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RESUMO

Com safras cada vez maiores e uma tecnologia e infraestrutura em
franca expansdo, o0 pais se torna a cada safra uma poténcia mundial em
matéria de producdo de grdos. No entanto, diversos estudos tém sido
desenvolvidos quanto aos impactos ambientais gerados devido a esta
expansdo no setor, como desmatamento, uso indiscriminado de pesticidas,
herbicidas entre outros insumos agricolas. Neste contexto, vem ganhando
destaque o aumento significativo do uso do herbicida glifosato com o advento
da soja geneticamente modificada tolerante a este herbicida. No presente
estudo, as alteragbes das atividades fotossintéticas induzidas pelo uso do
glifosato em plantas tolerante ao herbicida foram avaliadas a partir da
espectroscopia de fluorescéncia. A emissao da clorofila a, quando excitada em
405 nm e 532 nm, foi estudada para trés variedades de soja tolerante ao
glifosato (BRS 245RR, BRS 246RR e BRS 295RR) quando submetidas a
diferentes dose do herbicida. Os resultados mostraram que o glifosato induziu
uma supressao da intensidade de fluorescéncia da clorofila e esta supressao
foi dependente da dose aplicada. Nossos resultados também mostraram que o
teor de clorofila das plantas foi reduzido devido a acdo do glifosato, e que esse
efeito foi observado mesmo para folhas que nao sofreram o contato direto com
o herbicida. Ademais, o0 presente estudo mostra a potencialidade da
espectroscopia de fluorescéncia para ser utilizada com ferramenta no
processo de avaliac&o in vivo do teor de herbicida nas plantas, capaz de fazer

uma detecgédo precoce do strees na planta, causado pelo uso de herbicidas.

Palavras-Chave: Fluorescéncia, Clorofila a, Glifosato, Soja Transgénica



ABSTRACT

Nowadays, there is a fast growing of soybean production due to the food and
livestock feed industries. However, several studies have been conducted
regarding the environmental impacts as a result of this expansion, such as
deforestation, indiscriminate use of pesticides, herbicides and other agricultural
inputs. In this context, the herbicide glyphosate began to be used in large scale
due to the advent of genetically modified soybeans tolerant to this herbicide. In
the present study, changes in photosynthetic activity induced by the use of
glyphosate in plants herbicide-tolerant were evaluated using the fluorescence
spectroscopy. The chlorophyll a emission, when excited at 405 nm and 532 nm,
was studied for three soybean varieties glyphosate-tolerant (BRS 245RR,
246RR, and BRS 295RR) when exposed to different doses of the herbicide.
The results showed that glyphosate intesidade induced a suppression of
chlorophyll fluorescence and this effect was dependent on the applied dose.
Our results also showed that the chlorophyll content was reduced by the action
of glyphosate, and this effect was observed even for leaves that were not
submitted to a direct contact with the herbicide. Furthermore, the present study
shows the potential of fluorescence spectroscopy to be used as a tool to
evaluate the herbicide content, in vivo, by an early detection of streeson the

plant, caused by the use of herbicide.

Keywords: Fluorescence, Chlorophyll a, Glyphosate, Transgenic, soybean,
herbicide.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

Oficialmente a liberacdo para o plantio de soja (Glycine max)
geneticamente modificada (GM) no Brasil ocorreu em 2005 com a Lei n.
11.105, dada pela nova lei de biosseguranca. Contudo, desde os anos 90 no
estado do Rio Grande do Sul, o plantio de soja GM ja era uma realidade 1!,

Com a inser¢cdo dos transgénicos nos anos 90 iniciou-se grande
especulacdo sobre os potenciais perigos a saude humana devido ao seu
carater geneticamente modificado. Esse carater, ainda hoje € amplamente
estudado bem como possiveis impactos ambientais e efeitos nocivos que estes
produtos possam causar aos seres vivos **. No entanto, os transgénicos
surgiram com uma grande expectativa no setor produtivo visto que a producéo
de alimentos poderia saltar em grande escala com produtos resistentes a
pragas e condicbes adversas do clima. Este era o principal suporte para a
introduc&o dos transgénicos no mercado 7.

Aliado aos produtos GM, tecnologias de campo como plantio direto
favoreceram reducgbes significativas nas margens operacionais. Contudo, a
reducdo mais significativa ocorreu com a queda do preco do glifosato, um dos
principais insumos usado no campo para plantio direto, dada pela sua patente
expirada em 1991 na Argentina .0 Glifosato [(N-fosfonometil) glicina] € um
herbicida altamente eficaz e de amplo espectro essencialmente ativo em
praticamente todas as plantas anuais e perenes agindo pela inibicdo especifica
da enzima 5-enolpiruvil chiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs), que catalisa um
passo essencial na via biosintética dos aminoacidos aromaticos °®.

No entanto, o glifosato teve seu uso em grande escala favorecido nao so
pelo seu alto desempenho no controle de ervas daninhas e seu baixo custo,
mas através do desenvolvimento de variedades de plantas tolerantes a este
herbicida como a soja GM Roundup Ready criada pela Monsanto, ou
simplesmente Soja RR, que possibilitou o tratamento pdés-emergente dessa

cultura.



O aumento do uso do herbicida glifosato, devido a esta nova variedade
de soja transgénica, tem gerado alguns questionamentos sobre o uso
excessivo deste insumo. Dentre os impactos ambientais gerados pelo uso de
glifosato, estudos citam que o herbicida apresentou efeitos nocivos em

¢ Assim, a

mamiferos, peixes, anfibios, caracois, minhocas, insetos, et
biodtica da soja tolerante a este herbicida, bem como as alteragbes que este
causa em sua fisiologia precisam ser mais bem compreendidas e estudadas,
para fundamentar uma cultura ja tdo amplamente comercializada.

A técnica de fluorescéncia, neste contexto, tem ganhado destaque por
ser uma técnica ndo destrutiva e que permite tanto andlise qualitativa como
quantitativa, sendo frequentemente utilizada para avaliar a eficiéncia
fotoquimica e o estado fisioldgico geral das plantas >,

Analises por fluorescéncia in vivo podem fornecer dados concretos das
reais alteracdes induzidas por diferentes condigcbes de stress induzidas em
plantas 8. Isto por que a excitagéo por ultravioleta e/ou visivel (UV - Vis) em
folhnas verdes induz dois tipos distintos, fundamentalmente diferentes, mas
ainda assim complementares de fluorescéncia: uma fluorescéncia azul-verde
na faixa de 400-630 nm e a fluorescéncia da clorofila a na regido vermelha para
vermelho-distante (630-800 nm) do espectro 8,

As intensidades relativas desses dois tipos de fluorescéncia séo
altamente sensiveis as propriedades intrinsecas da folha revelando muito sobre
o estado fisiolégico da planta como fotossintese, reacfes fotoquimicas

primarias e contetido de clorofila &1,



CAPITULO Il — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2 PLANTAS, FISIOLOGIA E PRODUTIVIDADE — ASPECTOS F ISICO-
QUIMICOS.

As condi¢Bes climaticas (disponibilidade hidrica, energia luminosa e
temperatura) e é claro, a fertilidade do solo cultivado sdo determinantes na
produtividade vegetal. Contudo, toda producdo agricola e seu rendimento &
controlado pelo processo de fotossintese da planta, que envolve a conversao
de energia luminosa (radiacdo solar) em energia quimica, usando como
ingredientes CO, e H,O que sofre variacdo conforme o tipo de metabolismo da

espécie 2.

2.1 Fotossintese

O sistema fotossintético da planta se localiza nos cloroplastos. Formado
por uma dupla membrana, disposta em regides de alta densidade e
denominada o grana, e de baixa densidade, denominado a lamela; e alocado
por uma matriz externa, o estroma, e uma interna, o limen. A fotossintese
acontece nos tilacéides, devido a presenca de pigmentos fotossintéticos, as
clorofilas, que absorvem luz na faixa de 400-700 nm. E esta faixa do espectro,
que é utilizada pelos vegetais como fonte de energia para as suas atividades
metabolicas, € comumente identificada como Radiacdo fotossinteticamente
Ativa (RFA), cuja unidade de medida é pmol de fétons. m2. s* 29,
O processo fotossintético pode ser descrito de forma simplificada, como

mostra a Equagao 1.

Luz + Clorofilaa

12 Hgo +6 COZ _—> Celeoe +6 Hgo +6 02 (1)

A fotossintese, no entanto, refere-se a uma série de reacdes, as quais
envolvem: Absorcédo da luz, conversao de energia, transferéncia de elétrons e
multiplos processos dos quais participam enzimas para conversdo de CO, e
H,O em carboidratos. O processo envolve reacbes com luz para producao de
O,, Adenosina tri-fosfato (ATP) e Nicotinamida hidrogenase (NADPH) e

Carbono (C) que sédo sintetizados a partir da energia radiante e também

3



reacoes de reducdo do Carbono na auséncia de luz (escuro), que consome
ATP e NADPH e produz carboidratos, que na soja ocorre via metabolismo Cz
(que reduzem CO, via ciclo de Calvim). Essas reacdes ocorrem em regides
distintas: a primeira nas membranas do tilacoide e a segunda no estroma,
mediada por enzimas . A Figura 1 apresenta as principais etapas no
processo de Fotossintese.

Celula da Bainka Celula do mesafilo
Vascular

CO,

W\ o

Gradiente de pH ATP
“'_' no tilacdide

Fluorescéncia Calor @

Carboidratos

L !

CRESCIMENTO

Figura 1 - Esquema mostrando as principais etapas do processo de fotossintese e suas
interrelagBes. (CCL= centro de captacdo de luz, FSlI=fotossistema Il, ATP=adenosina trifosfato,
NADPH=nicotinamida adenosina difosfato reduzida. Note que na captacao de gas carbdnico ha
duas vias, a C3 e a via C4. Todas as vias levam ao mesmo lugar, que é produzir carboidratos
que serao utilizados para o crescimento da planta. Fonte: BUCKERIDGE, S. M., Disponivel em:
http://felix.ib.usp.br. Acesso em: 12-01-2012.

2.2 Plantas Daninhas
A interferéncia das plantas daninhas (plantas infestantes) pode promover

perdas na produtividade da lavoura em niveis variados, de 10 a 80% %, Essa



interferéncia se da pela competicdo dos macro e micronutrientes presentes no
solo entre a planta infestante e a cultura cultivada (soja, milho, etc).
Caracteristicas quimicas e fisicas do solo e as condicdes climaticas, irdo definir
o grau de interferéncia das plantas daninhas na cultura, a necessidade de
controle delas, bem como das variedades das espécies cultivadas.

As principais plantas infestantes pertencem as familias das Gramineae
como a Digitaria horizontalis (Capim-colchdo, Capim-carrapicho, Capim-
braquiaria etc.); Cyperaceae (tiririca) 2°..

As plantas infestantes sao controladas por métodos preventivos,
culturais, mecanicos, bioldgicos e quimicos. Os métodos preventivos envolvem
medidas que visam evitar a entrada e/ou a disseminagcdo, na area, de
propagulos de plantas daninhas. Ja o controle cultural visa tornar a cultura mais
competitiva em relacdo as plantas infestantes. Contudo, o controle quimico
através do uso de herbicidas € o método mais utilizado devido as sua alta
eficiéncia, alto rendimento e baixo custo . Dentre os principais herbicidas
registrados para controle de plantas daninhas 36% podem ser usados em
modalidades de aplica¢Bes tanto em tratamento pré como pés-emergente.

Seus mecanismos de acao envolvem regulagédo no crescimento, inibicdo
do fotossistema | e I, inibicdo da divisao celular, inibicdo da enzima enol piruvil

chiquimato fosfatase e inibicdo da sintese de carotensides 2%,

2.3 Herbicidas
Os herbicidas se dividem em cinco categorias classificadas de acordo

com o tipo de inibicdo especifica de cada grupo e se subdividem de acordo
com as enzimas alvos de atuacado ?Y. A discusséo sobre o stress induzido pelo
herbicida deve levar em conta seus efeitos gerais de acordo com a sua
categoria, a enzima alvo de acéo e o tipo de inibicdo induzida na planta. Neste
contexto, cinco categorias de herbicidas sdo apresentadas:

(1) Inibidores Fotossintéticos

(2) Inibidores Biossintéticos

(3) Desreguladores Hormonais

(4) Indutores de Metabolismos de Herbicidas e

(5) Efeitos no Genoma.



Esta pesquisa avaliou alteracdes fotossintéticas induzidas pela acdo do
herbicida glifosato um inibidor biossintético. Herbicidas inibidores biossintéticos
sao formados por apenas um grupo, do qual atuam via: acidos graxos inibindo
a enzima Acetil-CoA carboxilase; acido félico inibindo a enzima Di hidropteroate
sintase; metabolismo da amoénia inibindo a enzima Glutamine synthetase;
quinonas inibindo a enzima 4-Hydroxiphenilpyruvate; carotendides inibindo a
enzima Lycopene cyclase e via clorofila inibindo a ezima Protoporphyrinogen

oxidase 12,

2.4 Glifosato

O herbicida glifosato € o inibidor biossintético mais conhecido. Este
herbicida inibe a enzima EPSPs, responsavel pela biossintese dos
aminoacidos aromaticos fenilanina, triptofano, tirosina e componentes
importantes de protefnas como fenilpropandides, fitoalexinas, ligninas ?*. As
Figura 2 e 3 ilustram de forma simplificada o mecanismo de acdo do herbicida

glifosato em plantas de soja convencional e transgénica respectivamente.

— po--

y EPSPS =
“ EPSPS

O Glifosato

5-ENOLPIRUVIL
= Blogueia a Enzima

@; CHIQUIMATO 3-FOSFATO. Glifosato

Figura 2 — Mecanismo de sintese de aminoacidos soja convencional e modo de acdo do
glifosato.

CP4-EPSPS
EPSF % :

d O Glifesato Ndo Glifosoto

Bloqueia a Enzima

Blogueio a Enzima

Glifosato Modificada
—_—>

- —

Enzima
Geneticamente
Modificada

Figura 3 — Mecanismo de sintese de aminoacidos soja transgénica e modo de acdo do
glifosato.



Como mostrado pela Figura 2, na soja convencional, o glifosato bloqueia
a enzima 5-enolpiruvil chiquimato 3-fosfato, impedindo a sintese dos
aminoacidos essenciais, causando sua morte. Na soja transgénica o bloqueio
ainda se processa, contudo através de uma nova rota, possivel através da
enzima modificada, a planta pode sintetizar os aminoacidos essenciais
tornando a mesma tolerante ao herbicida %!, como apresentado pela Figura 3.

Assim, em plantas tolerantes como a soja RR, esse processo nao
ocorre. A base da resisténcia ao glifosato na soja € a insercdo do gene CP4-
EPSPs, da Agrobacterium sp, linhagem CP4, em seu genoma 22°. O que faz
com que a soja geneticamente modificada tenha uma nova rota de sintese dos
aminoacidos '%. Na atualidade o uso de sementes transgénicas ainda é restrito
a poucas culturas como a soja, milho e algodao por representarem mercados
mais significativos.

A absor¢cdo do glifosato pelas plantas se da através das células pela
difusdo passiva ou por meio de transporte via fosfato ATPase (transportador
fostato energizado — plamalena). O glifosato é continuamente reciclado pelo
floema, move-se em toda planta em um intervalo de 72 horas e se acumula nas

folhas jovens, raizes e meristemas %%/,

2.4.1 Toxicidade

A meia vida do glifosato no solo pode variar de varias semanas a anos,
sendo seus residuos, cerca de 90%, encontrados a uma camada de 15 cm do
solo, podendo afetar ndo s6 a atividade microbiana, mas também afetar a
nutricdo de micronutrientes de plantas 2.

Os principais produtos de degradacdo do glifosato sdo o acido
aminometilfosfonico (AMPA), que consiste na clivagem oxidativa da ligac&o
carbono-nitrogénio e a Sarcosina, que consiste da clivagem da ligacao fésforo-
carbono por acdo da bactéria Agrobacterium radio bacter ou Enterobacter
(enzima C-P liase) 28

Nas plantas, apés absor¢cdo do herbicida, a formagdo de compostos
insolaveis, complexos glifosato-metal, no tecido da planta, pode limitar o

transporte de micronutrientes catidnicos. No entanto, na planta, o glifosato



z

sofre pouca degradacdo e €& sistematicamente transportado para locais
metabolicamente ativos

Cultivares de soja, resistente ao glifosato, apresentam leve clorose nos
trifélios jovens quando submetidos & doses recomendadas de glifosato 27,

sendo também o estado nutricional da planta bastante afetado #*.

2.4.2 Recomendacbes Técnicas de Aplicacao

A concentracao recomendada pelo fabricante se aplica na faixa de 0,50-
0,75 Kg de p. c. ha™ para Campim-carrapicho (Cenchrus echinatu) e Capim-
Colchao (Digitaria horizontalis), o que equivale a 375 g.100L™, de acordo com a
Tabela 1.

Tabela 1 — Recomendac&o para aplicagdo ROUNDUP® WG em soja geneticamente modificada
tolerante ao Glifosato.

FOLHA ESTREITA Epoca (DAE) e estadio de crescimento  da planta infestante
Dose Kg de p.c./ha

Nome Comum Nome Cientifico Aos 25 DAE, até 2 perfil  hos ou 10 cm
Estadio da soja: V 3
Capim-carrapicho Cenchrus enchinatus 0,50-0,75

Capim-colchao Digitaria horizontalis 0,50-0,75

Fonte: Bula Roundup WG.

O limite residual de pesticida aceito em alimentos para consumo humano
€ chamado de Limite Maximo de Residuo (LMR). Na legislacdo brasileira os
limites residuais de herbicida s&o estabelecidos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria (ANVISA), os valores de alguns alimentos e o intervalo de

confianca (intervalo de aplicacéo e colheita) sédo apresentados na Tabela 2 17,

Tabela 2 — Tolerancia e intervalo de confianca para glifosato em alimentos

Alimentos Tolerancia Intervalo de
seguranca
Sementes oleaginosas
Soja 2 ppm 45 dias
Outros produtos

Café 1,0 ppm 15 dias
Cacau 0,1 ppm 30 dias
Cana-de-Agucar 1,0 ppm 30 dias

Pastagens 0,2 ppm ND*

Fonte: AMARANTE et al, 2002



2.5 Fluorescéncia da Clorofila

A clorofila (Chl) é o principal pigmento estudado por espectroscopia de
fluorescéncia devido a representar a melhor informacé&o bioquimica da planta e
por ser o principal pigmento responsavel pela fotossintese *°. Contudo,
diversos estudos envolvem pigmentos como Acido ferdlico, Adenosina
Trifosfato (ATP), Nicotinamida Adenosina Difosfato Reduzida (NADPH) e o
Rubisco, que também estédo presentes na folha e exercem func¢des bioquimicas
assim como captam luz do ambiente 9.

As clorofilas a e b sédo partes do conjunto de pigmentos responsaveis por
coletar luz do ambiente. Esse conjunto de pigmentos é formado por dois grupos
divididos por suas funcionalidades, os pigmentos acessoérios e pigmento
principal.

Na planta, os pigmentos acessoérios tém a funcdo de absorver a luz do
ambiente e transferir essa energia captada para o pigmento principal. Os
pigmentos acessorios sdo formados por todos os pigmentos presentes na folha
exceto a clorofila a (Chl a), sendo os mais abundantes a clorofila b e os
carotenoides 9,

A Chl a também absorve luz, contudo sua funcédo principal é capturar a
energia dos pigmentos acessorios e transferir essa energia para os centros de
reacao para ocorréncia da fotossintese. Esses centros de reacdo sdo formados
por dois fotossistemas: o Fotossistema | (FSI) e Fotossistema Il (FSII).

Assim, ao absorver fétons do ambiente, os pigmentos auxiliares sofrem
emissao na regido de absorcéo das clorofilas. No entanto ao absorver fétons a
clorofila b transfere sua energia para a Chl a que passa a ser o Unico fluoréforo
a transferir energia para o fotossistema 829,

A Figura 4 apresenta um conjunto de espectros de absorcdo molecular
(linha pontilhada) e de fluorescéncia (linha cheia) em comprimentos de onda de
excitacdo de 355 nm dos principais pigmentos presentes na folha. A energia
UV é a principal radiacdo para excitar o acido Feralico, NADPH, FAD e
Rubisco. A fluorescéncia destes pigmentos ocorre na regido do espectro
compreendida entre 450 e 550 nm e que as clorofilas absorvem fortemente

entre 400 e 500 nm (regido do azul) e 600 e 700nm (regido do vermelho).
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folha. Fonte : GEROVIC et al, 1999.
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A fluorescéncia do FSI compreende a regido do vermelho proximo (680-
700 nm) e a do FSIl do vermelho distante (730-740 nm). A banda de
fluorescéncia em 680 nm é dependente da transferéncia de energia da clorofila
para o FS Il. JaA a banda de fluorescéncia em 740 nm € dependente da
transferéncia de energia da clorofila para os dois fotossistemas (FS | e FS II).
Sob certas condi¢cbes de stress, plantas com metabolismo C3, como a soja,
sofrem danos fotoquimicos que s&o gerados particularmente no FS | (4243,

Ja com relacdo ao FS Il as alteracbes fotossintéticas estdo ligadas a
degradacdo da proteina D1, formada pelos aminoacidos valina, glicina,
isoleucina, triptofano, treonina, alanina e arginina. As bandas de absorcéo
caracteristicas do centro de reacdo do FSI apresentam maxima intensidade em
700 nm, enquanto que o centro de racdo do FSIl apresenta maxima absorcéo
em 680 nm. Essas absor¢des sdo devidas ao agrupamento de moléculas de
Chl a, que absorvem e transferem a energia para o centro de reacao.

A andlise foliar in vivo por fluorescéncia da Chl a torna possivel avaliar
as diferentes condicdes de stress em que a planta é submetida, isto por que a
fluorescéncia da Chl a, in vivo, apresenta indiretamente o aparato fotossintético
da planta, sendo nesta condi¢cdo de analise o principal pigmento responsavel
pela fotossintese e Unico responsavel pela emissao na regido entre 600 e 800
nm em analise in vivo, podendo atuar como biosensor das diferentes alteracdes
fisiolégicas na planta.

Excitacdo UV em folhas verdes induz dois tipos distintos,
fundamentalmente diferentes, mas ainda assim complementares de
fluorescéncia: uma fluorescéncia azul-verde na faixa de 400-630 nm e a
fluorescéncia da clorofila a na regido vermelha para vermelho-distante (630-
800 nm) do espectro 9. As intensidades relativas desses dois tipos de
fluorescéncia sao altamente sensiveis as propriedades intrinsecas da folha
revelando muito sobre o estado fisiologico da planta como fotossintese,
reacdes fotoquimicas priméarias e contetido de clorofila .

A fluorescéncia da Chl a tem sido extensivamente estudada ao longo
dos ultimos anos. Esses estudos demonstram que, as emissfes da Chl a,

| [30]

estdo intimamente relacionadas com o estado do fotossistema | , que

desempenha um papel fundamental no processo de fotossintese. Em
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condi¢cdes de ambientes estressantes ocorre 0 decréscimo caracteristico na
eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il, podendo ser detectada pela

queda na relacdo F./FpY

., onde Fv representa a fluorescéncia variavel e Fm a
fluorescéncia maxima. Esta relacdo fornece o rendimento quantico do
fotossistema *?. Um estudo baseado em indices de vegetagcdo apontou que
lavouras que sofreram derivacdo de aplicacdes de glifosato, apresentaram
reducdo do conteudo de Chl a para soja, algoddo e milho j& na primeira
aplicacéo, em total de quatro realizadas *2.

Neste contexto, a Chl a se torna uma sonda de analise para investigar
possiveis alteracdes nos fotossistemas da planta, como resultado de stress
fisico ou quimico, podendo inclusive revelar a presenca de substancias toxicas
amplamente difundidas no meio ambiente, como herbicidas, pesticidas e

metais pesados %,
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CAPITULO IIl - OBJETIVOS DA PESQUISA

3 OBJETIVO GERAL

Esta pesquisa teve como objetivo principal avaliar por fluorescéncia as
alteracdes no processo fotossintético induzidas pela acdo do glifosato em
plantas de soja geneticamente modificada (transgénicas) com tratamento pos-

emergente em diferentes teores deste herbicida.

3.1 Objetivos Especificos

Avaliar a aplicacdo da espectroscopia de fluorescéncia no estudo de stress
induzido por herbicidas em plantas de soja transgénicas através de analises in
vivo da Chl a.

Estudar a evolugéo temporal da emisséo foliar da Chl a em plantas de soja
transgénica - por técnica de fluorescéncia - frente a diferentes teores de
herbicida.

Avaliar o comportamento de trés variedades de plantas de soja transgénica
apos tratamento pds-emergente com herbicida glifosato através de analises in

Vvivo a partir da fluorescéncia emitida pela clorofila a.
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CAPITULO IV — MATERIAIS E METODOS

4 PLANTIO E CULTIVO

Durante a presente investigacdo foram analisadas trés variedades de
soja (Glycine max) geneticamente modificadas tolerantes ao herbicida
glifosato: BRS 245RR; BRS 246RR e BRS 295RR, com percentual de
germinacao de 92%.

Antes do plantio as sementes foram previamente tratadas com fungicida
e inoculante, sendo que para cada 100 g de sementes adicionou-se 0,25g de
inoculante (Biomax 7,2x10° ufc/g) e 0,3 mL de fungicida Derosal Plus B*. Feito
isto, as sementes foram semeadas em vasos contendo 3,2 dm® de solo
Latossolo Vermelho. O solo em cada vaso foi previamente corrigido com
calcario e adubado com 0,1778 + 0,0001 g de KCI e 0,2375 + 0,0001 g de
Superfosfato Triplo, conforme protocolo ja estabelecido pelo Laboratério de
Fitopatologia da UFGD, sendo dez sementes de soja semeadas por vaso 2.

As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo, modelo estufa,
equipada com sistema de resfriamento por ventilacdo umidificadora evaporativa
de agua e sistema de irrigacdo por pulverizacdo, contudo, os vasos foram
regados por pesagem para minimizar qualquer derivacao.

As plantas ficaram expostas sobre um fotoperiodo de 12h de pleno sol
sobre faixa de temperatura de 24-36 ° C no periodo diurno e 19-23 ° C no
periodo noturno, sendo o0s vasos derivados espacialmente na casa de
vegetacao, para controlar quaisquer variaveis como diferenca de luminosidade

e temperatura na estufa.

4.1 Aplicacédo do Herbicida

As solucbes foram preparadas em baldo volumétrico usando como
produto comercial o Roundup WG forma granulado diluido em agua Milli-Q.

As aplicacdes obedeceram a critérios técnicos do fabricante, que para
soja transgénica recomenda uma calda de aplicacdo de 120 litros por hectare
(ha), sendo aplicacéo Unica para soja geneticamente modificada em estadio de

desenvolvimento V3 (3° trifélio totalmente expandido).
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Para asperséo foi usado equipamento manual terrestre ??, como mostra
a Figura 3. Para garantir a méaxima absor¢cdo do herbicida pelas folhas, as
amostras foram previamente irrigadas. O volume foi aspergido a uma presséo
aproximada de 29 Lb/pol> e um volume aproximado de 12 mL/m? o que

equivale a 120L/h4, como recomendado para aplicagées em soja transgénica.

Figura 5 — Aplicador Manual usado para aspersdo de herbicida nas
amostras.

Para cada variedade, separaram-se quatro grupos de amostragem,
sendo cada grupo composto de 20 plantas (duas por vaso). O primeiro grupo
usado como controle e/ou testemunho — [CTR] (0,00 g.L™- Asperséo de Agua),
o segundo usado para aplicacdo recomendada — [GTO [] (Glifosato 3,75 g.L™),
o terceiro para aplicacdo dobrada — [GTO |I] (Glifosato 7,50 g.L™) e o quarto
para aplicacao triplicada — [GTO IlI] (Glifosato 11,25 g.L™) de herbicida.

4.2 Analise Foliar

A fluorescéncia emitida pela Chl a in vivo (foliar), foi medida em
fluorimetro portatil constituido de dois lasers, operantes em 405nm e em
532nm, um espectrometro (USB 2000 FL - Ocean Optics), uma fibra dptica do

tipo Y e um laptop, como mostra Figura 6.

Figura 6 — Espectrofluorimetro Portatil
(MM'OPTICS).
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As leituras foram realizadas sobre excitacdo do foliolo central do trifélio,
como mostra a Figura 7, antes da aspersdo do herbicida e apds asperséo,
sendo que na leitura ap6s aspergir o herbicida, respeitou-se o intervalo de 3
horas, tempo necessario para garantir maxima absorcdo do herbicida pela
planta, as medidas subsequentes (total de 20 medidas) foram realizadas em
intervalos de 24 horas. Todas as curvas de emissdo foram normalizadas frente
a de maior intensidade que, no presente estudo, se deu sempre para a

variedade controle.

Figura 7 — Imagem da Analise in vivo do
Foliolo Central do primeiro trifélio por
fluorescéncia.

4.3 Extracéo da Clorofila

A clorofila foi obtida a partir do extrato do foliolo central do segundo
trifélio, sem maceracdo em acetona 80% 1, isto por que as ligacdes entre as
moléculas de clorofilas sdo muito frageis (ndo-covalentes), rompendo-se com
facilidade ao macerar o tecido em solventes organicos *”.. Apés repouso de
trés dias a mistura foi centrifugada a 2000 RPM por 5 minutos. Para cada grupo
realizaram-se cinco extracdes. Sendo que cada extrato representava o

substrato extraido de quatro plantas (4 folhas somando um total de 20).

4.3.1 Analise do extrato da clorofila

A analise da clorofila via extrato, por absor¢cdo molecular compreendeu a
regido de 400 nm a 800 nm do visivel. Nesta andlise utilizou-se equipamento
de bancada da Variam, modelo Cary-50, com fonte de excitacdo composta de
uma lampada pulsada de Xendnio e um detector de diodo de Si, usando cubeta

de duas faces polidas de 10 mm de caminho éptico.
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Para o estudo de fluorescéncia foi utilizado fluorimetro de bancada da
Varian, modelo Cary-Eclypse, com comprimentos de onda de excitacdo em 405
nm e 532 nm respectivamente, com fonte de excitacdo composta de uma
lampada pulsada de Xendénio (80 Hz), e com deteccdo da fluorescéncia por
tubo fotomultiplicador (R928).

4.3.2 Anélise do teor de clorofila no extrato
As concentragdes de Chl a e Chl a+b foram calculadas a partir das

6l para o calculo, levando-se em

equagdes simultaneas de Arnon
consideracao o solvente usado na extracédo (acetona 80%) as equacdes 2 e 3
sao apresentadas.

[Chla+b] =19,54 . A**® + 8,29 . A®® 2)

[Chla] = 13,71 . A®®®_2 85 AP0 (3)

4.4 Anélise do Teor de Macronutrientes (Ca, Mg, K e P)

Para esta andlise a solugdo amostra é obtida da abertura foliar via Umida
utilizando a mistura acida HNO3; + HCIO, (3:1). Realizada a abertura foliar,
pipetou-se 1,0 mL da solugéo e adicionou-se 4,0 mL de solugdo de Lantanio
(La) 1%. Feito isto, procedeu-se a leitura de calcio e magnésio em um
espectrometro modelo AA 240 FS — da VARIAN. O Potassio foi determinado
em Fotdbmetro de Chama da Micronal, modelo B-462 calibrado com solugcdes
padrdo de 0 a 50 ppm para determinacbes em plantas. O Fésforo (P) foi
determinado em espectrofotdmetro da Fento, modelo 600 S em comprimento
de onda de 600 nm.

4.5 Analise das Sementes 22 Geracgao

Para esta andlise foram colhidas as sementes geradas pelos grupos
CTR, GTO I, GTO Il e GTO Ill da variedade BRS 245RR, sendo que, para cada
grupo analisou-se 30 sementes. A fluorescéncia emitida pelas sementes foi
medida com fluorimetro portatil em 405nm e em 532nm da MM'OPTICS.
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CAPITULO V - RESULTADOS E DISCUSSAO

5 ANALISE FOLIAR

Em todas as variedades analisadas que sofreram tratamento poés-
emergente com glifosato, independentemente da concentracdo, observou-se
clorose (reducéo no teor de clorofila) nas folhas. Para as variedades controle

este efeito ndo é observado, como mostra a Figura 8.

@) (b)

Figura 8 — (a) Grupo Controle (sem tratamento pés-emergente) e (b) Grupo GTO (com
tratamento pos-emergente)

A clorose das folhas esta relacionada com a deficiéncia de magnésio
induzida pela acdo do herbicida. Isto porque o glifosato sendo um acido
fosfénico acaba atuando como agente quelante, formando complexo estavel
com cétions de metais divalente e trivalente . Esse efeito quelante imobiliza
micronutrientes essenciais como ferro e manganés, componentes necessarios
que atuam como co-fatores e reguladores de funcdes fisiolégicas na planta .
Assim, o estado nutricional da soja transgénica (RR) também é fortemente
afetado pelo uso do herbicida ?Y.

A Figura 9 (para uma melhor visualizagdo, um tratamento de imagem
dado pela inversédo de cores foi realizado), representa os trifélios de uma das
trés variedades estudadas — a BRS 245RR -, ap0s nove dias da aplicagcdo com
diferentes teores de glifosato. De acordo com a Figura, é possivel constatar,
melhor os danos causados pela aplicagdo do herbicida em suas diferentes
taxas de aplicacdo usadas neste estudo. As plantas sem tratamento pos-

emergente se apresentam sem nenhuma clorose. Ja as plantas submetidas as
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aplicacdes recomendadas e dobradas apresentam clorose que se representam
por pontos fluorescentes na imagem. Em aplicagbes triplicadas, as plantas
apresentaram clorose e necrose dada pelos pontos negros. Como abordado
anteriormente, o grau de clorose bem como da necrose, ocorre frente ao
tratamento emergente com glifosato. Mesmo em concentragdes recomendadas
0 herbicida causa stress, mas nao intenso como em concentra¢gées acima do

recomendado.

Figura 9 — Imagem do primeiro trifélio da variedade Soja 245 RR aos 9 dias ap6s
tratamento pés-emergente . (a) sem tratamento pré-emergente; (b) com
tratamento emergente (Glifosato, 3,75 g.L™); (c) com tratamento pré-emergente
(Glifosato, 7,50 g.L'l)e (d) com tratamento pré-emergente (Glifosato, 11,25 g.L'l).

A analise foliar, in vivo, foi realizada sobre cada foliolo central com
excitacoes em 405 e 532 nm. A seguir sdo apresentados os dados obtidos
dessas analises por fluorescéncia da Chl a induzida por luz laser em 405 nm na
regido entre 450 e 800 nm do primeiro trifélio (1° TrF) das trés variedades
avaliadas nesta pesquisa.

5.1 Analise Foliar 1° Trif6lio (TrF)
As bandas de fluorescéncia foram normalizadas frente ao maior
intensidade média que, neste intervalo de tempo, ocorreu para as amostras
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controle. A Figura 10, apresenta o comportamento das bandas de emisséo
para as variedades BRS 245RR, BRS 246RR e BRS 295RR no intervalo de

tempo de 3 e 123 horas, respectivamente apos tratamento com herbicida.
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Figura 10 — Variedades Soja BRS 245RR, BRS 246RR e BRS 295RR sobre diferentes
taxas de GTO. Coluna (A) Teor GTO | - 3,75 g.L™. Coluna (B) Teor GTO Il - 7,50 g.L™" e
Coluna (C) Teor de GTO 111 11,25 g.L™.

Os dados apontam supressao de intensidade de fluorescéncia da Chl a
nas plantas com tratamento pés-emergente recomendado (GTO I) no tempo de

3 h da asperséo, assim como no tempo de 123 horas ap0s aspersao.
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As maiores supressoes, contudo, sdo observadas para as amostras que
sofreram tratamento pdés-emergente com teores acima do recomendado. O
comportamento das bandas de emisséo para as variedades BRS 245RR, BRS
246RR e BRS 295RR no intervalo de tempo de 3 e 123 horas respectivamente
apos tratamento com herbicida indicam uma possivel foto inibicdo induzida pelo
glifosato. A supressao observada em 685 e 735 nm é seguida de um pequeno
aumento de intensidade da banda em 528 nm que é caracteristica de produtos
degradativos da clorofila que sdo responsaveis pela resposta da planta em

condicdes de stress °.

5.2 Evolucdo Temporal da Emissao

Tendo em vista que, as variagdes mais significativas na alteracdo de
emissdo foliar foram observadas na regido entre 600 e 800 nm que
compreende intrinsecamente, quando em andalise in vivo, emissdes da Chl a,
nossas analises serdo centradas na avaliacdo da emissdo da Chl a em funcéo
do tempo nesta regido.

De acordo com as recomendacfes técnicas de aplicacdo do herbicida
glifosato, um intervalo de 20 dias ap0s aplicagdo deve ser respeitado casa haja
a necessidade de novas aplicacdes sobre a cultura no trato de ervas daninhas.
Neste experimento foram realizadas medidas in vivo envolvendo o 1° TrF
durante este intervalo, com o critério avaliativo da técnica de monitoramento
por florescéncia in vivo da Chl a com fonte de luz laser.

A Figura 11 apresenta as bandas de emissao no intervalo de 12 dias da
aplicacdo do herbicida, a contar da medida zero (sem tratamento) para a
variedade BRS 245RR. Inicialmente, apds o tratamento com o herbicida (3
horas) ocorre supressao da fluorescéncia da banda da caracteristica da Chl a.

Apébs 123 horas da aplicacdo uma recuperacao de intensidade da banda
em 685 nm é observada. Um estudo realizado apontou resposta da planta ao
stress induzido pelo herbicida apés 28 dias do tratamento pds-emergente,
recomendando aplicagcdes de herbicida na planta em sua fase inicial, como no
estadio V3, 0 que propiciaria a planta, tempo 6timo para recuperacao,

minimizando perdas na produtividade 2.
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Figura 11 — Bandas de Emissédo Chl a in vivo do 1° TrF Soja BRS 245RR com o
Tempo (h) quando excitado em 405 nm. (I) Glifosato 3,75 g.L'l; (I) Glifosato 7,50 g.L'l;
(1) Glifosato 11,25 g.L'l. As letras A, B, C, D e E representam os tempos de medida:
0, 3, 51, 123, 171 e 291 horas respectivamente. O tempo 0 h (Medida A) representa a
Emissdo do grupo controle (CTR) sem tratamento e do grupo testemunho (GTO)
antes do tratamento pds-emergente.

Como observado para variedade BRS 245RR, a variedade BRS 246RR
sofre supressdo apods tratamento pos-emergente, independente do teor de
herbicida aplicado, como mostra a Figura 12. Contudo, para esta variedade a
recuperacgédo de intensidade € observada em menor grau, quando submetida ao

teor de aplicacéo triplicada (GTO III).
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Figura 12 — Bandas de Emissdo Chl a in vivo do 1° TrF Soja 246 RR com o Tempo
(h) quando excitado em 405 nm. (l) Glifosato 3,75 g.L'l; (I) Glifosato 7,50 g.L'l; (1
Glifosato 11,25 g.L'l. As letras A, B, C, D e E representam os tempos de medida: 0, 3,
51, 123, 171 e 291 horas respectivamente. O tempo 0 h (Medida A) representa a
Emissdo do grupo controle (CTR) sem tratamento e do grupo testemunho (GTO)
antes do tratamento pés-emergente.

A Figura 13 apresenta o comportamento observado para a variedade
BRS 295RR. Para esta variedade, o comportamento de resposta da planta ao
stress com o tempo, dado pela recuperacédo de intensidade de emissao da Chl
a, nas plantas com tratamento pdés-emergente, ndo ocorre de forma

significativa, nem mesmo a teores de aplicacdo recomendado, demonstrando
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gue, cada variedade transgénica pode responder de forma distinta ao stress

causado por tratamentos pds-emergentes com herbicidas.
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Figura 13 — Bandas de Emissdo Chl a in vivo do 1° TrF Soja 295 RR com o Tempo
(h) quando excitado em 405 nm. (1) Glifosato 3,75 g.L™"; (Il) Glifosato 7,50 g.L™; (Il
Glifosato 11,25 g.L™. As letras A, B, C, D e E representam os tempos de medida: 0, 3,
51, 123, 171 e 291 horas respectivamente. O tempo 0 h (Medida A) representa a
Emissdo do grupo controle (CTR) sem tratamento e do grupo testemunho (GTO)

antes do tratamento pés-emergente.
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Nas medidas realizadas com excitacao foliar de 532 nm a supresséao da

banda em 735 nm, ocorre de forma mais intensa, como mostra a Figura 14.
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Figura 14 — Bandas de Emissao Chl a in vivo do 1° TrF Soja 245 RR com o Tempo
(h) quando excitado em 532 nm. (1) Glifosato 3,75 g.L™"; (Il) Glifosato 7,50 g.L™; (Il
Glifosato 11,25 g.L ™. As letras A, B, C, D e E representam os tempos de medida: 0, 3,
51, 123, 171 e 291 horas respectivamente. O tempo 0 h (Medida A) representa a
Emissdo do grupo controle (CTR) sem tratamento e do grupo testemunho (GTO)
antes do tratamento pds-emergente.

De acordo com os dados obtidos para a variedade BRS 245RR, a
supressdo de fluorescéncia da Chl a, esta relacionada com a inibicdo —
induzida pelo herbicida glifosato - da transferéncia de energia da Chl a para os
dois fotossistemas (FSI e FSII). Essa caracterizacdo fica mais evidente quando
se observa intensa supressao em 740 nm em energia de excitagao de 532 nm.

A Figura 15 apresenta os dados obtidos para a variedade BRS 246RR.

O comportamento € semelhante ao observado para a variedade BRS 245RR.
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Contudo, a variedade BRS 246RR apresenta maior grau de supressao

da banda em 680 nm em taxas de herbicida acima do recomendado.
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Figura 15 — Bandas de Emissao Chl a in vivo do 1° TrF Soja 246 RR com o Tempo
(h) quando excitado em 532 nm. (l) Glifosato 3,75 g.L'l; (I) Glifosato 7,50 g.L'l; (1
Glifosato 11,25 g.L ™. As letras A, B, C, D e E representam os tempos de medida: 0, 3,
51, 123, 171 e 291 horas respectivamente. O tempo 0 h (Medida A) representa a
Emissdo do grupo controle (CTR) sem tratamento e do grupo testemunho (GTO)

antes do tratamento pés-emergente.

A Figura 16 apresenta os dados obtidos para a variedade BRS 295RR

seguindo o0 mesmo comportamento. Contudo, para esta variedade, a supresséo

de fluorescéncia em 680 nm é mais intensa.
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Emissdo do grupo controle (CTR) sem tratamento e do grupo testemunho (GTO)
antes do tratamento pds-emergente.
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Em condicbes de stress os danos fotoquimicos sao gerados
particularmente no FS | e sdo mais intensos, em plantas com metabolismo C3,
como a soja **. No FS Il as alteracdes fotossintéticas estdo ligadas a
degradacéo da proteina D1. A resposta da planta se da mais lenta para o FS |

| ¥ Como resultado a recuperacdo de intensidade das

que para o FS |
amostras com tratamento é observado com maior intensidade na banda de 680

nm.
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5.3 Razdes de Fluorescéncia

Como a banda caracteristica de fluorescéncia da Chl a pode mudar de
forma independente como resposta a diferentes fatores fisioldégicos e
ambientais %, Consideraram-se as variacdes dos indices de fluorescéncia em
vez de apenas considerar como absoluta, mudancas de intensidade de
fluorescéncia que, neste contexto, sao fortemente afetados por fatores externos
como, dispersdo atmosférica, geometria da folha e movimentos 8.

Os indices de fluorescéncia séo obtidos através da razéo entre picos. As
raz0es usadas atualmente envolvem intensidades de pico em regides de:
vermelho-vermelho distante (685/735) e Azul-Vermelho e vermelho distante
(450/685 e 450/735). Contudo, enquanto a fluorescéncia em 600-800 é
caracteristica da Chl a, varios compostos podem contribuir para emissédo de
fluorescéncia na regiao azul (450nm) e verde (530nm) do espectro nm sendo o
Acido Ferulico um dos principais responséaveis pela fluorescéncia nesta regido

191 Emissées em 530 nm sdo de origem mesofilica e pode fornecer dados

sobre o estado redox do Cloroplasto [

, organela onde se realiza a
fotossintese.

Neste contexto, e de acordo com a regido de interesse, este estudo
baseou-se na analise da razdo F685/F735, que pode fornecer um diagnéstico
sobre o estado nutricional da planta. As Figuras, 17 e 18 apresentam os dados
obtidos da razdo F685/F735, para a variedade 245 RR quando submetida a
concentracbes recomendadas, dobradas e triplicadas de glifosato quando

excitadas em 405 e 532 nm, respectivamente.
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Figura 17 - indices de Fluorescéncia obtidos pela razdo F685/F735 para a Variedade

BRS 245RR sem e com teores de Glifosato (GTO): (A) GTO |, 3,75 g.L'l; (B) GTO |,
7,50 g.L'l; (C) GTO Il (11,25 g.L'l) em energia de excitacdo de 405nm.
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Figura 18 - indices de Fluorescéncia obtidos pela razdo F685/F735 para a Variedade
BRS 245RR sem e com teores de Glifosato (GTO): (Al) GTO |, 3,75 g.L'l; (B1) GTO |,
7,50 g.L'l; (C1) GTO Il (11,25 g.L'l) em energia de excitacdo de 532 nm.

Tanto em 405 nm como em 532 nm € possivel caracterizar por
fluorescéncia amostras de variedades tolerantes que sofreram aplicagcdo nao
recomendada e recomendada, respectivamente, dado pelo aumento da razéo
entre picos na regido de emissao da Chl a in vivo. Portanto, o aumento dos
indices de florescéncia dado pela razdo entre picos dado por F685/F735 se
relaciona com a concentracdo aspergida de herbicida, inferindo a seguinte
condicao:

- Em concentragdo acima do recomendado de herbicida em plantas
tolerantes, tem-se aumento de indice de fluorescéncia dado pela razao entre os
maximos da Fluorescéncia do Vermelho Proximo com a Fluorescéncia do
Vermelho Distante - FVP/FVD (685/735).

A analise do indice de fluorescéncia dada pela razédo (F685/F735) para a
variedade BRS 246RR apresentou o0 mesmo comportamento observado para
variedade BRS 245RR, como pode ser observado pelas Figuras 19 e 20,

quando excitadas em 405 e 532 nm, respectivamente.
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Figura 19 - indices de Fluorescéncia obtidos pela razdo F685/F735 para a Variedade
BRS 246RR sem e com teores de Glifosato (GTO): (A) GTO |, 3,75 g.L'l; (B) GTO |,
7,50 g.L'l; (C) GTO Il (11,25 g.L'l) em energia de excitagdo de 405 nm. 29
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(Cl) GTO Il (11,25 g.L" ) em energia de excitacdo de 532 nm.

As Figuras, 21 e 22, apresentam os indices obtidos pela razéo
F685/F735 para variedade BRS 295RR quando excitada em 405 e 532 nm,
respectivamente.
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Figura 21 - indices de Fluorescéncia obtidos pela razdo F685/F735 para a Variedade

BRS 295RR sem e com teores de Glifosato (GTO): (A) GTO I, 3,75 g. Lt (B) GTO |,
7,50 g. L* ; (C)GTO Il (11,25 g.L ) em energia de excitagdo de 405 nm.
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Figura 22 - indices de Fluorescéncia obtidos pela razdo F685/F735 para a Variedade

BRS 295RR sem e com teores de Glifosato (GTO): (A1) GTO I, 3,75 g. L* ; (B1) GTO |,

7,50 g. L* ; (C1) GTO Il (11,25 g.L ) em energia de excitagdo de 532 nm.
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Os indices de fluorescéncia obtidos para variedade 295 RR sugerem
que a Chl a sofre reducdo de seu conteido em concentracdes recomendadas
de herbicida. Para as variedades 245 RR e 246, a reducdo de conteudo da Chl

a ocorre apenas em concentragdes de herbicida acima do recomendado.

5.4 Andlise do 4°TrF

Os resultados discutidos até o momento compreendem analises
realizadas apenas sobre o primeiro trifdlio. Sobre um segundo ensaio, foi
realizado analises por fluorescéncia in vivo, das emissdes da Chl a sobre o
quarto trifélio (4° TrF). Isto por que, nas plantas o glifosato sofre pouca
degradacédo e é sistematicamente transportado para locais metabolicamente
ativos ®l. Neste contexto, a analise do quarto trifélio é de extrema significancia,
devido ao mesmo nao sofrer aspersao direta do herbicida em tratamento poés-
emergente realizado no estadio V3, ou seja, onde apenas o terceiro trifélio
encontra-se totalmente expandido.

Assim, nesta analise do 4° TrF objetivou-se determinar o possivel
deslocamento do herbicida pela planta sob os demais trifélios. As Figuras, 23 e
24 apresentam os dados obtidos da razdo F685/F735 para a variedade 245 RR

em comprimento de onda de excitagcdo em 405 e 532 nm, respectivamente.
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Figura 23 - indices de Fluorescéncia obtidos pela razio F685/F735 para o 4° TrF
da variedade BRS 245RR sem e com teores de Glifosato (GTO): (A) GTO I, 3,75
g.Lh (B) GTO I, 7,50 g.L'™"; (C) GTO IIl (11,25 g.L™) em energia de excitacdo de
405nm.
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(B1) GTO I, 7,50 g.L™; (C1) GTO Il (11,25 g.L™") em energia de excitacdo de 532nm.

Os dados apontam que, em teores acima do recomendado de herbicida,

o glifosato € percolado para o 4° TrF. Isto € evide nciado, pelo aumento dos

indices de fluorescéncia dado pela razdo entre picos F685/F735, como

observado em dados colhidos para o 1°TrF.

5.5 Analises do Extrato de Clorofila

Medidas por absorcédo molecular mostraram que, os extratos de clorofila

obtidos das variedades que sofreram aplicacdo de herbicida,

tiveram

intensidade de absor¢cdo menor que o extrato obtido das amostras controle,
como mostra a Figura 25 para a variedade BRS 245 RR.
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Os resultados de menor intensidade de absor¢édo molecular obtidos da
analise da clorofila , a partir do extrato sdo coerentes com o observado in vivo.
Isto porque, as amostras que sofreram aplicacdo de herbicida tiveram a
intensidade de fluorescéncia emitida pela Chl a suprimida, o que infere reducéo
de seu contetdo, consequentemente, menor concentracdo e menor absor¢cao
por parte das moléculas de clorofila na folha.

A reducéo do conteudo de Chl na planta induzida pela acdo do herbicida
€ constatada nas determinacgfes realizadas na quantificacdo do teor de Chl
(a+b) e Chl a usando-se as equacdes simultdneas de Arnon. Para esta analise
sdo usadas as absorcdes em determinados comprimentos de onda que para o
presente estudo foi baseado no tipo de solvente usado na extracdo, que no
presente estudo foi via acetona 80% sem maceracao.

De acordo com os dados, as plantas que sofreram tratamento com
herbicida tiveram contetdo de Chl a e Chl a + b reduzidos. As Tabelas; 3,4 e 5

apresentam as concentracdes determinadas nos extratos obtidos.

Tabela 3 — Concentragbes de Chl a e Chl a + b nos extratos obtidos das variedades BRS
245RR, BRS 246RR e BRS 295RR sem e com tratamento pés-emergente recomendado (GTO

).

Teor Chl zil Teor Chl zil Teor Chl a41- b Teor Chl a4l-b

i (nmol.mL ™) (nmol.mL ™) (nmol.mL ™) (nmol.mL ™)

Variedade Amostra CTR Amostra GTO | Amostra CTR Amostra GTO |
BRS 245RR 25,10 13,25 32,53 17,09
BRS 246RR 23,33 11,85 30,11 15,26
BRS 295RR 20,04 10,56 25,77 13,11

Tabela 4 — Concentracbes de Chl a e Chl a + b nos extratos obtidos das variedades BRS
245RR, BRS 246RR e BRS295RR sem e com tratamento pds-emergente dobrado (GTO II).

Teor Chl a Teor Chl a TeorChl a+b Teor Chl a+b
Variedade (nmol.mL ™) (nmol.mL ™) (nmol.mL ™) (nmol.mL ™)
Amostra CTR  Amostra GTO Il Amostra CTR Amostra GTO Il
BRS 245RR 25,10 15,62 32,53 20,21
BRS 246RR 23,33 15,20 30,11 19,57
BRS 295RR 20,04 15,80 25,77 19,74
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Tabela 5 — Concentragbes de Chl a e Chl a + b nos extratos obtidos das variedades BRS
245RR, BRS 246RR e BRS 295RR sem e com tratamento pés-emergente triplicado (GTO IlI).

Teor Chl a Teor Chl a Teor Chl a+b Teor Chl a+b
Variedade (nmol.mL 'l) (nmol.mL '1) (nmol.mL 'l) (nmol.mL 'l)
Amostra CTR Amostra GTO Il Amostra CTR Amostra GTO Il
BRS 245RR 25,10 13,71 32,53 17,69
BRS 246RR 23,33 18,67 30,11 22,53
BRS 295RR 20,04 12,63 25,77 15,60

Quando extrato é excitado em 405 nm o comportamento de intensidade
de fluorescéncia segue o observado das analises in vivo, ou seja, a intensidade
de fluorescéncia € maior para as amostras controle que para as amostras que
sofreram tratamento com herbicida, conforme pode ser observado pela Figura
26.
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Figura 26 — Bandas de Emissdo do extrato de clorofila
(CH3OH 85%) — Excitacao em 405 nm: (a) BRS 245 RR; (b)
BRS 246 RR e (c) BRS 295 RR com e sem tratamento pos-
emergente.

Contudo, as analises obtidas por fluorescéncia a partir do extrato,
sugerem um comportamento inverso das analises obtidas in vivo, quando o
extrato é excitado em 532 nm, ou seja, as amostras que sofreram aplicacao de

herbicida tém maior intensidade de fluorescéncia que as amostras controle,
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conforme mostra a Figura 27, para as variedades BRS 245RR, BRS 246RR e
BRS 295RR.
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Figura 27 — Bandas de Emissédo do extrato de clorofila
(CH3OH 85%) — Excitagdo em 532 nm: (a) BRS 245RR; (b)
BRS 246RR e (¢) BRS 295 RR com e sem tratamento pds-
emergente.

Um dos produtos de degradacédo da Chl a € a Feofitina a que absorve
luz e sofre emissdo nesta mesma regido do espectro ®”. O processo de
obtencado da Fecfitina a, a partir da Chl a se da por hidrélise acida.

O herbicida glifosato, por ser um &cido fosfonico "), pode atuar na
degradacéao direta da Chl a, por desmetalacdo, formando complexo com o ion
magnesio, e indireta, por imobilizacdo de Mg e Mn, necessarios para formacao

da clorofila e fotossintese, respectivamente [°.

Também pode atuar no
aumento da acidez na planta favorecendo a hidrdlise acida em sua fisiologia,
implicando na degradacéo indireta da clorofila por feofitinizag&o.

Assim, a reducdo do contetdo da Chl a pode estar relacionado também
com a formagéo da Feofitina a, induzido pelo glifosato, sendo o espectro de
absorcdo de menor intensidade observado no extrato obtido das variedades
pesquisadas relacionado a presenca da Feofitina a, bem como a supressao de
emissdo observada, in vivo, para as amostras tratadas com herbicida. Isto por

que, a Feofitina a possui menor intensidade de absorcdo molecular que a
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clorofila a B% e, diferentemente da molécula de clorofila, a Feofitina a possui
duas bandas de absor¢cédo na faixa de 490 nm a 540 nm, como pode ser
observado pela Figura 28, o que pode favorecer uma maior emissao quando

excitada em 532 nm.
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Figura 2 8 - Espectro eletrénico da clorofila a (—)

e feofitina a (- - -), 7,5 x 10°® mol.L™, a 30,0 ° C,
em acetona. Fonte: SOARES, 2006.

Contudo, as supressdes de intensidades observadas in vivo ndo se
relacionam com a presenca da Feofitina a diretamente, visto que, na folha, in
vivo, apenas a Chl a sofre emissdo na regido entre 600-800 nm do espectro.

A formagéo da Feofitina a, esta relacionada com a desmetalacéo direta
da clorofila e/ou indireta por deficiéncia do macronutriente magnésio na planta.
Neste contexto, determinagfes de alguns macronutrientes foram realizadas.

5.6 Analise Foliar de Ca, Mg, Ke P

A andlise por absorcdo atbmica das amostras visou entender o
comportamento observado em analises do extrato de clorofila das amostras -
que mostraram um comportamento inverso do observado nas analises in vivo-,
ou seja, o aumento de fluorescéncia quando o extrato sofre excitacdo com
energia de 532 nm para as variedades que sofreram aplicacdo do herbicida
frente ao extrato controle, sendo que o mesmo extrato absorve menos, como

mostrado em analises por absorcdo molecular. Este comportamento esta
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relacionado com a presenca da Feofitina a, que possui bandas de absor¢cdo em
540 nm, como demonstrado previamente.

O (¢lifosato, se complexa com o0 ion magneésio e deixa o aparato
fotossintético da planta deficiente do metal, inibindo a complexacéo e formacgéao
da Chl a, favorecendo o aumento da concentracédo da Feofitina a por indireta. A
formacdo da Feofitina a também se da por via direta, através da desmetalacao
da Chl a pelo principal derivado do glifosato, o AMPA 1,

Contudo, a deficiéncia é no aparato fotossintético e ndo na planta, isto
por que o glifosato e seu principal derivado se complexam com o magnésio
evitando que este, se encontre no aparato na forma livre, desfavorecendo a
captacdo pela fisiologia da planta, mas gerando o aumento deste metal na
forma de complexo.

A fisiologia da planta por captacédo via solo e por desmetalacao da Chl a
formando a Feofitina a, fornece o ion magnésio necessario para formacéao dos
complexos com o herbicida e seus derivados, justificando assim, a presenca da
Feofitina a e a maior concentracdo de magnésio encontrada na planta. A tabela
6 apresenta os dados obtidos para a variedade BRS 245RR. De acordo com 0s
resultados, o teor de magnésio, potassio e fésforo aumentaram com o aumento
da concentragédo de aplicacdo de herbicida, evidenciando que o glifosato atua
na captacdo de macronutrientes por complexacao, deixando a planta deficiente

desses nutrientes na forma livre.

Tabela 6 — Concentracdo de macronutrientes (g.Kg') para a variedade BRS 245RR.

VARIEDADE Teor de Teor de o Teor de o Teor de o Teor de o
GTO Ca . Mg . K . P .
(9-Kg™) (9-Kg™) (9-Kg™) (9-Kg™)

00g.L™ 10,9977  0,0505 4,3026 0,0302 1,31 0,02 1,89 0,02

BRS 245RR 375¢g.L" 10,6131  0,1004 4,4613 0,0141 1,61 0,07 2,61 0,06
750g.L" 11,2343  0,0390 4,8559 0,0433 1,82 0,03 4,17 0,02

11,25g.L" 11,6787 0,1156 5,0593 0,0742 1,93 0,04 4,96 0,03

A Chl a é também suscetivel a degradacdo oxidativa na presenca de

acidos graxos saturados " se degradando também, na presenca de acidos
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graxos insaturados. Alguns autores abordaram que, em soja tratada com
glifosato, houve aumento de forma significativa de acidos graxos
monoinsaturados em sementes de soja P8. Neste contexto, foram analisadas
por fluorescéncia, as sementes geradas das variedades que sofreram
tratamento pés-emergente.

5.7 Analise das Sementes por Fluorescéncia
Os espectros obtidos por analise direta das sementes por fluorescéncia
apontam bandas em regides distintas de acordo com a energia de excitacéo,

405 e 532 nm respectivamente, como mostram as Figuras, 29 e 30.
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Figura 29 — Intensidade de Fluorescéncia em Sementes de Soja 245 RR em
Energia de Excitacdo de 405 nm. (a) Sementes CTR e Sementes GTO | e (b)
Sementes CTR e GTO (lll). (colheita — 117 dias apés plantio).
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Figura 30 — Intensidade de Fluorescéncia em Sementes de Soja 245 RR em

Energia de Excitacdo de 532 nm. (a) Sementes CTR e Sementes GTO | e (b)

Sementes CTR e GTO (lll). (colheita — 117 dias apds plantio).
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Em sementes de soja, estdo presentes varias substancias que poderiam
ser responsaveis pelas emissdes observadas. A identificacdo da substancia
principal, responsavel pelas emissfes, ainda € motivo de investigacdo que foge
ao escopo desta pesquisa. No entanto, estudos relataram que a aplicacao de
glifosato reduziu micronutriente tanto em folhas como em sementes %2,

Reducdes significativas em é&cidos, linoléico poliinsaturado e linolénico
acompanhado de aumento significativo em acidos graxos monoinsaturados nas
sementes foram observadas 1%,

As observagfes de diminui¢cdo do parametro fotossintético foliar, somada
a uma baixa disponibilidade de nutrientes induzida por complexacdo com
glifosato e seu principal derivado, o AMPA, se relacionam com o efeito de
supressdo de intensidade de fluorescéncia observado nas sementes. Os
mesmos efeitos foram observados para as sementes das variedades 246 RR e
295 RR. Evidenciando que, a alteracdo fotossintética induzida em planta

tratada com herbicida se propaga nas sementes.
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CAPITULO VI

6 CONCLUSAO

A técnica de andlise por florescéncia in vivo, se mostrou robusta no
processo de avaliacdo dos efeitos, induzido pelo glifosato, em plantas
transgénicas, tipo RR, de soja. Em quatro ensaios realizados, a supresséao de
florescéncia da clorofila foi observada em todas as plantas que sofreram
tratamento com herbicida. Os resultados mostraram que o glifosato atuou como
agente ativo nas alteracbes das atividades fotossintéticas das plantas,
induzindo uma reducdo do teor de clorofila a. Mesmo em quantidade
recomendada, os efeitos inibitérios do herbicida sdo observados por técnica de
fluorescéncia in vivo, onde se observou uma significativa supressdo da
emissao da clorofila.

Os processos precursores das alteracdes fotossintéticas em plantas com
tratamento poOs-emergente sdo especificos, mas ndo unicos. Envolve
processos de imobilizacdo de micronutrientes catibnicos, inibicdo de
fotossintese, reducédo do conteudo da clorofila e sequiestro de magnésio por
complexacdo com glifosato induzindo desmetalacdo da clorofila, gerando a
feofitinizacdo, a partir de hidrélise acida catalisada pela presenca do herbicida
na fisiologia da planta.

Ademais, os resultados também mostraram que o herbicida induziu
alteracdes da resposta de fluorescéncia dos grupos de sementes oriundas de
plantas que sofreram a aspersdo do mesmo. Esse resultado sugere que além
das alteragbes na dinamica de producdo de energia pela planta, o glifosato
alterou a composicao quimica das sementes.

A andlise de fluorescéncia através das razdes de emissdo da clorofila
mostrou-se capaz de detectar as altera¢gdes induzidas pelo uso em excesso do
herbicida mesmo antes da deteccédo visual dos estresses. Portanto, esse tipo
de analise demonstra um grande potencial para ser utilizado no processo de

deteccao prévia do uso excessivo do herbicida.
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