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RESUMO

DA SILVA, Soraia John. Comparacdo do potencial herbicida do glifosato e seus
complexos metalicos através de estudo enzimatico e de metabolitos em Glycine
max e Brachiaria decumbens. 2015. 92 p. Dissertagdo (Mestrado em Quimica,
Bioquimica). Instituto de Ciéncias Exatas. Departamento de Quimica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

O glifosato, herbicida usado mundialmente, atua inibindo a enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-
3-fosfato-sintase (EPSPs), blogueando a sintese de aminoacidos aromaticos. Com isso, ainda
influencia a atividade de fenilalanina aménia liase (PAL) e a concentragdo de metabdlitos nas
plantas. A sua primeira acdo reportada foi como agente quelante de metais. Portanto, ao fazer
uso deste herbicida, pode haver formacdo de complexos com metais do solo, ocorrendo
alteracdo da eficacia do produto e deficiéncia mineral. Assim, de modo a evitar tais
problemas, este trabalho teve como objetivo, comparar a eficiéncia de trés formas de
glifosato: purificado, previamente complexado com metais, e uma das suas formas comerciais
(Roundup WG®). Os efeitos de complexos de glifosato com cobre, cobalto e niquel,
sintetizados sob diferentes estequiometrias e valores de pH, foram avaliados sobre a atividade
in vitro de EPSPs. Os complexos selecionados para o primeiro experimento in vivo foram:
Cu421 e Co821 (primeiro numero referente ao pH e os dois Gltimos a estequiometria
glifosato:metal). Estes complexos foram usados no experimento in vivo I, assim como agua
destilada (controle), Roundup e glifosato purificado, sobre soja transgénica e Brachiaria
decumbens. Nos experimentos seguintes utilizou-se 6leo mineral em todos os tratamentos
para reduzir a lixiviagdo dos compostos. O complexo selecionado para continuacdo deste
estudo foi 0 Cu421 devido a seu destaque nos resultados obtidos no primeiro experimento in
vivo. Ao comparar o efeito dos compostos no indice de Clorofila Falker (ICF) de B.
decumbens em relacdo ao controle, observou-se queda deste indice ao usar Roundup, Cu421 e
glifosato purificado (este ultimo, somente no segundo experimento). Posteriormente foi
analisado acimulo de massa fresca e coletado material fresco para determinacdo das
atividades enzimaticas e dos teores N-NO3z". O complexo Cu421 foi o que provocou maior
reducdo da massa fresca e ainda possibilitou 0 aumento no teor sollGvel de nitrato em B.
decumbens, provavelmente devido a presenca de nitrato neste complexo. No caso da soja
transgénica ndo houve alteracéo significativa de ICF. O uso de Roundup e dos complexos ndo
alterou de forma significativa o acimulo de massa fresca nesta espécie. A aplicacdo do
glifosato purificado, entretanto, causou incremento no acumulo de massa e todos 0s
tratamentos alteraram o teor de nitrato em soja. Nos experimentos com 6leo mineral em B.
decumbens, o complexo Cu421 inibiu de forma significativa a atividade de EPSPs, assim
como Roundup e glifosato purificado (este Gltimo, somente no experimento Ill). Em soja
transgénica ndo houve inibicdo. Todos os tratamentos in vivo estimularam a atividade de PAL
somente na graminea, permitindo sugerir que o aumento nesta atividade seja consequéncia da
inibicdo de EPSPs e de outros efeitos deletérios dos compostos sobre plantas susceptiveis. O
presente estudo mostrou que principalmente o complexo Cu421 pode vir a ser utilizado de
forma eficaz como herbicida, uma vez que inibe a EPSPs, ativa a PAL, reduz acimulo de
massa fresca e influencia a fotossintese na planta daninha testada. E, em contrapartida, a soja
transgénica mostrou-se pouco sensivel a este composto, 0 que aumenta ainda mais a
perspectiva do uso do mesmo como herbicida.

Palavras-chave: 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato-sintase, Fenilalanina aménia liase,
Indice de Clorofila Falker.



ABSTRACT

DA SILVA, Soraia John. Comparison of herbicide potential of glyphosate and its
metal complexes by enzymatic and metabolites studies in Glycine max and
Brachiaria decumbens. 2015. 92 p. Dissertation (Master Science in Chemistry,
Biochemistry). Instituto de Ciéncias Exatas. Departamento de Quimica, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

The glyphosate, herbicide wused in different countries, inhibits the 5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS), blocking the synthesis of
aromatic amino acids. With this, it still affects the activity of phenylalanine ammonia
lyase (PAL) and the concentration of metabolites in plants. Its activity was first
reported as a metal chelator. Therefore, to make use of this herbicide, may be
formation of complexes with metals from soil, occurring change in the effectiveness
of the product and loss of minerals. Thus, to avoid such problems,this study aimed to
compare the effectiveness of three forms of glyphosate: purified, previously
complexed with metals, and a commercial form (Roundup WG®). The effects of
glyphosate complexes with copper, cobalt and nickel with different stoichiometries
and different pH values on the in vitro activity of EPSPs were evaluated. Selected
complex for the first experiment in vivo were Cu421 and Co821 (first number for pH
and the latter two to stoichiometry glyphosate: metal). These complexes were used in
the in vivo experiment I, as well as distilled water (control), purified Roundup and
glyphosate on transgenic soybean and B. decumbens. In the following experiments (Il
and 1), mineral oil was used in all treatments to reduce leaching of the compounds.
The complex selected for continuation of this study was Cu421 due to its emphasis
on the results obtained in the first experiment in vivo. When comparing the effect of
the compounds in Falker Chlorophyll Index (ICF) of B. decumbens compared to
control, there was fall of this index when using Roundup, Cu421 and purified
glyphosate (the latter only in the second experiment). Later it was analyzed fresh
mass accumulation and collected fresh material for determination of enzyme
activities and N-NO?* levels. The complex Cu421 caused a more significant fresh
mass reduction and still allowed the increase in the content of soluble nitrate in
Brachiaria decumbens, probably due to the presence of nitrate in this complex. In the
case of transgenic soybean there was no significant change in ICF. The use of
Roundup and the complex did not change significantly the fresh mass accumulation
in this species. The application of the purified glyphosate, however, caused increase
in mass accumulation and all treatments altered soybeans in nitrate content. In
experiments with mineral oil in B. decumbens, the Cu421 complex inhibited
significantly the EPSPs activity, as well as purified Roundup and glyphosate (the
latter only in the experiment IIl1). No inhibition occurred in transgenic soybean. All
treatments in vivo stimulated PAL activity only on weed, which suggests that the
increase in this activity is a consequence of the inhibition of EPSPs and other
deleterious effects of compounds on susceptible plants. This study showed that
especially Cu421 complex might be used effectively as a herbicide since it inhibits
EPSPs, activates the PA,L reduces fresh mass accumulation and influences
photosynthesis in the tested weed. Besides, the transgenic soybean showed little
sensitive to this compound, which further increases the prospect of using the same as
herbicide.

Keywords: 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase, Phenylalanine ammonia
lyase, Falker Chlorophyll Index.



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

CONAB Companhia Nacional de Abastecimento

Co821 complexo de glifosato com cobalto (I1), pH 8, estequiometria 2:1,
respectivamente

Cu421 complexo de glifosato com cobre (Il), pH 4, estequiometria 2:1,
respectivamente

IARC International Agency for Research on Cancer

Ni821 complexo de glifosato com niquel (1), pH 8, estequiometria 2:1,
respectivamente.

EPSPs  5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase

GLI glifosato purificado

OMS Organizacdo Mundial de Saude

PEP fosfoenolpiruvato (phosphoenolpyruvate)
Pi Fosfato inorganico

PPGQ  Programa de Pds-Graduacdo em Quimica

ROUN  Roundup WG®

S3P chiquimato 3-fosfato (shikimate 3-phosphate)
SPD Sistema de Plantio Direto

USDA  Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
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1 INTRODUCAO

Produtos quimicos na agricultura moderna vém sendo cada vez mais
utilizados e o herbicida glifosato, de acordo com Roustan et al. (2014), é o herbicida
mais vendido no mundo. Este produto tem como mecanismo de agdo a inibicdo da
enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs), responsavel pela sintese de
aminoacidos aromaticos, essenciais para a vida vegetal. A medida que os sintomas causados
pelo glifosato na planta se agravam, observa-se o amarelecimento progressivo das folhas,
seguido de necrose dos tecidos (RODRIGUES & ALMEIDA, 2005). Corroborando com a
observacdo destes autores, Brighenti et al. (2011) mostrou efeito negativo do glifosato sobre o
teor de clorofila.

Nos estudos de Marchiosi (2008) foi encontrado aumento da atividade da
fenilalanina aménia liase (PAL) apds o tratamento com glifosato em soja suscetivel. Isto
mostra o efeito deste herbicida em outra atividade enzimaética, no caso de plantas sensiveis a
ele. APAL é responsavel pela conversao de fenilalanina em acido cinamico (com liberacao de
amonia), sendo assim, estd diretamente envolvida no processo de producdo de compostos
fendlicos, por exemplo.

Apesar de sua boa eficacia, um dos problemas relatados para o uso deste produto
quimico esta relacionado ao fato de ser um agente quelante. Desta forma, o glifosato
naturalmente é capaz de formar complexos com metais presentes no solo. Esta complexacédo
tem sido apontada como causadora de deficiéncias minerais no solo e, além disso, tem
causado alteracdo na eficacia do herbicida, como foi mostrado nos estudos de Wills e
McWhorter (1985) e Baley et al. (2002).

Como forma de minimizar estes problemas, o presente estudo buscou estudar o
efeito de glifosato previamente complexado com certos metais sobre o consorcio de soja
transgénica (resistente ao glifosato) e Brachiaria decumbens. Alguns complexos ja haviam
sido sintetizados em estudos de outros pesquisadores, como complexos de glifosato com
ferro, niquel e cobalto. Complexos com cobre também tem sido bastante estudados, uma vez
que este ion tem grande importancia para plantas e animais na formacéo, por exemplo, de
metaloproteinas (LEE, 1999).

O Brasil é um grande produtor e exportador de soja e esta cultura pode ser

implantanda em areas de pastagens degradadas. Esta préatica evita a derrubada de novas areas



de florestas e vegetacdo de Cerrado, por exemplo. Quando a implantacdo da cultura de soja
ocorre em éareas de pastagens degradadas, o uso do glifosato é intensificado devido a
necessidade de controle de ervas daninhas, principalmente plantas do género Brachiaria, que
ocupavam anteriormente a area de implantacdo. A soja tem um alto potencial produtivo e uma
composi¢cdo quimica com teor proteico bastante elevado, o que faz com que sua producéo
venha aumentando ao longo do tempo.

Este trabalho estudou o efeito de complexos de glifosato com metais comuns do
solo, comparando-os ao glifosato purificado e ao Roundup (produto comercial a base de
glifosato). Este efeito foi avaliado através do estudo enzimatico de duas enzimas influenciadas
pelo principio ativo aqui estudado: EPSPs e PAL. Além disso, foi estudado o efeito destes
compostos sobre indice de clorofila, massa fresca e teor de N-nitrato. Baseando-se nestes
diferentes dados, buscou-se observar se estes compostos previamente complexados seriam
capazes de funcionar como eficazes herbicidas, minimizando os problemas demonstrados pelo

uso do principio ativo isolado ou na forma como é atualmente comercializado.



2 REVISAO DE LITERATURA

O estudo de produtos quimicos utilizados na agricultura moderna tém sido de
grande importancia na produgdo mundial de alimentos principalmente no que diz respeito ao
controle de pragas, entre elas, as plantas daninhas. O glifosato é o herbicida mais vendido no

mundo, segundo Roustan et al. (2014).

2.1 O herbicida glifosato

O glifosato tem férmula molecular C3HgNOsP e sua massa molar é de 169,1
g/moL. Em condi¢Bes ambientais, tanto glifosato quanto seus sais sdo solidos cristalinos
muito sollveis em agua (12 g/L a 25 °C, para glifosato) e quase insolliveis em solventes
organicos comuns, tais como acetona e etanol, entre outros (AMARANTE et al., 2002).

O glifosato apresenta amplo espectro de agédo, o que possibilita excelente controle
de plantas daninhas anuais ou perenes, tanto de folhas largas como estreitas (GALLI e
MONTESUMA, 2005). Uma das mais importantes caracteristicas do glifosato é sua rapida
translocacdo das folhas da planta tratada para as raizes, rizomas e meristemas apicais. Dados
da literatura mostram que o glifosato possui a capacidade de controlar efetivamente 76 das 78
plantas invasoras mais agressivas (FRANZ, 1985; QUINN, 1993; GRUYS e SIKORSKI,
1999).

O glifosato [N-(fosfonometil)glicina] € um herbicida sistémico, pds-emergente,
ndo seletivo, pertencente ao grupo quimico dos organofosforados e das glicinas substituidas
que visa o controle de ervas daninhas em &reas agricolas e também ndo cultivadas
(ANDRIGHETTI, 2011).

Atualmente este produto € comercializado em muitos paises, sendo registrado

para uso em mais de uma centena de culturas. Sua formula esta representada na Figura 1.
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Figura 1: Formula estrutural do glifosato. (COUTINHO & MAZO, 2005).
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As plantas tratadas com glifosato morrem lentamente, em poucos dias ou
semanas, e devido ao transporte por todo o sistema, nenhuma parte da planta sobrevive
(COUTINHO & MAZO, 2005). Existem, entretanto, plantas resistentes ao glifosato, como a
soja transgénica Roundup Ready (soja RR) (SERRA et al., 2011). Roundup Original foi o

produto pioneiro da Monsanto e possui o glifosato como principio ativo.

2.2 Polémica sobre proibicao do glifosato

O glifosato € avaliado como produto de alta importancia para a agricultura,
entretanto, devido a seu possivel envolvimento com o céncer em seres humanos, vém
sofrendo muitas criticas. Em marco de 2015, a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), por
meio da International Agency for Research on Cancer (IARC), reconheceu que o glifosato é,
muito provavelmente, causador de cancer em seres humanos. E, em abril de 2015, o
Ministério Publico Federal fez uma nova recomendacdo a ANVISA para concluir a
reavaliagdo toxicoldégica do ingrediente ativo glifosato e banir a substancia do territdrio
nacional (CANAL RURAL, 2015a).

Devido a importancia e beneficios do glifosato para a agricultura, acredita-se que
a proibicdo do uso do glifosato podera causar diversos prejuizos como, por exemplo, reducao
da produtividade, mencionada por Pedro Cristoffoleti (CANAL RURAL, 2015b). A Camara
Setorial da Soja do Ministério da Agricultura em seu documento “Proibi¢ao do glifosato” de
28/04/15 citou importancias deste herbicida como o favorecimento do plantio direto na palha
que, por sua vez, reduz a erosdo. Neste documento também se menciona que 0 manejo de
ervas daninhas requer uso de produtos a base de ingredientes ativos como o glifosato.

Desta forma, devido a sua grande importancia e a seus maleficios, muitos debates

ainda devem ocorrer sobre o uso de glifosato na agricultura.



2.3 Mecanismo de agdo do glifosato

O glifosato age atraves de inibicdo enzimética nas plantas. Este herbicida inibe a
5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs), blogueando assim, a sintese de
aminoacidos aromaticos - fenilalanina, tirosina e triptofano - os quais sdo precursores de
outros produtos, como lignina, alcal6ides, flavondides e acidos benzoicos (AMARANTE et
al., 2002).

Em condigOes normais, a enzima EPSPs catalisa, na planta, a reagéo que envolve
a transferéncia do enolpiruvil do fosfoenolpiruvato (PEP) para o chiquimato-3-fosfato (S3P),
formando 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSP) e fosfato inorganico (Pi). Esta reacéo,

juntamente com o herbicida do presente estudo, esté representada na Figura 2.

PEP Glifosato
CH
PN P
COO “0:P0 CO0- /‘ COO-
\ ) o,
— )\
20:PO OH -204P0 0 CO0-
OH OH
Shikimato-3-fosfato S-enolpiruvil shikimato-3-fosfato
(S3P) (EPSP)

Figura 2: Reacdo enzimética utilizada como alvo de inibigdo para o herbicida glifosato (COUTINHO & MAZO,
2005).

Além de inibir a sintese de EPSP, o glifosato também interfere na concentracao de
outros componentes das plantas, como a clorofila (SILVA et al., 2014a), pigmento de grande
importancia no processo de fotossintese. Glifosato também é capaz de reduzir a assimilacdo
de nitrato e a fixacdo de nitrogénio (BELALLOUI et al., 2006). Serra et al. (2011) observaram
que este herbicida é capaz de interferir de forma negativa na absorcao, uso e teores totais de
nitrogénio até mesmo em plantas consideradas resistentes ao glifosato.

Diferentes pesquisas, portanto, tém demonstrado diversas alterac6es causadas pelo
glifosato no metabolismo vegetal. Nos estudos de Marchiosi (2008) foi encontrado aumento

da atividade da fenilalanina amonia liase (PAL) apds o tratamento com glifosato em soja
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suscetivel. Isto mostra um efeito deste herbicida em outra atividade enzimatica. A PAL é
responsavel pela conversdo de fenilalanina em &cido cinamico (com liberacdo de amdnia),
sendo assim, esta diretamente envolvida no processo de producdo de compostos fenolicos e
lignificacdo da parede celular (NAKAZAWA et al., 2001). A reacdo catalisada pela PAL é
mostrada na Figura 3, onde também € possivel observar a relacdo existente entre a

fenilalanina aménia liase e a enzima-alvo do glifosato, a EPSPs.

COH coo coo- COsH

= —s = i 7 CH, S o
I EPSPs A == b g
HO 5 OH <0yP0" H OH .3°,P0\\\--- . o COH \/ 0 COH
o o g“ éu
Ac. chiquimico Chiquimato-3-fosfato EPSP Ac. corismico
COM
S
\ -NH»
| PAL
P
Ac. cindmico Fenilalanina Ac. fenil-pirivico Ac. prefénico
COOH COOH
/ / / COOH
_OH O-Glicose OGlicose O/\/L
— —_— S—
" \0 \0
Ac. o-cumarico Ac. o-cumarico p-D-glicose Cumarina

Figura 3: Biossintese da Cumarina apds catalises realizadas pela EPSPs e PAL. [Adaptado de Czelusniak et al.
(2012)].

Com o aumento da atividade da PAL, os niveis tdxicos de produtos desta enzima
podem exacerbar os processos metabdlicos da célula vegetal (DUKE & HOAGLAND,1985).
A PAL também é uma enzima que tem sido relacionada a defesa das plantas, ou seja, sua

atividade pode ser estimulada em situacdes adversas para os vegetais. Isto também explicaria



0 aumento desta atividade enzimética na presenca do herbicida. Esta relacdo da PAL com a
defesa das plantas foi mencionada em estudo realizado por Edagi et al. (2011).

Segundo Nakazawa et al. (2001), a PAL esta relacionada com a resisténcia de
plantas a patégenos por estar envolvida na sintese de fenilpropandides, resultando em
compostos como fitoalexinas e lignina, que confere maior resisténcia a parede celular dos

vegetais aos patdgenos.

2.4 Diferentes efeitos do glifosato e seus surfactantes

Infelizmente, a toxicidade de glifosato vai além das espécies vegetais. Richard et

al. (2005), por exemplo, mostraram efeitos toxicos de Roundup sobre células da placenta
humana. O trabalho de Cavalli et al. (2013) mostrou que o uso deste herbicida foi capaz de
causar morte de células de Sertoli em testiculos de ratos.
Diversos estudos tém mostrado a toxicidade de produtos a base de glifosato sobre outras
espécies animais, como o trabalho de Lajmanovich et al. (2011) com sapo-de-areia. O
trabalho de Dutra et al. (2011) também mostrou que Roundup apresentou-se como um
produto toxico para crustaceos utilizados como indicadores da qualidade de ecossistemas
aquaticos.

Esta gama de efeitos diversos do glifosato também ja possibilitou a observagédo de
efeitos interessantes deste herbicida. Segundo Malty et al. (2006), doses baixas de glifosato
podem até contribuir para o crescimento de alguns microorganismos simbiotréficos da soja.
Li et al. (2013) também forneceram evidéncias de que o glifosato pode inibir a proliferacédo e
promover a apoptose de células cancerosas, mas ndo de células normais, o0 que sugere que ele
tem alto potencial para ser desenvolvido em uma nova terapia contra o cancer. Como é
possivel observar, o glifosato é capaz de causar diferentes tipos de efeitos com resultados
muitas vezes contraditorios. Portanto, € um composto de grande relevancia para 0 mundo
cientifico e os estudos envolvendo esta molécula devem ser incentivados.

Além disso, efeitos diversos tém sido descritos também para outros ingredientes
colocados no preparo de herbicidas a base de glifosato.

Segundo Lajmanovich et al. (2011), diferentes formulacdes contendo este
principio ativo podem produzir diferentes toxicidades e esta diferenca pode também ser

decorrente do uso de surfactantes ndo especificados nos rétulos, muitas vezes referidos como
7



“inertes” ou que permanecem como “segredos comerciais”. Estudos experimentais apontam
que a toxicidade do surfactante polyoxyethyleneamine (POEA), por exemplo, é maior que a
toxicidade do glifosato sozinho (BRADBERRY et al., 2004). Navarro e Martinez (2014)

também mostraram efeitos toxicos deste surfactante sobre peixes.

2.5 Degradacdao do glifosato

A degradacdo de pesticidas no solo pode ser realizada por meios abidticos ou
bioticos; estes ultimos ocorrendo através da participacdo de microrganismos. A transformacao
abiotica ocorre quando a molécula é transformada por acdo de componentes fisicos ou
quimicos do solo como, por exemplo, através de hidrdlise.

Quanto a degradacdo microbiana do glifosato, existem duas vias principais de
ocorréncia. A primeira consiste na transformacdo do glifosato em sarcosina por acdo da
bactéria Agrobacterium radiobacter ou da Enterobacter aeroneges (enzima C-P liase). A
sarcosina entra no metabolismo destes microrganismos e de outros, degradando-se. Esta rota
é, no entanto, pouco citada na literatura. A segunda rota consiste na transformacdo do
glifosato em acido aminometilfosfonico, AMPA (Figura 4) (AMARANTE et al., 2002).
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Figura 4: Decomposi¢do microbiolégica do glifosato (AMARANTE et al., 2002).

2.6 Formacao de complexos metalicos

O glifosato foi originalmente sintetizado em 1964, como potencial quelante
industrial e seu uso como herbicida foi descrito apenas em 1971 (YAMADA & CASTRO,
2007).

O grupo fosfonato R-PO(OH). deste herbicida tem a capacidade de formar
complexos fortes com metais, sendo que 0s processos de adsorcdo, fotodegradacdo e
biodegradacdo destes grupos sdo modificados pela presenca de ions metalicos, devido a
formag&o de complexos sollveis e ndo sollveis (BARJA et al., 2001).

Além do grupo fosfonato, o herbicida possui outros dois grupos funcionais, amino
e carboxilato, que podem se coordenar fortemente com ions metéalicos, especialmente com 0s

de transicdo, em pH proximo de neutro, onde os grupos carboxilato e fosfonato estdo
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desprotonados. A capacidade para se coordenar como um ligante tridentado deixa o glifosato
numa posicao privilegiada entre os herbicidas (SUBRAMANIAN & HOGGARD, 1988).

Muitos complexos de glifosato ja foram sintetizados. Entre eles, complexos de
glifosato com ferro (111) e niquel (1I) (SUBRAMANIAM & HOGGARD, 1988), com cobalto
(11) e cromo (I11) (HEINEKE et al., 1994) e com zinco (II) (SUNDARAM & SUNDARAM,
1997). Como destacado por Lee (1999), o cobre é um metal de grande importancia para
animais e vegetais devido ao seu envolvimento com a formacdo de metaloproteinas, assim,
complexos de glifosato com cobre também tem sido amplamente estudados.

Estudos mostraram que a ligacdo de glifosato com céations pode tanto favorecer
quanto desfavorecer a sua eficdcia. De acordo com Wills e McWhorter (1985) a adicdo de
cations monovalentes, como aménio, soédio e potassio, na solucdo de glifosato, causou
aumento da fitotoxicidade do produto. Enquanto isso, a adi¢cdo de cations di e trivalentes,
como zinco (I1) e ferro (111), diminuiu a atividade do herbicida.

Baley et al. (2002) descreveram que a presenca de &gua dura, contendo cétions
como ferro, zinco, célcio e magnésio, na solucdo de glifosato, pode resultar na formacédo de
sais de complexos insolveis que ndo sdo absorvidos pelas plantas. Com isso, haveria reducéo
da eficacia do produto.

Estudos mostram que a intoxicagdo das culturas pela aplicacdo de glifosato pode
induzir a deficiéncias de certos minerais (FRANZEN et al., 2003). Segundo Eker et al. (2006),
a caracteristica quelante do glifosato poderia ser a causadora da imobilizacdo de nutrientes no
solo e nas plantas. Esse problema foi identificado no Brasil e nos Estados Unidos através de
observacdes em campo de sintomas de amarelecimento das folhas ap6s a aplicacdo do
herbicida (HUBER, 2006). Segundo Jolley et al. (2004), em plantas resistentes ao glifosato,
essa sintomatologia pode estar relacionada ao efeito do herbicida como fator de inducdo a
deficiéncia de Fe, Zn e Mn. O estudo de Serra et al. (2011) e Santos et al. (2007) mostraram
que a aplicacdo de glifosato em soja transgénica também interfere de forma negativa na
eficiéncia nutricional da planta e nos teores totais de elementos como o cobre.

O Grupo de Sintese Inorganica e Materiais do PPGQ-UFRRJ realizou estudos
sobre a capacidade complexante do glifosato frente a ions de niquel, cobalto e cobre, e assim,
sintetizou diferentes complexos destes metais com o herbicida.

O cobalto é um elemento essencial para a fixacdo simbiotica de nitrogénio em
soja (AHMED & EVANS, 1960). Sua deficiéncia levaria, portanto, a grandes prejuizos para

esta cultura.
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O niquel também é essencial para fixacdo de nitrogénio e, segundo Zobiole
(2010), quando ocorre interacdo entre glifosato e Ni(ll) no solo, hd diminuicdo da
biodisponibilidade deste elemento-traco, causando prejuizos a importantes culturas, como a
de soja.

Quanto ao cobre, este elemento esta presente em varias proteinas que
desempenham papel fundamental em processos como fotossintese e desintoxicacdo de
radicais superdxido. Sua deficiéncia no solo é, em alguns casos, resultado da interacao
negativa entre este elemento e outros nutrientes do préprio solo ou do adubo. Altos niveis de
nitrogénio e excesso de fosforo podem reduzir a absorcéo do cobre (ALLOWAY, 1990).

Devido as possiveis interferéncias causadas pela complexacdo de glifosato com
fons metalicos, incluindo a deficiéncia de certos minerais no solo, passa a ser importante o
estudo da eficacia de complexos metélicos de glifosato sobre plantas daninhas, como a

Brachiaria decumbens, e sobre plantas transgénicas, como a soja RR.

2.7 Brachiaria decumbens

A espécie B. decumbens é originaria da Africa. E uma planta altamente
aclimatada, sobretudo nos cerrados. Seu plantio é feito principalmente na estacdo das chuvas,
apos tombacgdo e gradagem. Planta-se em linhas de 30 a 50 cm ou entdo a lango, numa
profundidade méaxima de 2 cm, sendo necessarias de 10 a 12 kg de sementes por ha. Seu ciclo
vegetativo é do tipo perene. E uma planta de porte baixo e com alta resisténcia ao pisoteio
(CRISPIM & BRANCO, 2002).

O Brasil € o maior produtor, consumidor e exportador mundial de sementes
de Brachiaria spp. Nas duas ultimas décadas foi notavel o aumento da area de pastagens
formadas com gramineas do género Brachiaria, acompanhado de um aumento proporcional
na producdo e comercializacdo das suas sementes (SILVA et al., 2014b). Devido a seu dificil
controle e rusticidade, entretanto, torna-se uma das plantas daninhas mais indesejadas (SILVA
et al., 2014c).

Considera-se que a revolucdo da pecudria nacional, alcancada na década de 70
pelos grandes projetos de desenvolvimento subsidiados pelo governo, somente foi possivel
através da introducéo deste género forrageiro. A Brachiaria apresenta tolerancia a solos de
baixa a média fertilidade e a manejos inadequados. Além disso, possui elevada produgéo de
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sementes de bom valor cultural e baixa susceptibilidade ao ataque de formigas e cupins
(KARIA et al., 2006).

2.8 Glycine max (soja)

A soja [G. max (L)] é uma planta herbacea originaria da China. As principais
variedades comerciais possuem caule hispido, pouco ramificado e raiz com eixo principal e
muitas ramificacbes. Possuem flores de fecundacdo autégama e desenvolvem vagens
(legumes) levemente arqueadas. A estatura das plantas varia dependendo das condi¢bes do
ambiente e do cultivar de soja. A estatura ideal esta entre 60 a 110 cm. O ambiente também
influencia sua floracéo e, consequentemente, seu ciclo. Diz-se que a soja é uma planta de dias
curtos, embora alguns cultivares ja possuam maior adaptabilidade a dias mais longos
(NEPOMUCENGO et al. [s.d.]).

A soja [Glycine max (L.)] é um dos principais cultivos da agricultura mundial por
possuir composi¢do quimica com alto teor protéico, além de elevado potencial produtivo. A
cultura possui relevante papel socioecondmico devido a multiplicidade de aplicacdes na
alimentacdo humana e animal, além de ser matéria-prima indispensavel para impulsionar
diversos complexos agroindustriais, tais como as industrias de sementes, fertilizantes,
agrotoxicos e maquinas agricolas (MAUAD et al., 2010).

O complexo de soja (grdo, Oleo e farelo) € uma atividade agropecuéria de
importancia altissima para o0 pais, tanto pela sua importancia territorial, quanto econdmico-
comercial. Segundo dados da CONAB (2015), mais de 30 milhdes de hectares foram
plantados em safras de 2013/14 e 2014/15 e o Brasil € considerado 0 maior exportador de soja
do mundo pela USDA (SAMORA, 2014).

Atualmente, grande parte da producdo de soja € feita através da plantacdo de
sementes de soja transgénica. A tolerancia ao herbicida desse tipo de soja € obtida através da
insercdo de um gene (AroA) oriundo do genoma de Agrobacterium sp., estirpe CP4, a qual
codifica uma variante da EPSPs (CP4 EPSPs) tolerante a inibicdo pelo glifosato (PADGETTE
etal., 1995).

Segundo Monquero (2005), o desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes
a herbicidas ocorreu a partir da necessidade de facilitar o controle de plantas daninhas e
racionalizar o uso de herbicidas na agricultura (MONQUERO, 2005).
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O uso de plantas transgénicas traz muitas vantagens do ponto de vista produtivo.
Gera maiores ganhos para empresas e agricultores, melhores rendimentos e permite um
controle eficaz das ervas daninhas (VARGAS, 2014). Deve-se ressaltar, entretanto, que
muitas também sdo as criticas ao uso destas plantas. Estas criticas baseiam-se em aspectos de
seguranga alimentar, ambientais e socioeconémicos (GIULIANI, 2013). Porém, uma vez que
0s transgénicos e os herbicidas tém sido amplamente usados, este trabalho utilizou a soja RR

como objeto de estudo.

2.9 Consdrcio de soja e Brachiaria decumbens

A escolha do estudo em B. decumbens e em soja foi feita por se tratarem de duas
espécies de grande importancia e pelo uso de glifosato ser comum no controle de plantas
daninhas no cultivo de soja.

As espécies do género Brachiaria, de uma forma geral, vém sendo consideradas
opcdes proeminentes na formagao da palhada para o sistema plantio direto (SPD), que possuli
como premissa, a presenca de cobertura sobre o solo (PIRES et al., 2008). Este género vegetal
possui destaque para o SPD devido a boa producéo de matéria seca e a alta relacdo C/N de sua
composicdo (NUNES et al., 2006).

Entre as estratégias comumente utilizadas no manejo da cobertura vegetal para a
semeadura da soja em SPD, destaca-se 0 manejo quimico, que pode ser realizado
imediatamente antes da semeadura; entre sete e dez dias antes; ou, ainda, entre dez e vinte
dias antes desta semeadura (OLIVEIRA JR. et al., 2006). A implantacdo do SPD, segundo
Silva et al. (2009a), ocasionou o incremento do uso de herbicidas, em substituigdo ao controle
efetuado por meios mecénicos, no cultivo convencional. E, segundo estes autores, o herbicida
geralmente utilizado no SPD é o glifosato (SILVA et al., 2009a).

Devido a importancia do glifosato no SPD para o controle da Brachiaria para o
cultivo da soja, torna-se importante, a ampliacdo de estudos sobre o controle desta planta
daninha em prol da maior otimizagéo dos cultivos comerciais.

Desta forma, o presente trabalho visou analisar o efeito de complexos metéalicos
de glifosato sobre estas duas espécies vegetais, através de estudo enzimatico e de metabdlitos

presentes nas mesmas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Sintese de complexos metalicos de glifosato

O Grupo de Sintese do professor Marcelo Herbst ndo conseguiu cristalizar os
complexos utilizados neste trabalho, o que o impossibilitou de chegar as estruturas finais dos
mesmos. O que se tem de alguns complexos sdo estruturas obtidas por outros autores, que
possivelmente se repetem nos compostos sintetizados pelo grupo do PPGQ. Assim, o item 3.1

apresenta estruturas de complexos de glifosato com metais utilizados no presente trabalho.

3.1.1 Complexos de glifosato e cobre

Complexos de cobre (1) e glifosato com diferentes extensdes de protonacgéo
foram estudados por Daniele et al. (1997). Para o complexo de cobre de estequiometria 2:1
(ligante glifosato:Cu) (CulL ), sugeriu-se que 0s nitrogénios dos grupos amina se coordenam
um na posicao axial e o outro na posic¢ao equatorial. Uma das duas moléculas de glifosato se
liga ao ion cobre atraveés do nitrogénio na posicdo axial, com um oxigénio carregado
negativamente ocupando a quarta posicao no plano equatorial. Isso foi mostrado através de
dados termodinamicos e espectrofotométricos.

Para os complexos de estequiometria 1:1 (CuHL e CuL’), foi sugerido que a
complexacdo ocorre com a formacdo de dois anéis quelatos. A partir de dados de Sheals et al.
(2001) foi possivel concluir que os trés sitios de coordenacdo do glifosato ndo se dispdem
numa conformacéo tetraédrica ou quadrada ao redor do cobre (I1). Na verdade, ocupam trés
das seis posicdes de um octaedro distorcido, onde a molécula de glifosato forma com o cobre
(1), dois anéis quelatos de cinco membros orientados no plano equatorial. Completando este
octaedro, ligam-se trés moléculas de dgua: uma fechando o plano equatorial e as outras duas
ocupando os Vvértices do octaedro. As estruturas dos complexos CuHL e CulL- sdo
essencialmente as mesmas, diferindo somente na protonacdo do grupo fosfonato
(COUTINHO e MAZO, 2005). A Figura 5 apresenta a estrutura de um complexo 1:1.
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Figura 5: Estrutura molecular proposta do complexo CuL”™ (SHEALS et al., 2001).

3.1.2 Complexos de glifosato e cobalto

Han et al (2008) sintetizaram dois novos polimeros de coordenacao de Co (lI) e
glifosato e ambas as estruturas foram determinadas por difracdo de raios-X de monocristal.

A coordenacdo do cobalto em um destes polimeros pode ser mais bem descrita
como um octaedro levemente distorcido composto por seis grupos fosfonato se ligando de
forma monodentada, como apresentado na Figura 6. Todos os ligantes glifosato podem ser
separados em dois tipos de acordo com 0 modo de coordenacdo do grupo fosfonato. Alguns
deles atuam como ponte ligando de forma bidentada a dois &tomos de cobalto para formar um
anel de oito membros, os outros agem como ligantes monodentados e ocupam as posicoes de

um octaedro.
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Figura 6: Representacdo poliédrica de Co(l1) em um octaedro levemente distorcido (HAN et al., 2008).

Diferentemente do composto formado na Figura 6, outro tipo de complexo de
cobalto que pode ser sintetizado, pode ser descrito como um composto octaédrico levemente
distorcido que possui seis &tomos de oxigénio a partir de trés grupos fosfonatos se ligando de
forma monodentada. O oxigénio do grupo carboxilato também se coordena de forma
monodentada e completa este octaédrico com duas moléculas de agua. A representacdo

poliédrica deste composto é representada pela Figura 7.

01

& cota
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Figura 7: Representacdo poliédrica de um segundo composto de Co (I1) em um octaedro levemente distorcido
(HAN et al., 2008).

3.1.3 Complexos de glifosato e niquel
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Menelaou et al. (2009) descreveram a sintese, 0 estudo espectroscopico e a
estrutura cristalina do complexo de estequiometria 2:1 (glifosato:niquel Il). Na sintese do
complexo, certa quantidade de Ni(NOs)..6H20 foi misturada na solugdo de glifosato e o pH
ajustado em 4,0. A mistura de cor azul foi agitada a temperatura ambiente e adicionado etanol
a 4°C. Apds algumas semanas, houve o aparecimento de cristais que entdo foram isolados por
filtracdo. Este complexo foi caracterizado por espectroscopia no infravermelho, ultravioleta e
analise térmica. A representacdo da estrutura cristalina do complexo de Ni(ll) é mostrada na

Figura 8.

Figura 8: Representaco da estrutura cristalina do complexo [Ni (GlyP)2]*
(MENELAOU et al., 2009).

Desta forma, através do estudo das estruturas presentes na literatura e a partir dos
compostos obtidos em colaboragdo com o Grupo de Sintese do PPGQ, foram realizados 0s

ensaios in vitro e in vitro.

3.2 Preparo de solugdes de Roundup WG®, glifosato purificado e complexos glifosato-
ion metalico
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Roundup WG, glifosato purificado e os complexos de glifosato com cobre (Cu*?),
cobalto (Co*™) e niquel (Ni*?) foram obtidos em colaboracdo com o grupo de Sintese
Inorganica e Materiais do PPGQ-UFRRJ coordenado pelo professor Marcelo Herbst. Estes
complexos foram sintetizados a partir de sais de nitrato contendo os respectivos cations de
forma individual, sob diferentes valores de pH e estequimetria. A Tabela 1 apresenta 0s

complexos de cobalto utilizados neste trabalho.

Tabela 1. Complexos de glifosato com cobalto sintetizados sob diferentes valores de pH e estequiometria.

Complexos de pH Estequiometria
cobalto glifosato:cobalto
C1 (Co411) 4 1:1
C2 (Co811) 8 1:1
C3 (Co421) 4 2:1
C4 (Co821) 8 2:1

Quatro tipos de complexos de glifosato com cobalto foram utilizados, havendo
dois diferentes valores de pH e duas formas estequiométricas distintas. A Tabela 2 apresenta
0s complexos de cobre.

Tabela 2. Complexos de glifosato com cobre sintetizados sob diferentes valores de pH e estequiometria.

Complexos de cobre pH Estequiometria

glifosato:niquel

C5 (Cu41l) 4 1:1
C6 (Cub11) 5 1:1
C7 (Cu811) 8 1:1
C8 (Cu421) 4 2:1
C9 (Cu521) 5 2:1
C10 (Cu821) 8 2:1
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Seis tipos de complexos de glifosato com cobre foram utilizados neste trabalho,
havendo trés diferentes valores de pH e duas formas estequiométricas distintas. A Tabela 3,

por sua vez, apresenta os complexos de niquel.

Tabela 3. Complexos de glifosato com niquel sintetizados sob diferentes valores de pH e estequiometria.

Complexos de pH Estequiometria

niquel glifosato:niquel
C11 (Ni411) 4 1:1
C12 (Ni811) 8 1:1
C13 (Ni421) 4 2:1
C14 (Ni821) 8 2:1

Os complexos de niquel foram sintetizados com dois valores distintos de pH e
duas formas estequiométricas diferentes.

Os 14 complexos, assim como Roundup WG e glifosato purificado, foram
colocados em agua Milli-Q para preparo de solugdes a 0,25 mM.
Para 0 ensaio com doses maiores de tratamento, foram preparadas solugdes de 2,5 mM de
glifosato purificado, Roundup WG® e de dois complexos metélicos de glifosato: Cu42l e
Co821. O primeiro nimero se refere ao pH utilizado no processo de sintese destes compostos
e 0s dois numeros seguintes se referem a estequiometria glifosato:metal, como mostrado nas

tabelas anteriores.

3.3 Preparo dos homogeneizados de soja transgénica e de B. decumbens

As folhas destas duas espécies foram maceradas em nitrogénio liquido. O
homogeneizado, ap6s maceracdo, foi preparado em tampdo Hepes (&cido N-(2-
hidroxietil)piperazina-N'-2-etanossulfénico) 57 mM pH 7,0 (1:4, p/v). Posteriormente, 0s
homogeneizados foram centrifugados (1.500 rpm por 15 min a 2°C). Os homogeneizados de
B. decumbens do segundo e do terceiro experimentos in vivo foram feitos com uma proporgéo
de 1:10 (p/v) de modo a facilitar o processo de homogeneizacéo.
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Apos centrifugacdo, os sobrenadantes foram armazenados a -80°C até os ensaios de atividade.

A Figura 9 apresenta as diferentes etapas do preparo do homogeneizado de B. decumbens.

Figura 9: Preparo do homogeneizado de B. decumbens: A) Folhas de B. decumbens. B) Folhas com tamp&o Hepes 57
mM pH 7,0 congeladas com nitrogénio liquido e homogeneizadas no graal com pistilo. C) Homogeneizado ap6s
centrifugacdo. A parte de cima, de coloracdo verde clara, é o sobrenadante e a parte de baixo, de coloracdo verde

escura, é o precipitado.

3.4 Determinacao da concentracéo proteica dos homogeneizados

Utilizou-se o método de Peterson (1977) para a determinacdo da concentracdo de
proteinas presente nos homogeneizados. Albumina sérica bovina (10 e 100 pg) foi utilizada

como padréo.

3.5 Procedimentos necessarios para quantificacao de Pi

Para a quantificacdo de fosfato inorganico foi utilizada, inicialmente, a
metodologia proposta por Lanzetta et al. (1979). Posteriormente, entretanto, foi adotada uma
metodologia baseada em Itaya e Ui (1966).
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3.5.1 Preparo da solugéo colorimétrica

Para a quantificacdo de Pi foi preparada uma solucdo colorimétrica utilizando
verde de malaquita 0,2% e molibdato de amdnio 4,2% em &cido cloridrico 5N, na proporcéao
de 3:1, respectivamente, como prescrito por Itaya e Ui (1966). Misturou-se com agitador
mecanico durante 20 minutos. A solucdo foi centrifugada durante 5 minutos a 2.000 g. O
precipitado foi descartado e o sobrenadante (solucdo colorimétrica) foi armazenado em
armario e sob protecdo de luz para uso posterior.

3.5.2 Construcao da curva-padréo de Pi

Para preparo da curva-padrdo de Pi foram colocados: 100 uL da amostra de
fosfato (em diferentes concentragdes), 500 pL da solugdo colorimétrica e 150 uL de Tween
20 a 1,5%, proporcdes estas, preconizadas por Itaya e Ui (1966). A solucgéo final foi lida em

espectrofotbmetro a 655 nm.

3.6 Determinacéao da atividade de EPSPs

A atividade de EPSPs foi estimada com base na curva-padrdo de Pi, apresentada
no item 3.4.2, seguindo-se a metodologia proposta por Forlani et al. (1994) e Goncalves et al.
(2002) com adaptacoes.

No meio reacional (50 puL) foi adicionado inicialmente volume de amostra vegetal
correspondente a 0,03 mg de proteina, 10 uL de chiquimato-3-fosfato (S3P) 5 mM, 10 uL de
fosfoenolpiruvato (PEP) 5 mM e tampdo Hepes 57 mM pH 7,0. Apés 30 minutos de
incubacdo a 37°C, a reacgdo foi paralisada pela adi¢do de 250 uL da solugédo colorimétrica e 75
uL de Tween 20 a 1,5 %, proporgOes usadas anteriormente na curva-padrdo de fosfato. A

absorvancia foi medida em um leitor de ELISA a 655 nm, como mostra a Figura 10.
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Figura 10: Ensaio de EPSPs. A catalise enzimatica de EPSPs libera fosfato inorganico livre. O ensaio desta enzima,
portanto, consiste em quantificar este Pi através do uso de Tween 20 e de solugédo colorimétrica (verde de malaquita e
molibdato de aménio em HCI) em um comprimento de onda de 655 nm.

A atividade enzimatica foi determinada atraveés do uso da equacao da reta obtida a
partir da curva-padréo de fosfato. O coeficiente de absortividade molar nestas condicdes € de
75.000 Mt.cm™,

Brancos foram feitos sem adi¢do de chiquimato-3-fosfato e fosfoenolpiruvato.

3.7 Analise do efeito in vitro dos compostos sobre a atividade de EPSPs

Inicialmente foi avaliado o efeito in vitro de todos os compostos a 0,05 mM de
concentracdo final sobre a atividade de EPSPs. Estes compostos foram o Roundup WG,
glifosato purificado e os 14 complexos de glifosato com cobre, cobalto e niquel.

Apos ser feita a selecdo dos dois melhores complexos, Cu421 e Co821, foram
adicionados volumes dos compostos suficientes para obter concentracao final de 0,5 mM dos
mesmos. Estas concentra¢des foram baseadas nos estudos de Rubin et al. (1984).

3.8 Determinacéo da atividade de PAL
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A atividade da PAL foi estimada com base na diferenca de absorvancia resultante
da conversdo da fenilalanina em acido trans-cindmico, seguindo-se a metodologia proposta
por Barreto e Neto (2011) com algumas modificacdes.

No meio reacional (1 mL) foi adicionado volume de amostra vegetal
correspondente a 1 mg de proteina, tampdo TRIS 0,5 M pH 8,5 e 160 uL de fenilalanina
300 uM. Apds 30 minutos de incubacdo a 40°C, a reacéo foi paralisada com banho de gelo de

5 minutos. A absorvancia foi medida em um espectrofotometro a 290 nm (Figura 11)

H
D\\ ] "o O
LC—CN,
HO CH, H PAL N OH
—_—
(acido trans-cindamico)
(Fenilalanina) l

Banho de gelo

l

?\.= 290 nm

Figura 11: Ensaio de PAL. A catalise enziméatica de PAL produz &cido trans-cinamico e é paralisada através do banho

de gelo. A leitura deste ensaio se da no comprimento de onda de 655 nm.

A atividade enzimatica foi determinada através do uso do coeficiente de
absortividade molar 10* mM*.cm™ (ZUCKER, 1965).

Brancos foram feitos com adicdo de agua destilada ao invés de fenilalanina.

3.9 Analise do efeito in vitro dos compostos sobre a atividade de PAL
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Foram analisados os efeitos in vitro de Roundup WG, glifosato purificado e do
complexo Cu421 sobre a atividade de PAL. Foram adicionados volumes destes compostos
suficientes para obter uma concentracdo final de 0,5 mM dos mesmaos.

Todos os ensaios enzimaticos foram realizados em duplicata.

3.10 Analise da presenca de nitrato no complexo Cu421

Para avaliar a presencga de nitrato no complexo Cu421 utilizou-se a metodologia
proposta por Miranda et al. (2001), que se baseia na conversdo de nitrato (presente nas
amostras) em nitrito. Para isto, foram preparados trés reagentes que foram misturados na
proporc¢do 1:1:2, no momento da analise: N-naftil etilenodiamina 0,02%, sulfanilamida 0,4%
em HCI 1 M e cloreto de vanadio 0,5% em HCI 1M, respectivamente.

No meio reacional foram adicionados 30 uL de amostra de Cu421 a 6,6% e 60 uL
da mistura de reagentes descrita acima. A reacgéo foi incubada a 40°C durante 50 minutos. E,
apos a adicdo de 100 uL de agua milli-Q, as absorvancias foram lidas a 540 nm. Para obter a
concentracdo de nitrato no complexo, sua absorvancia foi comparada com uma curva-padrao
de nitrato de potéssio preparada no mesmo dia do ensaio. Este ensaio foi realizado em

duplicata.

3.11 Experimento in vivo I

Foi realizado um experimento em casa de vegetacdo (Figura 12) na qual foram

cultivados: B. decumbens e soja glifosato resistente (TMG133RR).

24



Figura 12: A) Casa de Vegetacdo do Departamento de Solos do Instituto de Agronomia da UFRRJ. B) VVasos
contendo sementes de B. decumbens e soja resistente ao Roundup.

As unidades experimentais foram constituidas por vasos com capacidade de 5
dm3, preenchidos com amostras de solo, provenientes da camada de 0-20 cm de profundidade,
coletadas na area do Campus Universitario, peneiradas em malha de 2 mm para separagdes de
torrfes, raizes e palhas. O solo foi adubado e teve sua acidez corrigida conforme
recomendacédo para a cultura, com base na analise quimica de fertilidade do solo.

Foram aplicados quatro tratamentos: Roundup WG®, glifosato purificado,
complexo Cu421 e complexo Co821, além do tratamento controle (somente agua destilada).
As plantas com tamanho adequado para o tratamento séo apresentadas na Figura 13.
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Figura 13: Foto das plantas utilizadas no primeiro experimento in vivo. Ao lado direito, a soja cultivada com

Brachiaria decumbens. Ao lado esquerdo B. decumbens cultivada individualmente.

Foi plantado um numero maior que o necessario das duas espécies, de modo a
possibilitar o descarte de plantas mais heterogéneas. O uso de plantas muito distintas umas
das outras como, por exemplo, no tamanho, poderia prejudicar as posteriores analises.

O experimento foi conduzido com quatro repeticbes, em delineamento
inteiramente casualizado, totalizando 20 unidades experimentais para cada um dos cultivares.
Os tratamentos foram aplicados 30 dias ap0s a germinacdo, utilizando-se borrifadores
manuais (Figura 14) seguindo-se a recomendacdo de aplicacdo do produto comercial [2,5

kg.ha' do produto comercial, correspondente a 2 kg de ingrediente ativo/ha (i.a. ha™l)].

26



Figura 14: Soja e Brachiaria decumbens sendo tratadas com glifosato através de borrrifador manual.

3.11.1 Determinagc&o do Indice de Clorofila Falker (ICF)

Foi determinado o Indice de Clorofila Falker (ICF) (Figura 15) antes da aplicacéo
dos tratamentos (no dia 0) e no dia da coleta (dia 4) utilizando-se o aparelho clorofiLOG
CFL1030 (FALKER Automacdo Agricola, Brasil).
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Figura 15: Determinagc&o do Indice de Clorofila Falker em folha de B. decumbens utilizando o aparelho clorofiLOG
CFL1030 (FALKER Automacao Agricola, Brasil).

Foi calculada a diferenca entre ICF no primeiro e no dltimo dia e as plantas

tratadas foram comparadas com as plantas do grupo controle.

3.11.2 Coleta das plantas

No quarto dia apds a aplicacdo dos tratamentos foi avaliado o acimulo de massa
fresca e foi coletado 1 g de material fresco da parte aérea das plantas para determinacéo de
concentracao proteica e atividades enzimaticas (armazenamento a -80°C) e 1 g para
determinacdo dos teores de N-nitrato (CATALDO et al., 1975), apds extracdo alcoolica
seguida de particdo com cloroformio (FERNANDES, 1984).

3.11.3 Extracao alcoolica seguida de particdo com cloroférmio

Para realizacdo da extragdo alcodlica, foi adicionado 1g de material fresco em 20

mL de etanol a 80% e o armazenamento se deu em frascos de vidro. Posteriormente, as

amostras foram trituradas com politron e filtradas com quatro camadas de gaze e papel de
filtro.
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Foram feitas a transferéncia para funil de separacdo e a adicdo de cloroférmio
(1:1). Apos agitacdo leve, deixaram-se as amostras em repouso durante 40 minutos. Passado
este tempo, foi feito o descarte da fracdo apolar. O sobrenadante, fracao polar, foi avolumado
para 25 mL atraves da adigdo de etanol 80%. Foi feito, entdo, o armazenamento das amostras

para posterior determinagédo dos teores de N-NOs".

3.11.4 Determinagéao dos teores de nitrogénio-nitrato (N-NOg3)

Para determinacdo do teor de nitrogénio, em forma de nitrato, utilizou-se a
metodologia proposta por Cataldo et al. (1975).

Para esta analise preparou-se uma solucdo de acido salicilico a 5% em &cido
sulfarico. Adicionou-se 0,4 mL desta solugdo em um tubo de ensaio, juntamente com 0,1 mL
da fracdo soltvel obtida no item anterior. Deixou-se este tubo em repouso por 20 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente foi adicionado 9,5 mL de NaOH 2N, de forma lenta. A
leitura foi feita a 410 nm, apds resfriamento da solugdo final. Para obter o teor de N-NOs™ nas
amostras, as respectivas absorvéancias foram comparadas com uma curva-padréo de nitrato de

potassio preparada no mesmo dia do ensaio.

3.12 Experimento in vivo |1

No segundo experimento in vivo foram aplicados apenas trés tratamentos:
Roundup WG®, glifosato purificado e complexo Cu42l, além do tratamento controle
(somente agua destilada). Todos os compostos tiveram a concentracéo de 2 kg i.a. ha™*. Nestes
experimentos foi utilizado 0,5% de 6leo mineral puro (Multilab) em todos os tratamentos
como forma de reduzir a tensdo superficial e a fim de evitar a perda da solugdo com os
compostos por escorrimento.

No segundo experimento analisou-se o efeito dos tratamentos somente em B.

decumbens, em dez dias de tratamento.
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O ICF foi mensurado no dia 0, antes da aplicacdo dos respectivos tratamentos e no
dia da coleta (dia 9). Apos a coleta, as folhas foram congeladas e os ensaios de dosagem de
proteina e atividade enzimatica foram realizados.

Os experimentos foram conduzidos com trés repeticbes, em delineamento

inteiramente casualizado, totalizando 12 unidades experimentais em cada.

3.13 Experimento in vivo 111

Os tratamentos utilizados neste terceiro experimento foram idénticos ao do
experimento in vivo Il. No terceiro experimento, entretanto, analisou-se B. decumbens e soja
glifosato resistente (BRS FAVORITA), em oito dias de tratamento.

O ICF de soja foi mensurado no dia 0, antes da aplicacdo dos respectivos
tratamentos e no dia da coleta (dia 7). O ICF de B. decumbens ndo foi mensurado no
experimento in vivo Il devido ao pequeno tamanho das folhas.

Apobs a coleta, todas as folhas foram congeladas e os ensaios de dosagem de
proteina e atividade enzimatica foram realizados.

Os experimentos foram conduzidos com trés repeticbes, em delineamento

inteiramente casualizado, totalizando 12 unidades experimentais em cada.

3.14 Andlise estatistica

Para andlise estatistica dos resultados obtidos sobre atividades enziméticas foi
utilizado o teste T de student com limite de confianca de 95%.
Para andlise estatistica da determinacdo de concentracdo proteica e de teores de N-nitrato
empregou-se 0 Teste de Tukey com limite de confianga de 95% utilizando-se o programa
Sisvar para Windows versdo 5.3 (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacéo da concentracao proteica dos homogeneizados

Os primeiros ensaios foram realizados com amostras de folhas de B. decumbens e
soja transgénica ndo tratadas com herbicidas, visando observar os efeitos in vitro dos
compostos sobre enzimas destas duas espécies vegetais. Antes de dar inicio aos ensaios
enzimaticos, entretanto, foi necessario a determinacdo da concentracdo proteica destas
amostras.

A dosagem de proteina da amostra de B. decumbens revelou uma concentracéo
proteica de 14,65 mg/mL e para o experimento de PAL a amostra apresentou uma
concentracdo de 12,14 mg/mL. No caso de soja transgénica, utilizou-se o mesmo
homogeneizado para os dois ensaios enzimaticos, o qual obteve concentracdo proteica de

12,69 mg/mL. Estes valores séo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Concentracéo de proteina dos homogeneizados utilizados nos ensaios in vitro de 5-

enolpiruvilchiguimato-3-fosfato sintase (EPSPs) e fenilalanina amonia liase (PAL).

EPSPs PAL
Brachiaria decumbens 14,65 mg/mL 12,14 mg/mL
Soja transgénica 12,69 mg/mL 12,69 mg/mL

Como se utiliza uma baixa quantidade de proteina no ensaio de EPSPs, os

homogeneizados para a analise desta enzima foram diluidos cinco vezes.

4.2 Quantificacéo de fosfato inorganico livre
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A quantificacdo de Pi é uma metodologia que permite avaliar a atividade da
EPSPs, uma vez que na catalise desta enzima ha formacdo de Pi livre, com estequiometria
1:1. Para cada molécula de EPSP formada, ha a liberagéo de 1 Pi.

O método de Itaya e Ui (1966), ao qual este trabalho se baseou, é simples, de
baixo custo e sensivel. Lanzetta et al. (1979), entretanto, mostraram que a adi¢do de citrato,
reagente ausente na metodologia de Itaya e Ui (1966), era capaz de tornar esta quantificagéo,
insensivel a Pi produzido posteriormente, como por hidrolise de ATP; tornando este método
quantitativo mais estavel e confidvel. No entanto, ao adicionar citrato nas solucGes do
presente estudo, inesperadamente os valores de absorvancia tornavam-se muito instaveis.

Lanzetta et al. (1979) preconizou que o citrato fosse adicionado apds 1 minuto da
adicdo da solucdo colorimétrica composta por verde de malaquita, molibdato de aménio e
sterox (detergente) e, segundo 0s autores, a absorvancia poderia ser lida imediatamente apds a
adicéo de citrato.

Neste trabalho o citrato foi adicionado conforme descrito por estes autores,
entretanto, ao ser observada a instabilidade dos valores de absorvancia, alteracbes na
metodologia foram testadas também. Passou-se a adicionar o citrato ap6s um tempo maior da
adicdo de solugdo colorimétrica, como 20 minutos e 30 minutos, e a instabilidade
permaneceu. Foi testada também a espera de 15 minutos apds a adicdo de citrato para que
fosse feita a leitura da absorvancia, como realizado por Forlani et al. (1994) e Gongalves et al.
(2002) e ainda assim, a instabilidade permaneceu.

Desta forma, optou-se por testar a metodologia baseada em Itaya e Ui (1966) em
quantidades de Pi entre 0,25 e 10 nmoL. A solucdo colorimétrica obtida ap6s centrifugacéo e

utilizada nestes ensaios é apresentada na Figura 16.
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Figura 16: Solugéo colorimétrica (sobrenadante de coloragdo marrom) apos centrifugacéo.

A curva padrdo encontrada mostrou que este método apresentou boa precisdo e

sensibilidade, pois os valores de absorvancia foram proporcionais a concentracdo de Pi, como

mostra a Figura 17. Desta forma, passou-se a adota-lo nos experimentos posteriores.

Quantificacao de Pi
2.5+

Absorvancia

0.0

4 6 8 10 12
Fosfato Inorganico (nmol)

b =

Figura 17: Curva-padréo de fosfato inorganico. Metodologia baseada em Itaya e Ui (1966). O experimento foi
realizado em duplicata.
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Apos a padronizacdo da metodologia para quantificagdo de fosfato inorgénico e a

partir da curva padrdo apresentada na Figura 17, construiu-se a equacao da reta (Figura 18).

[Pi] (nmol) = (Absgss.... +0,03933)/0,2154

Figura 18: Equacédo da reta determinada pela curva-padrao de fosfato inorgénico.

4.3 Construcao da curva de concentracgao proteica versus atividade de EPSPs

Para determinacéo da atividade da EPSPs, outros trabalhos, como de Gongalves et
al. (2002), também fizeram uso da quantificacdo de fosfato inorgéanico. Outra forma de
determinar a atividade da EPSPs é através da andlise do acimulo de chiquimato através da
técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, como realizado no estudo de Cardinali
et al. (2010). Entretanto, a quantificacdo de fosfato inorganico através de espectrofotdmetro é
um método mais simples e de facil execucdo que a cromatografia, tendo sido, por isso,
utilizada neste trabalho.

Desta forma, as absorvancias das solucdes obtidas nos ensaios de EPSPs foram
utilizadas na equacéo da reta apresentada na Figura 18. Para obter os valores da atividade
enzimatica em nmoL/min, foi construida uma planilha no programa EXCEL 2010 utilizando
esta equacdo. Desta forma, foi possivel obter o grafico apresentado na Figura 19, através da

adicdo de concentracdes crescentes de proteina.
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Figura 19: Curva de concentracdo de proteina versus atividade de 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs)
presente em amostra de B. decumbens. O experimento foi realizado em duplicata. O calculo da atividade de EPSPs foi

realizado através da equacdo da reta da curva-padréo de fosfato.

A Figura 19 mostra que a atividade da EPSPs de B. decumbens foi diretamente
proporcional a concentracdo proteica, e que esta atividade € de aproximadamente 2,95 nmoL
de Pi.mint.mg de proteina™. Ao avaliar o grafico acima, escolheu-se trabalhar com volumes
de homogeneizado correspondentes a, em média, 30 pg de proteina para as posteriores
analises de efeito dos compostos.

Apos a realizacdo da curva de concentracdo proteica versus atividade de EPSPs,

foi construida uma curva semelhante para atividade da PAL.

4.4 Construcgado da curva de concentragdo proteica versus atividade de PAL

Para o preparo da curva de concentracdo proteica versus atividade da PAL, foram
lidas as absorvancias das amostras (com concentragdes crescentes de proteina) e foi
construida uma planilha no programa EXCEL 2010 utilizando estes respectivos valores e o
coeficiente de absortividade molar 10* mM=2.cm™ (ZUCKER, 1965). Com 0s respectivos

valores de atividade enzimatica obtidos, foi construido o gréafico abaixo (Figura 20).
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Figura 20: Curva de concentracdo de proteina versus atividade de fenilalanina aménia liase (PAL) presente em
amostra de B. decumbens. O experimento foi realizado em duplicata. O calculo da atividade de PAL foi realizado
através do coeficiente de extingdo molar 10* mM™.cm? (ZUCKER, 1965).

A Figura 20 mostra que a atividade de PAL de B. decumbens foi diretamente
proporcional a concentragdo proteica, e que esta atividade é de aproximadamente 9,91 nmoL
acido trans-cinamico.mint.mg de proteina™. Ao avaliar o grafico acima, escolheu-se trabalhar
com volumes de homogeneizado correspondentes a, em média, 1 mg de proteina para as
posteriores analises de efeito dos compostos.

Apos a realizacdo das curvas de concentracdo proteica versus atividade de EPSPs
e de PAL, foram feitas as andlises dos efeitos in vitro do glifosato purificado e dos complexos

obtidos em colaboragcdo com o Grupo de Sintese Inorganica e Materiais do PPGQ.

4.5 Determinacdo do efeito in vitro de complexos metélicos sobre atividade de EPSPs

A analise do efeito dos complexos metalicos sobre a atividade de EPSPs foi feita
em microplaca como mostra a Figura 21. Também foi feito uma duplicata de brancos e uma
duplicata de controles (sem tratamento) para comparagdo de atividade enzimatica. Ainda foi
avaliado o efeito do glifosato purificado sobre a atividade de EPSPs. O efeito de Roundup foi

avaliado posteriormente.
36



Branco

Figura 21: Microplaca com 34 pogos ocupados. 1 duplicata de Brancos, 1 duplicata do controle (contendo todos 0s
reagentes, sem nenhum tipo de tratamento), 1 duplicata com tratamento de glifosato purificado e 1 duplicata de cada
complexo. Ao todo foram 14 complexos testados.

A atividade obtida pelo controle de cada experimento (primeiramente com 0s
complexos e o glifosato purificado; e posteriormente com Roundup) foi considerada 100% e
as atividades obtidas com os tratamentos foram calculadas com base nesta porcentagem.

A partir dos dados obtidos nos dois experimentos e nos célculos percentuais, foi
possivel obter o grafico apresentado na Figura 22.
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Efeito in vitro de complexos glifosato-ion metalico, glifosato
purificado e comercial (a 0,05 mM) sobre a atividade de EPSPs em
Brachiaria decumbens E; 2" ;“
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Figura 22: Efeito in vitro de glifosato e dos complexos metalicos sobre a atividade da EPSPs presente em
homogeneizado de B. decumbens. CTR: Controle. GLI: glifosato. WG: Roundup WG®. C1 a C4: complexos de
glifosato com cobalto. C5 a C10: complexos de glifosato com cobre. C11 a C14: complexos de glifosato com niquel. Na
legenda que se encontra ao lado direito da figura, aparece o simbolo do elemento quimico participante do complexo
seguido de 3 nimeros. O primeiro refere-se ao pH e os dois Ultimos a estequiometria (glifosato:metal). As colunas rosa
(C4) e azul (C8) mostram os dois complexos selecionados para o experimento in vivo. O experimento foi realizado em
duplicata. A média de atividade obtida no controle (CTR), 8,16 nmol/min/mg, foi tida como 100%. ns: ndo
significativo. * p <0,05. ** p <0,01. Teste T de student (p < 0,05).

Ao avaliar a Figura 22 ¢ possivel notar que além de Roundup WG® (com média
de 53,69% de inibicdo), apenas os complexos Cu42l e Ni821 (C8 e C14 na Figura 21,
respectivamente) inibiram de forma significativa a atividade de EPSPs. A atividade obtida no
grupo controle foi, em média, de 8,16 nmoL/min/mg de proteina e a inibicdo média provocada
pelos complexos de cobre e niquel foram percentualmente de 14,58 % e 16,39%,
respectivamente.

E possivel notar, portanto, que complexos utilizando um mesmo elemento podem
apresentar resultados de eficacia distintos. Um exemplo disso ocorre com os complexos de
cobre. Seis complexos de glifosato com cobre foram avaliados, e somente um deles foi capaz
de inibir de forma significativa a atividade da EPSPs. Isto mostra que a forma como esta
complexacdo ocorre interfere na eficacia do herbicida.

O complexo de cobre Cu421 foi selecionado para o experimento in vivo,
entretanto, o complexo de niquel Ni821, que também inibiu de forma significativa a enzima-

alvo, ndo pode ser selecionado. Isto ocorreu porque o complexo Ni821 estava apresentando
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dificuldade para a dissolucdo em agua. Foi selecionado, entdo, o complexo de cobalto C4
(Co821), devido a facilidade em dissolvé-lo e uma vez que foi o complexo de cobalto que
mais apresentou tendéncia inibitoria (11,66%), embora esta ndo tenha sido estatisticamente
significativa.

A sintese de complexos de glifosato com cobalto, cobre e niquel j& havia sido
feita. Heineke et al. (1994), por exemplo, sintetizaram complexo de glifosato com cobalto;
Subramaniam e Hoggards (1988) sintetizaram complexos de glifosato com cobre e com
niquel. Embora estes complexos sejam amplamente estudados, o efeito in vitro dos mesmos
sobre a enzima-alvo do herbicida ndo foi estudado, ndo havendo dados disponiveis na
literatura reportando estudos do seu efeito in vitro.

Alguns estudos, como de Wills e McWhorter (1985), mostraram que certos ions
podem favorecer a fitotoxicidade do glifosato, como a adicdo de amdnio e potassio. A adicao
de cétions di e trivalente, como 0 Zn*? e Fe*3, entretanto, podem vir a reduzi-la.

Todos os cétions deste estudo foram divalentes e dois deles (Cu421 e Ni821)
foram capazes de aumentar, de forma significativa, o potencial inibitério de glifosato
purificado sobre a EPSPs. Entretanto, o produto comercial foi o maior inibidor in vitro desta
atividade enzimatica neste primeiro ensaio.

Posteriormente, foi feito um novo ensaio com glifosato comercial (Roundup
WG®) e purificado e com os dois complexos selecionados, Co821 e Cu421, com uma

dosagem 10 vezes maior dos respectivos tratamentos, como mostra a Figura 23.
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Efeito in vitro de complexos glifosato-ion metalico,
glifosato purificado e comercial (a 0,5 mM) sobre a
atividade de EPSPs em Brachiaria decumbens
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Figura 23: Porcentagem da atividade de EPSPs em amostra de B. decumbens na presenca de glifosato purificado
(GLI), Roundup WG® (ROUN) e complexos glifosato-ion metalico (Co821 e Cu421). O experimento foi realizado em
duplicata. A média de atividade obtida no controle (CTR), 2,34 nmol/min/mg, foi tida como 100%. ns: ndo
significativo. Asteriscos sinalizam os tratamentos que provocaram diferenca significativa na atividade de EPSPs em

comparacao ao controle. * p < 0,05. ** p <0,01. Teste T de student (p < 0,05).

A atividade média obtida pelo grupo controle neste experimento foi de 2,34
nmoL/min/mg de proteina. Como pode ser observado na Figura 23, o complexo de cobalto na
dose de 0,5 mM foi capaz de inibir de forma significativa a atividade enzimatica (29,19%),
embora esta percentagem tenha sido menor que a de Roundup (75,51%) e do complexo de
cobre Cu421 (81,62%). Glifosato purificado néo inibiu de forma significativa a atividade da
enzima.

O fato de Roundup WG® mostrar-se mais eficaz na andlise in vitro do que seu
principio ativo isolado (glifosato purificado) reforca a hipdtese de que algum composto
presente na formulacdo comercial possa aumentar o efeito do glifosato, através do processo de
sinergismo. Este mecanismo ocorre quando a unido de dois compostos diferentes promove um
efeito maior do que quando estéo isolados. No caso do presente estudo, supde-se que a uniéo
de glifosato com o sal de amonio presente em Roundup WG®, torne a inibi¢do da atividade
da EPSPs mais pronunciada. No estudo de Carvalho et al. (2008), a adi¢do de sulfato de
amonio a calda do glifosato elevou o controle das plantas daninhas em campo, para as

concentragdes com até 10 g.L, o que fortalece esta hipotese.
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O efeito dos diferentes tratamentos sobre a atividade de EPSPs em soja

transgénica também foi avaliado. Os resultados sdo apresentados na Figura 24.

Efeito in vitro de complexos glifosato-ion metalico,
glifosato purificado e comercial (a 0,5 mM) sobre a
atividade de EPSPs em soja transgénica
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Figura 24: Porcentagem da atividade de EPSPs em amostra de soja transgénica (TMG133RR) na presenca de
glifosato purificado (GLI), Roundup WG® (ROUN) e complexos glifosato-ion metalico (Co821 e Cu421). O
experimento foi realizado em duplicata. A atividade média obtida no controle (CTR), 6,02 nmol/min/mg, foi tida como
100%. ns: ndo significativo. Teste T de student (p < 0,05).

A atividade média obtida pelo grupo controle foi de 6,02 nmoL/min/mg de
proteina. Como pode ser observado na Figura 23, nenhum dos tratamentos teve efeito
significativo sobre a atividade de EPSPs em soja transgénica. Estes resultados ja eram
esperados, uma vez que a espécie vegetal usada consistia em uma planta resistente ao

glifosato.

4.6 Determinacao do efeito in vitro de complexos metélicos sobre atividade de PAL

Outra enzima avaliada frente o uso dos tratamentos foi a fenilalanina aménia liase
(PAL), uma vez que o glifosato, segundo alguns autores, pode apresentar efeito sobre a
mesma. A Figura 25 apresenta o resultado dos tratamentos sobre esta enzima em Brachiaria

decumbens.
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Efeito in vitro de complexos glifosato-ion metalico,
glifosato purificado e comercial (a 0,5 mM) sobre a
atividade de PAL em Brachiaria decumbens
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Figura 25: Porcentagem da atividade de PAL em amostra de B. decumbens na presenca de glifosato purificado (GL1),

Roundup WG® (ROUN) e complexo glifosato-cobre (Cu421). O experimento foi realizado em duplicata. A atividade

média obtida no controle (CTR), 2,67 nmol/min/mg, foi tida como 100%. ns: ndo significativo. Teste T de student (p <
0,05).

A atividade média obtida pelo grupo controle foi de 2,67 nmoL/min/mg de
proteina. Como pode ser observado na Figura 24, a atividade de PAL em B. decumbens néo

foi influenciada pelos tratamentos usados. Resultado semelhante é observado para soja

transgénica, na Figura 26.
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Efeito in vitro de complexos glifosato-ion metalico,
glifosato purificado e comercial (a 0,5 mM) sobre a
atividade de PAL em soja transgénica
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Figura 26: Porcentagem da atividade de PAL em amostra de soja transgénica (TMG133RR) na presenca de glifosato
purificado (GLI), Roundup WG® (ROUN) e complexo glifosato-cobre (Cu421). O experimento foi realizado em
duplicata. A atividade obtida no controle (CTR), 10,03 nmol/min/mg, foi tida como 100%. ns: n&o significativo. Teste

T de student (p < 0,05).

A atividade obtida no grupo controle de soja RR foi de 10,03 nmoL/min/mg de
proteina. Como evidenciado nas duas figuras acima, nenhuma das espécies vegetais teve a
atividade de PAL influenciada pelo tratamento in vitro com os trés compostos usados:
complexo Cu421, Roundup WG® e glifosato purificado. Deve-se ressaltar que a baixa
quantidade de complexo Co821 sintetizado fez com que este complexo ndo fosse utilizado em
todos os experimentos. Esta baixa quantidade foi ocasionada por problemas no processo de
sintese deste composto.

Os efeitos in vitro ndo significativos dos tratamentos sobre esta atividade
enzimatica eram esperados, uma vez que a PAL parece ser influenciada pelo glifosato como
consequéncia da inibicdo da EPSPs. Segundo Silva et al. (2009b), o glifosato ao inibir a
EPSPs, impede a formagdo de metabdlitos secundarios e, simultaneamente, a atividade da
PAL ¢ estimulada, promovendo elevacao da sintese de compostos fendlicos.

Nos ensaios in vitro, ao colocar os tratamentos em contato com o homogeneizado
das respectivas plantas, ndo houve condicdo suficiente para que ocorresse uma resposta

N = wp .

por isso ndo houve alteracdo da atividade da fenilalanina aménia liase em B. decumbens. No
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caso de soja transgénica, acredita-se que por ser uma planta resistente ao glifosato, nao
ocorreria uma alteracdo na atividade da PAL consequente a inibicdo de EPSPs.

Ao avaliar o efeito in vitro de glifosato sobre a PAL em uma planta nao alterada
geneticamente, Hoagland (1980) também ndo encontrou alteracdo na atividade desta enzima
em concentragdes de até 0,5 mM.

4.7 Experimentos invivo I, 11 e 111

No experimento | foi avaliado o potencial herbicida de dois complexos: Cu421 e
Co821. Nos experimentos seguintes, entretanto, manteve-se apenas o uso do complexo de
cobre. Isto se deve a dois fatores: 0 complexo de Cu421 foi selecionado para os experimentos
seguintes por ter apresentado maior potencial herbicida em comparacdo com o complexo de
cobalto. Além disso, ndo foi possivel a obtencdo de complexo Co821 devido a problemas no
processo de sintese deste composto.

Nos experimentos | e 11l foram utilizadas as duas espécies vegetais deste estudo:
soja e Brachiaria decumbens. No experimento Il, entretanto, somente foi utilizada a
Brachiaria, devido a um problema na germinacéo de soja.

A Tabela 5 apresenta o resultado da analise quimica da fertilidade do solo
utilizado para cultivo de B. decumbens e soja transgénica nestes trés experimentos. N&o

houve, portanto, necessidade de correc¢do da fertilidade do solo.

Tabela 5. Analise quimica da fertilidade do solo utilizado para cultivo das espécies vegetais
utilizadas no experimento em casa de vegetacao.

1 (H20) cmolc.dm? mg.dm?®
Al Ca?  Mg®™ H+ Al K* Na*2 P
6,17 0,04 4,165 3,0825 1,3075 20,748 10,603 8,783

4.7.1 Analise visual em B. decumbens
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A primeira forma de avaliar o efeito dos diferentes tratamentos foi atraves da
observacdo visual das folhas apds a aplicacdo dos tratamentos. A Figura 27 apresenta as
plantas tratadas com os diferentes compostos (experimento in vivo I), o que possibilita uma

comparagao com o grupo controle.

Ultimo dia do experimento I: Efeito dos tratamentos sobre as
folhas de Brachiaria decumbens

Figura 27: Plantas da espécie B. decumbens tratadas com agua destilada (Controle) (A), glifosato purificado (B),
Cu421 (C), Co821 (D) e Roundup WG® (E). Estas imagens foram obtidas no Gltimo dia do experimento in vivo I (Dia
4).

Como pode ser observado na Figura 27, as plantas tratadas com os quatro
compostos apresentaram folhas mais quebradicas e encurvadas para baixo, além de coloragao
mais amarelada. Vale ressaltar que no dia em que as plantas foram tratadas, os cinco grupos
possuiam plantas externamente semelhantes umas as outras. Segundo Rodrigues e Almeida
(2005), a clorose (condicdo em que ha baixa producao de clorofila), ocorre porque o glifosato,
ao inibir a sintese dos aminoécidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, provoca o

amarelecimento progressivo das folhas e morte das plantas.
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No primeiro experimento em casa de vegetacdo, ndo foi utilizado 6leo mineral, o
que pode ter prejudicado o efeito dos tratamentos. Desta forma, as diferencas visuais entre
plantas do grupo controle e as plantas tratadas com os compostos foram sutis.

Nos experimentos seguintes foi utilizado 6leo, o que melhorou esta avaliacéo,
assim como as outras que serdo mostradas posteriormente. Além da adicdo de 6leo mineral,
outro aspecto positivo dos experimentos Il e Il foi o maior tempo de exposi¢cdo aos
tratamentos.

A Figura 28 mostra as plantas tratadas com Roundup, glifosato e complexo Cu421
no Gltimo dia do experimento Il1.

Ultimo dia do experimento lll: Efeito dos tratamentos sobre as
folhas de Brachiaria decumbens e soja transgénica

Figura 28: Plantas da espécie B. decumbens e Glycine max (variedade transgénica BRS FAVORITA) tratadas com
agua destilada (Controle) (A), Roundup WG® (B), glifosato purificado (C) e Cu421 (D). Brachiaria decumbens é o
capim apresentado na fotografia, ou seja, as plantas mais baixas da figura. As plantas mai altas sdo soja transgénica.
Estas imagens foram obtidas no Gltimo dia do experimento in vivo 111 (Dia 7).

E possivel observar na Figura 28, que as folhas de B. decumbens estdo em
tamanho inferior as do experimento I, ambas fotografadas apos o periodo de tratamento. A

plantacdo de B. decumbens no experimento 111 demorou mais tempo para germinar do que as
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plantas dos experimentos | e Il. E, como o cultivo da braquiaria no terceiro experimento foi
realizado utilizando-se 0 mesmo vaso de cultivo da soja transgénica, o tratamento precisou ser
realizado imediatamente apds os 30 dias de germinagdo da soja, para evitar 0 prejuizo desta
cultura e sua posterior analise. Assim, no periodo de tratamento, as plantas do experimento Il|
tiveram idade inferior as plantas dos experimentos anteriores.

A Figura 28 mostra que a soja transgénica € pouco influenciada pelos tratamentos,
embora seja possivel notar amarelecimento de algumas folhas nos tratamentos com Roundup
(vaso B) e complexo Cu42l1 (vaso D). Esta mudanca de coloracdo ocorrida em planta
transgénica sera melhor discutida no item seguinte, 4.7.2 “Andlise visual em soja
transgénica”.

A braquiaria, por sua vez, sofre efeito mais expressivo na presenca dos trés
tratamentos, ocorrendo mudanga significativa na coloracdo das folhas (algumas chegam a
tornar-se amarronzadas). Além da alteracdo na coloracdo, é possivel notar que as folhas
apresentam-se caidas nos vasos relativos aos tratamentos com compostos de glifosato (B, C e
D).

A Figura 29 apresenta, em destaque, o efeito do complexo Cu42l sobre os

aspectos visuais das duas espécies vegetais estudadas neste trabalho.
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Ultimo dia do experimento llI: Efeito do complexo Cu421 sobre folhas de
Brachiaria decumbens e soja transgénica

Figura 29: Plantas da espécie B. decumbens e Glycine max (variedade transgénica BRS FAVORITA) tratadas com
agua destilada (Controle) e Cu421. Brachiaria decumbens é o capim apresentado na fotografia, ou seja, as plantas
mais baixas da figura. As plantas mai altas sdo soja transgénica. Estas imagens foram obtidas no Gltimo dia do

experimento in vivo 111 (Dia 7).

4.7.2 Analise visual em soja transgénica

Assim como foi feito em B. decumbens, a avaliagdo do efeito dos tratamentos
sobre a soja transgénica iniciou-se na observacdo externa das folhas. A Figura 30 apresenta as
plantas tratadas (variedade TMG133RR) no experimento | com os diferentes compostos, 0

que possibilita uma comparagdo com o grupo controle.
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Ultimo dia do experimento |: Efeito dos tratamentos
sobre as folhas de soja transgénica

Figura 30: Experimento I: Plantas de soja transgénica TMG133RR, consorciadas com B. decumbens, tratadas com
agua destilada (Controle) (A), glifosato purificado (B), Cu421 (C), Co821 (D) e Roundup WG® (E). O capim
apresentado na fotografia é da espécie B. decumbens. As plantas mais altas sdo soja transgénica. Estas imagens foram
obtidas no ultimo dia do experimento in vivo | (Dia 4).

Como pode ser observado na Figura 30, as plantas tratadas apresentam-se
semelhantes as do grupo controle. E possivel notar o amarelecimento de algumas folhas de
soja. Segundo Basso et al. (2011), o amarelecimento da soja Roundup Ready apds a aplicacdo
do glifosato pode estar associado & deficiéncia momentanea de manganés. E possivel que a
adicdo do gene que da& a resisténcia ao herbicida possa ter alterado outros processos
fisiologicos da planta. E ao fazer uso do glifosato em soja transgénica, este herbicida pode
retardar o metabolismo do Mn, bem como ter um efeito adverso nas populacdes de
microrganismos do solo que sdo responsaveis pela reducdo do elemento em forma disponivel
para a planta (GORDON, 2007).

No experimento in vivo Il ndo foi feita analise de soja transgénica. No terceiro
experimento foi utilizada soja de uma variedade diferente da utilizada no experimento I:
variedade BRS FAVORITA.

No experimento 1l foi possivel observar também um amarelecimento das folhas
de soja transgénica tratadas com Cu421 e Roundup. Fotos referentes a este experimento foram
apresentadas no item anterior “4.7.1 Anélise visual em B. decumbens”.

Para confirmar as observaces visuais das folhas, também foi feita a determinacéo

de ICF, entre outras avaliagdes.
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4.7.3 Determinacao de ICF em B. decumbens

No primeiro experimento de B. decumbens ndo foi utilizado 6leo mineral e o
indice de Clorofila Falker (ICF) foi mensurado no primeiro dia (dia 0) e no Gltimo dia (dia 4)

de experimentos, como mostra a Figura 30.

Efeito dos tratamentos sobre o ICF em
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Figura 30: Experimento I: Indice de clorofila Falker (ICF) em Brachiaria decumbens tratadas com glifosato

purificado, Roundup WG® e complexos de glifosato com cobre (Cu42l) e cobalto (Co821). As barras verticais
representam o + desvio padréo das quatro repeticdes.

Comparando-se os ICFs obtidos pelas plantas tratadas entre o Gltimo e o primeiro
dias de experimento com o ICF das plantas do grupo controle foi possivel observar uma
queda neste indice ao fazer uso de Roundup WG® e complexo de cobre. A Tabela 6 apresenta

a média dos ICFs das plantas e demonstra esta queda de forma mais clara.
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Tabela 6. Experimento |: Comparacéo do Indice de clorofila Falker (ICF) entre o Gltimo e o
primeiro dias de experimento em Brachiaria decumbens.

Tratamentos ICFo (Dia 0) ICF4 (Dia 4) Comparativo
(ICF4 - ICFo)
Controle 29,9 37,6 7,7
Co821 18,3 20,9 2,6
Cu421 24,7 17 -7,7
Roundup WG® 28,3 18,1 -10,2
Glifosato 14,8 21 6,2

E importante que se compare o ultimo dia com o primeiro, para evitar falsos
resultados positivos ou negativos. Ao fazer a comparagdo desta forma, tem-se um resultado
mais confiavel sobre o efeito dos tratamentos nos ICFs.

No segundo experimento in vivo foi colocado 6leo mineral junto aos tratamentos. O 0leo
mineral € colocado com o objetivo de se reduzir a tensdo superficial e, consequentemente,
reduzir perdas dos compostos por escorrimento.

Com uso do 6leo e com um aumento no tempo do tratamento (de cinco dias para
dez dias), tambem foi possivel observar inibicdo de ICF através do uso de glifosato

purificado, como mostra a Figura 31.
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Figura 31: Experimento Il: indice de clorofila Falker (ICF) em Brachiaria decumbens tratadas com glifosato

purificado, Roundup WG® e complexo de glifosato com cobre (Cu421). As barras verticais representam o + desvio
padrao das trés repeticoes.

Comparando-se os ICFs obtidos pelas plantas tratadas entre o ultimo e o primeiro
dias de experimento com os ICFs das plantas do grupo controle foi possivel observar uma
gueda expressiva neste indice ao fazer uso dos trés tratamentos (Roundup WG®, complexo de
cobre e glifosato purificado). Hoagland (1980) também encontrou reducéo em clorofila total
em plantas tratadas com glifosato. A Tabela 7 apresenta a media dos ICFs das plantas para

demonstrar esta queda de forma mais clara.

Tabela 7. Experimento 11: Comparacéo do Indice de clorofila Falker (ICF) entre o Gltimo e o
primeiro dias de experimento em Brachiaria decumbens.

Tratamentos ICF, (Dia 0) ICF, (Dia 9) Comparativo
(ICF9— ICFo)
Controle 17,2 16,7 -0,5
Cu421 19,9 10,5 -94
Roundup WG® 23,1 11,7 -11,4
Glifosato 23,3 9,2 -14,1

52



Como ¢é possivel observar na Tabela 7, também h& uma pequena queda de ICF no
grupo controle. Esta queda, entretanto, pode ser considerada fisioldgica e decorrente de
estresse térmico. Apesar das plantas ficarem em uma casa de vegetacdo, muitas vezes o
ambiente externo influencia no ambiente interno deste local, sobretudo em situacdes de calor
excessivo.

Nao foi possivel avaliar o ICF nas folhas de B. decumbens do experimento Il

devido ao pequeno tamanho das mesmas.

4.7.4 Determinacdo de ICF em soja transgénica

O ICF em folhas de soja foi mensurado no primeiro dia (dia 0) e no ultimo dia

(dia 4) de experimentos, como mostra a Figura 32.

ICF em soja transgénica

45- (TMG133RR) - - Controle
- Complexo - Co
40- -+ Complexo - Cu
-© Roundup WG
w -#- (Glifosato
O 35
304
25 . .
] B
Dias

Figura 32: Experimento I: Indice de Clorofila Falker (ICF) em soja transgénica tratada com Roundup WG®,
glifosato purificado e complexos de glifosato com cobre (Cu421) e cobalto (Co821). As barras verticais representam o
+ desvio padréo das quatro repeticdes.

Comparando-se os ICFs obtidos pelas plantas entre o ultimo e o primeiro dias de

experimento, foi possivel observar que ndo ocorre alteracdo expressiva de ICF com nenhum
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dos tratamentos utilizados. A Tabela 8 apresenta a média dos ICFs das plantas para

demonstrar este fato de forma mais clara.

Tabela 8. Experimento |: Comparacéo do indice de clorofila Falker (ICF) entre o Gltimo e 0
primeiro dias de experimento em soja transgénica (TMG133RR)

Tratamentos ICF, (Dia 0) ICF4 (Dia 4) ICF,— ICFg
Controle 32,6 35,2 2,6
Co821 33,2 34,7 15
Cu421 37,5 36,8 -0,7
Roundup WG® 31,2 32,2 1
Glifosato 36,9 38,6 0,9

Como pode ser observado na Tabela 8, apenas o complexo de cobre gera uma leve
queda no ICF. Esta leve reducdo, entretanto, pode ser considerada fisiolégica uma vez que é
expressa por um valor relativamente pequeno (- 0,7). No mesmo experimento realizado em B.
decumbens (experimento 1), este complexo reduziu o ICF em 7,7, ou seja, 11 vezes mais do
que a reducédo provocada em soja transgénica.

No experimento Il com soja transgénica de outra variedade (BRS FAVORITA)

também foi avaliado o efeitos dos compostos sobre ICF, como mostra a Figura 33.
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Figura 33: Experimento I11: Indice de clorofila Falker (ICF) em soja transgénica tratada com Roundup WG®,

glifosato purificado e complexo de glifosato com cobre (Cu421). As barras verticais representam o + desvio padréo
das trés repeticdes.

Comparando-se os ICFs obtidos pelas plantas entre o Gltimo e o primeiro dias de
experimento, foi possivel observar que ndo ocorre reducdo de ICF com nenhum dos
tratamentos de glifosato utilizados. A Tabela 9 apresenta a media dos ICFs das plantas para

demonstrar este fato de forma mais clara.

Tabela 9. Experimento 111: Comparagcéo do Indice de clorofila Falker (ICF) entre o Gltimo e o
primeiro dias de experimento em soja transgénica (BRS FAVORITA)

Tratamentos ICF, (Dia 0) ICF; (Dia7) ICF7 - ICFy
Controle 35,8 335 -2,3
Cu421 30,2 325 2,3
Roundup WG® 35,1 38,9 3,8
Glifosato 36 38,6 2,6
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O fato dos tratamentos nédo alterarem de forma expressiva o ICF em duas
variedades distintas de soja RR ja era esperado, uma vez que se trata de culturas resistentes ao
glifosato.

4.7.5 Determinagéo dos teores de N-NOs e de massa fresca em B. decumbens

No experimento |, avaliou-se o efeito dos diferentes tratamentos sobre teores de
massa fresca e de N-nitrato na parte aérea de B. decumbens. Os resultados destas analises sao
apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Experimento I: Massa fresca e teores de N-NOs™ na parte aérea de Brachiaria
decumbens quatro dias ap6s a aplicacdo dos tratamentos.

Tratamentos Massa fresca (g) N-NOs™ (umol.gmf?)
Controle 1,47a 58,9b
Co821 0,98ab 63,65b
Cu421 0,43d 144,66a
Roundup WG® 0,60bc 61,75b
Glifosato 0,63bc 62,97b
CV (%) 27,47 6,45

Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna nédo diferem entre si (Teste de Tukey, p<0,05).

A Tabela 10 mostra que o complexo de cobre (Cu421) foi o que mais provocou
reducdo da massa fresca e ainda possibilitou 0 aumento no teor soltvel de nitrato em partes
aereas de B. decumbens. Este aumento poderia ser devido a certos fatores como inibi¢do na
atividade de nitrato redutase ou a presenca de nitrato nos complexos metélicos, uma vez que

no preparo dos complexos sdo utilizados estes sais.
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4.7.6 Determinacéo dos teores de N-NOs e de massa fresca em soja transgénica

Assim como em B. decumbens (experimento I), também foi analisado o efeito dos
tratamentos sobre teores de nitrato e de massa fresca em soja transgénica. Os resultados destas

analises sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Experimento |: Massa fresca e teores de N-NO3™ na parte aérea de soja transgénica
(TG133RR) quatro dias apds a aplicacdo dos tratamentos.

Tratamentos Massa fresca(g) N-NOs™ (umol gmf?)
Controle 1,25Db 18,18b
Complexo - Co 1,56b 21,93a
Complexo — Cu 1,62b 6,60d
Roundup WG® 1,32b 18,68ab
Glifosato 2,20a 11,60c
CV (%) 12,31 10,44

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si (Teste de Tukey, p<0,05).

Como é possivel observar na Tabela 11, o uso de Roundup WG® e dos
complexos ndo alterou de forma significativa o acimulo de massa fresca em soja RR. A
aplicacdo do glifosato purificado, entretanto, causou incremento significativo no acimulo de
massa fresca na soja transgénica. Malty et al (2006) ao estudar o efeito de glifosato sobre
microorganismos simbiotroficos de soja também mostrou que este herbicida pode ter efeitos
positivos sobre esta espécie vegetal, dependente da dose.

A aplicacdo do glifosato complexado com cobalto favoreceu o acimulo de nitrato
soltvel na soja, assim como o complexo de cobre em B. decumbens. Possivelmente também
ha presenca de nitrato no complexo de cobalto. Entretanto, na soja RR, o complexo de cobre,
assim como glifosato purificado, provocou redugdo no acimulo de nitrato.

E possivel sugerir que alteragbes na concentracdo de nitrato sejam devidas a

influéncias dos tratamentos na atividade de nitrato redutase, como sugerido anteriormente por
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Bellaloui et al. (2008) em seus trabalhos com soja RR e glifosato. Os resultados destes autores
mostraram também que a assimilacdo de nitrato em soja RR foi mais afetada do que a fixacédo
de nitrogénio por aplicacdo de glifosato e que a aplicacdo deste composto pode alterar o
metabolismo do nitrogénio e carbono. Os estudos de Santos et al. (2007) também mostraram
que glifosato é capaz de reduzir o teor de nitrogénio em soja resistente ao glifosato.

Devido as diferentes respostas das duas espécies na presenca do complexo Cu421,

procedeu-se com a analise de nitrato neste composto.

4.7.7 Andlise da presenca de nitrato no complexo Cu421

Para analisar a presenca de nitrato no complexo de glifosato com cobre (Cu421)
foi necesséria a realizacdo da curva-padrdo apresentada na Figura 34, utilizando-se nitrato de

potassio.

Determinacéao de nitrato
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nitrato (nmol)

Figura 34: Curva-padr&o de nitrato. Metodologia baseada em Miranda et al. (2001). O experimento foi realizado em

duplicata. O quadrado vermelho simboliza a absorvancia obtida pela solugdo do complexo Cu421.
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A partir da curva-padrdo acima, foi possivel obter a equacao da reta, demonstrada
na Figura 35. Através desta equacdo, foi encontrada a quantidade de nitrato (nmol) presente

em 2 mg de complexo Cu421.

[NO;] (nmol) = (Abs;s,4-0,0695)/0,0216

Figura 35: Equacéo da reta determinada pela curva-padrdo de nitrato

Em 2 mg de complexo, portanto, ha 1,2 nmol de nitrato, ou seja,
aproximadamente 74 ng. Apesar de ser uma quantidade pequena de nitrato, sua presenca no
complexo Cu421 pode interferir no metabolismo vegetal, como foi observado pelo aumento
do teor de N-NOs™ na graminea tratada com este complexo.

4.7.8 Determinacdo da concentracgdo de proteinas em B. decumbens

Antes de analisar o efeito dos diferentes tratamentos sobre as atividades
enzimaticas, determinou-se a concentracdo de proteina dos homogeneizados. Os valores séo

apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12. Concentracgdo de proteina dos homogeneizados de Brachiaria decumbens nos

experimentos in vivo.

Tratamentos Experimento | Experimento 11 Experimento 111

concentragdo proteica concentracdo proteica  concentracdo proteica

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Controle 12,14a 4,87a 3,54b
Co821 10,4b - -
Cu421 8,24c 1,10d 5,38a
Roundup WG® 7,91c 2,16¢C 5,42a
Glifosato 6,49d 4,54b 3,53b
CV (%) 1,12 1,92 3,93

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna nédo diferem entre si (Teste de Tukey, p<0,05).

E possivel observar através da anélise da Tabela 12 que os homogeneizados do
primeiro experimento in vivo tém concentracao proteica superior a dos homogeneizados dos
experimentos seguintes. Esta diferenca se deve ao fato das amostras do primeiro ensaio terem
sido preparadas com a proporcdo de 1 g/4 mL de tampdo, enquanto nos ensaios seguintes
foram preparadas com a proporcdo de 1:10 (p/v), de modo a facilitar a homogeneizacéo.

Também é possivel notar uma diminuicdo significativa da concentracdo de
proteinas na presenca dos tratamentos nos experimentos | e 1l. Com exce¢do de glifosato
purificado, esta reducdo é mais expressiva no segundo experimento, ou seja, na presenca de
6leo mineral e com um maior tempo de tratamento. Esta reducdo pode ser consequéncia do
bloqueio da biossintese de aminoacidos aromaticos decorrente da acao inibitdria de glifosato
sobre a formacédo do precursor EPSP. Este blogueio, segundo Bervald et al. (2010), reduz os
niveis de proteinas soluveis nos tecidos vegetais.

No caso do experimento Il ndo houve reducdo na concentracdo de proteinas na
presenca dos tratamentos. Com uso de Roundup e complexo de cobre observou-se até um
aumento desta concentracdo. Entretanto, é importante ressaltar que neste ensaio o preparo dos
homogeneizados nédo foi feito de forma perfeitamente uniforme. Algumas amostras foram

mais dificeis de serem trituradas apds inser¢do do nitrogénio liquido do que outras. Assim,
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algumas amostras precisaram de maior volume de tamp&o, o que pode ter prejudicado esta
analise quantitativa.

Apesar de este aumento proteico poder decorrer do problema descrito sobre 0s
volumes de tampdo, hd uma hipdtese que poderia também justificar tal aumento. Diversos
estudos tém mostrado que este fato pode ser consequéncia do sistema de defesa das plantas.
No trabalho de Pazmifio et al. (2011) foi analisado o efeito de um herbicida sobre a expresséo
de genes que codificam proteinas relacionadas ao estresse. Os resultados deste estudo
mostraram aumento desta expressdo na presenca do herbicida. Desta forma, pode ter ocorrido
0 mesmo na presente pesquisa, 0 que justificaria 0 aumento encontrado na concentracdo de
proteinas.

E importante ressaltar que a diferenca entre os resultados encontrados nos
experimentos pode ser justificada pela vasta gama de formas de defesa dos vegetais. Diversos
fatores exercem influéncia sobre o sistema de defesa das plantas e um deles foi mostrado no
trabalho de Pazmifio et al. (2011) e Yoon et al. (2011). Os resultados obtidos nos estudos
destes autores mostraram que plantas de diferentes idades, por exemplo, podem reagir de
formas distintas na presenca de herbicidas. E, uma vez que as plantas do experimento 111 eram
mais jovens do que as dos experimentos anteriores, esta justificativa se aplica ao resultado
obtido.

4.7.9 Determinacédo da concentracgdo de proteinas em soja transgénica

Assim como foi feito com B. decumbens, também foi necessaria a dosagem de
proteinas nas diferentes amostras de soja transgénica, antes da realizacdo dos ensaios

enzimaticos. Os valores desta dosagem sdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13. Concentracgdo de proteina dos homogeneizados de soja transgénica no experimento in

vivo.
Tratamentos Soja TMG133RR Soja BRS FAVORITA
Experimento | Experimento 111
Concentracdo proteica (mg/mL) Concentracao proteica (mg/mL)
Controle 12,69b 7,23b
Co821 16,012 -
Cu421 10,54c 3,61c
Roundup WG® 9,88¢c 10,88a
Glifosato 15,892 3,38¢
CV (%) 1,79 3,50

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si (Teste de Tukey, p<0,05).

Ao analisar a tabela 13 é possivel observar que os tratamentos tém uma influéncia
sobre a concentracdo proteica na planta transgénica. Devido ao problema no ultimo
experimento in vivo, mencionado no item anterior, 4.8.8 “Determinacdo da concentracdo de
proteinas em Brachiaria decumbens”, ¢ importante avaliar com maior ateng@o os resultados
do primeiro experimento do que deste ultimo. Pois no experimento Ill, houve prejuizo a
uniformidade no preparo das amostras. Ainda assim, vale destacar que em ambos 0s ensaios
realizados, foi possivel observar tanto aumento quanto reducdo de concentracdo proteica na
presenca dos diferentes tratamentos a base de glifosato.

A reducdo significativa na concentracdo de proteina em soja RR com o complexo
Cu421 (nos dois experimentos), Roundup WG (no primeiro) e glifosato purificado (no
segundo) corrobora com o0s estudos de Albrecht et al. (2011). Estes autores também
observaram reducdo significativa no teor de proteinas em soja transgénica ao fazer uso de
Roundup Original®.

O aumento na concentragdo proteica com uso de glifosato purificado (primeiro
experimento) e com Roundup (segundo experimento) também pode ser justificado pelo
aumento no teor de proteinas relacionadas ao estresse, como descrito no item anterior.

E importante observar, portanto, que os compostos de glifosato foram capazes de
interferir também nas sojas Roundup Ready, nas duas variedades avaliadas. Segundo Serra et
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al. (2011) e Cavalieri et al. (2012), este herbicida afeta de forma negativa a eficiéncia de
absorc¢do e, consequentemente, o acimulo de nutrientes, mesmo para cultivares RR.

Apos determinacdo da concentracdo proteica, portanto, deu-se prosseguimento as

analises enzimaticas.

4.7.10 Determinacéo da atividade de EPSPs em B. decumbens

Apos determinacdo da concentragdo proteica de cada homogeneizado, prosseguiu-

se para o0 ensaio da atividade de EPSPs. Os resultados séo apresentados na Figura 36.

Atividade de EPSPs em Brachiaria decumbens
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Figura 36: Experimento I: Porcentagem da atividade de EPSPs em B. decumbens submetida a tratamento com
glifosato purificado (GLI), Roundup WG® (ROUN) e complexos glifosato-ions metalicos (Cu421 e Co821). O ensaio
enzimatico foi realizado em duplicata. A atividade média obtida no controle (CTR), 3,44, foi tida como 100%o. ns: ndo
significativo. Teste T de student (p < 0,05).

A atividade média obtida no grupo controle foi de 3,44 nmoL/min/mg de proteina.
Como pode ser observado na Figura 36, nenhum dos quatro tratamentos foi capaz de inibir de

forma significativa a atividade de EPSPs, segundo a andlise estatistica. Entretanto, acredita-se

63



que tenha ocorrido uma inibicdo da enzima e que esta ndo tenha sido detectada devido a
falhas do ensaio enzimatico.

Como descrito anteriormente, a atividade da EPSPs é determinada através de
quantificacdo de fosfato inorganico. Um problema que poderia ter ocorrido, portanto, seria a
alteracGes dos resultados devido ao acimulo de fosfato nas plantas oriundo da metabolizagéo
dos tratamentos. Isto porque o glifosato, como descrito anteriormente, € um organofosforado.
Assim, a presenca expressiva de fosfato nas amostras poderia dificultar as analises de efeito
dos compostos sobre a enzima.

No segundo experimento in vivo, ao colocar 6leo mineral e a0 aumentar o tempo

do tratamento, foi possivel obter resultados diferentes, como apresentado na Figura 37.
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Figura 37: Experimento I1: Porcentagem da atividade de EPSPs em B. decumbens submetida a tratamento com
glifosato purificado (GLI1), Roundup WG® (ROUN) e complexo glifosato-cobre (Cu421). Uso de 6leo mineral em
todos os tratamentos. O ensaio enzimatico foi realizado em duplicata. A atividade média obtida no controle (CTR),
2,89 nmol/min/mg, foi tida como 100%. Asteriscos sinalizam os tratamentos que provocaram diferenca significativa
na atividade de EPSPs em comparagéo ao controle. ns: ndo significativo. * p < 0,05. ** p < 0,01. Teste T de student (p
<0,05).

A atividade média obtida no grupo controle foi de 2,89 nmoL/min/mg de proteina.
Como pode ser observado na Figura 35, utilizando mesma dose dos tratamentos, mas frente o

uso de 6leo mineral e de um aumento no tempo do experimento, foi possivel obter uma
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inibigdo estatisticamente significativa de EPSPs com complexo de cobre e de Roundup WG®.
O mesmo néo foi verificado para glifosato, embora este composto purificado também tenha
apresentado uma tendéncia inibitoria.

A percentagem de inibicdo média por parte dos compostos foi de 25,48% com
Cu421, 26,86% com Roundup e 16,12% com glifosato purificado. Quanto a diferenca entre a
inibicdo apresentada por Roundup e por glifosato purificado, novamente € possivel supor que
a unido de glifosato com o sal de amoénio presente no Roundup WG® torne a inibicdo da
atividade da EPSPs mais eficaz.

Uma vez que a EPSPs € a enzima-alvo do glifosato, sua inibicdo era esperada.
Marchiosi (2008) também encontrou resultado semelhante a este, ao avaliar o efeito de
glifosato sobre o acumulo de chiquimato em uma cultura susceptivel ao glifosato. Este autor
encontrou, portanto, um acumulo deste substrato, decorrente da inibicdo de EPSPs causada
por este produto quimico.

Diferente do ocorrido no experimento I, no terceiro experimento foi possivel
observar inibicao significativa causada pelo glifosato purificado. Este composto inibiu 57,4 %
da atividade enzimatica, frente uma inibicdo de 27,9% e 39,7% de Cu42l1 e Roundup,
respectivamente (Figura 36). Vale ressaltar, entretanto, que estes graus de inibi¢do distintos

dos tratamentos, ndo tiveram diferenca estatistica significativa.
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Figura 36: Experimento I11: Porcentagem da atividade de EPSPs em B. decumbens submetida a tratamento com

glifosato purificado (GLI), Roundup WG® (ROUN) e complexo glifosato-cobre (Cu421). Uso de 6leo mineral em
todos os tratamentos. O ensaio enzimatico foi realizado em duplicata. A atividade média obtida no controle (CTR),
3,19 nmol/min/mg, foi tida como 100%. Asteriscos sinalizam os tratamentos que provocaram diferenca significativa

na atividade de EPSPs em comparacéo ao controle. * p < 0,05. Teste T de student (p < 0,05).

O terceiro experimento, onde a atividade obtida no controle foi de
aproximadamente 3,19 nmol/min/mg, mostrou que nem sempre o glifosato purificado, por ser
isento de aditivos, terdA uma eficacia menor. Muitos fatores devem ser levados em
consideracdo quando se pensa em controle de plantas daninhas, como por exemplo, a posi¢ao
do sol e da sombra e a oferta de 4&gua. Embora nestes experimentos se tenha tido bastante
cuidado em trocar diariamente os vasos de posicao e em ofertar dgua de forma uniforme, estes
fatores ainda podem estar presentes em experimentos realizados em casa de vegetagdo. Alem
disso, deve-se ressaltar que as plantas, assim como outros seres vivos, podem responder a

fatores estressantes de maneiras distintas, mesmo se tratando de plantas de uma mesma

espécie.

4.7.11 Determinacdo da atividade de EPSPs em soja transgénica
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Apobs determinar a concentracdo de proteina total nos homogeneizados de soja
transgénica tratada com diferentes compostos de glifosato, também foi feita a analise da

atividade de EPSPs. Os resultados do experimento | sdo apresentados na Figura 38.
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Figura 38: Experimento I: Porcentagem da atividade de EPSPs em soja transgénica (TMG133RR) submetida a
tratamento com glifosato purificado (GLI), Roundup WG® (ROUN) e complexos glifosato-ion metalico (Cu421 e
Co0821). O ensaio enzimatico foi realizado em duplicata. A atividade média obtida no controle (CTR), 3,67
nmol/min/mg, foi tida como 100%. ns: ndo significativo. Teste T de student (p < 0,05).

A atividade média obtida no grupo controle foi de 3,67 nmoL/min/mg de proteina.
Como pode ser observado na Figura 38, os tratamentos ndo foram capazes de inibir, de forma

significativa, a atividade de EPSPs em soja transgénica variedade TMG133RR.
No experimento Il1, com soja transgénica variedade BRS FAVORITA, a atividade

obtida no grupo controle foi de 3,43 nmol/min/mg de proteina e o efeito dos compostos

estudados sdo apresentados na Figura 39.
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Figura 39: Experimento I11: Porcentagem da atividade de EPSPs em soja transgénica (BRA FAVORITA) submetida
a tratamento com glifosato purificado (GLI), Roundup WG® (ROUN) e complexo Cu421. Uso de 6leo mineral em
todos os tratamentos. O ensaio enzimatico foi realizado em duplicata. A atividade média obtida no controle (CTR),

3,43 nmol/min/mg, foi tida como 100%. ns: néo significativo. Teste T de student (p < 0,05).

Como pode ser observado na Figura 39, a EPSPs da soja RR, variedade BRS
FAVORITA, nédo é influenciada de forma significativa pelos compostos estudados, assim
como a soja RR variedade TMG133RR, apresentada anteriormente.

Estes resultados ja eram esperados, uma vez que estas duas variedades sdo de
plantas resistentes ao glifosato, o que quer dizer que possuem EPSPs insensiveis a este
herbicida, como descrito por Zonetti et al. (2012). Nos estudos de Marchiosi (2008) também
ndo foi encontrado acumulo de chiquimato ao usar glifosato em soja RR, ou seja, ndo houve
inibicdo da EPSPs.

Foi importante observar também que a insercdo dos metais cobalto (experimento
I) e cobre (experimentos | e I11) na estrutura do glifosato néo interferiu na resisténcia da soja

transgénica.

4.7.12 Determinagéo da atividade de PAL em B. decumbens
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Nos trés experimentos in vivo foi avaliado o efeito dos diferentes tratamentos
sobre a atividade da PAL. A Figura 40 apresenta os resultados do primeiro experimento in
Vvivo, ou seja, na auséncia de 6leo mineral. Neste experimento, a atividade média obtida no

controle foi de aproximadamente 2,5 nmol/min/mg de proteina.
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Figura 40: Experimento |: Atividade de PAL em B. decumbens submetida a tratamento com glifosato purificado
(GLI), Roundup WG® (ROUN) e complexos glifosato-ions metalicos (Cu421 e Co821) em comparagdo com o controle
(CTR). O ensaio enzimatico foi realizado em duplicata. Asteriscos sinalizam os tratamentos que provocaram diferenga

significativa na atividade de PAL em comparacéo ao controle. * p < 0,05. ** p < 0,01. Teste T de student (p < 0,05).

Como pode ser observado na Figura 40, os quatro tratamentos foram capazes de
aumentar de forma significativa a atividade enzimatica. O fato de ter ocorrido aumento da
atividade de PAL com uso dos compostos testados fortalece a hipotese de que tenha ocorrido
inibicdo de EPSPs no primeiro experimento in vivo, embora tal inibicdo ndo tenha sido
detectada.

No experimento onde houve uso de 6leo mineral também foi avaliada a atividade
da PAL, como mostra a Figura 41. Neste segundo experimento, a atividade média obtida no

grupo controle foi de 2,3 nmol/min/mg de proteina.
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Figura 41: Experimento I1: Atividade de PAL em B. decumbens submetida a tratamento com glifosato purificado
(GL1), Roundup WG® (ROUN) e complexo glifosato-cobre (Cu421) em comparagdo com o controle (CTR). Uso de
6leo mineral em todos os tratamentos. O ensaio enzimatico foi realizado em duplicata. Asteriscos sinalizam os
tratamentos que provocaram diferenca significativa na atividade de PAL em comparagéo ao controle.
*p<0,05.** p<0,01. Teste T de student (p < 0,05).

Como pode ser observado na Figura 41, novamente todos os tratamentos usados
causaram inducdo significativa da atividade de PAL, sendo que no caso do complexo Cu421,
a atividade obtida foi aproximadamente 8,5 vezes maior do que a do controle. Isto mostra o
guanto este complexo é capaz de influenciar o0 metabolismo desta espécie vegetal. Roundup e
glifosato promoveram uma atividade enzimatica aproximadamente 2,5 e 1,5 vezes maior que
a do controle, respectivamente.

No experimento Ill, novamente foi possivel confirmar o efeito indutivo dos
tratamentos a base de glifosato sobre esta atividade enzimatica. Todos os tratamentos

induziram esta atividade de forma significativa, como mostra a Figura 42.
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Figura 42: Experimento I11: Atividade de PAL em B. decumbens submetida a tratamento com glifosato purificado
(GL1I), Roundup WG® (ROUN) e complexo glifosato-cobre (Cu421) em comparagdo com o controle (CTR). Uso de
6leo mineral em todos os tratamentos. O ensaio enzimatico foi realizado em duplicata. Asteriscos sinalizam os
tratamentos que provocaram diferenca significativa na atividade de PAL em comparagéo ao controle.
*p<0,05. ** p<0,01 Teste T de student (p < 0,05).

Neste experimento, a atividade média obtida no grupo controle foi de 13,1
nmol/min/mg de proteina e todos os tratamentos foram capazes de aumentar esta atividade
em, aproximadamente, 2,3 vezes.

O aumento da atividade frente o uso de glifosato e compostos que o contém
(Roundup e o complexo Cu421) era esperado, uma vez que resultados semelhantes foram
encontrados por diferentes autores, como Marchiosi (2008) e Hoagland (1990), estudando o
efeito deste herbicida na atividade de PAL em outras plantas.

O aumento desta atividade pode ser devido a uma diminuicdo do metabolismo
secundario da planta ocasionado por inibicdo da EPSPs, ou mesmo como forma de defesa da
planta, mecanismos explicados anteriormente. O fato do metabolismo da planta reagir desta
forma ao complexo Cu421 mostra que ele também se apresenta como um “perigo” para a
mesma.

Os efeitos deletérios dos complexos, em especial o Cu421, sobre a planta daninha
estudada, favorece a continuacdo de estudos com este complexo, que tem se mostrado com

alto potencial herbicida.
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4.7.13 Determinacéo da atividade de PAL em soja transgénica

A resisténcia da soja transgénica aos compostos também foi observada através da
analise da enzima PAL, como mostra a Figura 43. A atividade obtida no grupo controle foi de

4,5 nmol/min/mg de proteina.
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Figura 43: Experimento I: Atividade de fenilalanina aménia liase (PAL) em soja transgénica (TMG133RR) submetida
a tratamento com glifosato purificado (GLI), Roundup WG® (ROUN), complexos glifosato-ion metalico (Cu421 e
C0821) em comparacdo com o controle (CTR). O ensaio enzimatico foi realizado em duplicata. ns: ndo significativo.
Teste T de student (p < 0,05).

Como pode ser observado na Figura 43, nenhum dos tratamentos altera de forma
significativa a atividade da enzima fenilalanina aménia liase. No experimento Il1, onde fez-se
uso de 6leo mineral, a atividade obtida no grupo controle foi, em média, de 3,4 nmol/min/mg
de proteina. Os resultados deste ultimo experimento in vivo em soja BRS FAVORITA séo

apresentados na Figura 44.
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Figura 44: Experimento I11: Atividade de fenilalanina amdnia liase (PAL) em soja transgénica (BRS FAVORITA)
submetida a tratamento com glifosato purificado (GLI), Roundup WG® (ROUN), complexo glifosato-cobre (Cu421) e
complexo glifosato-cobalto (Co421) em comparagéo com o controle (CTR). Uso de 6leo mineral em todos os

tratamentos. O ensaio enzimatico foi realizado em duplicata. ns: ndo significativo. Teste T de student (p < 0,05).

Como pode ser observado na Figura 44, nenhum dos tratamentos foi capaz de
alterar de forma significativa a atividade da PAL na segunda variedade de soja transgénica.
Os resultados apresentados nas Figuras 44 e 45, portanto, mostram uma tolerancia das plantas
transgénicas em relagdo aos compostos a base de glifosato, incluindo aos complexos
metalicos. Marchiosi (2008), ao testar o efeito de glifosato sobre a atividade de fenilalanina
amonia liase de soja transgénica, também ndo encontrou efeito significativo deste composto
sobre a enzima.

Vale destacar também que em todas as analises do presente estudo, exceto no
experimento in vivo | em B. decumbens, a alteracdo de PAL se mostrou dependente da
alteracdo da EPSPs. Isto corrobora a hipoGtese de que o aumento na atividade da enzima
fenilalanina aménia liase seja consequéncia da inibicdo da EPSPs.

A pouca sensibilidade da soja transgénica aos complexos estudados,
especialmente o de Cu421, é de extrema importancia. Para que um novo produto a base de
glifosato seja desenvolvido e disponibilizado no mercado, é vantajoso que as plantas
transgénicas ja existentes mantenham sua resisténcia a tal composto. Além disso, o produto
desenvolvido a partir deste complexo teria uma vantagem adicional de ndo sequestrar Cu
presente no solo, uma vez que o “novo” glifosato ja teria seus sitios ocupados com este cation.
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Foi importante, portanto, comprovar que Cu421 é uma forma de complexacéo
entre glifosato e cobre que possui boa eficacia herbicida contra plantas daninhas, tendo
mostrado, sob determinados parametros, eficacia superior as outras formas de glifosato

estudadas.
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5 CONCLUSOES

O presente estudo mostrou que o complexo de cobre, Cu42l, pode vir a ser
utilizado de forma eficaz como herbicida, uma vez que inibiu de forma significativa sua
enzima-alvo, influenciou a fotossintese, provocou reducdo no acumulo de massa fresca e
induziu o mecanismo de defesa da planta daninha estudada. Além disso, as sojas transgénicas
de duas variedades distintas mostraram-se pouco sensiveis a este composto, como ja era

esperado, 0 que aumenta ainda mais a perspectiva do uso do mesmo como herbicida.

75



6 CONSIDERACOES FINAIS

Para que o0 uso de glifosato previamente complexado com metais seja estimulado,
sdo importantes novas pesquisas que comprovem outros beneficios destes compostos a
culturas de grande importancia para o pais, como a soja. Dentre estes beneficios pode-se citar
o enriquecimento mineral do solo, que se for comprovado, aumentard ainda mais a
perspectiva do uso destes complexos na agricultura.

S40 necessarios estudos de toxicidade para analisar os efeitos deste novo
complexo sobre espécies ndo alvo. Uma vez que este complexo foi sintetizado com glifosato
purificado, acredita-se que os resultados destes estudos venham a ser positivos, ja que 0 uso
de surfactantes foi descrito na literatura como possivel intensificador da toxicidade. Desta
forma, este complexo pode representar um composto de eficacia semelhante e de maior

seguranca que herbicidas comercializados atualmente.
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