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1 RESUMO

O glufosinate ¢ um herbicida derivado do fosfinotricina, uma toxina
microbiana natural isolada a partir de duas espécies de fungos do género Streptomyces. O
mecanismo de agdo € a inibicdo direta da enzima glutamina sintetase, que resulta no aumento
da concentracdo de amonio, sendo toxico para as células. A pesquisa teve como objetivo
avaliar a velocidade de absorcéo do glufosinate e seus efeitos em plantas daninhas e na cultura
do algoddo. O experimento foi conduzido em casa-de-vegetagdo com o cultivar de algodéao
FiberMax 910 e as plantas daninhas Brachiaria decumbens e Ipomoea grandifolia plantadas
em vasos. O experimento foi instalado com duas formulagbes do herbicida, glufosinate de
amonio (2,0 L p.c. ha) e glufosinate de potéassio (2,0 L ha™), cinco periodos sem a ocorréncia
de chuvas (1; 3; 6; 24 e 48 horas apés aplicacdo) e uma testemunha sem aplicacdo com quatro
repeticOes por tratamento. As plantas para as analises laboratoriais foram coletadas com dois
dias apds aplicagdo, quando comecaram a aparecer oS primeiros sintomas de intoxicagdo
visual. As variaveis analisadas foram teor de amdnia, glutamato, glutamina e glufosinate;
sintomas de intoxicacdo visual e taxa de transporte de elétrons (ETR). Foi observado que a

absorcdo do glufosinate ocorreu até 48 horas apds aplicacdo para ambas as formulacdes e



espécies avaliadas. A quantidade de amonia na formulagdo comercial ndo interferiu nos niveis
de amdnia observados nas plantas intoxicadas. Os maiores acimulos de amdnia para o algodao
ocorreram com 5h sem chuva, e para B. decumbens e I. grandifolia com 6 h sem chuva. Foram
observadas redugdes bastante significativas de glutamato e glutamina nas plantas tratadas com
as duas formulacbes de glufosinate, sendo 0s menores niveis observados para o algodédo e B.
decumbens nos periodos entre 1 e 3 h entre a aplicacdo e a chuva, e para |. grandifolia, no
periodo de 6h.

Palavras — chave: Brachiaria decumbens, Gossypium hirsutum, Ipomoea grandifolia, modo
de acdo.
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2 SUMMARY

Glufosinate is derived of phosphinothricin, a natural microbial toxin
isolated from two species of the Streptomyces fungus. The mechanism of action is through
direct inhibition of the glutamine synthetase enzyme, which results in the increase of
ammonium concentration, becoming toxic to the cells. The objective of this study was to
evaluate the rate of absorption of glufosinate and its effects on weeds and cotton culture. The
experiment was conducted in a green house, the cultivar of cotton FiberMax 910, Brachiaria
decumbens and Ipomoea grandifolia planted in 5 liter pots. The experiment was conducted

with two formulations of the herbicide, glufosinate ammonium (2.0 pc L ha™) and glufosinate



potassium (2.0 L ha™), five periods without rainfall (1, 3, 6, 24 and 48 hours after application)
and an untreated control with all treatments were replicated four times. The plants for
laboratory analysis were collected within 2 days after application, when the first visual
symptoms of intoxication began to appear. The analyzed variables were the ammonia content,
the content of compounds that belongs to the glufosinate metabolic route (glutamate and
glutamine), glufosinate content, visual symptoms of intoxication and electron transport rate
(ETR). It was observed that the absorption of glufosinate occurs within 48 hours of application
for both formulations and evaluated species. The amount of ammonia in the commercial
formulation did not interfere with ammonia levels observed in intoxicated plants. The highest
levels of ammonia for cotton occurred at 5 hours without rain, and for B. decumbens and 1.
grandifolia with 6 hours without rain. We have observed a significant reduction of glutamate
and glutamine in plants treated with the two formulations of glufosinate, with the lowest levels
found in cotton and B. decumbens carried out in the periods of 1 and 3 hours between

application and rainfall, and |. grandifolia occurred at 6h.

Key words: Brachiaria decumbens, Gossypium hirsutum, |pomoea grandifolia, mode of
action.
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3 INTRODUGCAO

O Brasil é 0 quinto pais maior produtor de algoddo (USDA, 2012),
com lavouras de grande extensdo, geradas por empresas agricolas, com alto uso de insumos e
custo de producdo elevado (GUIMARAES, 2007). O algodoeiro herbaceo (Gossypium
hirsutum L.) é uma das culturas mais suscetiveis a interferéncia imposta pelas plantas
daninhas, que pode ocasionar perda superior a 90% da produtividade de algoddo em caroco,
podendo reduzir a qualidade da fibra, dificultar a colheita e o beneficiamento (BELTRAO,
2004). Portanto, um programa eficiente de manejo de plantas daninhas na cultura do
algodoeiro inclui a combinacgéo de estratégias que evitem a concorréncia das plantas daninhas
pelos fatores de producdo, além de permitir que o algodoeiro seja colhido sem a interferéncia
destas.

Dentre as praticas de manejo de plantas daninhas, o controle quimico
tem sido o mais utilizado em grandes areas de plantio, principalmente por ser um método
rapido e eficiente. As moléculas herbicidas conhecidas atuam na fisiologia da planta, uma vez
que, dependendo do seu mecanismo de acdo o herbicida reconhece o sitio de acdo e atua

inibindo enzimas responsaveis pela producdo de compostos secundarios vitais para o
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desenvolvimento da planta. O emprego de herbicidas pode causar em situacdes especificas,
acumulo ou redugdo nos niveis de substancias precursoras a formagdo de compostos ligados
ao metabolismo primario ou secundario. Em setores como o de matologia, fisiologia de
plantas cultivadas e da bioquimica vegetal, o estudo dos diferentes mecanismos de acéo, bem
como o modo de acdo, estdo sendo intensificados ao longo das Gltimas décadas o que pode ser
justificado por fatores que variam desde o aumento na demanda na utilizacdo de defensivos
agricolas ou por fatores benéficos da utilizagéo de tais compostos nas plantas.

O glufosinate & um herbicida importante para a cultura do algodéo,
apresentando um largo espectro de agdo, sendo ndo seletivo e aplicado em poOs-emergéncia,
para o controle de uma vasta gama de plantas daninhas (ROYER, BEGUIN, SOCHOR, e
COMMUNAL, 2000). Este herbicida promove a morte da planta pela inibicdo da acdo da
enzima glutamina sintetase (CHOMPOO e PORNPROM, 2008), cuja fungdo é catalisar a
reacdo do aménio com o glutamato para produzir a glutamina, inibindo a rota da assimilacao
do amonio e ocasionando um acumulo deste composto nos tecidos da planta. Outros fatores
levam a morte da planta como, por exemplo, 0 esgotamento de esqueletos de carbono, como
glutamina, causando inibicdo direta da fotorrespiracdo e fotossintese, pela inibi¢do direta da
ribulose-1,5-bifosfato carboxilase, pelo acimulo de glioxilato e fosfoglicolato.

Uma das maneiras mais importantes para melhorar a eficacia dos
herbicidas ¢é através do aumento da penetracdo do ingrediente ativo nas folhas das plantas
alvo. A absorcao foliar e em seguida a difusdo em tecidos da planta € um pré-requisito para a
atividade dos herbicidas, sendo um processo complexo em fungdo das caracteristicas da
superficie das folhas, propriedades fisico-quimicas dos produtos quimicos, os tipos e
concentracdo de aditivos e condigfes ambientais.

O glufosinate é absorvido via foliar, assim, a presente pesquisa teve
como objetivo avaliar a velocidade de absorcdo do glufosinate e seus efeitos em plantas

daninhas e na cultura do algodao.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Interferéncia de Plantas Daninhas em Algodéao

O algodao (Gossypium hirsutum L.) destaca-se mundialmente por ser
a principal fibra natural utilizada nas industrias téxteis. Os paises que apresentam as maiores
producdes sdo China, Estados Unidos, india, Paquistdo e Brasil (USDA, 2012). Neste ultimo,
trata-se de uma cultura consolidada, extremamente tecnificada, sendo atualmente cultivada em
grandes &reas, principalmente nos Estados de Mato Grosso e Bahia (YAZBEK JUNIOR;
FOLONI, 2004).

Assim como qualquer outra espécie cultivada com fins comerciais,
para se obter sucesso na cotonicultura, € fundamental realizar o0 manejo eficiente das plantas
daninhas. Quando negligenciado, o controle inadequado das mesmas pode afetar tanto a
quantidade como a qualidade da fibra do algoddo produzida (FREITAS et al., 2006), gerando
uma perda entre 60 a 90% na produtividade do algoddao (WEBSTER et al., 2009). Algumas
plantas daninhas, como o capim carrapicho (Cenchrus echinatus L.) e o picdo-preto (Bidens

pilosa L.), apresentam estruturas frutiferas que aderem ao capulho do algodoeiro e, quando
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presentes na colheita, podem reduzir a qualidade da fibra, dificultando a colheita e 0 seu
beneficiamento (LACA-BUENDIA, 1990; FREITAS et al. 2002; BELTRAO, 2004).

Esses efeitos negativos ocorrem em fungdo da competicdo por agua,
luz, nutrientes, espaco fisico, maior dificuldade na colheita e presenca de propéagulos de
plantas daninhas nas fibras. As reducdes drasticas na produtividade e na qualidade da fibra
ocorrem em fungéo da baixa capacidade competitiva que o algodoeiro apresenta no inicio do
seu desenvolvimento. Salgado et al. (2002) e Cardoso et al. (2010) destacam que o periodo
critico de prevencdo a interferéncia para a cultura do algodoeiro se inicia aos 6 dias apés a
emergéncia da cultura para o algodoeiro comum e 14 dias para o algodoeiro de fibra colorida,
respectivamente, terminando aos 60 dias (MELHORANCA; BELTRAO, 2001). O periodo
anterior a interferéncia sdo 8, 14 e 20 dias ap6s a emergéncia do algodoeiro para uma perda na
produtividade de 2, 5 e 10% respectivamente (CARDOSO et al. 2010).

O algodoeiro € considerado uma planta altamente sensivel a
interferéncia das plantas daninhas (BELTRAO; AZEVEDO, 1994) por apresentar crescimento
inicial lento (AZEVEDO et al. 1993), metabolismo fotossintético de plantas C3 (BENEDICT,
1984), baixa taxa de fotossintese liquida em alta luminosidade (EI-SHARKAWY et al. 1965),
baixa eficiéncia transpiratoria (BLACK et al. 1969), elevada taxa de fotorrespiracdo
(HESKETH, 1967), elevado contetdo de nitrogénio nas folhas para atingir a fotossintese
méaxima (BELTRAO, 1988) e raizes superficiais nos primeiros 15 cm do solo (FREIRE;
ALVES, 1976; OLIVEIRA; SILVA, 1987).0 grau de interferéncia das plantas daninhas sobre
culturas agricolas se deve a diversos fatores ligados a comunidade infestante (composicao
especifica, densidade e distribuicdo), a cultura (espécie, espagamento e densidade de plantio),
ao ambiente (condicGes edaficas, climaticas e tratos culturais) e ao periodo de convivéncia de
ambos (BLEASDALE, 1960; BLANCO, 1972; PITELLI, 1985).

Segundo Forster e Paulo (1984), as gramineas ja promovem prejuizo a
producdo se conviverem com o algodao por um periodo de 10 a 20 dias. As dicotiled6neas,
por sua vez, causam reducdo na producdo apds sua permanéncia junto a cultura por um
periodo entre 20 e 30 dias a contar da emergéncia do algodéo.

As espécies de Ipomoea spp. L. pertencem a familia Convolvulaceae.
Estas plantas sdo de ocorréncia comum em todas as regides do Brasil, apresentando mais de

140 espécies distribuidas por todo pais, conhecidas como “campainha” e principalmente por
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“corda-de-viola”, sdo trepadeiras, apresentando caules e ramos voluveis. Elas se entrelagam
em plantas vizinhas ou crescem sobre obstaculos. Podem ser consideradas como infestantes
em diversas culturas de grande importancia econémica, interferindo diretamente por recursos
ou indiretamente prejudicando a colheita (KISSMANN; GROTH, 1999), podendo afetar tanto
a quantidade como a qualidade da fibra do algod@o (FREITAS et al. 2006).

Segundo Cobucci et al. (2001) Brachiaria decumbens Stapf é uma
planta perene que se reproduz por semente ou de forma vegetativa, a partir de rizomas e
estolfes. A germinacdo das sementes & muito irregular, pois muitas apresentam dorméncia
inicial, o que dificulta as medidas de controle, necessitando de herbicidas de efeito residual
longo, sendo bastante difundida nas regides brasileiras e apresenta boa adaptacéo
principalmente nas areas de Cerrado, as quais se caracterizam pela relativa acidez e baixa
fertilidade dos solos (CARVALHO et al. 1991). Esta é uma das espécies infestantes presentes
na cultura do algoddo, podendo exercer efeitos deletérios decorrente da sua elevada
agressividade.

Visando reduzir os problemas ocasionados pelas plantas daninhas,
diferentes métodos de controle sdo empregados. No entanto, no modelo atual de exploragéo da
cultura no Brasil, o controle quimico por meio de herbicidas é o mais utilizado
(YAMASHITA et al. 2008) devido a rapidez e eficiéncia, e, em muitos casos, por ser o
método mais econémico.

Diferentes espécies de plantas daninhas, em campo e casa de
vegetacdo, tém mostrado varios graus de sensibilidade e controle, quando tratadas com
glufosinate (MERSEY et al. 1990; NETO et al. 2000; RIDLEY; MCNALLY, 1985;
STECKEL et al. 1997), sendo conhecido pela sua seguranca e eficacia no manejo das plantas
daninhas, particularmente na fase final de emergéncia das mesmas. Beyers et al. (2002)
relataram um controle maior do que 85% em Abutilon theophrast Medik., caruru (Amaranthus
rudis Sauer), ambrésia comum (Ambrosia artemisiifolia L.), corda-de-viola (Ipomoea spp. L. )
e Setaria faberi Herrm com glufosinate aplicado isolado em doses de 290 e 400 g i.a.ha™ em
soja resistente a glufosinate. Em milho resistente ao glufosinate, obteve um controle superior a
82% do capim massambara (Sorghum halepense L.), corda-de-viola (Ipomoea hederacea L.),
Panicum texanum Buckl., Cucumis melo L., P. fasciculatum Sw. e leiteiro (Euphorbia dentata
Michx.) utilizando dose de 300 g i.a.ha™.
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Merkel et al. (2004) relatam que doses superiores a 100g i.a.ha™ do
glufosinate de amonio afetou o rendimento quantico do fotossistema Il e a matéria seca de
espécies cruciferias de plantas daninhas. Doses maiores entre 800-1600g i.a.ha™ resulta em

uma rapida diminuicdo desses parametros avaliados.

4.2 Glufosinate de Amonio

4.2.1 Caracteristicas do produto

No Brasil, o ingrediente ativo aménio-glufosinato é o Unico produto
comercial com o mecanismo de acdo inibidores da Glutamina Sintetase, sendo usado com
sucesso para o controle de plantas daninhas desde meados da década de 1980, em mais de 50
paises diferentes (RASCHE et al. 1995). Controla eficientemente plantas daninhas em pds-
emergéncia com jato dirigido nas culturas de alface, algoddo, banana, batata, citros, café,
eucalipto, macd, milho, nectarina, péssego, repolho, soja, trigo e uva, além do uso como
dessecante nas culturas de feijao, batata, soja; no sistema de plantio direto, em soja e trigo e na
pos-emergéncia total do algodoeiro, soja, arroz, milho, canola e beterraba Liberty Link. Para a
cultura do algoddo é recomendado a dose de 2,0 L.ha™ para o controle das plantas daninhas
em pos-emergéncia (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

Glufosinate € um herbicida derivado de fosfinotricina (PPT), sendo
um composto produzido por alguns microrganismos, cuja propriedade antibiotica e herbicida
foram descobertas (DROGE-LASER et al. 1994) e a partir de entdo passou-se a ser sintetizado
como herbicida (MANDERSCHEID; WILD, 1986). E um herbicida utilizado em sistemas de
plantio direto, em areas ndo agricolas, pomares e vinhas (KRAUSZ et al. 1999). Glufosinato é
conhecido por ser uma opc¢ao segura e eficaz no controle das plantas daninhas, particularmente
no final da emergéncia das mesmas. A limitagdo do uso em culturas esta no fato de ndo ser
seletivo.

E um herbicida de contato, sendo derivado de aminoécidos e por
conter fosforo é classificado como derivado de &cidos fosfinicos, uma toxina microbiana
natural isolada a partir de duas espécies de fungos Streptomyces hygroscopis (KISSMANN,

2003). Atua inibindo a atividade da enzima glutamina sintetase (GS), que € necesséria para a
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producdo do aminoacido glutamina e para a desintoxicacdo do aménio, alterando o
metabolismo amoniaco.

O herbicida glufosinate de amdnia é um composto constituido por
uma mistura de dois isdmeros 6ticos D e L do composto fosfinotricina, o qual é um dos
tripepitideos de bilanafos (phosphinotricyl-L-alanyl-L-alanina). Bilanafos é um bioherbicida,
que depois de absorvido pelas plantas é metabolizado em glufosinate e alanina. O isdbmero L
de glufosinate, controla mono e dicotileddneas anuais (ROSS; LEMBI, 1985; DEVINE et al.
1993).

O glufosinate comercial tem em sua composicdo Ammonium 4-
[hydroxy(methyl)phosphinoyl]-DL-homoalaninate  ou ammonium DLhomoalanin-  4-
yl(methyl) phosphinate (glufosinato-sal de aménio) com 200 g L™ (20,0% m/v) e ingredientes
inertes. O produto comercial tem o nome de Finale e pertencente a classe dos herbicidas ndo
seletivos de acdo total do grupo homoalanina substituida tendo a formulagdo com concentrado
soluvel. Apresenta classificagdo toxicologica | e classificacdo do potencial de periculosidade
ambiental Il. No solo, é rapidamente degradado por microrganismos a 3-metil-nonphytotoxic
acido phosphinicopropionic, como sendo um intermedidrio da degradacdo do produto
(ULLRICH et al. 1990).

A inibicdo da glutamina sintetase (GS) resulta no aumento da
concentracdo do NH, na célula e conseqiientemente morte desta. Uma vez que a aménia €
produzida principalmente durante a reacdo relacionada com o transporte de elétrons
fotossintéticos (inibicdo da fotossintese), a acumulagdo é maior em plantas expostas a luz do
que mantidas na obscuridade. O primeiro sintoma de fitotoxicidade é o amarelecimento das
folhas e outros tecidos verdes da planta, seguindo de murchamento e morte, processo que
demora de 1 a 2 semanas (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

Segundo Barberis (2012) em estudo com plantas de soja submetidas a
aplicacdo glufosinate de aménio e potassio para verificar os efeitos de diferentes doses dessas
formulagdes, as doses de 0,625 Lha™ e 2,5 Lha™, de maneira geral, os acimulos de aménia
foram sensivelmente menores para o sal de amonio que pelo sal de potassio, evidenciando que
esta formulacdo apresenta maiores niveis de intoxica¢do nas plantas. O fato da amodnia
presente na formulagdo ndo interferir nas concentragdes de amonia, a caracteriza como um dos

principais compostos indicadores de intoxicacdo das plantas.
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O desenvolvimento de materiais geneticamente modificados propicia
aos cotonicultores utilizarem variedades de algoddo resistentes a herbicidas, por exemplo, com
a tecnologia “Liberty Link”, em que a cultura do algoddo tolera aplicacdes de Amonio
glufosinate em pds-emergéncia. Essa tecnologia proporciona ao produtor maiores opgdes para
adocdo de estratégias de controle das plantas daninhas, face as poucas opcdes de herbicidas
seletivos a cultura, para manejo de plantas daninhas dicotiledoneas em pds-emergéncia tardia
em éarea total (CONSTANTIN et al. 2011).

O conhecimento da estrutura de um herbicida e algumas das suas
propriedades fisico-quimicas, muitas vezes permite uma estimativa de seu comportamento e
mecanismo de adsorcdo. As suas propriedades, tais como acidez ou basicidade (denominado
pKa ou PKB), solubilidade em agua e tamanho molecular, afetam a adsorcdo-dessorcao por
coloides do solo (BAILEY; WHITE, 1970).

Apobs a sua aplicacdo, uma grande proporcdo de glufosinate vai se
depositar sobre o solo. A adsor¢do é um dos fatores mais importantes que afetam o destino dos
defensivos agricolas no solo e, consequentemente, determinam a sua distribuicdo no sistema
solo e agua (GILES et al. 1960). O glufosinate de amonio pode ser fortemente adsorvido pelo
solo rico em argila e pouco adsorvido em solo com baixo teor de argila (BEHRENDT et al.
1990; JEWELL,; BUFFIN, 2001;. AUTIO et al. 2004).

Ainda existem poucas informagfes disponiveis sobre 0 modo de
dissipacao do glufosinate no solo. Os ingredientes ativos do glufosinate sdo altamente estaveis
na prateleira, mas sdo microbiologicamente degradados muito rapidamente no solo.
Experiéncias de campo com glufosinate marcado com carbono 14 mostrou que ndo existe
qualquer lixiviacdo em camadas de solo mais profundos do que 15 cm, o que € atribuido a
rapida biodegradacdo (GOETZ et al. 1983.).

Adsorcdo e bioatividade do herbicida foram correlacionados com a
matéria organica, teor de argila, e outros parametros do solo (WEBER; PETER, 1982). A
matéria organica foi a superficie primaria adsorvente no solo (RAHMAN et al. 1978;
WEBER; PETER, 1982; NISHIMOTO; RAHMAN, 1985).

O glufosinato de aménio, que tem uma estrutura molecular
CsH1sN,O4P (Figura 1), tem uma solubilidade em agua muito elevada de 1370 g L™

(BEHRENDT et al. 1990). A sua meia-vida foi determinada em numerosos estudos
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laboratoriais e varia de 3 a 70 dia (BEHRENDT et al. 1990; FABER et al. 1997; TOMLIN,
2000; DEVOS et al. 2008).

0
I
CH3—II3'-CH2CH3-(|22H-COOH
0 NH,
NH,'

Figura 1. Estrutura da molécula do glufosinate de aménia.

A meia vida com maior intensidade ocorre em solos com argila e alto
teor de matéria organica (ISMAIL; AHMAD, 1994). A natureza dos grupos funcionais é um
dos fatores que determinam a caracteristica quimica estrutural de uma molécula de defensivo
agricola influenciando assim a sua adsorcdo pelos coldides do solo e o mecanismo de
adsorcdo. Ambos grupos amino e carbonil que existe na estrutura quimica do glufosinato
podem participar na ligagdo de hidrogénio. A ligacdo hidrogénio parece ser o0 mecanismo mais
importante para a adsorcdo de moléculas organicas polares ndo idnicas, tais como glufosinate
em minerais de argila (KHAN, 1980).

O glufosinate ndo tem atividade residual, tendo uma restricdo de
rotacdo de 120 dias para a maioria das culturas e 70 dias para as culturas de cereais
(ANONYMOUS, 2005). No entanto, em um ambiente ndo esterilizado, a degradacdo ocorre
rapidamente com valores de DL 50 sendo relatados em 1 a 10 dias em solos arenosos
(BEHRENDT et al. 1990; GALLINA; STEPHENSON, 1992; SMITH, 1989), 15 a 25 dias em
solos argilosos (SMITH, 1989; SMITH; BELYK 1989) e 4 dias em areas florestais (FARBER
etal. 1997).

4.2.2 Mecanismo de Acéo

A amonia é trocada entre o dossel e a atmosfera, 0 que depende da
concentragdo da amobnia em ambos os compartimentos e na condutdncia estomatica
(HUSTED; SCHIOERRING, 1995). A concentracdo de aménia na fase gasosa da folha, sendo

0 ponto de compensacdo do NHj3; da condutancia estomatica, € maior do que zero e é
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determinada pelo aménio apoplastico, concentracdo de prétons e pelo efeito da temperatura na
dissociagdo do NH;" (HUSTED; SCHJOERRING, 1996).

Glutamina sintetase, que tem alta afinidade com o amdnio, mantém
baixa a concentracdo celular deste elemento. Consequentemente, a concentracdo gasosa da
amoOnia na cavidade subestomacal da folha é, na maioria dos casos, mais baixa do que na
atmosfera, tendo como funcdo da planta dissipar amonia. O ponto de compensagdo estomatica
do NH; tem sido mostrado pela variagdo da nutricdo de nitrogénio (MATTSSON;
SCHJOERRING, 2003) e idade da folha (HILL et al. 2002). A importancia da GS no controle
do nivel de am6nio na planta, e assim, emissdes de amonia, tem sido demonstrado pelo
tratamento das plantas com um inibidor da GS, a sulphoximine metionina (MSO) (HUSTED;
SCHJOERRING, 1995; MATTSSON; SCHJOERRING, 1996). MSO e ATP reagem para
formar MSO-fosfato, que entdo ocupa o sitio ativo da enzima impedindo assim a atividade
catalitica adicional (RONZIO et al. 1969). O glufosinate inibe a GS de uma maneira
semelhante, e tem sido demonstrado que o herbicida é um inibidor da GS mais eficaz em
plantas superiores do que o MSO (MANDERSCHEID; WILD, 1986; WILD;
MANDERSCHEID, 1984).

Foi demonstrado por Devine et al. (1993) que determinados
herbicidas influenciam algumas rotas metabdlicas em culturas, direta ou indiretamente
relacionadas ao metabolismo do nitrogénio. A glutamina sintetase ¢ o local primario da
assimilacdo do nitrogénio, catalisando a reacdo de NH;" e glutamato originando glutamina,
sendo tal reacdo potencialmente inibida pelo herbicida glufosinate (HESS, 1995).

Em seguida uma amino-transferase, glutamato sintase (GOGAT),
transfere o grupo amina de glutamina para a-cetoglutarato originando duas moléculas de
glutamato. Uma das moléculas de glutamato é reaproveitada para nova incorporacdo de
amonio, enquanto que a outra molécula de glutamato pode sofrer transaminagdes com diversos
cetodcidos, entre eles o glioxilato, formando aminoécidos e recuperando o a-cetoglutarato
(MATHEWS; HOLDE, 1990). O papel da GS e GOGAT no processo de transaminacao
(Figura 2) foi estabelecido na década de 80, através dos trabalhos de Woo e Osmond (1982) e
Fentem et al. (1983). Eles vieram substituir o conceito de que a enzima glutamato
desidrogenase (GDH) era responsavel pela maior parte da incorporacdo do NH;" no o-

cetoglutarato, formando o glutamato.
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Figura 2. Diagrama proposto adaptado que envolve o metabolismo glutamato, com liberacdo
de ambnio e o-cetoglutarato entre trés compartimentos subcelulares
(MASCLAUX-DAUBRESSE et al. 2006)

Em raz&o da inconsisténcia dos resultados dos trabalhos com a nitrito
redutase, na procura de associacdo entre atividade enzimatica e capacidade de assimilacdo do
nitrogénio pelas plantas, foi levantada a hipotese de que a atividade das enzimas glutamina
sintetase e glutamato sintase estaria mais relacionada a essa capacidade.

O nitrogénio presente no solo ou fornecido via fertilizacdo ¢é
absorvido como NH;" ou NOs™ (LEA, 1993). Subseqiientemente, o nitrogénio é incorporado
para formar &cido glutdmico por uma seqliéncia de reacdes catalisadas por enzimas como GS e
GOGAT e, no caso da absorcéo ocorrer na forma nitrica, também pela nitrato redutase (NR) e
nitrito redutase (NiR), enzimas que mediam a redugdo do NO3™ (LEA, 1993). A maioria destas
enzimas é dependente do suprimento de energia via NADPH ou ferridoxina (HUPPE;
TURPIN, 1994).
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A assimilagdo do nitrogénio, juntamente com a de CO,, constitui-se
na principal funcdo de uma célula foliar. Ha evidéncias de que a principal rota de assimila¢do
do NH,4" produzido nos tecidos foliares é sua conversdo em glutamina, seguida pela formagao
de glutamato, em reacOes mediadas pelas enzimas GS e GOGAT (LAM et al. 1995). A
biossintese e 0 metabolismo destes e de outros aminodcidos (glicina, serina, alanina, aspartato
e asparagina) em plantas estdo estreitamente associados com processos fotossintéticos
(HUPPE; TURPIN, 1994).

O glufosinate inibe a GS, concorrendo com glutamato por sitios de
ligacdo da enzima (LOGUSH et al. 1991). Uma vez fosforilada, glusofinate é
irreversivelmente ligada a enzima (WALLSGROVE et al. 1983). Desde que a GS esta
envolvida na assimilacdo do NH;" (WILD et al. 1984), a inibicdo causa aumento do amonio
nos tecidos da planta (PETERSEN et al. 2001). Acimulo do aménio tem sido utilizado como
um indicador do desempenho do glufosinate e como indicador de tolerancia ao glufosinate em
plantas transgénicas (PETERSEN et al. 2000; PORNPROM et al. 2000). Entretanto, amdnio
ndo é causa exclusiva da morte da planta, mas o esgotamento de esqueletos de carbono, como
glutamina, causando inibicdo indireta da fotorrespiracdo e fotossintese (SEELYE et al. 1999).
O actmulo de amdnio observado apds tratamento com glufosinate foi menor em plantas C,4 do
que em plantas C3 (WENDLER et al. 1990). Isto corresponde a constatacdo de que a taxa de
formacdo de amonio da fotorrespiracdo é maior em plantas C3; do que em plantas C4 (DEVI,
RAGHAVENDRA, 1993).

Segundo Barberis (2012), em estudos com plantas de soja que
receberam aplicacdo de glufosinate de amoénio observou-se um aumentou significativo da
concentracdo de amonia nas plantas tratadas aos dois dias apds aplicacdo (DAA).

Esse aumento do contetido de amdnio ocasiona um deslocamento no
espectro de aminoacidos das células vegetais (LEA et al. 1984; SAUER et al. 1987). Assim, 0s
parceiros da reacdo de fotorrespiracdo importantes sdo removidos, a fotorrespiracdo é
bloqueada, e a reacdo de luz da fotossintese é deprimida (SAUER et al. 1987; WILD et al.
1987; LACUESTA et al. 1992). Coetzer e Al-Khatib (2001) descreveram uma rapida inibicdo
da taxa fotossintética e um aumento na condutancia estomética duas horas ap6s a aplica¢do do
glufosinate. Seis horas ap6s a aplicacdo do glufosinate a taxa fotossintética em Amaranthus

palmeri S. Watson foi reduzido em 63%.
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Especula-se que a acdo fitotdxica do glufosinate de amonio decorre de
quatro processos: a) acimulo de amdnio nos cloroplastos; b) inibi¢do da enzima rubisco por
acumulo de glioxilato na fotorrespiracdo devido a auséncia de transaminacao; ¢) reducdo de
pH do interior do cloroplasto, atrapalhando a sintese de ATP; e d) inibicdo de reducdo de
nitrato, dependente de luz (ROSS; LEMBI, 1985; BORGER; SANDMANN, 1989; DEVINE
et al. 1993).

A inibicdo da glutamina sintetase causa rapido acimulo nos niveis de
NH,4" intracelular, associada a ruptura da estrutura do cloroplasto, resultando na inibicdo da
fotossintese e na morte das células da planta. Embora a toxicidade de NH," pareca ser o
mecanismo de acéo primario do glufosinate, NH," pode ndo ser a causa principal da morte da
célula na presenca do inibidor. Além da toxicidade de NH;*, o efeito do herbicida na
fotossintese pode ser explicado pela inibicdo da sintese de proteinas (especialmente proteina
Qp envolvida no transporte de elétrons), pelo acimulo de glioxalato toxico devido a
deficiéncia de aminoacidos doadores ou pela insuficiente regeneracdo de intermediérios do
ciclo C; (DEVINE et al. 1993; KLECZKOWSKI, 1993), inibi¢do direta da ribulose-1,5-
bifosfato carboxilase e acimulo de fosfoglicolato (WILD; WENDLER, 1993).

Segundo Barberis (2012), em estudos com plantas de soja submetidas
a aplicacdo de glufosinate de amonio e de potassio, foram observados aumentos de glutamato
entre 2 DAA e 6 DAA nas duas formulacbes. Para a glutamina, ocorreu reducdo desse
composto na planta em relacéo a testemunha para todos os periodos e formulacgdes. Ja para a
serina observou-se aumentos significativos nos niveis deste aminoécido nas plantas em relagdo
a testemunha.

Lacuesta et al. (1992) descreveu o efeito do glufosinate de amonio na
fluorescéncia da clorofila em folhas tratadas de cevada (Hordeum vulgare L.). Os autores
descreveram uma diminuicdo na fluorescéncia méxima momentédnea, bem como uma
diminuicdo na extingcdo da fluorescéncia sob condigdes fotorrespiratorias apos um tratamento
com glufosinate. A extingdo da fluorescéncia foi demonstrada como sendo proporcional ao
rendimento quantico do fotossistema Il (GENTY et al. 1989). Um baixo rendimento quéantico
apos a aplicacdo do glufosinate indica que menos energia esta disponivel para a fotossintese e

a energia que nao é usada pela planta é perdida como calor ou luz de fluorescéncia. Sendo
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assim, a fluorescéncia da clorofila acaba servindo como um método de quantificagdo do efeito
do glufosinate sobre a planta.

A relagdo inversa entre a fluorescéncia da clorofila e fotossintese é a
razdo pela qual a medicdo da fluorescéncia da clorofila € um método eficaz e répido para
avaliar a eficacia dos herbicidas, cujo modo de acdo envolve a inibicdo da fotossintese
(GENTY et al. 1989). A fluorescéncia da clorofila é um método rapido, que é amplamente
utilizado para monitorizar e quantificar a contaminacdo do ambiente por herbicidas (KLEM et
al. 2002).

A absorcdo de **C-glufosinate mostrou-se muito rapida, ocorrendo
durante as primeiras horas ap6s a aplicacdo (STECKEL et al. 1997; PLINE et al. 1999). Esta
rapida adesdo explica a rapida redugdo do rendimento quéntico do fotossistema Il apds a
aplicacdo do herbicida glufosinate de amdnio para plantas daninhas cruciferas observadas.
Doses superiores a 400 g i.a. ha™ causou uma forte diminuicdo no rendimento quéntico do
fotossistema I1. No periodo de curto prazo, o rendimento quantico de Ssymbrium loeselii L.
tratada com 900 g i.a. ha™ de glufosinate de aménia, diminuiu para quase zero, nas mesmas
condicBes experimentais. A mesma reacdo foi encontrada para Symphytum officinale L.,
Ssymbrium altissimum L. e Descurainia sophia L. indicando que o efeito do glufosinate de
amonio foi semelhante nas plantas daninhas cruciferas.

Barberis (2012) em estudos com plantas de soja aplicadas glufosinate
de amonio e glufosinate de potéssio, observou que a partir dos 4DAA as plantas tratadas com
o formulagdo sal de potéssio, apresentaram menores porcentagens do transporte de elétrons do

fotossistema Il (ETR) do que as plantas tratadas com a formulacgao de sal de amonio.

4.2.2.1 Assimilagdo do Amonio

Em plantas superiores a assimilacdo de nitrogénio é o segundo maior
processo metabdlico, sendo superado apenas pela fixacdo fotossintética do CO,. As plantas
absorvem o nitrogénio do solo principalmente nas formas de nitrato e amoénio disponiveis a
partir da mineralizacdo da matéria organica ou pela aplicacdo de fertilizantes quimicos
(COELHO et al. 1991).
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O nitrogénio é considerado elemento essencial para as plantas, pois
esta presente na composicdo das mais importantes biomoléculas, tais como ATP, NADH,
NADPH, clorofila, proteinas e inimeras enzimas (MIFLIN; LEA, 1976; HARPER, 1994),
sendo salientado como um dos principais fatores limitantes para o crescimento e
desenvolvimento das plantas (MIFLIN; HABASH, 2002).

Os processos de absorcdo, assimilacdo e mobilizacdo do nitrogénio
envolvem mecanismos para a maxima eficiéncia de utilizacdo, que inclui um sistema
complexo de vias metabdlicas reguladas que se alternam em razdo do armazenamento,
remobilizacdo, reassimilagéo, reciclagem durante a fotorrespiracédo e distribuicdo entre as vias
primérias e secundarias do metabolismo (STITT et al. 2002). Neste contexto, ha uma forte
dependéncia dos niveis de nitrogénio enddgeno e exdgeno, da forma disponivel e da energia
disponibilizada, bem como da localizacdo e da regulacdo das enzimas envolvidas, as quais
determinam os 6rgdos ou sitios de assimilagéo.

O nitrogénio uma vez absorvido, pode ser assimilado na propria raiz
ou ser transportado para as folhas, onde, entdo, ocorre a sua assimilacdo. Nas folhas, a energia
para as reacdes de assimilacdo do nitrogénio é gerada nos cloroplastos pela fotossintese, no
citosol pela glicélise, e nas mitocondrias pelo ciclo do &acido tricarboxilico no processo de
respiracdo (OAKS; HIREL, 1985; HUPPE; TURPIN, 1994). Nos cloroplastos, as reagdes
catalisadas pelas enzimas nitrito redutase (RNi) e GOGAT exigem a reducdo da ferredoxina, o
que é feito pelo sistema de transporte ndo-ciclico de elétrons (CRAWFORD, 1995).

A forma amoniacal de absorcéo do nitrogénio é toxica para as células
vegetais, levando a uma conversdo do amonio a partir da assimilacdo do nitrato ou da
fotorrespiracdo em aminoacidos. A principal rota para essa conversdo envolve as agoes
sequenciais da glutamina sintetase (GS) e da glutamato sintase (GOGAT) (LEA et al. 1992).

A glutamina sintetase combina o aménio com o glutamato para forma
a glutamina: Glutamato + NH," + ATP - glutamina + ADP . P;. Essa reagdo necessita da
hidrélise de uma molécula de ATP e envolve um cation bivalente, como o Mg?*, Mn?* ou Co**
como um co-fator. As plantas possuem duas classes da glutamina sintetase, uma no citosol e a
outra nos plastidios das raizes ou nos cloroplastos das partes aéreas. As formas citosélicas sdo
expressas durante a germinacao de sementes ou no sistema vascular das raizes e partes aéreas,

produzindo glutamina para o transporte do nitrogénio intracelular. A glutamina sintetase nos
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plastidios das raizes forma o nitrogénio amida que € consumido localmente, enquanto a
glutamina sintetase dos cloroplastos das partes aéreas reassimila o NH;" da fotorrespiracio
(LAM et al. 1996). Tanto os niveis de carboidratos quanto os de luz alteram a expressao das
formas dessa enzima presente nos plastideos, mas apresentam pouco efeito nas formas
citosolicas.

Os niveis elevados da glutamina nos plastidios estimulam a atividade
da glutamato sintase. Essa enzima transfere o grupo amida da glutamina para o 2-
oxoglutamato, produzindo duas moléculas de glutamato. As plantas possuem dois tipos de

GOGAT: um recebe elétrons do NADH, e o outro, elétrons da ferredoxina (Fd):

Glutamina + a-cetoglutarato + NADH + H* = 2 glutamato + NAD"

Glutamina + a-cetoglutarato + Fd,eq = 2 glutamato + Fdox

A enzima do tipo NADH (NADH-GOGAT) esta localizada nos
plastideos de tecidos nado-fotossintéticos como raizes ou feixes vasculares de folhas em
desenvolvimento. Nas raizes, a NADH-GOGAT esta envolvida na assimilagdo do NH4"
absorvido da rizosfera, enquanto, nos feixes vasculares de folhas em desenvolvimento, a
NADH-GOGAT assimila a glutamina translocada das raizes ou das folhas senescentes.

A glutamato sintase do tipo ferredoxina-dependente (Fd-GOGAT) é
encontrada nos cloroplastos e age no metabolismo fotorrespiratério do nitrogénio. Tanto a
guantidade da proteina quanto a sua atividade aumenta com os niveis de luz. As raizes, em
particular naquelas sob nutricdo com nitrato, tém Fd-GOGAT nos plastidios. Provavelmente, a
finalidade da Fd-GOGAT das raizes seja incorporar a glutamina gerada durante a assimilacao
do nitrato (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Uma vez assimilado em glutamina e glutamato, o nitrogénio é
incorporado a outros aminoacidos por meio de reacdes de transaminacdo. As enzimas que
catalizam tais reacdes sé@o conhecidas como aminotransferases. Um exemplo € o aspartato
aminotransferase (Asp-AT): Glutamato + oxaloacetato - aspartato + 2-oxoglutarato, em que
0 grupo amino do glutamato é transferido para o &tomo carboxi do aspartato. O aspartato é um

aminodcido que participa do transporte malato-aspartato, no processo de transferéncia de
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equivalentes redutores das mitocondrias e cloroplastos para o citosol e no transporte do
carbono a partir das células do mesofilo até a bainha do feixe vascular no processo de fixacdo
C, do carbono. Todas as reacdes de transaminacdo requerem o piridoxal fosfato (vitamina bg)
como co-fator (TAIZ; ZEIGER, 2009).

As aminotransferases sao encontradas no citoplasma, nos cloroplastos,
nas mitocéndrias, nos glioxissomos e nos peroxissomos. As aminotransferases localizadas nos
cloroplastos podem desempenhar um importante papel na biossintese dos aminoacidos, pois
folhas ou cloroplastos isolados expostos ao dioxido de carbono marcado radiotivamente
incorporam rapidamente a marca em glutamato, aspartato, alanina, serina e glicina (TAIZ;
ZEIGER, 2009).

A asparagina, isolada pela primeira vez do aspargo em 1806, foi a
primeira amida a ser identificada (LAM et al. 1996). Esse aminoacido nédo atua apenas como
um precursor de proteina, mas como um elemento-chave no transporte e no armazenamento do
nitrogénio, devido a sua estabilidade e & alta razdo nitrogénio:carbono. A principal rota para a
sintese da asparagina envolve a transferéncia do nitrogénio amida da glutamina para a

asparagina:

Glutamina + aspartato + ATP - asparagina + glutamato + AMP . PP;

A asparagina sintetase (AS), a enzima que catalisa essa reacédo, €
encontrada no citosol das células das folhas e raizes e nos nddulos que fixam o nitrogénio. Em
raizes de milho, sobretudo aquelas sob niveis potencialmente toxicos de am6nia, o amdnio
pode substituir a glutamina como fonte do grupo amida (SIVASAKAR; OAKS, 1996).

Niveis altos de luz e de carboidratos — condic¢des que estimulam a GS
e a Fd-GOGAT dos plastidios — inibem a expressdo dos genes que codificam AS e a atividade
da enzima. A regulacdo antagdnica dessas rotas competitivas auxilia no balanco do
metabolismo do carbono e do nitrogénio nos vegetais (LAM et al. 1996). As condigdes de
ampla energia estimulam a GS e a GOGAT e inibem a AS, favorecendo, assim, a assimilagao
do nitrogénio em glutamina e em glutamato, compostos ricos em carbono e que participam da

sintese de novos materiais vegetais.
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Em comparacéo, as condigdes limitadas de energia inibem a GS e a
GOGAT, estimulam a AS, favorecendo, portanto a assimilacdo do nitrogénio em asparagina,
um composto rico em nitrogénio e suficientemente estavel para ser transportado em longas

distancias e armazenado por muito tempo.

Figura 3. Assimilacdo do amonio nas plantas (TAIZ; ZEIGER, 2009).
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Os gendtipos eficientes no uso do nitrogénio sdo aqueles que tém alta
capacidade de incorporar o ion aménio em aminoacidos, através das enzimas glutamina
sintetase e glutamato sintase. Assim, Machado et al. (1992) demonstraram uma alta correlacdo
entre a atividade da enzima glutamina sintetase e a producdo de graos de genotipos de milho.
Esse e outros trabalhos indicaram que a determinagdo da atividade da enzima glutamina
sintetase poderia ser utilizada como um parédmetro auxiliar na selecdo de gendtipos mais
eficientes na utilizagdo do nitrogénio.

E importante destacar que existe variabilidade genética para essa
caracteristica (MACHADO et al. 1992; MAGALHAES et al. 1993). O uso generalizado desse
parametro, no entanto, fica limitado pelo fato de que a assimilacdo do am6nio em aminoacidos
sO é limitante quando somente essa forma de nitrogénio é suprida as raizes e/ou quando a

quantidade absorvida excede a capacidade assimilatoria da planta (HARPER, 1994).

4.2.2.2 Absorgéo e Translocagéo

O glufosinate € um herbicida de contato, por isso, exige cobertura
completa para garantir o amplo espectro de acdo em gramineas e plantas daninhas de folha
larga (CORBETT et al. 2004; STECKEL et al. 1997). A absor¢do do glufosinate ocorre
atraves das folhas e caules e 0s danos estdo restritos as partes das plantas que estdo em contato
direto com o produto. O agente tensioativo anidnico, polioxietileno de sddio alquiléter sulfato
(AES), normalmente é adicionado para aumentar a absor¢do de glufosinate pela planta. O
ingrediente ativo pode mover-se dentro das folhas, porém ndo se conhece claramente a
translocacdo para outras partes da planta, tais como rizomas subterraneos ou estoldes. Em
plantas perenes, contudo, a quantidade translocada para rizomas pode ser muito importante, tal
como indicado pelas experiéncias de Kdocher e Lotzsch (1985), que descobriram que o
glufosinate inibia o crescimento e rebrota de rizomas de |. cilindrica. Haas e Mtiller (1987)
relataram que, em estudos de cromatografia em camada fina, de 11 a 13% do [** C] com
glufosinate de aménio foi absorvido pelas plantas e metabolizado em 3-MPFA [*C] na parte
aérea e 0,2 a 0,6% nas raizes das trés espécies estudadas. Eles encontraram uma correlacéo

entre a sensibilidade ao herbicida glufosinate de amonio e a taxa de translocacdo no floema.
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As razbGes para a translocagdo limitada do glufosinate ndo séao
completamente compreendidos (BERIAULT et al. 1999). De acordo com Kleier (1988), as
caracteristicas fisico-quimicas do glufosinate demonstram condi¢des para a mobilidade no
floema. Portanto, assumiu-se que a a¢do rapida no local da aplicacdo provoca fitotoxicidade
localizada nas folhas limitando a translocacdo. Pesquisas anteriores com glufosinate mostram
que a translocacdo do herbicida na planta ocorre, principalmente, a partir do ponto da
aplicacdo para a ponta da folha, indicando movimento pelo xilema. Kumaratilake et al. (2002)
relataram que 55% do glufosinate aplicado foi encontrado nas pontas das folhas de aveia
(Avena sterilis L.) 24 horas apds o tratamento e 75% em folhas tratadas de azevem ( Lolium
rigidum Gaudin). Em contraste, a translocacdo do herbicida glufosinate para a base da folha
tratada, meristema e outras folhas era de 11% em azevém e 22% na aveia. Outros estudos
também mostraram que a translocacdo na folha tratada foi baixo e variando entre espécies
(BERIAULT et al. 1999; COETZER et al. 2001; MERSEY et al. 1990; NETO et al. 2000;
PLINE et al. 1999).

O glufosinate tem alguma mobilidade no floema e xilema (SHELP et
al. 1992). No entanto, ndo tendem a translocar-se por um maior nimero de folhas do que as
tratadas (MASCHHOFF et al. 2000), sendo principalmente transportado pelo xilema para as
pontas da folha devido a transpiragdo (ANDERSON et al. 1993). No entanto, em algumas
espécies Haas e Mueller (1987), Mersey et al. (1990) e Steckel et al. (1997) observaram
translocago de *C marcado no glufosinate de aménia através do floema para as raizes.

A influéncia de diferentes fatores ambientais sobre a eficacia do
glufosinate de amodnia tem sido relatada na literatura. Baixas temperaturas (DONN, 1982;
LANGELUDDEKE et al. 1988; MATHIASSEN; KUDSK, 1993), baixa umidade relativa
(ANDERSON et al. 1993; MATHIASSEN; KUDSK, 1993; PETERSEN; HURLE, 2001) e
chuvas até cinco ou seis horas apo6s o tratamento (LANGELUDDEKE et al. 1988) podem
diminuir a eficacia do produto. Queda na radiacdo fotossinteticamente ativa também podem
reduzir a eficacia do glufosinate (KOCHER, 1983). A influéncia negativa de baixa
temperatura € principalmente, devido a diminuicdo da atividade metabolica das plantas. Alta
umidade relativa aumenta a absorcao e translocagdo através da maior hidratacdo da cuticula e
pelo prolongamento do tempo de secagem das goticulas (Hull, 1970). Coetzer et al. 2001

relataram que menos de 5% do glufosinate aplicado foi translocado nas folhas tratadas de trés
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espécies de Amaranthus em baixa umidade relativa. Em um estudo similar, Ramsey et al.
(2002) demonstraram que a exposicdo de aveia selvagem (Avena fatua L.) a 95% de umidade
ralativa revelam um aumento na eficacia do glufosinate quando comparado com 40% de
umidade relativa.

A absor¢do aproxima-se do maximo entre as primeiras 24h ap06s o
tratamento, na maioria das espécies (STECKEL et al. 1997). A translocacdo do glufosinate é
minima comparada ao glyfosate, apesar de terem propriedades quimicas semelhantes
(BERIAULT et al. 1999). Embora a translocagdo do glufosinate seja minima, a maior
translocagdo tem sido observado em espécies suscetiveis do que naquela que s@o mais
tolerantes (KUMARATILAKE et al. 2002). A luz é um requisito para a atividade 6tima do
glufosinate em varias espécies de plantas daninhas (WILD; MANDERSCHEID, 1984).

Os niveis observados de tolerancia ao herbicida glufosinate tem sido
atribuido a fatores como temperatura, umidade, estagio de crescimento, quantidade de
aplicacdo, época de aplicacéo, espécie e fatores fisioldgico tais como a absor¢éo e translocacéo
( COETZER et al. 2001; GRANGEOQOT et al. 2005; MASCHOFF et al. 2000). Por demonstrar
um baixo nivel de metabolismo, visto em varias espécies, ndo tem sido considerado como um
fator de tolerancia em espécies daninhas ao glufosinate (JANSEN et al. 2000; NETO et al.
2000). Metabolismo rapido de varios metabolitos tem sido observado em transgénicos, como o
milho resistente ao glusofinate (RUHLAND et al. 2004).
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5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacdo com temperatura
média de 15 a 28°C e umidade relativa de 70 a 90% no Nucleo de Pesquisas Avancadas em
Matologia - NuUPAM, pertencente ao Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da UNESP, Campus de Botucatu/SP.

Foram utilizados vasos com capacidade de cinco litros, preenchidos
com substrato Tropstrato HT Hortalicas composto por Superfosfato Simples, Nitrato de
Potassio, Turfa, Vermiculita expandida e Casca de pinus, enriquecido com macro e
micronutrientes, com pH 5,8 (£0,5) . Foram cultivadas oito plantas de algoddo cultivar
FiberMax 910, cinquenta plantas de Brachiaria decumbens Stapf e Ipomoea grandifolia
Dammer por vaso. O desbaste foi realizado aos 21 dias ap0s o plantio, deixando-se quatro
plantas de algodao e dez de cada planta daninha por vaso, o que permitiu biomassa suficiente
para as avaliacOes realizadas.

As plantas foram tratadas com duas formulagGes distintas de

glufosinate: glufosinate de aménio e glufosinate de potassio. A formulacdo de glufosinate de
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potéssio foi desenvolvida em laboratdrio para se avaliar a interferéncia da amonia presente na
formulagdo comercial na quantificagdo da amonia presente no interior das plantas, associado a
velocidade de absorcéo de cada herbicida.

A formulacdo do glufosinate de potassio foi desenvolvida conforme
Barberis (2012) sendo utilizado uma aliquota de 100 ml do produto comercial Finale em 900
ml de &gua, correspondendo a concentracdo de 10% v/v da formulagéo original do produto. O
pH da soluc¢éo foi elevado a 13,0 com Hidréxido de Potéssio (KOH) em capela com ventilagdo
forcada para que a volatilizacdo da amodnia ocorresse de forma espontanea. Apos 24 horas
contatou-se que o produto estava sem a presenga da amonia analisando-se uma amostra do
produto e quantificando-se a amdnia presente na mesma. Foi ajustado o pH 7,0 para a
formulacdo de glufosinate do potassio. ApOs este procedimento o glufosinate presente na
formulacdo foi quantificado por cromatografia e espectrometria de massas, comprovando que

néo ocorreram perdas do herbicida durante o preparo da formulagédo (Figura 4).

Figura 4. Preparacao da formulacdo glufosinate de potassio.

A aplicacdo dos herbicidas nos diferentes experimentos foi realizada
em um pulverizador estacionario (Figura 5) equipado com uma barra de pulverizagdo
constituida por quatro pontas XR 110.02, espacadas de 0,5 m e posicionadas a 0,5 m de altura

em relacdo as plantas. Para a aplicacdo do glufosinate de amonio e do glufosinate de potéassio,
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o sistema foi operado com velocidade de deslocamento de 1 m s™, o que corresponde a 45,0
Hertz no modulador de frequéncia, com consumo de calda correspondente a 200 L ha™. O
equipamento foi operado com pressdo constante de 1,5 bar, por meio de ar comprimido. O
mesmo equipamento foi utilizado para a simulagdo das chuvas de 40 mm em cada um dos

tratamentos (Figura 6).

Figura 5. Pulverizador estacionario utilizado para a aplicacdo das formulacdes do herbicida e
simulacéo de chuva.
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Figura 6. Detalhe da simulacdo da chuva nas plantas pelo pulverizador estacionario.

O experimento foi instalado com delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial com quatro repeticdes. Os tratamentos constaram de duas
formulacdes do herbicida, glufosinate de aménio (2,0 L p.c. ha™®) e glufosinate de potassio (2,0
L ha), cinco periodos sem a ocorréncia de chuvas: 1; 3; 6; 24 e 48 h ap6s aplicacdo e uma
testemunha sem aplicagdo. As plantas para as andlises laboratoriais foram coletadas com 2
dias apds aplicagdo, quando comecaram a aparecer 0S primeiros sintomas de intoxicacdo
visual. As variaveis analisadas foram teor de amonia, teor dos compostos pertencentes a rota
metabolica de acdo do glufosinate (glutamato e glutamina) e teor de glufosinate, sintomas de
intoxicacdo visual e taxa de transporte de elétrons (ETR).

No momento da aplicagdo, as plantas de algoddo estavam com a
segunda folha verdadeira inteiramente expandida e a terceira em expansdo com
aproximadamente 30 cm de altura (Figura 7), a Brachiaria decumbens Stapef estava
perfilhada com aproximadamente 36 cm de altura (Figura 8) e a Ipomoea grandifolia Dammer

apresentava em meédia 18 cm de altura e com gavinhas (Figura 9).



Figura 7. Detalhe das plantas de algoddo no momento da aplicagéo.

Figura 8. Detalhe das plantas de Brachiaria decumbens no momento da aplicacao.

Figura 9. Detalhe das plantas de Ipomoea grandifolia no momento da aplicacéo.

35
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A andlise para quantificacdo da aménia foi realizada segundo
protocolo de Petersen e Hurle (2000), utilizando-se colorimetria pela acdo de reagentes e
determinacdo via espectrofotdmetro. A metodologia de extracéo foi desenvolvida por Barberis
(2012) com o objetivo de recuperar toda a aménia da folha, tendo esta andlise grande
importancia na discussdo dos resultados com base nos diferentes tipos de produtos aplicados
(glufosinate de amonio e glufosinate de potassio), relacionado a diferentes periodos de chuva.

Para a extracdo da amonia foram utilizadas garrafas de poliestireto de
300 mL, previamente tratadas, com &gua acidificada a pH=3,5 com HCI como recipiente para
as folhas, coletando-se todas as folhas de cada planta por repeticdo. A biomassa coletada foi
determinada por diferenca de peso, aos dois dias ap06s aplicacdo dos tratamentos. As folhas
coletadas foram submetidas a banho de ultrassom por 60 minutos (Figura 10) e em seguida a

amonia foi quantificada na solucdo. Realizado leitura da absorbancia das amostras em 630 nm.

Figura 10. Sequéncia de coleta das folhas para extracdo da aménia.

Foram realizadas quantificacdes dos compostos glutamato, glutamina
e glufosinate em um sistema LC-MS/MS conforme descrito por Barberis (2012), apresentando
uma resposta uniforme a grupos de compostos com caracteristicas similares, mantendo uma
relacdo aproximadamente constante entre a intensidade de sinal (area do pico cromatogréafico)
e a concentracéo dos diferentes compostos expressas em unidades molares.

O sistema LC-MS/MS (Figura 11) é composto por um Cromatografo
Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC), Shimadzu, modelo Proeminence UFLC, que combina
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anélise ultra-rapida e excelente performance de separacdo, com alta confiabilidade de
resultados; equipado com duas bombas LC-20AD, autoinjetor SIL-20AC, degazeificador
DGU-20AD5, sistema controlador CBM-20A (permite a operagdo 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 do tipo triplo
quadrupolo.

Figura 11. Cromatografo Liquido (Proeminence UFLC) acoplado ao espectrémetro de massas
(3200 Q TRAP) LC-MS/MS. Botucatu/SP, 2012.

A utilizacdo do LC-MS/MS possibilita o controle do ion molecular e
de transigdes idnicas provenientes da fragmentacdo do mesmo, garantindo a sensibilidade e a
especificidade necessarias para a quantificacdo dos analiticos, em concentragdes, por vezes
vestigiais, presentes em matrizes de elevada complexidade. A massa molecular e o0s
fragmentos gerados a partir de cada molécula estdo apresentados na Tabela 1. O fragmento
utilizado para quantificacdo de cada um dos compostos foi sempre o primeiro apresentado na
Tabela 1, para cada composto. A detecgéo e separagdo dos compostos foram realizadas em
uma corrida e 0s tempos de retengdo dos compostos retidos pela coluna cromatogréfica foram:
glutamina (1,41 min), glutamato (1,29 min) e glufosinate (1,26 min). A Figura 12, 13 e 14

representam o cromatograma do padrdo analitico do composto glutamato, glutamina e
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glufosinate, respectivamente, nas condic¢Bes descritas anteriormente. A Tabela 2 representa as
curvas analiticas e as faixas de concentracdo para cada composto analisado.

Tabela 1. Massa molecular e ions secundarios dos compostos analisados.

lons Secundarios
Compostos Massa Molecular (Fragmentos)

Glutamina 147,17 84,1
130,1
56,2
Glutamato 148,147 84,1
130,1
56,1
Glufosinate 182,146 136
56
119,2

— 1,29 min

Glutamato

» Fragmentos

Figura 12. Cromatograma do glutamato com os respectivos fragmentos na concentracdo de
200 ng ml™.
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Figura 13. Cromatograma da glutamina com os respectivos fragmentos na concentragdo de
200 ng ml™.

Figura 14. Cromatograma do glufosinate com os respectivos fragmentos na concentracao de
200 ng ml™.
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Tabela 2. Curvas analiticas e faixas de concentracdo para cada composto analisado.
Botucatu/SP, 2012.

Compostos Equacéo da reta R Intervalo linear (ng.ml™)
Glutamina  y=3,82.e + 003.x + (- 35,5) 0,9948 84 - 100
Glutamato y =1,16.e + 003.x + 245 0,9960 84 - 100
Glufosinate y = 607.X + (-207) 0,939 136 - 000

Foram coletadas todas as folhas de uma planta por repeticao, as quais
foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas. Uma aliquota de 200 mg da
amostra foi pesada em tubo falcon, adicionado 10 mL da solucéo extratora de 75% H,0:25%
Metanol, e levadas para banho em ultrassom por 30 minutos. Apds centrifugacdo por 3.500 x g
por 5 minutos, o sobrenadante foi filtrado com filtro milipore 0,2 um (Figura 15) e as amostras
analisadas em LC-MS/MS.

Figura 15. Sequéncia da extracdo para quantificacdo dos compostos glutamato, glutamina e
glufosinate.

Foram ate. realizadas avaliacbes do fluxo de transporte de elétrons

(ETR) do fotossistema Il aos 0, 1, 2, 3, 4, 6 e 8 dias apos aplicacdo (DAA). O aparelho
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utilizado nessa avaliagdo foi um fluorémetro portatil (Multi-Mode Chlorophyll Fluorometer
OS 5p — Opti Sciences) (Figura 16), as leituras ocorreram nas folhas completamente abertas e

fotossinteticamente ativas. O protocolo utilizado para as medicdes foi o Yield.

Figura 16. Fluorémetro portéatil Multi-Mode Chlorophyll Fluorometer OS5p.

As avaliacOes de intoxicagdo foram realizadas visualmente por meio
de uma escala percentual de notas onde “0” representa nenhum efeito e “100” a morte das
plantas aos 1, 3, 6, 8 e 10 dias apds a aplicacdo (DAA) de glufosinate.

Para analise dos resultados da quantificagdo da amdnia, compostos e
intoxicacao das plantas, foram realizadas regressdes por meio do programa Sigma Plot, versédo
11. O modelo de Mitscherlich foi utilizado para ajustar os dados dos teores de glutamato,
glutamina e amonia. Quando ndo foi possivel ajustar o modelo de Mitscherlich foram
ajustados modelos exponencial e hiperbdlico racional. Para as avaliagbes de ETR, foram
realizadas analises de variancias e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 17 estdo representadas a quantidade e a velocidade de
absorcdo do glufosinate para cada formulacdo do herbicida nas plantas de algoddo em relagéo
a horas sem chuva, apds sua aplicacdo. Pode-se observar que houve absor¢do do herbicida, na
formulagdo de sal de amonio até 24 h e para a formulacdo de sal de potéssio até 48 h sem
chuva. De maneira geral, observa-se uma absor¢do mais rapida e em maior quantidade para a
formulacdo de sal de aménio nas primeiras 24 h sem chuva. ApOs esse periodo, 0
comportamento se inverte, com o algodao absorvendo mais a formulagdo de sal de potéassio, 0
que coincide com o maior acimulo de amdnia causada por este herbicida (Figura 20). Apesar
da absor¢édo do herbicida ser lenta e os maiores teores nas plantas terem sido encontrados apés
pelo menos 24 h sem chuva, observa-se que 0s maiores niveis de intoxicacdo medidos pelo
acumulo de aménia ocorreram mesmo sem que o0 herbicida tivesse sido absorvido em maiores
quantidades.

A quantidade de glufosinate absorvida para cada formulacdo por
plantas de B. decumbens estd representada na Figura 18. Pode-se verificar que ambas as

formulacdes apresentaram curvas de velocidade de absorcdo semelhantes, no entanto, a
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formulacdo de sal de amonio é absorvida em maior quantidade em todo o periodo avaliado.
Para esta formulacéo, maiores acimulos de aménia foi observado nas plantas.

Na Figura 19 pode-se observar os resultados dos teores de glufosinate
nas plantas de I. grandifolia semelhante ao comportamento de B. decumbens, a formulagéo de
sal de amdnio é absorvida em maior quantidade e mais rapidamente até 24 h sem chuva e apés
este periodo os resultados se invertem, onde passa a ser absorvido em maior quantidade a
formulacdo de sal de potassio, semelhando ao comportamento observado para o algodao.
Essas espécies apresentam metabolismo Cs, 0 que pode explicar o comportamento semelhante,
porém com diferencas na metabolizacdo, pois o sal de potassio manifestou maior concentracao
de amoOnia, tornando-se assim, mais toxico ja nas primeiras horas sem chuva. Diferencas na
tolerancia ao glufosinate de aménio entre as espécies foram explicadas em termos de taxa e
extensdo de absorcdo e/ou a translocacdo do herbicida (ACASTER; WEITZMAN, 1985;
KOCHER; LOTZSCH, 1985) e/ou na capacidade das espécies para desintoxicar ou inativar o
herbicida (ACASTER; WEITZMAN, 1985; HAAS; MULLER, 1987).

Sal

60 - Sal de potéssio: Sal de aménio:
= 0,0814+1*x/(1+x) =0,5303 +0,0005*(1-exp(-0,014*Xx))
50 ] R?=09812 R’=0,9929

40

30

20

10

¢ Sal de potassio  ® Sal de amdnio

mgkg-1 de matéria fresca

O . T T T T 1
0 10 20 30 40 50

horas sem chuva

Figura 17. Concentracdo do glufosinate (mg kg™) na matéria fresca das plantas de algodao
em relacdo a horas sem chuva aos dois dias ap06s aplicacdo (DAA). Botucatu/SP,
2012.
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Figura 18. Concentragdo do glufosinate (mg kg™) na matéria fresca das plantas de B.
decumbens em relacdo a horas sem chuva aos dois dias ap6s aplicacdo (DAA).

Botucatu/SP, 2012.

Sal de potassio: Sal de aménio:
f=0,0395+0,022*x+0,3838*x"2 f=0,0786+0,0173*x+0,2408*x"2
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Figura 19. Concentracdo do glufosinate (mg kg™) na matéria fresca das plantas de I.
grandifolia em relacdo a horas sem chuva aos dois dias apos aplicacdo (DAA).

Botucatu/SP, 2012.

Na Figura 20 estdo apresentados os resultados das concentragdes de

amonia nas plantas de algodao para as duas formulagdes de glufosinate testadas. Pode-se

observar que a formulacdo de sal de potassio demonstrou maior acimulo de amonia, sendo

evidenciado que esta formulacdo promoveu maiores niveis de intoxicacdo nessa cultura.

Observa-se que do momento da aplicagéo até aproximadamente 5 h sem chuva, a concentracdo
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de amonia estabiliza no interior das plantas para ambas as formulagcfes, demonstrando que o
glufosinate necessita de 5 h sem chuva ap6s a aplicacdo para que ocorra absorcao suficiente do
produto.

O fato do amodnio presente na formulacdo ndo interferir nas
concentracbes de amonia, o caracteriza como um dos principais compostos indicadores de

intoxicacdo, corroborando com os resultados obtidos por Barberis (2012) em plantas de soja.

80 - # Sal de potassio ® Sal de aménio
S 704 *
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@ 50 -+
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— f=0,0001*(1-107(-0,0079*x)) f=0,0001*(1-107(-0,017*x))
2 20 R’=0,9722 R*= 0,9506
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Figura 20. Concentragdo da amdnia (mg kg™) na matéria fresca das plantas de algoddo em
relacdo a horas sem chuva aos dois dias apds aplicacdo (DAA). Botucatu/SP, 2012.

Nas Figuras 21 e 22 estdo apresentadas os resultados das
concentracdes de amoénia em B. decumbens e |. grandifolia, respectivamente, para as duas
formulagdes de glufosinate. Pode-se observar um comportamento oposto das plantas de
algoddo, pois a formulacdo de sal de amo6nio proporcionou maiores indices de amonia nessas
plantas.

Observa-se para as plantas de B. decumbens que do momento da
aplicacdo até aproximadamente 6 h sem chuva, a concentracdo da amdénia no interior das
plantas se estabiliza, demonstrando que para esta espécie, o glufosinate necessita de
aproximadamente 6 h sem chuva ap6s a aplicacdo para que ocorra absorcao do herbicida em
quantidades capazes de promover os maiores incrementos de amonia nas plantas. As plantas
de I. grandifolia demonstram a necessidade de um periodo de 6 h para 0 maximo de
intoxicacdo (acumulo de amodnia) na formulacdo de sal de potassio e houve aumentos nos
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teores de amonia para a formulacdo comercial (glufosinate de amonia) até aproximadamente
20 h. Observa-se também para as plantas daninhas um maior acimulo de aménia causada pela
formulagdo comercial, indicando que este produto foi mais efetivo na intoxicacdo dessas
plantas.

Conforme esquematizado na Figura 2 quando inibida as enzimas GS1
(sintetase de glutamina citosolica) e GS2 (sintetase de glutamina cloroplasmatica) ocorre um
acumulo de amonia citosdlica e cloroplasmética em folhas novas e folhas velhas, devido a
interrupcdo da assimilagdo da amdnia pelo glutamato nas folhas (GS1 em folhas velhas no
citosol) e na assimilagdo da amonia com o glutamato (GS2 e GOGAT em folhas novas no

cloroplasto).
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Figura 21. Concentracdo da aménia (mg kg™) na matéria fresca das plantas de B. decumbens
em relacdo a horas sem chuva aos dois dias apos aplicagdo (DAA). Botucatu/SP,
2012.



mgkg-1 de matéria fresca

47

Sal de potéssio: Sal de aménio:
300 ~ £=0,0035*x/(0,1923+x) £=0,0004*x/(0,0579+x)
250 R°=0,8457 R°=0,9335 -
[ ]
* .
+ Sal de potassio = Sal de amdnio

0 10 20 30 40 50

Horas sem chuva

Figura 22. Concentracdo da amdnia (mg kg™) na matéria fresca das plantas de I. grandifolia

em relagdo a horas sem chuva aos dois dias apos aplicacdo (DAA). Botucatu/SP,

2012.

Na Figura 23 estdo apresentados os resultados da quantificacdo do

glutamato nas plantas de algoddo para as duas formulacdes de glufosinate. Pode-se observar

diferencas significativas de ambas as formulacBes (amonio e potédssio) em relacdo a

testemunha. Com apenas uma hora sem chuva ocorreu uma queda de 61% de glutamato para a

formulacdo de sal de potassio e 55% para a formulacdo de sal de aménio, demonstrando uma

intensa intoxicacdo das plantas de algoddo, mesmo com niveis ainda bastante baixos de

glufosinate absorvidos.
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Figura 23. Concentracio do glutamato (mg kg™) na matéria fresca das plantas de algoddo em

relacdo a horas sem chuva aos dois dias ap0s aplicacdo (DAA). Botucatu/SP, 2012.
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Observa-se na Figura 24, os resultados da quantificacdo do glutamato
nas plantas de B. decumbens para as duas formulacOes de glufosinate, os quais demonstram
uma inibigdo da producéo de glutamato mais rapida para a formulacéo de sal de amonia, onde
com periodos inferiores a 1 h sem chuva, as plantas absorveram quantidades de glufosinate
suficiente para causar a redu¢do maxima da producdo de glutamato. Com 1 h sem chuva,
ocorreu uma queda de 38% para a formulacdo de sal de potéssio e 50% de glutamato para a
formulacéo de sal de amonio, verificando uma intensa intoxicacao inicial principalmente para
a formulacdo de sal de aménio. Apesar da velocidade de inibicdo do glutamato ter sido
diferente para as duas formulagdes, os valores minimos observados sdo muito semelhantes ao
longo do periodo de avaliagao.

Na Figura 25 estdo representados os resultados da quantificacdo do
glutamato nas plantas de I. grandifolia para as duas formulacbes de glufosinate. Verifica-se
um comportamento semelhante entre ambas formulagdes. O sal de potassio levou a uma
reducdo do glutamato de 69% com 1 hora sem chuva, chegando a 83% de redugdo com 6 h
sem chuva. O sal de aménio levou a uma reducdo de glutamato de 68% com 1 hora sem
chuva, chegando a 76% de redugdo com 6 horas sem chuva, demonstrando a intensa

intoxicacdo causada por esses herbicidas com poucas horas sem chuva.
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Figura 24. Concentracdo do glutamato (mg kg™) na matéria fresca das plantas de B.
decumbens em relacdo a horas sem chuva aos dois dias ap06s aplicacdo (DAA).
Botucatu/SP, 2012.
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Figura 25. Concentragdo do glutamato (mg kg™) na matéria fresca de plantas de I. grandifolia
em relacdo a horas sem chuva aos dois dias apos aplicacdo (DAA). Botucatu/SP,
2012.

Apos a absorcdo do glufosinate de amonio pelas células da planta,
observam-se efeitos nos processos metabdlicos na assimilagdo do nitrogénio e na
fotorrespiracdo. O glufosinate de aménio sendo uma estrutura analoga do glutamato, inibe a
glutamina sintetase, enzima chave no controle da utilizagdo do nitrogénio no interior das
células (LEASON et al. 1982; FRASER; RIDLEY, 1984; KOCHER, 1989; COETZER; AL-
KHATIB, 2001). Isso resulta em um rapido aumento no teor de aménia (WILD;
MANDERSCHEID, 1984; LEA et al. 1984; COETZER; AL-KHATIB, 2001) e,
subsequentemente, uma mudanca no espectro de aminoacidos nas células vegetais (LEA et al.
1984; SAUER et al. 1987). Assim, substancias importantes da reacdo da fotorrespiracdo sdo
removidas, bloqueando-a, e a fotossintese € reduzida (SAUER et al. 1987; WILD et al. 1987,
LACUESTA et al. 1992).

Na Figura 26 sdo observados os resultados da quantificacdo da
glutamina nas plantas de algodao para as duas formulacdes de glufosinate. O comportamento
entre as formulacdes sdo semelhantes, com uma queda de 24% de glutamina no tratamento de
6 h sem chuva para a formulacdo sal de potassio e uma queda de 60% para 0 mesmo

tratamento com a formulacéo sal de aménio.
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Figura 26. Concentracdo da glutamina (mg kg™) na matéria fresca das plantas de algoddo em
relacdo a horas sem chuva aos dois dias apds aplicacdo (DAA). Botucatu/SP, 2012.

Observam-se na Figura 27 os resultados da quantificagdo da
glutamina nas plantas de B. decumbens para as duas formulacdes de glufosinate, com um
comportamento semelhante para as duas formulacgdes, com uma reducdo da glutamina de 88%
com apenas 1 h sem chuva para a formulacao sal de potassio, e uma reducdo de 80% para o
mesmo tratamento para a formulacéo sal de amonio, verificando uma intensa intoxicacao para
ambas as formulagoes.

Para |I. grandifolia, observam-se na Figura 28, os resultados da
quantificacdo da glutamina nas plantas para as duas formulagdes. Também se pode observar
um comportamento semelhante para as duas formulacGes. No entanto, para esta espécie 0s
menores niveis de glutamina foram observados com aproximadamente 10 h sem a ocorréncia
de chuvas, demonstrando a necessidade de absorcdo de maiores quantidades do herbicida para
promover 0s maiores efeitos na producgéo de glutamina.

A inibicdo da glutamina sintetase, pela intoxicacdo do glufosinate,
gera uma diminuicdo da glutamina, inibicdo da biossintese de aminoacidos e acumulo de
amonia nas plantas (HESS, 2000).
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Figura 27. Concentracdo da glutamina (mg kg™) na matéria fresca das plantas de B.
decumbens em relacdo a horas sem chuva aos dois dias ap6s aplicacdo (DAA).

Botucatu/SP, 2012.
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Figura 28. Concentracdo da glutamina (mg kg?) na matéria fresca das plantas de I.
grandifolia em relacdo a horas sem chuva aos dois dias apos aplicacdo (DAA).

Botucatu/SP, 2012.

6.1 Intoxicacao

6.1.1 Sal de Amobnio
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Na Figura 29 observam-se os resultados de intoxicacdo visual das
plantas de algoddo tratadas com a formulacdo sal de amonio, a qual demonstra uma
intoxicacdo crescente ao longo do periodo avaliado. Aos 3 DAA observou-se
aproximadamente 10% de intoxicacdo e 95% de intoxicacdo aos 10 DAA (Figuras 35, 38 e
41). Pode-se verificar que a quantidade do herbicida absorvido até 3 horas apds a aplicacdo foi

suficiente para promover os maiores niveis de intoxicacao.
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Figura 29. Porcentagem de intoxicag&o visual das plantas de algoddo em relagéo a horas sem
chuva apés aplicacdo da formulagédo sal de aménio. Botucatu/SP, 2012.

Na Figura 30 observam-se os dados de intoxicacdo das plantas de B.
decumbens tratadas com a formulagéo sal de amonio. Observou-se uma intoxicagao crescente
ao longo do periodo, iniciando aos 3 DAA com uma média de 40% de intoxicacdo, a qual é
bastante superior a observada para o algoddo no mesmo periodo de avaliagcdo. Aos 10 DAA
observou-se 97% de intoxicacdo para as plantas submetidas a 3 horas de absorcéo do herbicida
(sem chuva), conforme pode-se observar nas Figuras 36, 39 e 42.

Para |. grandifolia, na Figura 31 observam-se os dados de intoxicacao
para as plantas tratadas com a formulacdo sal de aménio. Novamente houve um
comportamento semelhante. Aos 3 DAA observa-se 34% de intoxicacdo aos 6 DAA e aos 10
DAA aproximadamente 90% de intoxicacdo, a partir do periodo de 3 horas sem chuva

(Figuras 37, 40 e 43).
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Figura 30. Porcentagem de intoxicacgdo das plantas B. decumbens em relagéo a horas sem
chuva ap6s aplicacéo da formulacdo sal de amonio. Botucatu/SP, 2012.
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Figura 31. Porcentagem de intoxicag&o das plantas I. grandifolia em relacéo a horas sem
chuva ap6s aplicacéo da formulacédo sal de amonio. Botucatu/SP, 2012.

6.1.2 Sal de Potassio

Na Figura 32, 33 e 34 observam-se os dados de intoxicacdo visual

para as plantas de algoddo, B. decumbens e I. grandifolia respectivamente. Conforme os
resultados observados para a formulacdo comercial, novamente foram observados resultados

semelhantes quanto a evolugdo dos sintomas (diferentes periodos de avaliacao).
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Para as plantas de algoddo, observou-se aproximadamente 10% de
intoxicacdo aos 3 DAA e 90% de intoxicacdo aos 10 DAA (Figuras 46 e 48), quando as

plantas foram submetidas a aproximadamente 3 h sem chuva.
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Figura 32. Porcentagem de intoxicacgdo visual das plantas de algodao em relacéo a horas sem
chuva apds aplicacdo da formulagéo sal de potassio. Botucatu/SP, 2012.

Para as plantas de B. decumbens (Figuras 45 e 49) observou-se
aproximadamente 30% de intoxicacdo ja aos 3 DAA, e aos 10 DAA observou-se 97% de
intoxicacdo aos 10 DAA quando as plantas foram submetidas a absorcdo do herbicida por

aproximadamente 2 horas.
Para |. grandifolia (Figura 47) aproximadamente 20% de intoxicacdo

foram observados aos 3 DAA, e aos 10 DAA foram observados 90% de intoxicagéo a partir do

periodo entre 3 e 6 h sem chuva.
Né&o foram observadas diferencas de porcentagem de intoxicacao para
as duas formulagdes nessas espécies avaliadas, sendo que ambas apresentaram eficacia no

controle dessas plantas daninhas.
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Figura 33. Porcentagem de intoxicagdo das plantas B. decumbens em relagéo a horas sem
chuva apds aplicacdo da formulacgéo sal de potassio. Botucatu/SP, 2012.
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Figura 34. Porcentagem de intoxicagéo das plantas I. grandifolia em relacdo a horas sem

chuva apds aplicacdo da formulacédo sal de potassio. Botucatu/SP, 2012,
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Figura 35. Comparagdo da intoxicagédo entre testemunha e os tratamentos de algodao aos 3
DAA para formulacéo sal de amdnio.

Figura 36. Comparagdo da intoxicacdo entre testemunha e o tratamento de 24 horas sem
chuva para B. decunbens aos 3 DAA para formulacédo sal de amonio.
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Figura 37. Comparacdo da intoxicacdo entre testemunha e os tratamentos de |. grandifolia aos
3 DAA para formulacdo sal de amonio.

Figura 38. Comparacdo da intoxicacdo entre testemunha e os tratamentos de algodao aos 6
DAA para formulacdo sal de aménio.

Figura 39. Comparacao da intoxicacdo entre testemunha e os tratamentos de B. decumbens
aos 6 DAA para formulacéo sal de amonio.
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Figura 40. Comparacdo da intoxicacdo entre testemunha e os tratamentos de |. grandifolia aos
6 DAA para formulagdo sal de amonio.

Figura 41. Comparacdo da intoxicagdo entre testemunha e os tratamentos de algodao aos 8
DAA para formulacdo sal de aménio.

Figura 42. Comparacdo da intoxicacdo entre testemunha e os tratamentos de B. decumbens
aos 8 DAA para formulagéo sal de amonio.
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Figura 43. Comparacdo da intoxicacdo entre testemunha e os tratamentos de |. grandifolia aos
8 DAA para formulacdo sal de amonio.

Figura 44. Sintoma de intoxicacdo em I. grandifolia aos 3DAA no tratamento 48 horas sem
chuva para formulacéo sal de potassio.
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Figura 45. Sintoma de intoxicagdo em B. decumbens aos 3DAA no tratamento 48 horas sem
chuva para formulagdo sal de potéssio.

Figura 46. Sintoma de intoxicacdo em Algod&o aos 6DAA no tratamento 6 horas sem chuva
para formulacdo sal de potéssio.
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Figura 47. Sintoma de intoxicacdo em I. grandifolia aos 6DAA no tratamento 6 horas sem
chuva para formulagédo sal de potassio.

Figura 48. Sintoma de intoxicacdo em algoddo aos 8DAA no tratamento 48 horas sem chuva
para formulacgdo sal de potéssio.
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Figura 49. Sintoma de intoxicagdo em B. decumbens aos 8DAA no tratamento 48 horas sem
chuva para formulagdo sal de potéssio.

6.2 Taxa de transporte de elétrons (ETR)

6.2.1 Sal de amonio

A Tabela 3 apresenta o resumo estatistico da analise de variancia e
teste Tukey 5% de probabilidade para o algoddo, B. decumbens e |. grandifolia. Na Figura 50
estdo os resultados da ETR para as plantas de algodao submetidas a aplicacdo da formulacéo
sal de aménio e diferentes periodos sem chuva. Pode-se verificar uma redugdo mais acentuada
da ETR para o tratamento sem chuva até 48 horas, diferindo significativamente dos outros
tratamentos. Aos 8 DAA observou-se uma inibicdo maior que 95% da ETR, ndo sendo
observadas diferencas significativas em nenhum tratamento. I1sso demonstra que a quantidade
do herbicida absorvido com 1 hora apds aplicacdo é o suficiente para intoxicar as plantas de

algodao.
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Tabela 3. Resumo estatistico da analise de variancia e teste Tukey 5% de probabilidade para a

cultura do algodao, B.decumbense |. grandifolia. Botucatu/SP - 2012.

4 5 6

Dias

7

ODAA 1DAA 2DAA 3DAA 4DAA 6DAA 8DAA
Algodao
F 0,0011 0 0 0 0 0 0
CV (%) 3,99 7,57 25,25 26,67 27,29 15,69 18,31
D.M.S. 4,76 7,42 13,31 11,92 10,88 5,74 4,81
B. decumbens
F 0,0247 0 0 0 0 0 0
CV (%) 2,42 9,93 37,15 31,31 29,30 36,34 23,27
D.M.S. 2,89 7,55 20,57 14,50 10,89 12,16 5,14
I. grandifolia
F 0,0019 0 0 0 0 0 0
CV (%) 6,15 16,51 24,09 24 20,17 26 25,16
D.M.S. 7,02 11,46 9,90 11,51 8,66 10,02 6,87
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Figura 50. Taxa de transporte de elétrons (ETR) em relagcdo ao tempo, para plantas de algod&do
apos aplicacdo da formulacdo sal de aménio. As barras indicam a DMS dos
periodos avaliados. Botucatu/SP — 2012.

Para B. decumbens (Figura 51) ocorreu uma inibicdo maior que 50%

da ETR para todos os tratamentos aos 2 DAA. Ao longo dos dias de avaliacdo, a ETR foi

sendo inibida de uma forma semelhante em todos os tratamentos, e aos 8 DAA uma inibicéo

maior que 98% foi observada para todos os tratamentos. Esse comportamento corrobora com o

da quantificacdo da amonia.
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Figura 51. Taxa de transporte de elétrons (ETR) em relagdo ao tempo, para plantas de B.
decumbens apos aplicagdo da formulacdo sal de aménio. As barras indicam a DMS
dos periodos avaliados. Botucatu/SP — 2012.

Para a |. grandifolia (Figura 52) aos 2 DAA todos os tratamentos
promoveram uma inibi¢cdo maior que 70% da ETR, com uma leve recuperacdo do tratamento
de 1 h sem chuva aos 6 DAA, porém ndo diferindo significativamente. Aos 8 DAA foi
observado uma inibi¢cdo maior que 80% para todos os tratamentos.

Merkel et al. (2004) relatam que doses superiores a 400g i.a.ha™ do
glufosinate de amonio em Ssymbrium loesdlii L. causaram uma forte inibicdo no rendimento
quantico do fotossistema Il e o tratamento com 900g i.a.ha™ reduziu para quase zero este
rendimento quéantico. A mesma reacdo foi encontrada em Symphytum officinale L.,

Ssymbrium altissimum L. e Descurainia sophia L.
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Figura 52. Taxa de transporte de elétrons (ETR) em relacdo ao tempo, para plantas de I.
grandifolia apds aplicacdo da formulacao sal de amdnio. As barras indicam a DMS
dos periodos avaliados. Botucatu/SP —2012.

6.2.2 Sal de Potéssio

A Tabela 4 apresenta 0 resumo estatistico da anélise de variancia e
teste Tukey 5% de probabilidade para o algoddo, B. decumbens e |. grandifolia. Na Figura 53
estdo apresentadas as curvas que descrevem o comportamento da ETR para as plantas de
algod&o apds aplicagcdo da formulagéo sal de potéssio e diferentes periodos de absorgdo antes
da ocorréncia de chuvas. Ocorreu uma inibicdo maior que 60% da ETR aos 2 DAA, e aos 8
DAA observou-se uma inibicdo maior que 80% da ETR para todos os tratamentos, ndo sendo
observadas diferencas significativas em nenhum tratamento. A relacdo inversa entre a
fluorescéncia da clorofila e a fotossintese é a razdo pela qual a medida da fluorescéncia é uma
forma eficaz e um método rapido para avaliar a eficacia de herbicidas cujo mecanismo de a¢do
envolve a inibicdo da fotossintese (GENTY et al. 1989). A fluorescéncia da clorofila é
amplamente utilizada para 0 monitoramento e quantificagdo da intoxicacdo causada pelos
herbicidas (KLEM et al. 2002). Lacuesta et al. (1992) em condic¢Oes relacionadas ao
tratamento com glufosinate, determinaram uma reducédo na fluorescéncia méaxima momentanea

e inibicdo da fluorescéncia fotoquimica, sendo proporcional ao rendimento do fotossistema 1.
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Tabela 4. Resumo estatistico da analise de variancia e teste Tukey 5% de probabilidade para a
cultura do algod&o, B. decumbense |. grandifolia. Botucatu/SP - 2012,

0 DAA 1 DAA 2 DAA 3 DAA 4 DAA 6 DAA 8 DAA

Algodao
F 0,0502 0 0 0 0 0 0
CV (%) 2,63 10,77 35,63 27,12 29,45 23,14 19,36
D.M.S. 3,23 10,85 16,97 14,66 11,13 8,84 6,44
B. decumbens
F 0,0335 0 0 0 0 0 0
CV (%) 2,28 13,21 28,79 24,48 20,21 35,68 26,25
D.M.S. 2,73 11,76 14,07 10,48 6,13 9,70 5,68
I. grandifolia
F 0,0009 0 0 0 0 0 0
CV (%) 3,72 14,43 26,02 26,91 19,97 19,03 20,97
D.M.S. 4,32 10,40 8,82 10,09 6,76 6,21 5,36
£ 100 —
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Figura 53. Taxa de transporte de elétrons (ETR) em relacdo ao tempo, para plantas de algodéao
apos aplicacdo da formulagdo sal de potassio. As barras indicam a DMS dos
periodos avaliados. Botucatu/SP — 2012.

Para a B. decumbens (Figura 54) ocorreu uma inibi¢cdo maior que 65%
da ETR para todos os tratamentos aos 2 DAA. Ao longo dos dias de avaliacdo, a ETR foi
sendo inibido de uma forma semelhante em todos os tratamentos, e aos 8 DAA observou-se
uma inibicdo maior que 98% da ETR para todos os tratamentos. Esse comportamento

corrobora com o da quantificacdo da amonia.
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Figura 57. Taxa de transporte de elétrons (ETR) em relacdo ao tempo, para plantas de B.
decumbens apos aplicacdo da formulacdo sal de potéssio. As barras indicam a

DMS dos periodos avaliados. Botucatu/SP — 2012.
Para a |. grandifolia (Figura 55) observa-se uma inibicdo maior que
50% do ETR ao 1 DAA, diferindo significativamente apenas o tratamento de 1 hora com uma
inibicdo de 10 % da ETR. Ao longo dos dias de avaliacdo, a ETR foi sendo inibida de uma
forma semelhante em todos os tratamentos, e aos 8 DAA observou-se uma inibi¢cdo maior que

87% da ETR para todos os tratamentos.
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Figura 55. Taxa de transporte de elétrons (ETR) em relacdo ao tempo, para plantas de I.
grandifolia apés aplicacdo da formulacdo sal de potassio. As barras indicam a
DMS dos periodos avaliados. Botucatu/SP — 2012.
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Alguns autores apontaram que o mecanismo de inibicdo da enzima
glutationa sintetase causa efeitos secundarios no fluxo de elétrons do Fotossistema I,
ocorrendo danos irreversiveis a planta (SAUER et al. 1987; WILD et al. 1987). Os autores
descrevem uma diminuicdo da fluorescéncia maxima momentanea, bem como uma
diminuicdo na extingdo de fluorescéncia sob condicgdes fotorrespiratorias apos um tratamento
com glufosinate. A extin¢do da fluorescéncia foi demonstrada como sendo proporcional ao
rendimento quéntico do fotossistema Il (GENTY et al. 1989). Assim, os parceiros da reacao
de fotorrespiracdo importantes sdo removidos, a fotorrespiracéo € bloqueada, e a reagéo de luz
da fotossintese é deprimida (SAUER et al. 1987; WILD et al. 1987; LACUESTA et al. 1992).
Coetzer e Al-Khatib (2001) descreveram uma rapida inibicdo da taxa fotossintética e um
aumento na condutancia estomatica 2 horas ap0s aplicacdo de glufosinate. Seis horas apds a

aplicacdo do glufosinate a taxa fotossintética em Amaranthus palmeri foi reduzida em 63%.
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7 CONCLUSOES

Nas condicGes em que foram conduzidos os experimentos, pode-se
concluir que:

- A absorcdo do glufosinate ocorre em até 48h apds a aplicacdo para
ambas as formulacgdes e para as diferentes espécies avaliadas;

- A quantidade de amonia da formulagdo comercial do glufosinate ndo
interfere nos niveis de amodnia presentes nas plantas intoxicadas;

- Os maiores acumulos de ambnia para a cultura do algodao
ocorreram com 5 h sem chuva, e para a B. decumbens e |. grandifolia com 6h sem chuva apés
aplicacéo do glufosinate.

- As maiores porcentagens de intoxicagdo visual para as plantas de
algod&o foram observadas para o periodo de 3h sem chuva, para a B. decumbens no periodo
entre 2 e 3h sem chuva e para |. grandifdlia no periodo entre 3 e 6h sem chuva apos aplicacdo
das formulagdes do glufosinate.

- Ocorreram reducdes bastante significativas de glutamato e glutamina

nas plantas tratadas com as duas formulacdes de glufosinate, sendo os menores niveis
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observados para o algoddo e B. decumbens nos periodos entre 1 e 3h entre a aplicacéo e a

chuva, e para |. grandifolia, no periodo de 6h.
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