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RESUMO

O glifosato (N-(fosfonometil)glicina) ¢ um dos herbicidas mais utilizados na agricultura
mundial. Ele atua de forma sistémica na planta, inibindo a enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-
fosfato sintase, uma enzima importante na via do acido shikimico. Sabe-se que a acdo do
glifosato bloqueia a sintese de aminodcidos aromadticos e de metabolitos secundarios,
importantes para a defesa das plantas. No entanto, pouco se sabe como outras rotas metabdlicas
sdo afetadas por este herbicida. Ademais, culturas ndo transgénicas e, portanto, ndo resistentes
ao glifosato, como o feijao-caupi, podem ser expostas acidentalmente a este herbicida,
principalmente por deriva de pulverizagdo. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo
analisar os efeitos da exposi¢do ao glifosato em parametros morfoldgicos, fisioldgicos, e
metabolicos do feijdo-caupi. Para isso, trés experimentos foram conduzidos, sendo o primeiro
com diferentes dosagens de glifosato (0,0; 62,5; 125; 250; 500; e 1000 mg L) para avaliacdo
de estresse oxidativo e perfil metabolico. Os resultados demonstraram que apenas doses acima
de 125 mg L! induziram estresse oxidativo, evidenciados pelo aumento da concentracio de
malondialdeido (MDA). A partir deste experimento, outros dois foram realizados com a
dosagem de 125 mg L! de glifosato, em que analises de perfil metabolico, estresse oxidativo,
morfologia e fisiologia das plantas foram realizadas. A aplicacdo de 125 mg L' de glifosato
praticamente nado afetou as trocas gasosas e o aparato fotoquimico, mesmo com diferencas
pontuais em Y(NA) e ETR(I). No entanto, apds 7 dias da aplicacdo, plantas expostas ao
glifosato apresentaram menor acumulo de a biomassa seca. No metabolismo, ao analisar
diferentes concentragdes do herbicida, foi possivel verificar uma alteragdo significativa em
metabolitos como malato, citrato, glicerato e glutamato, sugerindo que o glifosato altera
metabolitos associados com a fotorrespiragdo e aos ciclos do 4cido citrico (TCA) e glutamina
sintetase — glutamato sintase (GS-GOGAT). Sob a dose de 125 mg L', foi observado acumulo
de shikimato e ureia, juntamente com alteracdes de aminoacidos e carboidratos. Além de
confirmar que o glifosato altera a via do 4cido shikimico, nossos resultados revelam que a
aplicacao deste herbicida também altera o nivel de metabdlitos dos metabolismos do carbono e
nitrogénio, possivelmente como um efeito secundario e/ou uma agao direta do herbicida sobre

enzimas dos ciclos TCA e/ou GS-GOGAT.

Palavras-chave: glifosato; feijao-caupi; morfologia; fisiologia; metabolismo.



ABSTRACT

Glyphosate (N-(phosphonomethyl)glycine) is one of the most widely used herbicides in
agriculture worldwide. It acts systemically in the plant, inhibiting the enzyme 5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase, an important enzyme in the shikimate pathway. It
is known that glyphosate blocks the synthesis of aromatic amino acids and secondary
metabolites, which are important for plant defense. However, little is known about how other
metabolic pathways are affected by this herbicide. In addition, non-transgenic crops that are not
resistant to glyphosate, such as cowpeas, may be accidentally exposed to this herbicide, mainly
through spray drift. In this sense, this study aimed to analyze the effects of glyphosate exposure
on morphological, physiological, and metabolic parameters of cowpeas. To this end, three
experiments were conducted, the first with different doses of glyphosate (0.0, 62.5, 125, 250,
500, and 1000 mg L) to assess oxidative stress and metabolic profile. The results showed that
only doses above 125 mg L induced oxidative stress, evidenced by an increase in
malondialdehyde (MDA) concentration. Based on this experiment, two others were conducted
with a dosage of 125 mg L' of glyphosate, in which analyses of metabolic profile, oxidative
stress, morphology, and physiology of the plants were performed. The application of 125 mg
L' of glyphosate had virtually no effect on gas exchange and the photochemical apparatus,
even with occasional differences in Y(NA) and ETR(I). However, 7 days after application,
plants exposed to glyphosate showed lower dry biomass accumulation. In metabolism, when
analyzing different concentrations of the herbicide, it was possible to verify a significant change
in metabolites such as malate, citrate, glycerate, and glutamate, suggesting that glyphosate alters
metabolites associated with photorespiration and the citric acid (TCA) and glutamine
synthetase-glutamate synthase (GS-GOGAT) cycles. At a dose of 125 mg L', accumulation of
shikimate and urea was observed, along with changes in amino acids and carbohydrates. In
addition to confirming that glyphosate alters the shikimic acid pathway, our results reveal that
the application of this herbicide also alters the level of metabolites in carbon and nitrogen
metabolism, possibly as a secondary effect and/or a direct action of the herbicide on enzymes

in the TCA and/or GS-GOGAT cycles.

Keywords: glyphosate; cowpea; morphology; physiology; metabolism.
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1 INTRODUCAO

O feijao ¢ uma das leguminosas mais cultivadas no mundo. Segundo dados da
Organizagao Mundial das Nag¢des Unidas para a Alimentacao e Agricultura (FAO), o feijao ¢
produzido em mais de 100 paises, sendo o Brasil o segundo maior produtor com uma producao
média de aproximadamente 3 milhdes de toneladas por ano e produtividade de 1.1 toneladas
por hectare (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2025). Dentre as
espécies de feijao cultivadas no Brasil, o feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.), conhecido
popularmente como feijdo-de-corda, tem grande relevancia para a agricultura do Nordeste.
Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), fornecidas pelo Instituto
Brasileiro de Feijao e Pulses (IBRAFE, 2022), o feijao-caupi ¢ o segundo mais expressivo em
termos de producdo, sendo mais produzido na regido nordeste, que corresponde a 75% da
produgdo nacional. Essa espécie possui ampla importancia socioecondmica, especialmente em
regides semidridas e tropicais do mundo, além de ser uma das principais fontes de proteina
vegetal (Freire Filho et al., 2011). Adaptado as condigdes tropicais, a cultura se destaca por sua
boa adaptagdo a solos pobres, resisténcia a altas temperaturas e a regides que sofrem de escassez
hidrica, tornando-a essencial para a seguranca alimentar em areas de vulnerabilidade social e
de agricultura familiar (Junior et al., 2017). O manejo de plantas daninhas continua sendo um
dos maiores desafios no sistema produtivo agricola. Neste sentido, o uso de herbicidas se mostra
como uma alternativa eficaz para mitigar esse problema na agricultura moderna. Porém, o uso
indiscriminado ou mal realizado de herbicidas pode afetar plantas ndo resistentes (como o
feijdo-caupi) e a estabilidade do meio ambiente.

Dentre os tipos de herbicidas mais usados no mundo est4 o glifosato [N-(fosfonometil)
glicina], uma substancia de ac¢do sistémica que, ao ser absorvida pelas partes verdes da planta,
folhas e caule, ¢ transferida via floema para as raizes (Pérez et al., 2011). O glifosato atua na
inibicdo da enzima 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs), importante para a via
do acido shikimico, uma rota metabolica essencial para a producdo de compostos aromaticos
como fenilalanina, tirosina e triptofano. A aplicagdo de glifosato leva a um actimulo de
shikimato e a interrup¢do da produgdo de proteinas essenciais para a manutencdo do
crescimento da planta e de precursores de metabdlitos secundarios como pigmentos,
flavonodides, auxinas, fitoalexinas e lignina (Duke & Powles, 2008). Além de bloquear a via do
shikimato, o glifosato pode comprometer outros processos em plantas sensiveis como a
absor¢do de nutrientes, diminuicdo da eficiéncia fotossintética e aumentar a producdo de

espécies reativas de oxigénio (EROs), podendo levar a danificagdo de lipidios, proteinas e
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DNA, levando a morte celular (Gomes et al., 2014). Tomados em conjunto, esses efeitos levam
a morte da planta, sob a¢do de altas doses de glifosato.

A ampla adogao do glifosato se da por sua facil aplicagdo, eficiéncia e baixo custo. No
entanto, seu uso continuo tem gerado muitas preocupacdes sobre possiveis efeitos fitotoxicos
no meio ambiente, sobretudo em culturas ndo-alvo, ou seja, ndo modificadas geneticamente
para resistir ao estresse causado pelo herbicida (Boutin et al., 2014). Ademais, um estudo
recente ressalta que a toxicidade do glifosato sobre organismos aquaticos pode ser aumentada
quando aplicado em conjunto com outros agrotoxicos (Maia et al., 2025). Efeitos deletérios na
microbiota intestinal de insetos, em especial de abelhas, ja foram relatados (Motta et al., 2018).
Os relatos sobre a toxicidade em humanos ainda sdo controversos. Em 2015, a Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) classificou o glifosato como provavelmente
cancerigena em humanos com base em testes em animais. No ano seguinte, a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) descartou a toxicidade em animais, mas ndo excluiu a possibilidade
de carcinogénese quanto a exposi¢do em doses altas (Tarazona et al., 2017). No Brasil, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), reavaliou o glifosato como ndo
cancerigeno, mas alerta quanto ao uso de protecao individual pelos trabalhadores e o risco de
deriva de aplicagao.

Estudos que envolvem os efeitos do glifosato em doses baixas tém ganhado grande
relevancia cientifica, devido ser uma situagdo recorrente no campo, como ¢ o caso da deriva de
pulverizagdo, sendo uma das principais causas da exposi¢do ao herbicida em plantas ndo-alvo.
Esse evento acontece quando goticulas do glifosato sdo transportadas pelo vento de uma regido
alvo da aplicacdo até areas vizinhas contendo culturas ndo-alvo (Cederlund, H., 2017). O feijao-
caupi, por ndo ser uma cultura transgénica e, portanto, nao resistente ao glifosato, torna-se
bastante vulneravel quando exposto ndo intencionalmente, o que pode implicar efeitos
deletérios na cultura, impactando na sua produtividade. Torna-se importante, portanto, entender
quais os efeitos de diferentes doses deste herbicida no cultivo do feijao-caupi.

Embora o glifosato seja um agroquimico relativamente bem estudado, os danos
causados a niveis fisioldgicos e metabdlicos em plantas sensiveis, em especial o feijdo-caupi,
ainda ndo sdo totalmente compreendidos, sobretudo no que concerne os efeitos derivados de
doses baixas do glifosato na morfologia, fisiologia e no metabolismo da planta. Neste contexto,
o presente trabalho teve como objetivo analisar os efeitos do glifosato no crescimento, fisiologia
e no metabolismo do feijao-caupi. Para tal, foram realizadas andlises de pardmetros de estresse

oxidativo, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, perfil metabolico e de crescimento.
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2 HIPOTESE

A sensibilidade do feijao-caupi ao glifosato esta associada a incapacidade da planta em

ativar rotas metabolicas foliares de defesa ao estresse.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar os efeitos do glifosato no crescimento, fisiologia ¢ metabolismo do feijao-

caupi.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos de diferentes concentracdes de glifosato no metabolismo do

feijdo-caupi;

Quantificar o estresse oxidativo induzido pelo glifosato através da determinagao

de malondialdeido (MDA);

Mensurar o impacto do glifosato na fotossintese por meio das analises de trocas

gasosas e fluorescéncia da clorofila a;

Avaliar os impactos do glifosato no crescimento do feijao-caupi,

Identificar metabolitos e rotas metabolicas alteradas pela aplicagdo de glifosato.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal e condicées de crescimento

Sementes de V. unguiculata (L.) Walp., do genétipo pititiba, foram desinfetadas pela
adi¢ao de hipoclorito de so6dio 0,2% e mantidas com agitagdo por 5 minutos, logo apos
enxaguadas com agua destilada. Apos a sanitizagdo, as sementes foram distribuidas em duas
folhas de papel filtro (280 x 380 mm, germitest), previamente umedecidas com adgua destilada,
na propor¢ao de 2 vezes em relagdo a massa do papel e ao final coberto com outra folha também
previamente umedecida formando assim um rolo. Os rolos foram cobertos com sacos plasticos,
previamente desinfestados com 70% etanol (v/v) e colocados em cdmara de crescimento em
posi¢do vertical, onde permaneceram incubados por um periodo de 5 dias a 27 °C, sob
fotoperiodo de 12 h e densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (PPFD) de 50 umol m2 s 1.
Apds germinadas, as plantas jovens foram transferidas para vasos plasticos de 6 L contendo
areia e vermiculita (1:1), aclimatando-as com solu¢do de Hoagland e Arnon's (Hoagland;
Arnon's, 1950) 1/4 da forca e posteriores irrigacdes com metade da forca. As plantas foram
mantidas em condi¢des de casa de vegetagio com luz solar natural (300-650 pmoles m= s'),
com temperatura didria variando de 27 a 31,0 °C e 79,8 £ 10,9% de umidade relativa média. As

irrigagoes foram feitas a cada 2 dias.

4.2 Tratamentos e design experimental

Foram realizados trés experimentos, os dois primeiros voltados para analise de perfil
metabolico e andlise de estresse oxidativo, e o terceiro para avaliacdo de trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila a e biomassa seca de V. unguiculata. O primeiro experimento foi
inteiramente casualizado (DIC), com apenas um fator (concentracdo do herbicida) em 6
diferentes niveis: 0,0; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 mg L' de glifosato comercial na forma liquida
concentrada e soltivel contendo sal de isopropilamina 480 g L', o equivalente a 360 g L™! de
N-(fosfonometil) glicina (Tabela 1). Esse experimento totalizou 24 plantas, sendo 4 repeti¢des
por tratamento. A coleta foi realizada 4 dias apds a aplicacdo do glifosato. A partir deste
experimento, outros dois foram realizados com a dose de 125 mg L!, que se mostrou uma dose

ndo-letal e que gerou estresse oxidativo moderado nas plantas.
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O segundo experimento foi realizado em arranjo fatorial 2x3: 2 niveis de concentracio
de glifosato (0,0 e 125 mg L) e 3 tempos de coleta (1, 2 e 3 dias apds a aplicacio), com 4
repeticdes por combinagdo, 8 plantas coletadas em cada tempo, totalizando 24 plantas. O
terceiro experimento dispos de 36 plantas, 4 delas foram coletadas no mesmo dia antes da
aplicacdo do herbicida, representando o tempo 0. As demais foram delineadas em fatorial 2x4:
4 tempos de coleta (1, 2, 3 e 7 dias ap0s a aplicagdo) e 2 niveis de concentracio (0,0 e 125 mg
L. Em todos experimentos, o glifosato foi aplicado em plantas no estagio V3 por meio de
borrifamento foliar, com um volume de 5 mL da soluc¢dao diluida do herbicida por planta,

garantindo a cobertura uniforme das folhas.

Tabela 1 — Preparagdo das concentragdes de glifosato adotadas nos experimentos.

Concentracao final Volume de Volume de dgua

(mg/L) glifosato (mL) (mL)
0 0 1000

62,5 0,1302 999,8698

125 0,2604 999,7396

250 0,5208 999,4792

500 1,0417 998,9583

1000 2,0833 9979167

Fonte: elaborada pelo autor

4.3 Analise do perfil metabélico

A andlise do perfil metabdlico foi realizada via cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) exatamente como descritos por LISEC et al., (2006). Apos
a coleta do primeiro trifoliolo completamente expandido de V. unguiculata, o material foi
congelado e macerado com auxilio de nitrogénio liquido (N2) até a obten¢ao de um p¢ fino. Em
seguida, aliquotas de 50 mg foram pesadas e separadas em tubos de 2 mL e mantidas sob

congelamento por N». Para a extracdo de metabolitos, foram adicionados 700 uL de metanol
100% e 30 pL da solugdo estoque de ribitol 0,2 mg mL ™! (usado como padrao interno na

analise) diluido em 4gua ultrapura (MilliQ®), aos tubos contendo o material vegetal e
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posteriormente homogeneizados em vortex. As amostras foram colocadas sob agita¢do por 15
minutos a 70 ° C, com uma rotagdo de 350 rpm. Em seguida, foram centrifugadas a 11000 rcf
por 10 minutos a 27 °C. Foram transferidos 500 pL do sobrenadante para um novo microtubo
de 2 mL, onde foram adicionados 375 pL de cloroformio (CHCl3) e 750 L de dgua ultrapura,
com homogeneizagdes intercaladas em vortex por 15 segundos. As amostras foram
centrifugadas a 10000 rcf por 15 min a 4 °C. Foram aliquotados 150 puL do sobrenadante
presente no microtubo, correspondente a fase polar, para a realizagcao da corrida em GC-MS.
As aliquotas foram, por fim, transferidas para secagem overnight no speed vaccum.

Para o procedimento de derivatizagdo, antes da inje¢d0o na cromatografia gasosa,
adicionou-se 20 pL de uma solugio de cloridrato de metoxiamina em piridina (20 mg mL'), as
amostras. Logo apds, elas passaram por uma homogeneizacdo em vortex. Os microtubos entdo
foram incubados a 37 °C por 2 horas, com agitagdo constante a 400 rcf, seguido de uma rapida
centrifugacdo (spin down). Depois disso, foram adicionados 35 pL. de N-metil-N-trimetilsilil-
trifluoroacetamida (MSTFA mix), seguido de incubagdo a 37 °C por 30 minutos, agitando
novamente a 400 rcf e um novo spin down. Aliquotas de 50 pL. foram transferidas para vials
para inje¢ao em GC-MS (modelo QP2010 Shimadzu, Téquio, Japao) a fim de separar e detectar
os metabolitos. 1 pL de uma amostra derivatizada foi injetada no modo split (1:5) e vazao de
gés hélio de 1.2 mL min!' em uma coluna capilar RTX-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm,
ResteK, Bellefonte, EUA) com uma temperatura de injecao de 230°C e de 250 °C. Inicialmente,
os parametros da corrida foram programados com uma temperatura de 80 °C por 5 minutos,
depois aumentada em 10 °C por minuto, gradualmente, até 315 °C e mantido por 8 min. Apds
a ionizacao e fragmentacao por elétrons (EI) a 70 eV (elétron-volts), os metabodlitos passaram
por um analisador do tipo quadrupolo operando em modo full scan entre 40 ¢ 700 m/z. Os dados
gerados foram exportados para posterior visualizacdo de cromatogramas no programa
Xcalibur™ 2.1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Os metabdlitos foram
identificados a partir dos tempos de retengdo e do padrio de fragmentacdo utilizando a
biblioteca de espectro de massas da Golm Metabolome Database (http:/gmd.mpimp-

golm.mpg.de/) (Kopka et al., 2005). Foi realizada uma quantificagdo relativa dos metabdlitos

com base na area do pico correspondente ao fragmento detectado e a area do pico do fragmento
do ribitol (padrdo interno). Os valores foram normalizados a partir da subtragdo dos valores da
amostra branco, multiplicado pela massa fresca da amostra que foi pesada antes do preparo e
dividido pelos valores de ribitol. Para a analise estatistica, foi utilizada a plataforma

MetaboAnalyst 6.0 (http://www.metaboanalyst.ca) (Pang et al., 2024).



http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
http://www.metaboanalyst.ca/
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4.4 Analise das trocas gasosas

As trocas gasosas entre a folha e o ambiente foram realizadas em folhas centrais
completamente expandidas do primeiro trifoliolo. Essas andlises foram realizadas usando um
analisador de gas por infravermelho (IRGA) portatil, modelo GFS-3000 (Heinz Walz,
Alemanha). Foram mensurados os pardmetros de taxa de assimilac¢do liquida de CO; (4), taxa
de transpiracdo (E), concentracdo interna de CO: (Ci), condutancia estomatica ao vapor d’agua
(gs), eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EiUA), calculada pela razdo A/gs, e eficiéncia da
carboxilagdo (EiC), obtida pela razao A/Ci, todas realizadas entre 9:00 ¢ 11:00 da manha.
Durante as medi¢des, o equipamento foi ajustado com fluxo de ar de 750 umol s™!, concentracao
de CO2 de 420 ppm, intensidade luminosa de 1000 umol m™ s™', temperatura interna de 25 + 2

°C e umidade relativa de aproximadamente de 50 = 5%.

4.5 Analise da fluorescéncia da clorofila a

Como forma de avaliar os efeitos do glifosato sobre a atividade fotoquimica da planta,
realizamos analise de fluorescéncia da clorofila a utilizando um fluorometro DUAL-PAM-100
(Walz, Alemanha), que permite a andlise simultdnea dos fotossistemas I e II (PSI e PSII). Para
1sso, folhas completamente expandidas do primeiro trifoliolo foram previamente submetidas ao
escuro por 30 minutos e, logo em seguida, foram expostas a um pulso de luz. As medi¢des
foram realizadas em 4 plantas por grupo (controle e glifosato 125 mg L") em cada tempo de
coleta (1, 2, 3 e 7 dias). Os parametros avaliados foram: Fv/Fm - eficiéncia méaxima do PSII;
Y(I) - rendimento quéntico do PSI; Y(II) - rendimento quéntico efetivo do PSII; ETR(I) - taxa
de transporte de elétrons do PSI; ETR(II) - taxa de transporte de elétrons no PSII; Y(NPQ) -
rendimento quantico da dissipagdo regulada de energia no PSII; Y(NA) - rendimento quantico
da limitag@o no lado aceptor do PSI; Y(NO) - rendimento quantico da dissipacao ndo regulada
da energia no PSII; Y(ND) - rendimento quantico da limitagcao no lado doador do PSI e NPQ -

extingao nao fotoquimica.

4.6 Determinacio do estresse oxidativo
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A avaliagdo do estresse oxidativo foi realizada por meio da quantificagdo de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), usando um protocolo adaptado de Heath e Packer
(1968). Durante o estresse oxidativo, os lipidios poli-insaturados, presentes nas membranas
celulares, sofrem oxidagdo por espécies reativas de oxigénio (EROs), incluindo os radicais
livres, caracterizados por elétrons desemparelhados, formado peréxidos lipidicos e subprodutos
como o MDA. O ensaio de TBARS detecta 0 MDA por meio da reacdo com o acido 2-
tiobarbitirico (TBA), gerando um composto de coloragdo avermelhada onde a intensidade
dessa cor, medida por espectrofotometria, permite quantificar o nivel de peroxidagdo lipidica,
sendo um indicativo importante do estresse oxidativo na amostra.

Para esse procedimento, foram necessarias duas solugdes: solugdo de 4&cido
tricloroacético (TCA) 5% e uma solucao composta de TBA 0.5% em TCA 20%, obtida por uma
mistura de 0.5g de TBA e 20g de TCA, completando para um volume de 100 mL de solugao.
Para a extragdo, foram utilizados 200 mg de massa fresca de folhas de V. unguiculata,
maceradas em N>. Em seguida foram adicionados 1.5 mL de TCA 5%. O extrato foi recolhido
e armazenado em microtubos para centrifugagdo a 12000 g por 20 minutos a 4 °C.
Posteriormente 500uL. do sobrenadante foi recolhido e transferido para tubos de ensaio, junto
com 2 mL de TBA. Para o ensaio em branco foram usados 500uL de TCA 5% + 2 mL de TBA.
Os tubos foram tampados e submetidos a banho maria por 1 hora a 100 °C. Logo ap0s, os tubos
passaram por banho de gelo até esfriar. Ao fim foi realizada uma nova centrifugacdao a 10000 g
por 5 minutos.

As amostras foram lidas em espectrofotdmetro em dois comprimentos de onda: 532 e
660 nm. Para o célculo, os valores da absorbancia de 660 nm foram subtraidas de 532 nm, logo
apos dividiu-se o valor pelo coeficiente de extingio molar TBA-MDA (155 mM.cm™) (valores
em TBA-MDA/L). Em seguida os valores obtidos foram divididos por 1000, para obtencao do
valor em mL e depois dividido pela quantidade de massa fresca (g) usada na extracao (dados
em mmol TBA-MDA/g™! MF). Por fim, o resultado obtido foi multiplicado por 1.000.000 para
que os dados estejam expressos em nmol TBA-MDA/ g! MF.

4.7 Avaliacao do parametro de crescimento

O material vegetal coletado foi coletado, separado em caule, folhas completamente

expandidas e raizes e seco em estufa a 80°C até atingir peso constante. Apos 3 dias, o peso seco


http://mm.cm/
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de caule, folhas completamente expandidas e das raizes foi determinado usando balanga

analitica.

4.8 Analise estatistica

Para representagdo estatistica, os dados obtidos foram submetidos a uma andlise de
variancia (ANOVA) e as médias dos grupos foram comparadas usando teste de Tukey (P <
0.05) usando o software R (versdo 4.5.1). Os graficos foram produzidos nos softwares
SigmaPlot (versao 15.0) ou OriginPro (2018). Para os dados de perfil metabolico, foram
realizadas andlises multivariadas (PCA — principal componente analysis) e box plots usando a
plataforma Metaboanalyst 6.0 (Pang et al., 2024). A PCA se baseia na Andlise de Variancia
Multivariada Permutacional (PERMANOVA), um teste usado para avaliar a separagdo entre os

grupos experimentais.

S RESULTADOS

5.1 Alteracdes no fendtipo e no estresse oxidativo

As plantas tratadas com diferentes concentragdes apresentaram alteragdes fenotipicas
em comparacdo as plantas do controle (Figura 1).

Figura 1 — Fenotipo das plantas submetidas a 125 mg L™! em comparagdo com o controle ao longo de 3
dias.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Ao verificar os niveis de malondialdeido (MDA), no experimento I, observou-se um
aumento gradativo de sua produgdo nos grupos que receberam tratamento com glifosato, nas
mais diferentes concentragdes (Figura 2). E possivel notar que os primeiros grupos tratados
(TR1-62,5mgL'e TR2 - 125 mg L) tiveram um aumento discreto, mas ndo se diferenciaram
estatisticamente do grupo controle (Con), enquanto os tratamentos TR3 (250 mg L") e TR4
(500 mg L") diferiram significativamente do controle (P< 0.05). No entanto, os niveis de MDA

ndo diferiram no TR5 (1000 mg L), quando comparado ao controle.

Figura 2— Efeitos de multiplas concentragdes de glifosato (62,5;125;250;500 ¢ 1000 mg L") sobre a peroxidagdo

lipidica, indicador de estresse oxidativo.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: Produgdo de malondialdeido (MDA, logio nmol g de peso fresco — FW) em plantas de feijao-caupi
expostas a diferentes concentragdes de glifosato. Con (0 mg/L); TR1: 62,5 mg L!; TR2: 125 mg L'!; TR3: 250 mg
L-'; TR4: 500 mg L'; TR5: 1000 mg L. Os asteriscos indicam diferenca significativa em relagdo ao controle
pelo teste de Dunnett (*p < 0.05; ***p < 0.001). Para a estatistica foi feita uma analise de variancia (ANOVA) e
Teste de Tukey. (n=3).

5.2 Alteracdes metabolicas induzidas por diferentes doses de glifosato

Foram identificados um total de 37 metabolitos no experimento I (Tabela 2) dos quais
15 sdo carboidratos, 14 acidos organicos, 6 aminoacidos e 3 classificados como outros. Essa

classificagao foi feita com base na Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG ID).
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Tabela 2 — Lista de metabolitos identificados em folhas de Vigna unguiculata (L.) Walp. De acordo com a
Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG ID) no experimento I.

Metabolito TR m/z KEGG ID Classificacao
1 Hidroxylamine 5.52 133 C00172 Outro
2 Alanine 8.28 116 C00041 Aminoacido
3 Serine 11.13 116 C00065 Aminoacido
4 Glycerol 11.43 205 Co0116 Outro
5 Glycine 11.88 174 C00037 Aminoacido
6 Glyceric acid 12.31 189 C00258 Ac. Orgnanico
7 Alanine beta 13.62 174 C08263 Aminoacido
8 Malic acid 14.49 233 C00711 Ac. Orgnanico
9 Pyroglutamic acid 14.94 156 C01879 Aminoacido
10 4-Aminobutyric acid 14.98 174 C00334 Ac. Orgnanico
11 Threonic acid 15.24 177 C01620 Ac. Orgnanico
12 Erythronic acid 15.46 292 C03064 Ac. Orgnanico
13 Glutaric acid 1537 198 C00489 Ac. Orgnanico
14 Glutamic acid 16.08 246 C00025 Aminoacido
15 Tartaric acid 16.39 292 C00898 Ac. Orgnanico
16 D-Xylose 17.01 217 C00181 Carboidrato
17 Xylitol 17.09 217 C00379 Carboidrato
18 D-Lyxose 17.83 217 C00476 Carboidrato
19 Cinnamic acid 17.98 293 C10438 Ac. Orgnanico
20 Shikimic acid 18.21 204 C00493 Ac. Orgnanico
21 Citric acid 18.38 273 C00158 Ac. Orgnanico
22 Quinic acid 18.87 345 C00296 Ac. Orgnanico
23 Fructose 19.02 217 C00095 Carboidrato
24 Galactose 19.23 319 Co00124 Carboidrato
25 Glucose 19.29 319 C00031 Carboidrato
26 Mannitol 19.61 319 C00392 Carboidrato
27 Inositol allo 19.85 191 - Carboidrato
28 Hexadecanoic acid 20.43 313 C00249 Ac. Orgnanico
29 Mio-Inositol 2115 305 C00137 Carboidrato
30 Caffeic acid 21.38 219 C01197 Ac. Orgnanico
31 Cellobiose 21.96 204 C00185 Carboidrato
32 Heptadecanoic acid 2221 117 C16536 Ac. Orgnanico
33 Lactulose 22.60 204 C07064 Carboidrato
34 D-Ribose 5-phosphate 23.87 217 Co00117 Carboidrato
35 Melezitose 24.03 361 C08243 Carboidrato
36 Maltotriose 24.54 204 C01835 Carboidrato
37 Trehalose 26.52 361 C01083 Carboidrato

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 3 — Demonstracdo dos niveis dos metabolitos via mapa de calor (heat map) de plantas de V. unguiculata

(L.) Walp. submetidas a diferentes concentragdes de glifosato apds 4 dias depois da aplicagdo.
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O mapa de calor (heat map) demonstra uma alta semelhanca entre o controle e o
tratamento 62.5 mg L', com evidenciado pelo padrio de cor dos metabélitos no mapa de calor
e pela clusterizacao euclidiana observada entre estes tratamentos (Figura 3 - verificar clusters
acima do heat map). Nesta analise de cluster, nota-se que os tratamentos 250 mg L™, 500 mg
L' e 1000 mg L' formam um cluster separado, enquanto o tratamento 125 mg L' ¢
intermedidrio entre os dois clusters maiores (Figura 3). Neste sentido, nota-se um acimulo
preferencial de 4cido quinico, piroglutamato, shikimato, xylitol, acido eritronico, acido butirico,
serina-O-acetyl, 4cido trednico e manitol nas maiores doses de glifosato (Figura 3).

A anélise de componentes principais (PCA) demonstrou que os tratamentos 125 mg L"!
e 250 mg L' de glifosato foram os mais distintos do controle, como evidenciado pela separagio
desses tratamentos do controle pelos componentes 2 e 1 da PCA, respectivamente (Figura 4a).
Os tratamentos 500 mg L' ¢ 1000 mg L' também apresentaram tendéncia de separagdo do
controle. No entanto, provavelmente pela alta variabilidade dos dados, ja esperado em
condi¢des maiores de estresse, esses tratamentos ndo foram completamente separados do
controle por nenhum dos componentes da PCA (Figura 3a). O Biplot dessa anélise ressalta os
15 metabolitos que mais contribuiram para a separagdo dos tratamentos, com destaque para

cellobiose e galactinol para o tratamento 125 mg L' (Figura 4b).
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Figura 4 — Analise de componentes principais (PCA) dos metabolitos extraidos de plantas de V. unguiculata (L.)

Walp submetidas a diferentes concentragoes de glifosato apos 4 dias depois da aplicagdo.
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Legenda: O grafico representa a PCA e o biplot dessa analise. A variancia de PC1 e PC2 esta indicada nos eixos

X e Y, respectivamente.

Dentre os metabolitos encontrados, apenas 4 (citrato, matato, glicerato e glutamato)

apresentaram diferenga estatistica entres os grupos (Figura 5).
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Figura 5 - Metabolitos com diferencas significativas entre os tratamentos por ANOVA e teste de tukey (P < 0.05).
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Fonte: elaborada pelo autor.

Visto que o tratamento de 125 mg L' de glifosato diferiu do controle, evidenciado pela
separa¢do no PCA e no heat map (Figuras 3-4) e ndo indicou estresse oxidativo severo (Figura
2), esta concentracdo foi escolhida para desenvolver novos experimentos, porém incluindo

séries temporais de coleta das amostras (1, 2 e 3 dias apos a aplicacao).
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5.3 Efeito de dose moderada sobre o estresse oxidativo e perfil metabdlico

Os niveis de MDA nao variaram ao longo do tempo, de acordo com ANOVA. Ademais,
nao houve diferencas significativas entre o controle ¢ o tratamento com glifosato em nenhum

dos dias (Figura 6).

Figura 6 — Efeitos do glifosato 125 mg L™! sobre a peroxidagdo lipidica, indicador de estresse oxidativo, ao longo
do tempo.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: Produg@o de malondialdeido (MDA, logio nmol g™ de peso fresco — FW) em plantas de feijao-caupi.
submetidas a 125 mg L™ de glifosato ao longo do tempo. O grafico mostra a evolugdo temporal de MDA em 1,2
e 3 dias apos a aplicagdo. As médias de MDA sdo comparadas entre controle e tratamento em cada tempo, com
barras verticais indicando o erro-padrdo; (n = 3). Para a estatistica foi feita uma analise de (ANOVA) e Teste de
Tukey.

Neste experimento, foram identificados 43 metabolitos, sendo cerca de 16 metabodlitos
foram classificados como carboidratos, 16 como acido organico, 8 aminodcidos e 3 foram
classificados como outros metabolitos (Tabela 3). Curiosamente, diferente do experimento
anterior, nao foi possivel verificar uma separagao dos grupos pela PCA (Figura 7). No entanto,

15 metabolitos apresentaram diferenca significativa entre os grupos (Figura 8), sendo que
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apenas dois metabolitos (shikimato e ureia) foram significativamente alterados em mais de um
tempo (Figura 8). Apds 1, 2 e 3 dias da aplicacdao de glifosato (125 mg L'), observamos um
aumento nos niveis de acido quinico, ureia, glicina e shikimato (dia 1), beta-alanina (dia 2) e
alanina, eritritol, shikimato, prolina e treonina (dia 3). Em contraste, os niveis de acido tartarico
e palatinose (dia 1), trealose e ureia (dia 2) e ribose (dia 3) diminuiram apds a aplicag¢do de

glifosato, em comparacao ao controle (Figura 8).
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Tabela 3 — Lista de metabolitos identificados em folhas de Vigna unguiculata (L.) Walp. De acordo com a
Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG ID) no experimento II.

Metabolito TR m/z KEGG ID Classificagao
1 Hidroxylamine 5.52 133 C00172 Outro
2 Glycolic acid 7.64 177 C00160 Ac. Orgnanico
3 Alanine 8.22 116 C00041 Aminoacido
4 Oxalic acid 8.80 190 C00209 Ac. Orgnanico
5 Urea 10.77 189 C00086 Outro
6 Serine 11.09 116 C00065 Aminoacido
7 Glycerol 11.4 205 Coo116 Outro
8 Proline 11.71 177 C00148 Aminoacido
9 Glycine 11.88 174 C00037 Aminoacido
10 Succinic acid 11.95 147 C00042 Ac. Orgnanico
11 Glyceric acid 12.28 189 C00258 Ac. Orgnanico
12 Threonine 13.13 219 C00188 Aminoacido
13 Alanine beta 13.62 174 C08263 Aminoacido
14 Malic acid 14.47 233 C00711 Ac. Orgnanico
15 Lactic acid 14.72 191 C00256 Ac. Orgnéanico
16 Erythritol 14.78 217 C00503 Carboidrato
17 Aspartic acid 14.88 232 C00049 Ac. Orgnanico
18 Pyroglutamic acid 14.93 156 C01879 Aminoacido
19 4-Aminobutyric acid 14.98 174 C00334 Ac. Orgnanico
20 Xylusose 15.14 263 C00310 Carboidrato
21 Threonic acid 15.24 177 C01620 Ac. Orgnanico
22 Erythronic acid 15.44 292 C03064 Ac. Orgnanico
23 Glutaric acid 15.56 198 C00489 Ac. Orgnanico
24 Glutamic acid 16.07 246 C00025 Aminoacido
25 Tartaric acid 16.38 292 C00898 Ac. Orgnanico
26 Ribose 16.69 103 Co00121 Carboidrato
27 Xylitol 17.08 217 C00379 Carboidrato
28 Cinnamic acid 17.98 293 C10438 Ac. Orgnanico
29 Shikimic acid 18.19 204 C00493 Ac. Orgnanico
30 Dehydroascorbate 18.72 173 C05422 Ac. Orgnanico
31 Quinic acid 18.84 345 C00296 Ac. Orgnanico
32 Fructose 19.10 217 C00095 Carboidrato
33 Glucose 19.27 319 C00031 Carboidrato
34 Inositol allo 19.83 191 - Carboidrato
35 Mio-Inositol 21.14 305 C00137 Carboidrato
36 Cellobiose 21.94 204 C00185 Carboidrato
37 Glucoheptose 23.88 160 MO00064 Carboidrato
38 Maltose 25.53 217 C00208 Carboidrato

39 Sucrose 25.82 361 C00042 Carboidrato
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Figura 7 - Anélise de componentes principais (PCA) dos metabolitos extraidos de plantas de V. unguiculata (L.)

Walp submetidas a diferentes concentragdes de glifosato ao longo de 3 dias depois da aplicacdo. A variancia de

PC1 e PC2 esta indicada nos eixos X e Y, respectivamente.
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Figura 8: Metabdlitos com diferencas significativas por test t de Student (P < 0.05) nos dias 1 (A), 2 (B) e 3 (C).

Essa analise foi realizada na plataforma Metaboanalyst.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 9: Diagrama de Venn de metabolitos com diferencas significativas entre os grupos por test t de Student (P

<0.05) em 1(A), 2 (B) ¢ 3 (C) dias ap06s a aplicacao.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A analise de componentes principais (PCA) usando dados de metabolomica demonstrou

pouca variagdo entre os tratamentos, uma vez que nao houve separagdo entre controle e glifosato

(Figura 7).

5.4 Efeito de dose moderada na fotossintese e no crescimento

As plantas tratadas com 125 mg L™ ndo apresentaram alteragdes fenotipicas severas em
comparagdo as plantas do controle (Figura 10). Ao longo dos 7 dias, notou-se que a biomassa
seca das folhas, raiz e caule aumentou (P < 0.05) progressivamente em ambos os grupos (Figura
11 A-C). No entanto, a diferenca foi maior no controle, que demonstrou um crescimento gradual
mais acentuado, o que pode ser verificado no 7° dia, em que folhas do grupo controle exibiram
um maior acimulo de biomassa (Figura 11 A) em comparacao as plantas tratadas com glifosato

e na biomassa total (Figura 11 D).



Figura 10 — Fenotipo das plantas submetidas a 125 mg L' em comparagdo com o controle ao longo de 3 dias.
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Figura 11 — Pardmetro de biomassa seca de plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp. submetidas a auséncia e

presenca de glifosato (125 mg L') ao longo de 7 dias.
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Fonte elaborada pelo autor:
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Legenda: A) biomassa seca de folhas; B) biomassa seca de raiz; C) biomassa seca de caule e D) biomassa seca
total dos grupos controle e glifosato (125 mg L"). Os resultados foram submetidos a andlise de variincia
(ANOVA), em cada tempo e ao longo do tempo, e as médias foram comparadas utilizando teste de Tukey. O erro-
padrao esta indicado pelas barras. A presenca de asterisco indica que houve diferenca significativa (p < 0,05).

O glifosato também afetou a dinamica temporal das trocas gasosas (Figura 12). Foi
possivel verificar uma maior taxa fotossintética liquida (A4) apenas no primeiro dia em plantas
tratadas pelo glifosato e, ao longo do tempo, a tendéncia foi de reducao. A concentragao interna
de CO» (Ci) foi menor nas plantas sob glifosato no primeiro dia, com diferenga estatistica em
relacdo ao controle. A taxa de transpiracdo (E) e a condutincia estomatica (gs) ndo tiveram
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diferengas significativas entre os tratamentos em nenhum dos tempos A eficiéncia da
carboxilagdo (EiC) e a eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA) mostraram valores mais
altos no grupo tratado no primeiro dia, com diferenca estatistica, mas sem manter essa tendéncia
nos demais dias (Figuras 12 D-E).

Figura 12 — Efeitos do glifosato 125 mg L' sobre os pardmetros de trocas gasosas.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: A) taxa fotossintética liquida; B) concentragdo interna de CO»; C) taxa de transpiracdo; D) eficiéncia da
carboxila¢ao (A/Ci); E) eficiéncia intrinseca do uso da agua (A/gs); F) condutancia estomatica. Os resultados
foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), em cada tempo e ao longo do tempo, ¢ as médias comparadas
por teste de Tukey. A presenga de asterisco indica que houve significativa p <0,05.
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Os parametros de fluorescéncia da clorofila a analisados ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas entre o grupo controle e glifosato em cada tempo, com excegdo de
uma diferenca pontual, no dia 7, no rendimento quantico da limita¢do no lado aceptor do PSI
(Figura 13 E) e na taxa de transporte de elétrons do PSI, no segundo dia (Figura 13 C). Embora
haja oscilagdes nas curvas de cada parametro, elas nao foram confirmadas estatisticamente, nao
sendo, portanto, suficientes para indicar alteracdes consistentes na atividade fotoquimica

induzidas pelo herbicida.

Figura 13 — Efeitos do glifosato 125 mg L nos parametros da eficiéncia fotoquimica por fluorescéncia da

clorofila.
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Legenda: A) Eficiéncia maxima do PSII; B) Rendimento quantico do PSI; C) Taxa de transporte de elétrons do
PSI; D) Rendimento quantico da limita¢do no lado doador do PSI; E) Rendimento quantico da limitagdo no lado
aceptor do PSI; F) Rendimento quantico efetivo do PSII; G) Taxa de transporte de elétrons no PSII; H) Rendimento
quantico da dissipagéo ndo regulada da energia no PSII; I) Rendimento quantico da dissipagdo regulada de energia
no PSII; J) Exting@o nédo fotoquimica.
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Similar ao observado nos dados de metabolomica, ndo houve separagdo entre controle

e glifosato pela andlise de PCA, neste caso usando todos os dados deste experimento (Figura

14).

Figura 14: Anélise de componentes principais (PCA) dos pardmetros de crescimento, fotossintese e parametros
bioquimicos (incluindo as analises metabolomicas) ao longo do tempo.
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Os efeitos do glifosato em plantas ndo-alvo sdo amplamente relatados. Por exemplo, foi

verificado que o glifosato pode causar estresse oxidativo na planta (Gomes; Juneau, 2016). O

acumulo das espécies reativas de oxigénio (EROs) pode gerar um efeito fitotoxico severo, como

danos celulares irreversiveis e at¢ mesmo morte celular (Gill ez al., 2010). Em Zea mays L., foi
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demonstrado que a aplicagdo de glifosato aumentou a peroxidagao lipidica (Sergiev et al (2006).
De forma semelhante, no experimento I, ao comparar 5 doses de glifosato, observou-se que
doses acima de 125 mg L™ geraram estresse oxidativo, indicado indiretamente pelo aumento na
concentracdo de MDA, um subproduto da peroxidagdo lipidica (Figura 2). Esse foi um dos
fatores cruciais para confirmar a subletalidade da dosagem, ja que ndo houve indicativo de
estresse oxidativo em plantas sob concentragio de 125 mg L™! (Figura 6), o que permite a anélise
de mecanismos de possiveis respostas metabolicas em uma condi¢do em que as plantas nao
apresentem danos severos.

Apesar de nao existirem diferencas significativas para caule e raiz entre o tratamento e
o controle, o grupo tratado com glifosato, em dose moderada de 125 mg L', apresentou uma
menor massa seca em folhas, no dia 7 apods a aplicagdo (Figura 11-A). Apesar da medida
pontual, o herbicida, nesta concentracdo, ndo gerou danos no visiveis no crescimento e
desenvolvimento das plantas neste periodo.

De forma paralela, foram observados impactos em trocas gasosas (Figura 12). A taxa
fotossintética liquida (4), inicialmente, teve um resultado melhor no tratamento, mas ao longo
do tempo registrou-se uma queda em relagdo ao controle, evidenciada no dia 3. Porém, nao
houve diferencga significativa na condutancia estomatica (gs) em nenhum dia, o que pode indicar
que, em dose branda de glifosato, a planta parece aproveitar melhor o CO> disponivel, isso fica
evidente com a menor concentracao interna de CO» (Ci) encontrada no primeiro dia, revelando
que o COz ndo estd sendo acumulado, apresentando uma alta eficiéncia de fixa¢do de COs..
Andlogo a esse resultado, em um estudo com tomateiro (Solanum lycopersicum L.) submetido
a doses baixas de glifosato, Wang et a/ (2024) observou uma maior taxa fotossintética em
comparagdo ao controle. Outro estudo feito com cana-de-agicar e eucalipto também
demonstrou um aumento na fotossintese ¢ na condutancia estomatica (Nascentes et al.,2017).
Ao calcular a eficiéncia da carboxilagdo (EiC) e a eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA),
notou-se também que, o glifosato, no primeiro dia ap6s a aplicagdo, obteve melhores resultados,
corroborando com a ideia de uma resposta compensatoria ao estresse. Os resultados positivos
iniciais desses parametros de trocas gasosas podem ser atribuidos, provavelmente, a um efeito
de hormese, em que baixas doses de um herbicida podem gerar um estimulo positivo e
compensatorio (Erofeeva, 2022). Contudo, essa excitagdao benéfica ndo perdurou nos demais
dias. Esses resultados podem prenunciar que, devido a inibi¢do da enzima EPSPs, que leva a
um bloqueio da sintese de aminoacidos aromaticos e, consequentemente, a um esgotamento do
pool de aminoacidos, ocorra uma menor sintese proteica ¢ um desenvolvimento lento dos

sintomas ao longo do tempo (Duke; Powles, 2008 apud Yanniccari et al., 2012).
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Os fotossistemas I e II ndo foram severamente afetados (Figura 13), uma vez que a
maioria os parametros fotoquimicos praticamente ndo diferiram entre os grupos. Apenas dois
parametros apresentaram diferengas pontuais. Maiores niveis de Y(NA) podem indicar um
aumento relativo da limitacdo no lado aceptor de elétrons do PSI, mais precisamente em
NADP*, uma molécula carreadora de elétrons e aceptora final do PS(I), que é reduzida a
NADPH ao fim do processo pela ferredoxina-NADP" redutase, quando reage com os elétrons
transportados e protons H”. O NADPH gerado ¢ essencial na fase bioquimica da fotossintese
no ciclo de Calvin-Benson (Da Fonseca-Pereira ef al., 2021). Um maior nivel em Y(NA)
poderia ser relacionado com uma reducdo na atividade do ciclo de Calvin-Benson, gerando uma
demanda menor de NADPH, fazendo com que ndo haja renovagdo de NADP' e,
consequentemente, mais elétrons ficariam retidos no PSI. No entanto, por ser uma medida
pontual, ndo € suficiente para afirmar que houve limitagao, até porque os niveis nesse parametro
sdo baixos. No dia 2, verificou-se um maior nivel de ETR(I), com diferenca estatistica, mas
ambos os grupos mantem praticamente o mesmo nivel nos dias seguintes, indicando que os
elétrons estdo fluindo normalmente no PSI. Alguns estudos mostram resultados distintos sobre
os fotossistemas. Mateos-Naranjo; Perez Martin (2013), ao estudar as implicagdes ndo-alvo de
subdoses de glifosato em junco-da-praia (Bolboschoenus maritimus L.), mostrou que o
herbicida gerou impactos negativos em parametros como Fv/Fm e YII, indicando que houve
danos no PSII e queda na eficiéncia da fotossintese. Mateos-Naranjo; Perez Martin (2013)
demostrou que doses baixas de glifosato ndo alteraram a eficiéncia do PSII.

No perfil metabdlico de plantas tratadas com varias concentragdes de glifosato (Figura
5), notou-se diferenca em dois metabodlitos, malato e citrato, componentes do ciclo do 4cido
citrico (TCA), importantes para o metabolismo energético das plantas (Nunes-Nesi ef al., 2013).
Resultados semelhantes em plantas sensiveis ao glifosato foram registrados (Zulet-Gonzalez et
al., 2023). As alteragdes em glutamato e glicerato sugerem mudancas no ciclo da glutamina
sintetase — glutamato sintase (GS-GOGAT), essencial para assimilacio de nitrogénio e
fotorrespiracao, respectivamente (Timm & Hagemann, 2020). Maroli et al., (2016) também
registrou alteragcdes nesse ciclo em plantas sensiveis ao glifosato. Trenkamp et al., (2009)
apresentou alteragdes no nivel de glicerato em Arabidopsis thaliana sob tratamento do
herbicida.

Quando glifosato foi aplicado na dose de 125 mg L (Experimento II), foi possivel
observar que, dos 43 metabolitos identificados. A PCA ndo mostrou uma separacao dos grupos
(Figura 9), contrariando a PCA do experimento I (Figura 4a), provavelmente por uma alta

variabilidade nos dados deste experimento, provavelmente devido ao baixo numero de
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repeticdes bioldgicas. No entanto, 15 metabdlitos mostraram niveis discrepantes com relagao
ao controle (Figura 8). Dentre esses, ureia e shikimato demonstraram respostas mais
consistentes, sendo diferente do controle em mais de um tempo apds a aplicacao (Figura 9). A
ureia ¢ um composto que, no metabolismo de plantas, ¢ um produto do catabolismo de arginina
(Witte, 2011), que ¢é considerada a principal forma de transporte e armazenamento de nitrogénio
pela planta (Winter et al., 2015). Esses resultados sugerem que a planta esta liberando
nitrogénio armazenado na forma de ureia. O shikimato, por sua vez, ¢ o metabdlito
intermediario central da via do 4acido shikimico em plantas, uma via afetada diretamente pelo
glifosato, como previamente descrito (Kanissery ef al., 2019; Velini et al., 2008; Han et al.,
2017). O aciumulo do shikimato, evidenciado nos dias 1 e 3, ¢ um biomarcador da a¢dao do
glifosato sobre a EPSPs, ou seja, mesmo em dose baixa, o glifosato estd atuando sobre o
metabolismo e pode estar inibindo essa enzima. Essa ideia pode ser refor¢ada pelo acumulo do
acido quinico no primeiro dia, precursor do acido shikimico (Bochkov et al., 2011 apud Adachi
et al., 2000).

Ao longo dos dias, foram identificados aminoacidos (glicina, beta-alanina, alanina,
treonina e prolina) com maior nivel no grupo tratado (Figura 8). O acimulo de aminoacidos
pode ser apontado como um mecanismo relacionado a aclimatag¢do de plantas em varios tipos
de estresse (Cardoso et al., 2023) e causado pela degradacao de proteinas (Araujo et al., 2011),
numa tentativa de reduzir os efeitos gerados pelo estresse, como a eliminagdo de EROs
(Hildebrandt, 2018). Em estudos feitos com plantas susceptiveis de Amaranthus palmeri, L.,
Maroli et al., (2016) e Zulet-Gonzalez et al., (2023) identificaram um aumento no pool de
aminoacidos livres e atribuiram esse resultado ao catabolismo de proteinas. Houve também um
padrao de resposta em carboidratos (Figura §). As variagdes no nivel de aguicares sdo bastante
estudadas em muitos tipos de estresse (Obata & Fernie, 2012). Suas alteracdes refletem uma
resposta de aclimatagdo ao estresse e pode variar de acordo com a espécie € o tipo de estresse
(Zandalinas ef al., 2022). Em um estudo realizado com plantas de girassol em doses baixas de
glifosato, Vital ef al., (2017) registrou-se uma reducao nas reservas de carboidratos e atribuiu
esse efeito aos danos no aparato fotossintético no tratamento. Porém, os resultados desse
trabalho ndo mostraram que houve danos severos no aparato fotossintético. Zulet-Gonzalez et
al., (2023), identificou, por sua vez, um acimulo de carboidratos apds o tratamento com doses
baixas de glifosato. Como nao hé indicios de danos no aparato fotossintético, esses agucares,
provavelmente, podem estar sendo direcionados para rotas de defesa e sintese de aminoacidos
para manter a homeostase da planta. A PCA que integra todos os parametros estudados para a

dose de 125 mg L' (Figura 14) sugere que a planta consegue manter uma determinada
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homeostase funcional mesmo apresentando alteragdes metabdlicas pontuais. Estudos com uma
janela temporal maior podem ajudar a determinar se o sistema, como um todo, permanece

resiliente.

7 CONCLUSAO

O tratamento com a subdose de glifosato impactou aspectos funcionais da planta como
metabolismo e parametros associados a fotossintese. Os resultados encontrados prenunciam a
auséncia de estresse oxidativo, pelos valores baixos de MDA, evidenciando a subletalidade da
dosagem de 125 mg L!. As mudancas sutis sob a dose de 125 mg L™! observadas nos dados de
trocas gasosas, com valores inicialmente aumentados de fotossintese (A4), eficiéncia da
carboxilagdo (EiC) e eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA), sugerem um efeito de
hormese. Entretanto, esse efeito parece ndo se sustentar ao longo do tempo. Os resultados de
fluorescéncia da clorofila a indicaram que a atividade fotoquimica foi pouco alterada. Apesar
das diferencas pontuais em ETR(I) e Y(NA), o fluxo de elétrons no PS(I) ndo sofreu danos
funcionais. J& o perfil metabolico apresentou que ha mudangas consistentes. O maior acumulo
de shikimato evidencia a agdo direta do glifosato na via do acido shikimico e o acimulo de
ureia pode sugerir alteracdes no metabolismo do nitrogénio. O aumento nos niveis relativos de
aminoacidos como glicina, beta-alanina, alanina, treonina e prolina, em relagdo ao controle,
sugere uma maior degradacdo de proteinas e uma tentativa de aclimatacdo ao estresse. A
hipétese testada ndo foi confirmada. Na dosagem de 125 mg L' os resultados mostram que hé
alteragdes metabolicas sem levar ao estresse oxidativo severo e também alteragdes nos teores
relativos de alguns aminoacidos indicando mecanismos de aclimatagdo ao estresse, o que indica
uma resposta metabdlica ativa. Entdo, ndo ha uma incapacidade completa da planta em ativar
rotas metabolicas foliares de defesa ao estresse. Por outro lado, um aciimulo de shikimato pode
indicar que as rotas afetadas podem nao ter sido completamente compensadas. Como
perspectivas, podem ser realizados mais estudos para determinar se a auséncia de estresse
oxidativo estd relacionada ou ndo com a eficiéncia do sistema antioxidante, a partir da
quantificagdo de enzimas como a catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX). Ademais, um
estudo com um espago temporal maior pra atestar se os efeitos tardios observados no
crescimento persistem ao longo do tempo e como o perfil metabdlico ¢ alterado em tempos
mais prolongados e analisar como essas alteragdes nas rotas de defesa se comportam em

diferentes doses ao longo do tempo.
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