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RESUMO

O objetivo do experimento consistiu na
simulagdo in vitro da soja transgénica tolerante ao
glyphosate, através do cultivo de explantes em
meios de cultura contendo aminoécidos
arom@ticos. As avaliagdes basearam-se nos efeitos
do glyphosate sobre sementes oriundas de
explantes de soja (Glycine max (L.) Merr.) cv.
UFV-16. Para tanto, explantes de soja foram
cultivados em meios de cultura liquidos com pH
em torno de 5,0. Cada explante constou de um
legume completamente expandido contendo duas
sementes de aproximadamente 100 mg,
conectada a um segmento de caule de 45 mm
de  comprimento. Os tratamentos testados
foram: A = glutamina (GIn); B = GIn +
fenilaanina (Phe) + tirosina (Tyr) + triptofano
(Trp); C = GIn + glyphosate; D = GIn + Phe + Tyr

+ Trp + glyphosate. O experimento  foi
conduzido sob irradiancia de 80 umol%s* a 25°C
por 204 horas. Nos tratamentos que receberam
aminoéacidos arométicos e glutamina, o herbicida
ndo afetou as massas fresca e seca das sementes,
como também, ndo afetou seus constituintes
bioguimicos (proteinas, dleo, acidos graxos,
carboidratos e  clordfilas). Portanto, a
suplementagdo  exdégena de  aminoécidos
arométicos suprime os efeitos fitotoxicos do
glyphosate sobre explantes de soja, permitindo
estudos sobre 0 seu modo de agéo e metabolismo
nas sementes, uma vez que os explantes se
comportaram analogamente a soja transgénica ndo
suscetivel ao herbicida

Palavras chave: Glycine max, cultivo in
vitro, do shiquimato, aminoéacidos aromaticos.

ABSTRACT

Simulation of the transgenic soybean tolerant to glyphosate through explant cultivation

The objective of this experiment consisted
in simulation in vitro of the transgenic soybean
tolerant to glyphosate through explant cultivation
in culture medium containing aromatic amino
acids. The effects of glyphosate on soybean
(Glycine max (L.) Merrill) were evaluated in
seeds harvested from explants of cv UFV-16. The
soybean explants were cultivated in liquid
medium culture with pH about 5.0. Each explant
consisted of one fruit completely expanded,
containing two seeds of 100 mg approximately,

and connected to a stem segment of 45 mm length.
The explants were submitted to the following
treatments. A = glutamine (Gln); B = GIn +
phenylalanine (Phe) + tyrosine (Try) + tryptophan
(Trp); C = GIn + glyphosate; D = GIn + Phe + Tyr
+ Trp + glyphosate. The experiment was
conducted under irradiance of 80 umol%s* at 25°C
for 204 hours. The treatments with aromatic
amino acids and glutamine avoided the herbicide
effect on seed fresh and dried weights
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and had no effect on their biochemica
constituents ~ (proteins,  oil, fatty  acids,
carbohydrates and chlorophylls). Thus, an

exogenous supplementation of aromatic amino
acids eliminates  phytotoxic  effects  of
glyphosate on soybean explants. Therefore, it
was developed anin vitro systemthat allows to

study the mode of action and the metabolism
of glyphosate in soybean seeds, since the explants
behaved in a similar manner as the transgenic
soybean unsusceptible to the herbicide.

Key words: Glycine max, in vitro culture,
shikimate pathway, aromatic amino acids, seed
composition.

INTRODUCAO

A iminente introducdo de variedades de
soja geneticamente modificadas e tolerantes ao
glyphosate, no Brasil, & semelhanga do que
ocorreu nos EUA, exige técnicas de avaiacdo
preliminares, sob condi¢bes padronizadas, que se
prestem a testar graus de tolerdncia dessas
variedades a0 glyphosate. A tolerncia, nesse
caso, € estimada por meio dos reflexos do
herbicida no conteldo e na composicdo dos
constituintes bioguimicos das sementes de soja.

O glyphosate é um €eficiente inibidor da
enzima EPSPS (5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato
sintase; E.C. 2.5.1.19), umadas envolvidas narota
biossintética dos aminoécidos arométicos ou,
simplesmente, rota do shiquimato. A soja
geneticamente modificada codifica uma variante
da EPSPS, que possui baixa afinidade ao
glyphosate, conferindo a ela tolerdncia ao
herbicida (Harrison et al., 1995).

A meta proposta para  esses
experimentos foi simular, fisiologicamente, o
comportamento da soja tolerante ao glyphosate, a
partir da soja suscetivel a ele. Para tanto,
explantes de soja foram cultivados em meios de
cultura liquidos, sob condicdes semi-assépticas,
contendo nutrientes minerais, glutamina, sacarose
e glyphosate. As tentativas de simulagdo deram-se
pelo fornecimento exdgeno de fenilalanina,
tirosina e triptofano aos meios de cultivo em que
os explantes foram cultivados, com o proposito de
compensar a depressdo dos niveis desses
aminoécidos arométicos, acarretada pela inibigéo
da enzima EPSPS pelo herbicida.

Este trabalho objetivou, especificamente,
verificar os efeitos do glyphosate sobre o
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contelido e sobre a composi¢ao de proteina, 6leo,
carboidratos e clorofilas de sementes oriundas de
explantes de soja, cultivados em diferentes meios
de cultura liquidos, pois, segundo Devine et al.
(1993), estes sS40 o0s principais constituintes
bioquimicos afetados pelo glyphosate, em plantas.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho, conduzido no periodo de
1996 a 1997, foram utilizadas sementes de soja
(Glycine max [L.] Merr. cv. UFV-16), fornecidas
pelo Nucleo de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade
Federal de Vigosa, Vigosa (MG). As sementes
foram semeadas em vasos de polietileno com
capacidade para 3 litros, contendo como substrato,
areia previamente lavada com acido muridtico e
tratada com brometo de metila As plantulas
obtidas foram mantidas em casa-de-vegetacdo sob
condicdes naturais de luz, temperatura e umidade
relativa. Apés 10 dias, quando as plantulas
apresentaram o primeiro trifélio completamente
expandido, foi efetuado deshaste, deixando-se
apenas duas plantas por vaso. Estas foram
irrigadas diariamente e, duas vezes por semana,
foram aplicados 200ml de solugdo nutritiva
completa de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950).
As plantas permaneceram nestas condi¢Bes até
apresentarem o pericarpo completamente formado
e as sementes ocupando todo o Idmen dos
legumes, com biomassa fresca em torno de 100
mg cada. Quando as sementes apresentaram a
matéria fresca relatada, as plantas foram
transferidas para laboratério para instalacdo do
experimento de cultivo in vitro das sementes de
soja, mantendo-se plantas in situ como controle.
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O cultivo de explantes em condi¢des
semi-assepticas seguiu a metodologia descrita por
Mosguim & Sodek (1991). Cada explante era
congtituido de um legume completamente
expandido, contendo duas sementes de
aproximadamente 100 mg, conectada a um
segmento de caule de 45 mm de comprimento. Os
explantes foram excisados a partir do quinto n6 da
base para o apice.

Os explantes foram cultivados em meios
de cultura liquidos, com volumes de 6,5 ml,
preparados segundo Chandler et al. (1983) para os
macronutrientes e Thompson et al. (1977) para os
micronutrientes. A solugdo de ferro foi preparada
a pate. Como fontes de nitrogénio foram
utilizados glutamina (Gln), fenildanina (Phe),
tirosina (Tyr) e triptofano (Trp). Como fonte de
carboidratos utilizou-se sacarose a 5%.

Por ocasido da instaacdo destes
experimentos, o sistema in vitro de cultivo de
explantes ja se encontrava previamente otimizado
pelos autores para testes com o herbicida
glyphosate. As concentragBes de aminoécidos
empregadas, isoladas ou combinadas, sdo aquelas
gue conferem maior crescimento das sementes e a
dose ministrada do herbicida é aquela a partir da
gua a inibicdo do crescimento dos gréos €
maxima. Por conseguinte, foram avaliados os
seguintes tratamentos. A = GIn[1,2 mgN ml™]; B
=GIn[0,9 mgN ml*] + Phe, Tyr e Trp [0,3mgN
m™; C = Gln [1,2 mg N mlI"] + 25uM
glyphosate; D = GIn [0,9 mg N ml] + Phe, Tyr e
Trp[0.3mg N ml*] + 25 uM glyphosate

O pH da solugdo nutritiva foi mantido em
torno de 5,0. O herbicida foi adicionado 36 horas
apos a ingtalagdo do experimento. O periodo de
cultivo foi de 204 horas, mantendo-se os explantes
sob nivel de irradiancia de 80 umol de fétons
m?s* e temperatura de 25°C.

Os legumes colhidos foram debulhados e
as massas frescas das sementes correspondentes a
cada repeticdo foram determinadas em seguida.
Imediatamente apds, as sementes foram
congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas.
Consumado o processo de liofilizagdo, as
sementes foram colocadas em dessecador e
novamente pesadas para obtencdo de massa seca
e, na seqléncia, trituradas em moinho tipo
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“willey” munido de peneira com maha 40. As
sementes moidas foram acondicionadas em

recipientes de vidro com tampas de rosca e
armazenados em “freezer” a -80 °C até a ocasido

das andlises bioquimicas.

Os teores de agUcares solUveis totais
foram determinados pela reagdo com o reagente de
antrona (Hodge & Hodfreiter, 1962), e os agUcares
redutores, conforme metodologia descrita por
Nelson (1944) e Somogy (1952). Os aglcares hao-
redutores foram estimados pela diferenca entre os
teores de agUcares solUveis totais e agUcares
redutores. O amido foi também determinado pela
reacdo com o reagente de antrona segundo Hodge
& Hodfreiter (1962).

As clorofilas foram extraidas em acetona
80% (10 ml por unidade experimental composta
de 14 sementes) e quantificadas de acordo com os
comprimentos de onda e coeficientes de extingdo
propostos por Lichtenthaler (1987).

Os teores de lipidios foram determinados
por meio de extracdo continua das amostras em
aparelho de Soxhlet, utilizando-se éter de petréleo
como solvente extrator. Concluido o processo de
extracdo, as amostras foram secas em estufa a
105°C até peso constante. O método gravimétrico
utilizado foi adaptado dos procedimentos descritos
em “Instituto Adolfo Lutz" (1985), com refluxo
por 10 horas. Os teores de lipidios foram obtidos
pela diferenca de peso dos balGes de extracdo de
antes de iniciado o processo de extragdo e de
depois da secagem.

A composicdo de écidos graxos da fragdo
lipidica das sementes foi determinada por
cromatografia gasosa conforme Bubeck et al.
(1989). As amostras foram injetadas num
cromatografo a gas, modelo GC17A (Shimadzu),
equipado com integrador CR-7A. Foi utilizada
uma coluna Carbowax (0,32 mm de didmetro
interno x 30 m de comprimento). As
programagdes da coluna, do injetor e do detector,
foram isotérmicas a 225°C, 240°C e 280°C,
respectivamente. O fluxo do gas de arraste foi de
de 1,1 ml/min.

Os teores de  proteinas
determinados pelo método de Kjeldahl

foram
para
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quantificacdo de nitrogénio total, descrito pela
Association of Official Anaytica Chemists -
AOAC (1975), com modificagbes. Na fase de
digestdo, apbés obtencdo do  materid
aparentemente digerido, foi adicionado peréxido
de hidrogénio a 30%, levando-se a mistura ao
aguecimento por mais 30 minutos. Na fase de
destilacdo, a amonia liberada foi recolhida em
solucdo de é&cido bérico a 4%. No céculo de
conversdo de nitrogénio em proteina, foi utilizado
o fator 6,25.

Os polipeptideos foram separados em géis
de poliacrilamida em gradiente de 10 a 18%
contendo 4,42 a 5,45 M de uréia (Fontes et al.,
1984). Os polipeptideos, uma vez separados,
foram revelados com “Coomassie Brilliant Blue”
R-250 em metanol:&cido-acético:agua (45:9:46
viviv), sendo o0 gd descolorido com
metanol:&cido-acético:égua (25:7,5:67,5 viviv). A
imagem do gel foi fotodocumentada em
equipamento Eagle Eye Il (Stratagene), e
analisada com  “software” One  Dscan
(Scanalytics). As densidades relativas de cada
banda protéica foram computadas com quatro
repeticdes e suas proporgdes estimadas com base
na proteina total.

O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado com quatro repeticoes,
sendo cada unidade experimental composta de
sete explantes, com um total de catorze sementes.
As andlises de laboratério foram realizadas em
quatro repetices por unidade experimental. As
médias obtidas foram comparadas pelo teste de
Tukey a um nivel de 5% de probabilidade. Para
andlise de variancia e teste de médias, foi utilizado
0 Sistema para Andlise Estatistica e Genética
(Euclides, 1982).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos  experimentos
demonstraram que h& maior crescimento das
sementes in vitro do quein situ. Verificou-se que,
na presenca de aminoacidos arométicos, o
glyphosate, na dose ministrada, ndo exerce
fitotoxicidade sobre os explantes, ndo afetando,
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portanto,
sementes.

O herbicida dessecou as sementes de soja
no tratamento isento de aminoécidos aromaticos
(Figura 1). O incremento de matéria seca do
tratamento contendo glutamina mais glyphosate,
foi inferior no tratamento contendo aminoéacidos
arométicos e glyphosate. Este tratamento néo
diferiu dos tratamentos sem o herbicida, tendo
sido superior ao controle in situ.

Conforme se observa na Figura 1, houve
incremento significativo de matéria seca das
sementes do tratamento com glutamina mais
glyphosate em relacdo ao do controle “inicial”,
porém muito aguém dos demais tratamentos. Esse
fato pode ser atribuido ao répido influxo do
glyphosate, a partir do meio de cultivo, para os
seus sitios primarios de acdo nos explantes,
associado a inabilidade de os caules e pericarpos
mobilizarem suas limitadas reservas protéicas para
as sementes em formagdo. As sementes dos
explantes, por ocasido da instaacdo dos
experimentos, encontravam-se em estadio de
enchimento e em intensa biossintese de proteinas
dereserva

A hidrdlise e a posterior mobilizacdo das
proteinas desses dois 6rgéos (caules e pericarpos),
supostamente, supririam os tecidos dos explantes
de aminodcidos aromdticos, tanto quanto
atenderiam a demanda das sementes por esses
compostos. Ta possibilidade, se concreta,
atenuaria, sobremaneira, os efeitos “fitotdxicos’
desse herbicida, masisto ndo se observou de fato.

De acordo com Margna et a. (1989), em
plantas intactas, contrariamente a explantes, a
diminuicilo do contelldo de aminoacidos
aromaticos € menor do que se espera. Tais plantas,
guando tratadas com glyphosate, s8o capazes de
obter aminoacidos arométicos pela hidrélise de
proteinas contidas nos seus diversos 6rgaos e no
pool desses aminoécidos, na sua forma livre e
armazenados nos vacuolos, como também
sintetiza-1os por meio da rota do shiquimato, ainda
gue em quantidades minimas.

O tratamento com glutamina, sem o
herbicida, apresentou maior teor de proteina total
nas sementes em relagdo ao tratamento com
glutamina e aminoacidos aromaticos (Figura 2).

0s congtituintes bioquimicos das
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FIGURA 1. Incremento das matérias fresca e seca de sementes de explantes de soja cultivados em meios
de cultura por 204 horas. Barras com mesmas letras entre tratamentos ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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FIGURA 2. Teores de proteina e 6leo de sementes de explantes de soja cultivados em meios de cultura
por 204 horas. Barras com mesmas letras entre tratamentos ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (P> 0,05).
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Esse resultado vemn confirmar o sistema em estudo
como sendo um reflexo da planta in situ, pois a
glutamina é a principal fonte de nitrogénio
utilizada na sintese de proteinas de reserva nos
cotilédones (Maosguim e Sodek, 1991).

O tratamento com glutamina mais
glyphosate, na dose-padréo de trabalho (Figura 2),
promoveu reducdo drastica do teor protéico das
sementes pela acdo do herbicida. O teor protéico
das sementes do tratamento com glutamina mais
aminoécidos arométicos ndo foi afetado pelo
glyphosate, fato esse que concorda com as
observactes de Duke e Hoagland (1981). Segundo
esses autores, os efeitos “fitotdxicos’ do
glyphosate em plantulas de soja podem ser
parcidlmente revertidos pelo  fornecimento
exégeno de aminodcidos arométicos as raizes,
apesar de a maior parte desses aminoacidos ficar
retida na periderme, nas células do cortex e na
endoderme desse érgao responsavel por absorgao.

Ao contrério de plantas intactas, os
explantes sdo destituidos das barreiras anatdmicas
préprias da absorcdo radicular. A solugdo nutritiva
contendo aminoacidos arométicos € absorvida,
diretamente, pelo xilema, ocorrendo translocagéo
até os frutos. Nesse caso, ndo se trata de reverséo
dos efeitos “fitotoxicos’ do glyphosate em tecidos
lesionados, mas sim de prevencdo continuada
desses efeitos sobre os explantes de soja, pelo
fornecimento antecipado dos produtos finais da
rota do shiquimato, que € o sitio primério de acéo
desse herbicida.

A prevencdo dos efeitos “fitotdxicos’ foi
garantida pela adicdo do herbicida aos meios de
cultivo, 36 horas apés a instaagcdo do
experimento, pésestabilizacdo do sistema e
prévio suprimento dos tecidos dos explantes com
Phe, Tyr e Trp. Essa medida evitou clorose e
necrose dos legumes dos explantes, sem a qua a
absorcdo e a transocagcdo dos aminoéacidos
aromaticos, juntamente com a solucdo nutritiva
destes, seriam deficientes.

O controle in situ (Figura 2) apresentou
teor protéico inferior ao tratamento com glutamina
mais aminodcidos arométicos e glyphosate,
tratamento esse que se comportou igualmente aos
tratamentos sem glyphosate. O fato de o controle
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in situ ter apresentado teor protéico inferior ao da
maioria dos tratamentos in vitro pode ser
explicado por Mosquim e Sodek (1991), que
especularam sobre a possibilidade de as plantas in
vivo possuirem “capacidade ociosa’ de biossintese
de proteinas, que pode ser amplamente explorada
pelo sistema de cultivo de explantes, em virtude
do fornecimento exégeno de fontes de nitrogénio e
carboidratos aos meios de cultivo.

Conforme se verifica na Figura 2, o teor
de Oleo do tratamento com glutamina mais
aminoéacidos aromaticos e glyphosate ndo diferiu,
estatisticamente, dos tratamentos com glutamina e
glutamina mais aminoacidos arométicos, que se
mostraram superiores aos do tratamento com
glutamina mais glyphosate. A privagdo de
aminoacidos  arométicos, provocada pelo
glyphosate, compromete a biossintese de enzimas
envolvidas na producdo de carboidratos e lipidios,
com conseqiente reducéo dos seus contelidos.

Observase, na Tabela 1, que o teor de
acUcares redutores &, drasticamente, reduzido nas
sementes sob efeito do glyphosate, o que permite
inferir que havera diminuicdo da disponibilidade
de acetil-CoA, cuja producdo depende da
guantidade disponivel dos substratos glicose e
frutose para a glicolise. Dessa forma, a sintese de
acidos graxos que se da a partir de acetil-Coa é
severamente afetada e, por conseguinte, a de
lipidios, que sdo constituidos de &cidos graxos.

Os tratamentos com glutamina somente,
glutamina mais aminoédcidos arométicos e
glutamina mais aminoécidos arométicos e
glyphosate ndo diferiram entre s quanto a
concentracéo de clorofila total (a + b) (Figura 3).
O tratamento com glutamina mais glyphosate
apresentou baixa concentragdo de clorofila total,
resultado esse similar ao de Kitchen et al. (1981),
que afirmaram que o0 glyphosate inibe,
drasticamente, a sintese do &-aminolevulinato,
precursor da clorofila. Adicionalmente, de acordo
com Vaughn e Duke (1986), os tilacéides de
folhas verdes de soja tratada com glyphosate,
tornam-se espiralados e afuncionais.

As folhas tratadas com o herbicida
apresentam  nimero reduzido de tilacdides
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TABELA 1. Teores de carboidratos de sementes oriundas de explantes de soja, cultivados em meios de
cultura liquidos, por um periodo de 204 horas.

Teores de carboidratos (g/100 g MS)*

Tratamentos® Carboidratos Amido AcUcares redutores AcUcares ndo-
soluveis totais redutores

Inicial® 335+£0,27c 11,76+ 0,33 a 1,16+ 0,14 a 243+04l1c

In situ® 745+0,21b 12,59+ 0,93 a 0,75+ 0,05 bc 6,70+0,20 b
A* 8,22+ 0,18 ab 11,99+ 0,19 a 0,79+ 0,01b 7,40 £ 0,20 ab

B® 8,10+ 0,01 ab 12,20+ 0,22 a 0,97+ 0,06 ab 7,12+0,14b

ce 9,03+ 0,05a 3,05+ 0,15b 0,50+ 0,01c 853+0,20a
D’ 8,29+ 0,30 ab 11,03+ 0,09 a 0,82+ 0,02b 7,46 + 0,29 ab

1 Médias + errospadrdo de quatro repeticdes. Médias seguidas de pelo menos uma mesmalletra, no sentido vertical, ndo diferem,
estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey, a5% de probabilidade.

2 Os tratamentos encontramse di scriminados na Tabela 1.

1004 HBClordfilaa a
M Clordfilab
HEClordfilatotal

pHg/mg Matéria Fresca

Inicial Insitu A

B C D

Tratamentos

FIGURA 3. Concentrac8es das clorofilas b etotal (a+b), de sementes de explantes de soja cultivados em
meios de cultura por 204 horas. Barras com mesmas letras entre tratamentos ndo diferem

entre si pdo teste de Tukey (P > 0,05).

(Vaughn e Duke, 1986). Esse fato pode,
perfeitamente, ser extrapolado para os pericarpos
dos explantes, uma vez que esses sao considerados
folhas modificadas, do ponto de vista boténico.
Foi dito, ainda, que o sitio primério de acdo do
glyphosate é a rota do shigquimato, contudo,
aparicdo de clorose, especiamente nos tecidos
meristematicos, congtitui-se no primeiro sintoma
visual tipico da acdo desse herbicida. Conclui-se,
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entdo, que a clorose verificada nos pericarpos e
nas sementes dos explantes de soja tratados com
glyphosate pode ser explicada pela inibicdo da
sintese do &-aminolevulinato, que é precursor da
moléculade clordfila.

No que se refere aos teores relativos de
&cidos graxos da fragdo lipidica extraida das
sementes de explantes de soja (Tabela 2), o
tratamento com glutamina mais glyphosate, com
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TABELA 2. Teores relativos dos é&cidos graxos da fragdo lipidica extraida de sementes oriundas de
explantes de soja, cultivados em meios de culturaliquidos, por um periodo de 204 horas.

Acidos graxos (g/100 g)*
Tratamentos? Palmitico Estedrico Oléico Linoléico Linolénico
(16:0) (18:0) (18:1%9) (18:2"°12) (18:3'91215)
Inicial 1286+ 052a 4,25+0,29a 1848+ 0,62b 48,82+ 124b 15,58+ 0,39 a
In situ 10,89+ 0,14bc 4,08+0,26a 24,45+1,35a 50,77+ 1,46ab 9,77+0,66b
A 11,15+ 0,18 bc 3,99+0,18a 19,94+0,35b 5395+0,17a 10,78+0,70b
B 10,61+ 0,20bc 3,88+0,29a 17,64+0,17b 5432+090a 1253+051ab
C 1154+0,76b 3,67+004a 17,78+095b 51,98+140ab 1501+140a
D 10,34+ 0,03¢c  4,35+026a 17,62+0,14b 5494+0,78a 12,73+0,34ab

! Médias + erros-padrao de quatro repetices. Médias seguidas de pelo menos uma mesmaletra, no sentido vertical, ndo diferem,
estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey, a5% de probabilidade.

2 Os tratamentos encontram-se discriminados na Tabela 1.

excecd do &cido linolénico que foi superior,
comportou-se igualmente ao tratamento controle
com somente glutamina. O tratamento com apenas
glutamina ndo diferiu, estatisticamente, dos
tratamentos com glutamina mais aminoacidos
arométicos e glutamina mais aminoacidos
aromaticos e glyphosate. Portanto, ndo se deve
considerar o0 glyphosate como um agente
modificador significativo dos teores relativos de
acidos graxos da fracdo lipidica de sementes de
explantes de soja, hgja vista que néo se verificou
nenhum efeito evidente desse herbicida sobre essa
caracteristica.

Em relacdo aos teores de carboidratos
solUveis totais, os tratamentos ndo diferiram,
estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade (Tabela 1). Os teores de
amido e de aglcares redutores do tratamento com
glutamina mais glyphosate = mostraram-se
inferiores aos dos demais tratamentos. Esses
resultados sdo respaldados por Vaughn & Duke
(1986), segundo os quais, os tilacéides de
cloroplastos de folhas verdes de soja tratada com
glyphosate tornam-se espiralados (afuncionais), e
0 amido contido nos tilacGides é drasticamente
reduzido.

Por outro lado, o glyphosate, ao inibir a
atividade da EPSPS, provoca exaustdo de
arogenato, que € um modulador negativo da
enzima 3-desoxi-D-arabino-heptul osenato- 7-
fosfato sintase (DAHPS), que é a primeira enzima
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da rota do shiquimato. Essa enzima alostérica tem
a funcdo de condensar fosfoenolpiruvato (PEP)
com eritrose-4-P, para produzir 3-dehidroquinato,
que, em reacBes subseqlientes, é convertido em
shiquimato-3-P (Schulz et al., 1990; Pinto et al.,
1988). O glyphosate causa rapido decréscimo dos
niveis de ribulose bifosfato e do &cido
fosfoglicérico em células de plantas tratadas com
esse produto. Esse fato sugere drenagem de
carbono do ciclo de Calvin-Benson pela rota do
shiquimato; com isso, ha reducdo da sintese de
frutose e, consequentemente, de carboidratos de
reserva (Servaites et a., 1987). Isto explica a
ocorréncia de baixos niveis de amido e de
acUcares redutores no tratamento com glutamina e
glyphosate (Tabela 1).

O mais provével, contudo, é que a
reducdo dos contelidos de amido e de aclcares
redutores, pelo glyphosate, nas sementes dos
explantes, no tratamento contendo glutamina
somente (Tabela 1), decorre da rapida necrose e
senescéncia dos tecidos dos explantes. Esses
eventos se devem mais ao bloqueio darota do
shiquimato pelo herbicida do que,
especificamente, ao aumento da atividade da 3-
deoxi-D-arabino-heptulosenato- 7-fosfato ~ sintase
(DAHPS), uma vez que os meios de cultivo foram
suplementados com sacarose.

O glyphosate deve provocar interrupcao
da biossintese de polissacarideos de reserva, além
de promover sua hidrélise para suprir a demanda
energética dos explantes, sem, entretanto,
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prgudicar o fluxo da solugdo nutritiva pelo
xilema. A diminuicio de fluxo da solugdo
nutritiva pelo xilema, no caso especifico dos
explantes, deve-se mais a necrose dos seus
tecidos, com posterior ressecamento das sementes
(Figura 1), do que, propriamente, ao decréscimo
dos teores de amido e agUcares redutores. A
suspeita acima é compativel com as asser¢des de
Geiger et a. (1986), que sustentam gue 0 mesmo
sucede com plantas intactas tratadas com o
herbicida, com a ressdva de que o fluxo de
fotossintatos pelo floema €, expressivamente,
reduzido em funcdo da queda dos niveis de
sacarose no interior desse vaso condutor.

Explantes sob estresse causado pelo
glyphosate apresentam, provavelmente, maior
consumo de aglcares redutores para obtencdo de
substratos a serem utilizados no processo de
respiracdo celular, muito embora esse evento
tenda a exaurirrse a medida que os tecidos
vegetais sd0 hecrosados.

Quanto ao teor de aglcares néo-
redutores (Tabela 1), o tratamento com glutamina
mais glyphosate mostrou-se superior ao com
glutamina mais aminoacidos aromaticos, nao
tendo diferido dos com somente glutamina e com
glutamina mais amino&cidos arométicos e
glyphosate. O fato de o tratamento com glutamina
mais glyphosate ter apresentado teor de aglicares
nao-redutores ligeiramente superior ao tratamento
com glutamina mais aminoécidos aromaticos
deve-se, possivelmente, a rgpida senescéncia dos
explantes, induzida pelo glyphosate. Nesse caso,
embora o0s explantes tenham  absorvido
quantidades expressivas de sacarose contida nos
meios de cultivo, estes ndo as hidrolisaram para
obtencdo de glicose e frutose, uma vez que o
adudido tratamento apresentou teor de aglicares
redutores inferior a todos os demais.

O tratamento com glutamina mais
aminoéacidos arométicos e glyphosate ndo diferiu,
estatisticamente, dos com glutamina somente e
glutamina mais aminoacidos arométicos, quanto
ao teor de agUcares ndo-redutores (Tabela 1).

Com base no eetroferograma e nos
contelidos relativos dos polipeptideos
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componentes da proteina total das sementes dos
explantes de soja (Figura 4 e Tabela 3), nota-se
gue os contelidos dos polipeptideos A; e A,
constituintes da proteina glicinina, sofreram queda
drastica no tratamento com glutamina mais
glyphosate, em relacdo ao tratamento com
glutamina mais amino&cidos arométicos e
glyphosate. Esse Ultimo tratamento se comportou
de maneira similar aos controles com somente
glutamina e glutamina mais aminoacidos
arométicos. Em relagcdo aos demais polipeptideos,
nao ocorreram variacdes visuais perceptiveis entre
0 tratamento com glutamina mais glyphosate e o
tratamento com glutamina mais aminoacidos
aromaticos e glyphosate.

Os tratamentos comportaram-se
similarmente, em relagdo aos conteldos relativos
dos polipeptideos de glicinina A, A € A, e de
lipoxigenase (LOX) (Tabela 3). Os contelidos
relativos das subunidades o’ e o, componentes da
proteina B-conglicinina do tratamento com
glutamina mais glyphosate, mostraram-se
inferiores aos dos demais tratamentos. Os
contetidos do polipeptideo B (componente da -
conglicinina) e dos polipeptideos B,,, By, B,, B; €
B, (componentes da proteina glicinina) foram,
proporcionalmente, maiores no tratamento com
glutamina mais glyphosate, em relagdo aos dos
demais tratamentos. O tratamento com glutamina
mais aminoacidos arométicos e glyphosate, na
maioria das vezes, comportou-se de forma
semelhante aos controles que continham
glutamina somente e glutamina mais aminoacidos
arométicos, em relacdo aos contelidos relativos de
polipeptideos.

Correlagdes positivas e significativas (P
< 0,01) foram encontradas entre proteina, 6leo,
matéria fresca, matéria seca, carboidratos solUveis
totais e clorofila total (Tabela 4). Dentre as
caracteristicas acima relacionadas, com excecao
de carboidratos soluveis totais e clorofila total, as
correlacdes estimadas para as  demais
caracteristicas apresentaram elevada magnitude.
Foram encontradas correlagbes positivas e
significativas entre amido e a maioria das
caracteristicas acima relacionadas. A correlacédo
entre amido e carboidratos sollveis totais foi
significativa e negativa. Expressivas discrepancias
em magnitude, sina e significancia foram
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FIGURA 4. Eletroferogramados polipeptidios componentes da proteina total de sementes de explantes
de soja cultivados em meios de cultura por 204 horas. Os tratamentos obedecem a
convengdo anteriormente adotada, com o acréscimo de S.M., que corresponde a sementes

maduras.

TABELA 3. Contelidos relativos de lipoxigenase, peptideos &cidos (AsA4LA1ALAL), peptideos
basicos (B,,B.,B, Bs, B,) e subunidades (o', oo € ) da fracdo protéica de sementes
oriundas de explantes de soja, cultivados em meios de cultura liquidos, 1por um periodo de
204 horas. Os resultados foram obtidos por densitometria de gel.

Teores! (%)
2
TrAmeNOST o o B A Ac AvAsA;  BuBuBBB,

Inicial? 2,45 bc 475c¢c 1822 b 590 a 0,55¢c 0,30d 35,67 a 32,15b
In situ 1,12d 0,42d 23,57 a 300b 310b 2,65¢c 35,55 a 30,55 b
A? 385a 907a 19,70b 302b 252b 257c 30,57 b 2847b
B® 2,22cd 905a 17,90b 307b 412 a 490a 30,87 b 27,82b
ct 3,50 ab 807b 13,00c 587 a 2,95b 0,92d 2890b 36,77 a
D’ 4,02 a 915a 18,05b 3,75b 4,12 a 347b 29,32b 28,10b

Média 2,86 6,75 18,40 4,10 2,89 2,47 31,81 30,64

C.V. (%) 18,51 6,07 5,40 8,78 9,69 12,10 2,76 6,45

1 Médias de quatro repeticdes. Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, no sentido vertical, ndo diferem,
estatisticamente, entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

2 Os tratamentos encontram-se discriminados na Tabela 1.

observadas entre os coeficientes de correlagdo de
acUcares redutores e de aglcares néo-redutores,
em face das demais caracteristicas avaliadas.

NoO que concerne aos teores de &cidos graxos,
carboidratos e polipeptideos constituintes das
proteinas de reserva (Tabelas 1, 2 e 3), de modo
geral, o tratamento com glutamina mais
aminoéacidos aromaticos e glyphosate foi andlogo
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aos tratamentos controles contendo glutamina

somente e glutamina mas  aminoacidos
aromaticos. O tratamento com glutamina mais
glyphosate  diferiu, estatisticamente,  dos

supracitados, em quase todos 0s parametros
bioquimicos analisados.
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TABELA 4. Estimativas dos coeficientes de correlagdo entre caracteristicas de sementes oriundas de explantes de
soja, cultivados em meios de culturaliquidos, por um periodo de 204 horas.

Variaveis Oleo Matéria Matéria Ca(bo! drato; Amido Aculcares ~A(;ucares Clorofila
fresca seca sollveistotais redutores ndo-redutores total

Proteina 0,9621** 0,8871** 0,9115** 0,5492** 0,4304* -0,0593 0,5006** 0,9559**
Oleo 0,9377** 0,9666* * 0,5239** 0,5290** 0,0087 0,4712* 0,9861**
Matéria fresca 0,9656* * 0,5070** 0,5704** -0,0673 0,4665* 0,9203**
Matéria seca 0,5947** 0,4584* -0,1333 0,5492** 0,9557**
Carboidratos -0,3552* -0,6580** 0,9911** 0,5098**
solGveistotais
Amido 0,6010** -0,3958* 0,5114**
AcUcares -0,7251** 0,0216
redutores
AcUcares 0,4553*
néo-redutores

*  Significativo a 5% de probabilidade, pelo testet.

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo testet.

Os resultados gerais obtidos sd0  suplementagdo exégena de aminoacidos

corroborados por Devine et a. (1993), que
afirmam que o tratamento de tecidos vegetais com

aromaticos e sacarose suprime os efeitos
téxicos do glyphosate sobre explantes de soja

glyphosate resulta na inibicdo da enzima  Assm sendo, os resultados obtidos dos
EPSPS (EC 25.1.19), pela formacdo do  experimentos de simulagdo, de certaforma, podem
complexo terci&io EPSPS-S-3-P-glyphosate, ser  extrapolados para  prognosticar 0O
acarretando, dessa forma, déficit dos produtos  comportamento da soja geneticamente modificada
finais da rota do shiqguimato, que sd os  diante do glyphosate.

aminoacidos aromdticos e produtos fendlicos Nesse caso, ndo houve exatamente

secundarios, tendo, como conseqliéncia, faléncia
de todo o0 metabolismo intermediério das plantas,

umavez que hainterdependéncia das diversas vias
metabdlicas.

Em face da red necessidade de
sistemas padronizados, isentos de interferéncias
adheias aos tratamentos que, porventura, possam
influenciar os resultados finais dos experimentos,
foi otimizado um sistema de cultivo de explantes.
Esse sistema se aplica, perfeitamente, a situagdes
de estudos acerca do modo de acdo e metabolismo
do glyphosate, sobretudo em sementes de
diferentes gendtipos de soja, suscetiveis ou ndo a
este herbicida.

Nos tratamentos que receberam
aminoacidos aromaticos e glutamina, 0s
explantes ndo apresentaram sintomas visuais
tipicos de intoxicacdo por glyphosate. A massa
fresca e a massa seca das sementes ndo foram
reduzidas, tanto quanto seus congtituintes
bioguimicos ndo foram afetados. Portanto, a
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reversdo de tecidos lesionados pelo glyphosate.
Nessa situacdo singular, o herbicida é adicionado
36 horas apés a instalagdo do experimento, pos-
estabilizacdo do sistema de cultivo e prévia
absorcdo e trandocagdo dos aminoécidos
arométicos, tratando-se mais precisamente de
prevencao e supressao dos efeitos “fitotoxicos’ do
glyphosate sobre os explantes de soja, do que
propriamente de reversdo desses efeitos ja
manifestados.

Pela sua flexibilidade de uso, custo
relativamente baixo, rapidez na obtencdo de
resultados com elevada reprodutibilidade e
confiabilidade na conducdo dos experimentos sob
condicdes controladas, o0 sistema in vitro de
cultivo de explantes pode ser indicado para
avaiacbes preliminares de graus de tolerancia de
gendtipos de soja transgénica ao glyphosate e,
eventualmente, em estudos sobre modos de agéo e

metabolismo de outros herbicidas, a semelhanga
do que foi realizado com o glyphosate.
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