 2014.



41

6.4 Teor dos compostos do metabolismo do herbicida aménio glufosinate em
plantas de algodao

6.4.1 Glutamato

Os resultados obtidos do teor de glutamato nas trés cultivares de
algoddo podem ser observados na Figura 20 (A, B e C). Observa-se na Figura 20 A
incremento do teor de glutamato em relacdo a testemunha, com o aumento das doses do
herbicida para a cultivar suscetivel. A cultivar FM 993 ¢ convencional e ao submete-la
aos tratamentos com o herbicida amonio glufosinate, ocorre inibi¢do da formagao de
glutamina e acumulo de glutamato devido a inativagdo da enzima responsavel por esta

reacao.

De acordo com a Figura 7, pode-se observar que ao realizar a
aplicacdo do herbicida amodnio glufosinate, ele atua como um analogo estrutural do
glutamato, ligando-se a enzima GS, inibindo-a e promovendo redu¢do da sintese de
glutamina, acumulando portanto glutamato (SODEK, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2013). Um
efeito no aumento do teor de glutamato em plantas tratadas com amoénio glufosinate

também foi observado por Barberis (2012).

Quanto a cultivar IMACD 6001LL, pode-se observar na Figura
20 B quando comparado a testemunha, ocorreu pouca reducdo ou equivaléncia do teor de
glutamato nos tr€s periodos avaliados, com exce¢do ao segundo periodo de coleta na
maior dose. A maior dose do herbicida aos 42 DAE propiciou uma certa intoxicacao as
plantas, observando-se aumento no teor de glutamato, que pode estar relacionado a uma

fase mais sensivel da planta a doses superiores a recomendada (2 L ha™').

O teor de glutamato da cultivar FM 975WS pode ser observado
na Figura 20 C. As plantas de algodao da cultivar FM 975WS mesmo sem a aplicagdo
dos tratamentos apresentaram teores de glutamato inferiores aos da cultivar IMACD
6001LL. A dose de 1 L ha'! proporcionou as plantas de algoddo maior teor de glutamato

nos trés periodos avaliados, sendo aos 57 DAE o maior acimulo deste aminoacido.
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Figura 20. Teor de glutamato (mg de glutamato por kg de massa de matéria fresca) das
cultivares de algoddo: [A] FM 993, [B] IMACD 6001LL e [C] FM 975WS
em fung¢do de quatro doses (L) do herbicida amodnio glufosinate. Médias dos
tratamentos agrupadas por DAE seguidas pela mesma letra mintiscula nio
diferem entre si pelo teste Tukey a 5%. A barra de erros indica o erro padrio
entre os dados. Botucatu/SP, 2014.
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6.4.2 Glufosinate
A Figura 21 A, B e C representa os teores de glufosinate em trés

cultivares de algoddo: FM 993, IMACD 6001LL e FM 975WS. Na Figura 21 A observa-
se incremento no teor de glufosinate a medida que aumenta a dose do herbicida amoénio
glufosinate. A cultivar FM 993 por ser convencional, ndo apresenta mecanismos de
metabolizacdo da molécula ingrediente ativo do herbicida amodnio glufosinate, portanto,
quanto maior a dose da aplicacao, maior serd o teor no interior das plantas. Aumento no
teor de glufosinate em plantas de soja apds o tratamento o herbicida amonio glufosinate
também foi observado por Barberis (2012).

Aos 27 e 42 DAE ndo se observa diferenca significativa nas doses
de 1 e 2 L ha'! (Figura 21 B) para a cultivar IMACD 6001LL. Maior teor de glufosinate
pode ser observado em plantas tratadas com a dose de 3 L ha! do herbicida amdnio
glufosinate, nos trés periodos periodos avaliados, sendo o maior teor (69,99 mg kg™)
ocorrido aos 42 DAE. O teor de glufosinate da cultivar FM 975WS pode ser observado
na Figura 21 C.

As plantas resistentes a determinadas moléculas apresentam uma
dose limite de resisténcia ao herbicida, sendo de 2 L ha™! (400 gi.a ) de amédnio glufosinate
para cultura do algoddo. As doses superiores a recomendada podem ocasionar injurias as
plantas, pois estas ndo apresentam mecanismos suficientes para metaboliza¢do do excesso
de herbicida.

Observa-se a manutengdo do baixo teor de glufosinate nas doses
e 1 Le2L ha'!devido a metabolizagio da molécula glufosinate, como observado na
Figura 6, em que o gene pat/bar presente em plantas transgénicas ativa a enzima PAT,
que metaboliza a reagdo de glufosinate em NAG - cultivares IMACD 6001LL e FM
975WS.

Assim como pode ser observado reducao no teor de amonia aos
57 DAE para as cultivares FM 975WS e IMACD 6001LL, observa-se redugdo no teor de
glufosinate no mesmo periodo avaliado para as mesmas cultivares. Podendo-se ressaltar
a explicagdo de que este ¢ um comportamento genético do material, que apresenta este ou

a partir deste periodo sensibilidade a molécula do herbicida.
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Figura 21. Teor de glufosinate (mg de glufosinate por kg de massa de matéria fresca) das
cultivares de algodao: [A] FM 993, [B] IMACD 6001LL e [C] FM 975WS
em fung¢do de quatro doses (L) do herbicida amoénio glufosinate. Médias dos
tratamentos agrupadas por DAE seguidas pela mesma letra minuscula nao
diferem entre si pelo teste Tukey a 5%. A barra de erros indica o erro padrao
entre os dados. Botucatu/SP, 2014.
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6.4.3 Serina

Os teores de serina nas cultivares de algodao FM 993, IMACD
6001LL e FM 975WS podem ser observados na Figura 22 A, B e C, respectivamente. Na
Figura 22 A ndo se observa tendéncia de aumento ou reducdo no teor de serina de acordo
com o tratamento aplicado aos 27 DAE. Para a cultivar FM 993 a dose de 1 L ha™
propiciou o maior incremento deste amino4cido (30,48 mg kg!), seguido da dose de 3L
ha'e 2 L ha!, com respectivamente 28,20 ¢ 21,79 mg kg™'. Aumento no teor de serina
em plantas suscetiveis ao herbicida amonio glufosinate também foi observada por

Barberis (2012).

Como pode ser observado na Figura 2, a serina ¢ formada nas
mitocondrias a partir de outro aminodcido, a glicina, que ¢ originada a partir do glioxilato,
originado da atividade oxigenase da enzima Rubisco. O desbalango na atividade de
qualquer um desses aminoacidos envolvidos, ou mesmo do glutamato, que também pode
ser catalisado pela mesma enzima de formagdo da glicina (GGAT), desbalanca a
formacao e atividade da serina. Barberis (2012) trabalhando com plantas de soja, também

observou maior nivel de serina em doses menores do herbicida.

Na Figura 22 B pode-se observar o teor de serina na cultivar
IMACD 6001LL. De maneira geral, ocorreu um incremento nos teores de serina apos a
aplicagdo a dos tratamentos com o herbicida amonio glufosinate, sendo a dose comercial
de 2 L ha'! que promoveu maior incremento de serina (29,89 mg kg') aos 27 DAE.
Quanto a cultivar FM 975WS, representada na Figura 22 C, nao apresentou uma tendéncia
no comportamento entre as doses nos periodos avaliados e, 0 maior incremento de serina

(19,28 mg kg") pode ser observado aos 42 DAE na dose de 1 L ha™’.
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Figura 22. Teor de serina (mg de serina por kg de massa de matéria fresca) das cultivares
de algodao: [A] FM 993, [B] IMACD 6001LL e [C] FM 975WS em fun¢ao
de quatro doses (L) do herbicida amoénio glufosinate. Médias dos tratamentos
agrupadas por DAE seguidas pela mesma letra minuscula ndo diferem entre
si pelo teste Tukey a 5%. A barra de erros indica o erro padrdo entre os dados.
Botucatu/SP, 2014.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Em relagdo a intoxicagdo ocasionada pelo herbicida amoénio
glufosinate em plantas de algoddo, a cultivar suscetivel FM 993 aos 2 dias apos a
aplicacdo dos tratamentos ja apresentou atingindo aos 15 DAA morte de mais de 90% das
plantas, em todas as doses aplicadas. A cultivar Liberty Link IMACD 6001LL apresentou
maxima intoxica¢ao na faixa dos 15% para a maior dose aos 36 DAA. Embora a cultivar
FM 975WS apresentou comportamento semelhante a cultivar resistente LL, houve maior
intoxicacdo, na faixa de 35% da morte das plantas para maior dose aplicada.

Apbs o tratamento com amoénio glufosinate, a taxa de transporte
de elétrons (ETR) em plantas da cultivar suscetivel decaiu acentuadamente até atingir o
maximo de 95% aos 8 DAA. Em plantas da cultivar Liberty Link a redu¢do maxima da
taxa de transporte de elétrons foi de 18% aos 22 DAA. E, a cultivar WideStrike apresentou
redug¢do maxima de 24% na ETR aos 2 DAA.

O teor de amoOnia em plantas da cultivar suscetivel foi aumentado
a medida que se aumentaram as doses dos tratamentos, devido a maior concentracdo de
amonio e amodnia no interior celular. As cultivares WS e LL apresentaram redugao no teor
de amonia para as doses de 1 e 2 L ha™! e, aos 57 DAA ambas também apresentaram
expressiva reducao do teor de amonia, incluindo a testemunha, o que pode ser uma

expressao do gene pat.
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A cultivar FM 993 apresenta aumento no teor de glutamato
conforme aumentam as doses do herbicida, pois assim como justificado na revisao de
literatura, o herbicida promove inibi¢do da enzima responsavel pela catalisagcao da reagcdo
de sintese de glutamina que utiliza o glutamato como substrato.

O glufosinate apresenta comportamento similar & amonia nas trés
cultivares: aumento conforme aumentam-se as doses na cultivar FM 993 e para as
cultivares IMACD 6001LL e FM 975WS ocorre redugao nas doses de 1 e 2L. Aos 57
DAA para as cultivares que apresentam o gene pat ocorre redugdo no conteudo interno
de glufosinate até nas plantas testemunhas, comportamento que pode ser uma
caracteristica do gene.

Considerando que a hipdtese do trabalho era de que a cultivar de
algoddo FM 975WS por apresentar em seu DNA o gene PAT apresentaria o
comportamento de seu metabolismo intermedidrio as cultivares convencional e Liberty
Link, com os resultados obtidos neste experimento a hipotese foi atendida e, observa-se
que foi o de fato que ocorreu.

Para melhor compreender se o comportamento observado aos 57
DAA nas cultivares que apresentam o gene pat, seriam necessarios estudos comparativos
por um periodo maior entre materiais transgénicos com seus parentais ndo transgénicos.
Assim, poderia verificar se tenderia o comportamento de redu¢do ou aumentaria com o

decorrer do tempo.
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8 CONCLUSOES

A partir das varidveis de comportamento do metabolismo
avaliadas para as trés cultivares de algodao, conclui-se:

o A cultivar de algodaio FM 975WS apresentou
comportamento metabolico semelhante a cultivar IMACD 6001LL (resistente ao
herbicida amoénio glufosinate) e diferente da cultivar FM 993 (convencional);

° Até a dose comercial, a cultivar FM 975WS:

o Manteve os niveis de amodnia e glutamato, ndo
acumulando amonia e glutamato;

o Metabolizou glufosinate ao ponto de ndo propiciar
intoxicacao e morte das plantas;

o Preservou os niveis de produgado de serina;

o Manteve as mesmas taxas do transporte de elétrons;

o Nao ocasionou elevada intoxicacao as plantas.
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9 ANEXO

Figura 23. Sintomas de fitotoxicidade do herbicida amonio glufosinate sobre a cultivar
FM 993 aos 3 DAA, nas doses de 1L; 2L e 3L, respectivamente. Botucatu/SP,
2014.

Figura 24. Sintomas de fitotoxicidade do herbicida aménio glufosinate sobre a cultivar
FM 993 aos 6 DAA, nas doses de 1L; 2L e 3L, respectivamente. Botucatu/SP,
2014.

Figura 25. Sintomas de fitotoxicidade do herbicida amonio glufosinate sobre a cultivar
FM 993 aos 16 DAA, nas doses de 1L; 2L e 3L, respectivamente.
Botucatu/SP, 2014.
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Figura 26. Sintomas de fitotoxicidade do herbicida amonio glufosinate sobre a cultivar
IMACD 6001LL aos 3 DAA, nas doses de 1L; 2L e 3L, respectivamente.
Botucatu/SP, 2014.

Figura 27. Sintomas de fitotoxicidade do herbicida amonio glufosinate sobre a cultivar
IMACD 6001LL aos 6 DAA, nas doses de 1L; 2L e 3L, respectivamente.
Botucatu/SP, 2014.
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Figura 28. Sintomas de fitotoxicidade do herbicida amoénio glufosinate sobre a cultivar
IMACD 6001LL aos 24 DAA: testemunha; dose de 1L; 2L e 3L,
respectivamente, submetidas a uma unica aplica¢do. Botucatu/SP, 2014.

Figura 29. Sintomas de fitotoxicidade do herbicida amdnio glufosinate sobre a cultivar
IMACD 6001LL aos 35 DAA, na dose de 1L com uma, duas e trés aplicacdes,
respectivamente. Botucatu/SP, 2014.

Figura 30. Sintomas de fitotoxicidade do herbicida amonio glufosinate sobre a cultivar
IMACD 6001LL aos 35 DAA, na dose de 2L com uma, duas e trés aplicacoes,
respectivamente. Botucatu/SP, 2014.
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Figura 31. Sintomas de fitotoxicidade do herbicida amonio glufosinate sobre a cultivar
IMACD 6001LL aos 35 DAA, na dose de 3L com uma, duas ¢ trés
aplicagdes, respectivamente. Botucatu/SP, 2014.

Figura 32. Sintomas de fitotoxicidade do herbicida amonio glufosinate sobre a cultivar
FM 975WS aos 3 DAA, nas doses de 1L; 2L e 3L, respectivamente.
Botucatu/SP, 2014.

Figura 33. Sintomas de fitotoxicidade do herbicida amonio glufosinate sobre a cultivar
FM 975WS aos 6 DAA, nas doses de 1L; 2L e 3L, respectivamente.
Botucatu/SP, 2014.
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Figura 34. Sintomas de fitotoxicidade do herbicida aménio glufosinate sobre a cultivar
FM 975WS aos 24 DAA: testemunha; dose de 1L; 2L e 3L, respectivamente,
submetidas a uma unica aplicacdo. Botucatu/SP, 2014.

Figura 35. Sintomas de fitotoxicidade do herbicida amoénio glufosinate sobre a cultivar
FM 975WS aos 35 DAA, na dose de 1L com uma, duas e trés aplicacdes,
respectivamente. Botucatu/SP, 2014.

Figura 36. Sintomas de fitotoxicidade do herbicida amonio glufosinate sobre a cultivar
FM 975WS aos 35 DAA, na dose de 2L com uma, duas e trés aplicacdes,
respectivamente. Botucatu/SP, 2014.
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Figura 37. Sintomas de fitotoxicidade do herbicida aménio glufosinate sobre a cultivar
FM 975WS aos 35 DAA, na dose de 3L com uma, duas e trés aplicacdes,
respectivamente. Botucatu/SP, 2014.
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