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INTRODUCAO

O modo de agdo de um herbicida corresponde a todo o conjunto
de eventos que ocorrem desde o seu contato inicial com as plantas
até que as mesmas estejam mortas ou com o crescimento paralisado.
As etapas fundamentais para que exista o controle sdo: contato com
a planta; penetracdo (no apoplasto, reversivel e sem gasto de ener-
gia); absorcao (passagem para o simplasto, com gasto de energia e
irreversivel); movimentacao na planta (entre 6rgaos, tecidos, células
€ organelas); metabolismo e outras formas de inativacao ou ativacao;
interacdo com o sitio de acdo e desencadeamento de eventos que efe-
tivamente levam as plantas a paralisagdo do crescimento ou & morte.

Mesmo o glyphosate sendo o herbicida de mais amplo uso e o
mais estudado em todo o mundo, as informacdes disponiveis ainda
sao insuficientes para uma completa compreens&o e descricdo do seu
modo de agdo. Outros capitulos deste livro abordam alguns dos tépi-
cos listados. Este texto se concentrara na discussao da interacdo do
glyphosate com o seu sitio de acao e nos eventos que estao relaciona-
dos a morte das plantas por este herbicida.

Os herbicidas conhecidos até o momento interagem com protei-
nas (na grande maioria enzimas) das plantas, comprometendo a fun-
cionalidade das mesmas. O sitio de acao do glyphosate é a enzima
EPSPs (5-enolpiruvilchiquimato 3-fosfato sintase, E.C. 2.5.1.19). £ o
dnico composto capaz de inibir a sua atividade em doses ou concen-
tracoes que viabilizem o seu uso comercial como herbicida.

A intensidade de agdo de um herbicida sobre uma dada planta
estd relacionada a uma série de variaveis como a dose recebida, a ve-
locidade e intensidade de penetracao e absorcdo, a movimentacgao na
planta e a intensidade de ativacao ou inativacdo. Especificamente em




termos de caracteristicas do sitio de acao, destacam-se a seqléncia
de aminoécidos da proteina / enzima na qual se liga o herbicida e a
abundéncia da mesma nos tecidos vegetais. Em termos de seqiiéncia
de aminodcidos, a alteracdo de apenas uma base nitrogenada no DNA
€, consequentemente, no RNA pode induzir a alteracdo da seqiiéncia
original, criando condigdes para uma ligacdo mais ou menos intensa
do herbicida. A alteracao na sequéncia de bases no DNA e no RNA,
com reflexos na seqliéncia de aminodcidos na proteina / enzima, esta
frequentemente associada a resisténcia de plantas a herbicidas inibi-
dores da ALS, da sintese de carotensides e inbidores do Fotossistema
Il (relacionado a seqiiéncia de aminoécidos da proteina D1). Excetuan-
do-se as culturas transgénicas, que receberam genes que codificam
a sintese de formas da enzima com menor afinidade ao glyphosate,
provenientes de microrganismos, a enzima EPSPs caracateriza-se pelo
alto nivel de conservacio em plantas, ou seja, pela baixa variabilidade
na sequéncia de aminodcidos em seus grupos funcionais. Consideran-
do apenas as caracteristicas do sitio de acéo, a maior ou menor sus-
cetibilidade ao herbicida esta prioritariamente associada 3 abundancia
da enzima EPSPs, que POr sua vez é regulada aos niveis transcricional
(nimero de unidades de RNAmM produzidas) e pés-transcricional (ny-
mero de unidades de RNAmM que efetivamente sdo convertidas em
unidades da enzima).

O elevado nivel de conservagao da enzima EPSPs é responsavel
por uma das mais notaveis caracteristicas do glyphosate: a capacidade
de controlar praticamente todos os tipos de plantas. A dose necessaria
para o controle varia de espécie para espécie, mas todas as plantas
exibem sintomas de intoxicagdo, mais ou menos intensos, quando tra-
tadas com o herbicida. Esta Caracteristica faz do glyphosate um herbi-
cida de amplo espectro de controle, bastante Gtil quando se pretende
o controle de uma comunidade diversificada de plantas daninhas como
nas aplicagbes de dessecacio prévias a semeadura ou plantio de cul-
turas em plantio direto ou cultivo minimo.

As informacdes disponiveis indicam que o sitio de agdo do glypho-
sate € a inibicdo da enzima EPSPs com consequente reducao na dis-
ponibilidade dos aminoacidos aromaticos triptofano, tirosina e feni-
lalanina. Contudo, estudos com o fornecimento destes aminoacidos
a plantas tratadas com glyphosate evidenciam que nem sempre os
efeitos do herbicida podem ser revertidos. Aparentemente, os efeitos
do glyphosate nao podem ser completamente explicados pela interfe-
réncia na sintese protéica e enzimatica. A interferéncia na alocacao do
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carbono e a falha na producao de compostos fenolicos parecem ser as
principais causas da reducéo do crescimento e da morte das plantas,
como serd discutido.

Em funcédo da complexidade do modo de acido do glyphosate,
este texto serd fracionado em tépicos para facilitar a compreensao
pelo leitor.

_ COMPOSTOS E ENZIMAS ENVOLVIDOS NA ROTA DO
ACIDO CHIQUIMICO

A rota do acido chiquimico, na qual o glyphosate atua, produz
compostos fundamentais para o desenvolvimento vegetal. O principal
produto da rota sdo os compostos fendlicos que podem representar
até 35% da biomassa vegetal (Boudet et al., 1985). Segundo os auto-
res, cerca de 20% de todo o fluxo de carbono nas plantas é proces-
sado pela rota do 4cido chiquimico. As rotas envolvidas na producao
de aminodcidos aromaéticos e compostos fendlicos sdao descritas em
um grande numero de trabalhos cientificos. Para simplificar a analise
das informagées, alguns trabalhos representativos foram seleciona-
dos e a rota do acido chiquimico, essencial para a producao destes
compostos, € descrita na Figura 1. As sete reagoes iniciais até a pro-
ducédo do corismato sao similares em todas as espécies de plantas e
microrganismos.

Embora alguns compostos como o acido galico e os taninos hidro-
lisdveis possam ser produzidos a partir de compostos iniciais da rota, a
grande maioria das substancias é produzida a partir do acido corismico
(ou corismato). Este composto corresponde ao primeiro ponto de divi-
sao da rota. Os principais produtos que derivam do corismato sao os
trés aminodcidos aromaticos (tirosina, fenilalanina e triptofano), mas
ha também a producdo do p-hidroxibenzoato e do p-aminobenzoato.
Cada um dos aminoécidos aroméaticos da origem a diversas familias
de compostos envolvidos na regulacao do crescimento ou na defe-
sa de plantas, destacando-se os taninos condensados, antocianinas,
vitamina E, &cido indolacético (AlA), 4cido salicilico, lignina, flavonas,
isoflavonas, fenilpropanéides e cumarinas, fundamentais para o cres-
cimento e desenvolvimento vegetal. Mas nem todos os compostos
produzidos a partir do corismato derivam destes trés aminoacidos. Por
exemplo, o AlA (Acido Indolacético) pode ser produzido a partir do trip-
tofano, mas também a partir do antranilato.
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Figura 1 — Esquema da producio de aminoacidos aromaticos e compostos fendlicos. Sumério
das informagdes apresentadas por: Taiz & Zeiger (2002); Rippert et al. (2004); Ossipov et al.
(2003); Tanner et al. (2003); Wildermuth et al. (2001); Buchanan et al. (2000): Guillet et al. (2000);
Mauchi-Mani & Slusarenko (1996) e Mousdale & Coggim (1991).

N&o esta claro como a regulacdo desta rota ocorre e se 0s siste-
mas de controle sdo similares nas varias espécies de plantas e mi-
crorganismos. As poucas informacdes disponiveis indicam que néo.
Exemplificando esta complexidade, Duke et al. (1980) observaram que
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a aplicacao de inibidores da PAL (fenilalanina-aménia-liase) implica na
deple¢do dos niveis de trans-cinamato, no aumento das concentra-
¢oes de fenilalanina e tirosina, além do aumento da gquantidade ex-
traida da propria enzima. Os resultados indicam que a abundancia da
enzima ¢ regulada pelas concentragdes do substrato (fenilalanina) e /
ou do produto (4cido transcindmico ou transcinamato). A aplicacao do
glyphosate também reduziu as concentracées de tirosina e fenilalani-
na, mas elevou a abundancia da enzima. Os resultados indicam que
nem sempre € possivel concluir que produtos distantes do sitio de
acao do glyphosate (EPSPs) terdo sua sintese bloqueada ou intensa-
mente reduzida pela aplicacdo do glyphosate, em funcao da presenca
de sistemas de controle da rota que podem compensar, ao menos
em parte, a menor sintese de alguns dos compostos intermediarios.
De modo geral para herbicidas, quanto menor o nimero de reagoes e
enzimas que separam um determinado composto de interesse até o
sitio de agdo (no caso do glyphosate a EPSPs) maior a probabilidade
de que as concentragdes do mesmo sejam reduzidas como resultado
da aplicagao do herbicida.

Quanto aos efeitos dos compostos ou classes de compostos
destacados na Figura 1, discutiremos apenas alguns exemplos con-
siderados de maior relevancia. O primeiro refere-se a producao do
acido indolacético (AIA) que é completamente dependente da rota
do acido chiquimico. Alteracdes na atividade da enzima EPSPs e
de outras enzimas envolvidas na producdo de aminoacidos aroma-
ticos e compostos fendlicos podem alterar, de modo significativo,
as concentragdes deste importante regulador de crescimento. Den-
tre as suas varias fungdes nas plantas, o AlA ¢ fundamental para a
elongacdo celular, a dominancia apical, o crescimento de caules e
raizes (principalmente em termos de profundidade) e producao de
xilema (Taiz & Zeiger, 2002). Um exemplo pratico da interferéncia do
glyphosate na sintese de AIA ocorre quando se da, na aplicacao de
glyphosate como maturador em cana-de-agtcar, um efeito secun-
dario e a quebra da dominancia apical (com morte ou nao da gema
apical) e a brotacdo de gemas laterais. Ndo foram encontrados tra-
balhos procurando utilizar o glyphosate, aplicado em baixas doses,
para quebrar a dominancia apical e estimular a brotacao de gemas
laterais, mas ha um grande potencial de uso do herbicida com este
fim, tanto em plantas daninhas quanto cultivadas. Um possivel uso
é estimular a brotagado de plantas com reproducao vegetativa, facili-
tando o seu controle por uma segunda aplicacdo do composto.
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O conjunto de compostos fendlicos pode ter efeitos importantes
na absorgao de luz, interferindo no processo fotossintético ou prote-
gendo as plantas contra os efeitos da radiacdo ultravioleta. Efetiva-
mente, Gitz et al. (2004) observaram gue os compostos fendlicos tém
uma importante fungdo como filtros de luz, com comprimentos de
onda correspondentes ao UV-B.

Um outro grupo importante de substancias sio os taninos, com-
postos polifendlicos com capacidade de afetar o crescimento de inse-
tos e outros animais herbivoros, além de microorganismos, através
da precipitacdo de enzimas e proteinas (Polya et al., 1995: Kawamoto
et al.,, 1996; Mila et al,, 1996; Salminen et al., 2001; Hartzfeld et al.,
2002; Salminen et al.,, 2002 e Taiz & Zeiger, 2002). Tais compostos
estao distribuidos em duas classes distintas destacadas na Figura 1.
Os taninos condensados ou pré-antocianidinas sdo formados pela poli-
merizacao de unidades de flavondides. Ja os taninos hidrolisaveis deri-
vam do acido galico, correspondendo a polimeros de acidos fendlicos
e agucares simples. Quando o acido fendlico é o proprio acido galico,
0s compostos sao denominados galotaninos. Os galotaninos podem
sofrer reacoes de oxidacao, produzindo os elagitaninos, em que o 4ci-
do fendlico presente é o elagico. Informacodes adicionais sobre a es-
trutura e sintese destes compostos podem ser obtidas nos trabalhos
de Tanner et al. (2003), Laitaine et al. (2002), Hagerman (2004), Yoshi-
da et al. (1999) e Ossipov et al. (2003) além dos trabalhos ja citados
neste paragrafo. Destaca-se o trabalho de Mila et al. (1996) que cita
gue os taninos podem representar até 50% do peso seco de algumas
especies vegetais e as elevadas quantidades em que ocorrem fazem
com que apresentem importantes efeitos em animais e microrganis-
mos, embora a toxicidade destes compostos seja relativamente baixa.
A andlise da sintese de taninos indica a dificuldade em inferir sobre
0 controle de rotas metabdlicas em plantas. O blogueio da enzima
EPSPs resulta na acumulacao de 4cido chiquimico, um precursor dos
taninos hidrolisaveis e reduz a disponibilidade de fenilalanina, precur-
sor dos taninos condensados. Portanto, ndo ha como generalizar con-
clusdes sobre efeitos do glyphosate para os taninos em geral. As duas
sub-classes de compostos (hidrolisaveis e condensados) tém que ser
tratadas separadamente.

A sintese de antocianinas, flavondides e isoflavonosides também
esta relacionada a esta rota. As antocianinas estio envolvidas na ex-
pressdo de um grande nimero de cores importantes na relacdo com
animais (incluindo insetos) benéficos ou prejudiciais as plantas. Os fla-

vonoides sao importantes para filtrar e evitar danos provocados por
luz ultravioleta. Os isoflavondides sao compostos fregientemente en-
contrados em leguminosas e com importantes funcdes na protecao
contra insetos e patdgenos.

A lignina é uma molécula fendlica altamente complexa e que so é
menos abundante em plantas do que a celulose. A estrutura da lignina
ainda ndo é completamente conhecida, mas a sua presenca é funda-
mental para a rigidez das células e tecidos, interferindo na gualidade
da madeira e na resisténcia a estresses bidticos e abidticos. A sintese
deste composto e a eficacia como agente de reagao a estresses é
discutida em vérios trabathos, detacando-se Raes et al. {2003), Taiz &
Zeiger (2002) e Cabané et al. (2004).

Um outro composto fendlico de grande relevancia é o acido salici-
lico. A relacdo do glyphosate com a sintese deste composto tem sido
bastante discutida em funcéo da importancia do mesmo em termos
de indugéo de resisténcia a patégenos. O acido salicilico é o principal
composto sinalizador envolvido no acionamento de genes de resis-
téncia a patdgenos biotroficos. Quanto & sua sintese, predominam as
informagodes indicando a via fenilalanina—~acido trans-cinamico—&cido
benzoico—>4cido salicilico como a Gnica ou a predominante em plan-
tas (Ward et al. ,1991; Ryals, 1996; Popova et al., 1997: Buchanan et
al. , 2000; Gaille et al., 2002; Ruuhola & Julkinen-Titto, 2003 e Shah,
2003). Contudo, trabalhos recentes tém indicado, também., a atividade
da via corismato~>isocorismato~3&cido salicilico com a participacdo da
enzima isocorismato sintase (Tegelen et al., 1999; Shah, 2003 e Wil-
dermuth et al., 2001).

Sharon et al. (1992) observaram que doses sub-letais de glyphosa-
te reduziram a producao de fitoalexinas que derivam da rota do &cido
chiquimico e aumentaram o potencial de controle de Cassia obtusifolia
pelo fungo Alternaria cassiae. Na presenca do herbicida, foi possivel
reduzir em cinco vezes a quantidade de esporo necessaria para pro-
mover o controle da planta daninha. Os autores ndo avaliaram e nio
discutem possiveis efeitos do glyphosate sobre a producao de éacido
salicilico.

A relacao do glyphosate com a ocorréncia de doengas com a sin-
tese do acido salicilico e fitoalexinas nao é simples e demanda muito
mais informagdes do que as disponiveis para ser compreendida. O
acido salicilico ndo é uma fitoalexina, nao interferindo diretamente nos
patoégenos, embora existam trabalhos indicando que o mesmo pode
desempenhar papel importante na apoptose celular por intensificar o



estresse oxidativo em tecidos Proximos a pontos iniciais de infeccao.
E um composto sinalizador e amplificador de sinais, que induz a ex-
pressao de genes de resisténcia (Figura 2). Para simplificar a andlise
do assunto, apresentaremos algumas informacgoes sobre sistemas si-
nalizadores em plantas.

As defesas das plantas a agentes bioticos (pragas, doengas e in-
terferéncia de plantas daninhas) e abi6ticos de estresse podem ser
constitutivas ou induzidas. Na Figura 2, estdo sumarizadas as informa-

¢oes disponiveis sobre os sistemas de reacdo ou defesa das plantas
que serao discutidas nesse item.
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Figura 2 — Sumdrio das informagdes sobre os sisternas de autodefesa das plantas.
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Inicialmente, os danos provocados por agentes bidticos ou abibii-
COs sao reconhecidos pelas plantas que acionam sistemas de sinaliza-
¢ao e amplificacdo de sinais. Esta etapa inicial de reconhecimento dos
danos é a menos conhecida em termos de literatura. Embora sejam
freglientes os trabalhos com identificacao de eliciadores de pragas e
doencas, pouco se sabe sobre a recepcao e reconhecimento dos mes-
mMos pelas plantas. Dentre as poucas informacdes disponiveis, Taiz e
Zeiger (2002) citam que as proteinas R, envolvidas na resisténcia de
patdégenos e com grupos ricos em cisteina, tém grande afinidade com
os eliciadores desses organismos, podendo atuar como um sistema
de reconhecimento e acionamento dos mecanismos sinalizadores. A
importancia dos sistemas de reconhecimento também & discutida por
Buchanan et al. (2000).

A partir do reconhecimento inicial, as rotas metabolicas sdo con-
troladas pelos sistemas sinalizadores que, também, podem ser de-
nominados de sistemas sincronizadores, garantindo gue as respostas
das plantas serdo desencadeadas nas intensidades e niveis corretos.

Os compostos sinalizadores associados a sintese de compostos
fenolicos sdo o acido salicilico (SA) e o metil-salicilato. No caso do
acido salicilico, a resposta das plantas é sistémica, ou seja, todos os
tecidos da planta sdo envolvidos na resposta ao estresse ou ao sina-
lizador. Conforme seré visto adiante neste texto, o SA e 0 MeSA sao
capazes de induzir a sintese deles proprios, atuando, também, como
amplificadores de sinais.

Os sistemas sinalizadores conhecidos até o momento ativam ge-
nes de resisténcia, promovendo reacdes genéricas ou especificas nas
plantas. Apés a deteccado do estresse ou a detecgéo do agente causal,
varias rotas metabolicas podem ser ativadas ou inibidas nas plantas,
modificando toda a sintese e acumulagao de compostos. Os principais
tipos de reacédo das plantas a estresses sjo:

* Producédo e acumulacio ou liberacdo de compostos secunda-
rios. Os compostos mais freglientemente associados a patogenos,
Insetos e efeitos alelopaticos sdo os fendlicos e terpénicos.

* Producédo e acao de proteinas de resisténcia como a fenilalani-
na amonia liase (PAL), envolvida na producéao de compostos fendlicos,
com destaque para 0 4cido salicilico e para a lignina.

* Intensificagdo ou bloqueio de sistemas antiestresse com acu-
mulagao ou inativacdo de especies ativas de oxigénio (AOS).

* Modificagdes estruturais podem dificultar novos ataques, in-
fecgdes ou minimizar os efeitos de estresses abidticos, destacando-se



0 estresse hidrico. Destaca-se 0 aumento na sintese de lignina asso-
ciado ao aumento da atividade da PAL

® A reacdo de hipersensibilidade ou morte celular ¢ o principal
mecanismo de defesa de plantas a patégenos e tem como principais
determinantes a acumulagao de 4cido salicilico, compostos fendlicos
e AOS.

* Varios sistemas amplificam os sistemas sinalizadores, intensi-
ficando a reacao da planta.

O &cido salicilico esta prioritariamente associado a resisténcia a
doengas promovidas por patégenos biotréficos. Mas o crescimento
de plantas associado & resisténcia a doencas ndo pode ser analisado
de modo reducionista, considerando-se que a sintese de 4cido sali-
cilico e a indugédo de genes de resisténcia por este composto sera
sempre efetiva e benéfica. Em muitas situacdes, infecgdes que levam
@ um pequeno comprometimento da area foliar sao suficientes para
promover grandes reducdes de produtividade em diversos tipos de
culturas. Os efeitos das doengas precisam ser analisados sob a Otica
da expressdo génica e da acumulacao de compostos, com capacidade
de controlar os patdgenos, mas que também podem intoxicar e limi-
tar o crescimento das proprias plantas. Quando as plantas portam os
genes corretos de resisténcia, a inducéo da expressao dos mesmos
pelo acido salicilico pode ser relevante em termos de resisténcia a do-
€Nncas, mas se 0s genes sao incorretos e incapazes de induzir & restri-
¢do do crescimento do patégeno, o efeito pratico da maior expressao
dos mesmos pode ser a limitagcdo do crescimento da planta, por um
processo autotdxico ou pelo gasto excessivo de energia. Exemplos
de substancias relacionadas a defesa contra patogenos e que podem
interferir negativamente no crescimento de plantas s&o os compostos
fendlicos em geral (com intensa absor¢do de luz e uma elevada de-
manda de energia para a sua producéo), destacando-se a lignina.

Justificando o exposto, destaca-se o trabalho de Ruuhola & Julkinen-
Titto (2003), indicando que a producéo de 4cido salicilico e de compos-
tos fendlicos a ele associados foram importantes para a resisténcia de
Salix petandra a patdégenos, mas limitaram o crescimento das plantas.
Resultados similares foram obtidos por Mauch et al. (2001), trabalhando
com Arabidopsis thaliana. Um exem plo de composto fendlico associado
ao SA é a lignina. Modificagdes na produgéo deste polimero podem ter
importantes implicagées na defesa da planta e no seu uso para fins indus-
triais. Corroborando as informagdes apresentadas por Mauch et al. (2001)

GLYPHOSATE .

e Ruuhola & Julkinen-Titto (2003), Velini et al. (2008) observaram que o
blogueio parcial da enzima EPSPs, através da aplicacéo de baixas doses
de glyphosate, implicou em estimulos ao crescimento de varias espécies
vegetais, incluindo eucalipto, pinus, milho e soja (ndo transgénica e susce-
tivel ao glyphosate) conforme pode ser observado na Figura 3.

Control | Growth stimulus | Growth inhibition

B Rl o

1360 | 720

i glyphosate rates (g of a.e./ha)

Figura 3 - Efeitos de doses de glyphosate sobre o crescimento de Eucalyptus grandis.

Deve ser destacado que Rippert et al. (2004) evidenciaram gue a
rota do 4cido chiquimico esta indiretamente envolvida com um segun-
do mecanismo de acdo de herbicidas. O composto DKN (metabdlito
ativo do isoxaflutole) atua na conversao de hidroxifenilpiruvato (pro-
duzido a partir de tirosina) a homogentisato. O homogentisato &, por
sua vez, utilizado na produgdo de tocoferol, tocotrienol e Vitamina E,
importantes compostos antioxidantes. Os autores observaram gue a
atividade da EPSPs estd diretamente relacionada as guantidades acu-
muladas de tirosina, tocoferol, tocotrienol e Vitamina E, com Impor-
tantes efeitos na tolerdncia ao estresse oxidativo, além de implicar no
aumento da resisténcia ao DKN (metabdlito ativo do isoxaflutole).

Citamos apenas alguns exemplos de COMpostos e processos que
podem estar associados & rota do &cido chigquimico com o objetivo
de evidenciar a importancia desta rota, em termos de crescimento
e desenvolvimento vegetal. O blogqueio dos passos iniciais da rota
pode modificar a produgdo de vérios compostos fundamentais para a
continuidade da vida das plantas. Os intrincados sistemas de controle
da rota, fundamentados nas concentracées de substratos e produtos
de cada reacdo, podem direcionar a rota ainda mais carbono do que
os cerca de 20% normalmente verificados em plantas, na auséncia
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do herbicida (Boudet et al., 1985). Shultz et al. (1990) verificaram que
apos o tratamento com glyphosate, apenas o chiquimato e o chiqui-
mato-3-fosfato podem representar até 16% do peso seco dos tecidos
que atuam como drenos de fotoassimilados.

Finalmente, a rota do 4cido chiquimico é responsavel pela produ-
cao dos trés aminoacidos aromaticos tirosina, fenilalanina e triptofa-
no, fundamentais para a continuidade da sintese protéica nas plantas.
Todas as enzimas demandam tais aminoéacidos. Com a reducao das
concentragoes dos trés aminoacidos aromaticos nas plantas, todos os
processos que demandam a participacdo de proteinas / enzimas sdo
indiretamente afetados.

A agdo do glyphosate estad certamente associada ao blogueio da
enzima EPSPs e a prova definitiva disso ocorreu com o desenvolvimen-
to de variedades com sequéncias alteradas desta enzima (com menor
afinidade ao glyphosate) e / ou com maior expressao do gene associado
a esta enzima. Mas os eventos pés-inibicao da EPSPs, gue levam as
plantas @ morte,nao estao claramente estabelecidos. A sua acao resulta
da inibicao da rota do &cido chiquimico, mas ndo esta correto dizer gue o
seu efeito decorre apenas do bloqueio da sintese dos aminoacidos aro-
maticos. Em geral, a suplementacdo com estes trés aminoacidos nao é
suficiente para reverter os efeitos do glyphosate. A morte das plantas
deve ser associada aos trés efeitos mencionados: 3 falha na producao
de um vasto conjunto de compostos que derivam da rota; a desregula-
¢ao do fluxo de carbono e & reducao da sintese protéica em funcéo da
reducao das concentragdes dos aminoacidos aromaticos.

CARACTERIZACAO DO SiTIO DE ACAO DO GLYPHOSATE

A enzima EPSPs é codificada no nlicleo e desempenha sua funcgao
no cloroplasto (Stauffer et al., 2001). E importada pelos cloroplastos a
partir do citoplasma como um precursor. Catalisa a ligacao dos com-
postos chiquimato-3-fosfato e fosfoenolpiruvato, produzindo o enolpi-
ruvilchiguimato-3-fosfato e fosfato inorganico (Peterson et al., 1996).
Segundo Hess (1993) o glyphosate ¢ um inibidor nao competitivo e
competitivo, respectivamente, com os dois substratos. A enzima re-
age inicialmente com o Chiguimato-3-fosfato (S3P) e depois com o
Fosfoenolpiruvato (PEP). A afinidade do glyphosate com o complexo
EPSPs-S3P & 75 vezes maior do que a do PEP: a velocidade de disso-
ciacao do glyphosate do sitio de acdo é 2000 vezes menor do gue a do

PEP (Ream et al., 1992). O glyphosate ndo ¢ um anéalogo do PEP, pois
inibe apenas a EPSPs e nédo outras PEP-enzimas e porque a ligacao do
glyphosate e do PEP a EPSPs nao séo idénticas; a ligagao do glypho-
sate provavelmente ocorre no sitio de ligagado do fosfato nesta enzima
(Fedke & Duke, 2004). Na reagao inversa, o glyphosate ¢ competitivo
com o fosfato inorgéanico.

Chiquimato-3-fosfato (S3P) + Fosfoenolpiruvato (PEP)

=]

5-Enolpiruvilchiguimato-3-fosfato + Fosfato Inorgéanico

As enzimas EPSPs, provenientes de diferentes espécies, podem
diferir drasticamente quanto & afinidade com o glyphosate; os valores
de Ki encontram-se entre 80nM em Pisum sativum e 1-5uM em mi-
crorganismos (Fedke & Duke, 2004).

Ainibicdo da EPSPs leva ac acimulo de altos niveis de chiquimato
nos vacuolos o que é intensificado pela perda de controle do fluxo de
carbono na rota (Alves, 2000; Singh & Shaner, 1998).

Os processos de obtencdo de plantas resistentes ou tolerantes ao
glyphosate séo discutidos por Shaner & Bridges (2002) e Meilan et al.
(2002), sendo guase sempre fundamentados na superexpressio do
gene responsavel pela produgéao da enzima EPSPs ou no uso de se-
quéncias de aminoacidos que condicionam maior afinidade da enzima
com o PEP, que se liga ao chiquimato na producéo do EPSP (como por
exemplo a configuracédo correspondente ao gene CP4 EPSPs de Agro-
bacterium apresentada por Harrison et al., 1996). Nos cultivares de
soja resistentes ao herbicida, as duas modificacbes estdo presentes.
H& uma terceira possibilidade, utilizada com menor freqiéncia, que
€ a insercdo do gene GOX (glyphosate oxiredutase, responséavel pela
transformacao do glyphosate em glyoxylato e no metabdlito inativo
AMPA — acido aminometil fosfonico).

A andlise dos trabalhos de Baerson et al. (2002a), Baerson et al.
{2002b) e Yuan et al. (2002) indica que, especificamente em termos
de sitio de acéo, as possibilidades para o desenvolvimento de plantas
daninhas resistentes ao glyphosate sao: 1) presenga de mutagdes de
ponto que aumentam a atividade da enzima EPSPs; 2) presenca de



mutagoes de ponto que reduzem a afinidade da enzima com o glypho-
sate; 3) maior producao da enzima EPSPs em gendtipos resistentes
sendo que a alteracdo pode ocorrer ao nivel transcricional ou pos-
transcricional. A menor absorgdo, a menor movimentagio e o maior
metabolismo em plantas completam a lista dos mecanismos nao ex-

cludentes, pelos quais as plantas daninhas podem se tornar resisten-
tes ao glyphosate.

MOVIMENTACAO NAS PLANTAS

Em termos de movimentacdo nas plantas, o glyphosate é translo-
cado pelo simplasto, com actimulo em tecidos subterraneos, tecidos
imaturos e meristemas. A translocacao via apoplasto & limitada, prova-
velmente em funcao do herbicida se ligar a cétions (principalmente os
bi e trivalentes) abundantes na seiva bruta. Ou seja, mesmo que haja
a translocacdo, o mais provavel ¢ que o glyphosate seja inativado pela
complexagdo com os cations presentes. Quanto & movimentacdo do
apoplasto para o simplasto, Denis & Delrot (1993) e Morin et al. (1997)
demonstraram que proteinas de transporte de fosfatos, presentes nas
membranes de Vicia faba e Catharanthus roseus, respectivamente, fa-
cilitaram a absorcéo do glyphosate.

O fato de o glyphosate ter seu transporte facilitado por proteinas
de transporte de fosfato em plantas é bastante relevante. A expressao
do gene associado a este transportador pode alterar a efic4cia com
que o glyphosate é absorvido (transportado do apoplasto ao simplas-
to) e translocado em plantas. As informacoées sobre o transporte do
glyphosate em membranas sao restritas, mas a dependéncia de prote-
inas de transporte de fosfato, conforme evidenciado nos trabalhos de
Denis & Delrot (1993) e Morin et al. (1997) cria varias interfaces entre o
conhecimento do glyphosate, a nutricdo de plantas e o melhoramento
vegetal. Plantas ou genotipos com maior expressao do gene associa-
do a proteina de transporte de fosfato provavelmente terdo uma maior
absor¢ao e translocacio do glyphosate apresentando-se mais susceti-
veis ao herbicida.

A relacdo do glyphosate com o fésforo torna-se ainda mais com-
plexa quando se considera que o fosfato e o glyphosate utilizam os
mesmos sitios de sorcdo no solo e que baixas doses de glyphosate
podem estimular a absorcao do nutriente (Carbonari et al., 2007a; Car-
bonari et al., 2007b; Godoy, 2007). Nos trabalhos citados, os estimulos

do glyphosate & absorgao de fésforo foram verificados para eucaliplo e
soja (convencional e resistente ao glyphosate). Se o glyphosate utiliza
as proteinas de transporte de fosfato e induz a aumentos na absorcao
deste nutriente (provavelmente em fu ncao da maior expressao de pro-
teinas de transporte), é possivel que o glyphosate tenha a capacidade
de estimular a sua prépria absorcéo e transporte, o que justificaria, ac
menos em parte, a maior eficiéncia de aplicagdes seqiienciais do her-
bicida em plantas daninhas de dificil controle.

CURVAS DE DOSE DE GLYPHOSATE E RESPOSTAS EM
TERMOS DE INIBICAO DAS PLANTAS

As curvas de dose x resposta para a grande maioria de combina-
¢oes entre herbicidas e plantas indicam a auséncia de efeitos em baixas
doses e a acdo inibitéria em doses acima de um determinado limiar.
Considerando as doses, ha uma faixa inicial em gue nao sado encon-
trados efeitos e uma segunda faixa em que o efeito & continuamente
intensificado com o aumento da dose do composto. Em doses muito
altas, ha a estabilizacdo dos efeitos sem grandes ganhos em termos de
controle com aumentos das doses do herbicida. O modelo gue melhor
descreve este padréo de reposta de plantas a doses crescentes de her-
bicidas € o desenvolvido por Streibig (1980) apresentado a seguir:

y=F(x):*k—+d

he b

l+e™x

Especificamente para o glyphosate, os trabalhos de Schabenber-
ger et al. (1999), Wagner et al. (2003), Duke et al. (20086), Cedergreen
et al. (2007), Godoy (2007), Carbonari et al. (2007a), Carbonari et al.
(2007b) e Velini et al. (2008) observaram que baixas doses do herbicida
podem estimular o crescimento de plantas. O estimulo de crescimen-
to de uma planta por baixas doses de um composto toxico é deno-
minado “hormesis”. Quando o estimulo ao crescimento em baixas
doses ¢ verificado, o modelo mais adequado para representar curvas
de dose x resposta é o de Brain & Cousens (1989) descrito a seguir:



k+ fx

y= F(x) =
1+ e x"
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_ Godoy (200_7} observou que os estimulos do glyphosate ao cres-
cmjerjto da soja (convencional nao resistente ao herbicida) foram
mais mtens}os em tratamentos com menor disponibilidade do fosforo
no solo. H& vaérios trabalhos em que estimulos de crescimento por
bglxas_ doses de glyphosate ocorreram mas nao foram detectadog e
djscutrdo_s pelos autores. A luz do conhecimento atual, o estimulo
dp FreSC|ment0 de plantas por baixas doses de glyphc;sate € uma
hlpotesc? que deve ser sempre considerada. O uso de modelos de
L(—:ég;issao cc]inx[encionais pode ser feito apenas apds a comprovacao

e 0s efeltos estimulos i ai

R e e 0s de crescimento em baixas doses (hor-

Os estimulos em baixas doses indicam um comportamento que
provavelmente nao é Unico, mas & pouco freqlente entre os herbici-
das. Algumas vezes os estimulos observados nos trabalhos citados
ocorrem em doses muito baixas do herbicida (1,8 @ 3,6 g do écidc;
g!yphosqte / ha) e, quando as concentragoes deste acicjo fendlico fo-
ram‘avahadas: estiveram sempre associados a aumentos nas concen-
tra;oes do &cido chiquimico nas plantas, indicando que a acao resulta
da interagcao do glyphosate com a enzima EPSPs. Os trabalhos citados
mostram que a faixa de doses em que o glyphosate nao atua em plan-
tas € bastante estreita podendo ser de apenas O a 1,8 g do 4cido / ha
em algumas espécies. Acima desta dose ha uma segunda faixa dé
dose; em que “podem ocorrer” estimulos de crescimento. Em uma
terceira faixa de doses (em geral acima de 7,2a36 gdo éci.do / ha) é
que se verificam os efeitos inibitérios sobre plantas.
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