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RESUMO

O glyphosate € considerado o herbicida mais utilizado em todo mundo. Seu mecanismo
de acdo baseia-se no bloqueio da rota do chiquimato, interrompendo a sintese dos aminoacidos
aromaticos. Observa-se que a sua aplicacdo de maneira incorreta permite que uma parcela do
ingrediente ativo chegue a cultura nao-alvo, caracterizando a deriva. O café aparece como a
segunda mais importante commodity no mercado internacional, com o Brasil como principal
produtor. Neste trabalho, avaliou-se o impacto que o herbicida glyphosate teria na cultura de café,
em uma condi¢@o de deriva simulada via pulverizacao foliar e via contaminacdo de trés diferentes
tipos de solos: argiloso, arenoso e rico em matéria organica. Andlises revelaram que, em baixas
concentracdes, o glyphosate pode reduzir a taxa fotossintética do cafeeiro, mas estimular a sintese
de pigmentos foliares. Também foi observado um aumento do contetido de compostos fendlicos,
configurando-se como um possivel caso de hormese. Quando aplicado nas folhas, o herbicida foi
transportado para frutos em desenvolvimento. Nos frutos, o herbicida alterou o metabolismo de
diversos compostos importantes para a bebida do café, tais como a cafeina e acucares. Assim,
este trabalho apresenta-se como um dos primeiros a investigar as alteracdes induzidas pelo
herbicida glyphosate em plantas de café e a relatar a hormese provocada pelo herbicida sobre

seus metabolitos secundarios.

Palavras-chave: Coffea, café, deriva, glyphosate, herbicida, hormese, frutos, solos.
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SUMMARY

Glyphosate is the most widely used herbicide worldwide. Its mechanism of action is
based on the blockage of the shikimate pathway, hindering the biosynthesis of the aromatic
amino acids. Its incorrect application allows a portion of the active ingredient to reach the non-
target crop, characterizing the drift. Coffee is the second commodity in the international market,
and Brazil is the main producer. Here, we studied the impact that the herbicide glyphosate would
have on coffee plants, in a condition where drifting was simulated by foliar sprays and
contamination of three different soils: clay, sandy and rich in organic matter. Our data revealed
that, at low concentrations, glyphosate may reduce photosynthesis, but it can stimulate the
biosynthesis of leaf pigments. An increase of phenolic compounds was also observed, suggesting
a possible hormesis effect. When applied to the leaves, the herbicide was transported to
developing fruits and in the fruits the metabolism of important compounds for the coffee
beverage, such as caffeine and sugar, was altered. Thus, this work presents itself as one of the
first to investigate the impact of glyphosate herbicide on the coffee tree and report the hormesis

caused by the herbicide on secondary metabolites of coffee.

Keywords: Coffea, coffee, drift, glyphosate, herbicide, hormesis, fruits, substrates.
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1. INTRODUCAO

O uso excessivo dos recursos naturais e a sintese em larga escala de compostos
xenobidticos gera indmeros problemas ambientais, tais como a poluicdo do ar, de ecossistemas
terrestres e aqudticos, além de altera¢des em ciclos biogeoquimicos. Atualmente, observa-se uma
maior utilizacdo de compostos organofosforados, correspondendo a 38% dos pesticidas utilizados
em todo mundo. A principal caracteristica destes compostos € a presenca de uma ligacdo
covalente entre atomos de carbono e fosforo (C-P), resistente a hidrolise quimica, aos danos
térmicos e a fotdlise (Singh & Shaner, 2006; Ermakova et al., 2008).

Muitos organofosforados sdo capazes de interferir no metabolismo vegetal, inibindo
determinadas enzimas, relacionadas com a biossintese de aminoacidos. Como os animais nao sao
capazes de sintetizar todos os aminoécidos necessarios, obtendo-os através da alimentacao, estes
organofosforados tendem a lhes causar menores danos quando comparado com as plantas. Logo,
muitos herbicidas sdo baseados nesta caracteristica (Tan et al., 2006)

Ao eliminarem plantas daninhas, os herbicidas podem promover uma economia de
nutrientes e dgua do solo, bem como da terra ardvel, mas sua utilizacdo precisa seguir um manejo
cuidadoso a fim de evitar que estes compostos prejudiquem plantas co-existentes em dreas
adjacentes as zonas-alvo de sua aplicagdo (Tan et al., 2006; Ermakova et al., 2008).

Um importante exemplo de organofosforado capaz de interferir no metabolismo vegetal é

o glyphosate, composto ativo de muitos herbicidas (Ermakova et al., 2008; Moldes et al., 2008).

1.1. Glyphosate
O glyphosate [N-(fosfonometil)glicina] € considerado um dos herbicidas mais utilizados

para o controle de plantas daninhas no Brasil e no mundo. Este composto corresponde em torno
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de 10% das vendas globais de herbicidas e estd presente em 150 marcas comerciais. O glyphosate
¢ uma das moléculas mais eficientes ja introduzidas no mercado para controle de plantas
daninhas e, no Brasil, tem acdo comprovada sobre cerca de 150 espécies de plantas daninhas,
sendo utilizado em 4reas agricolas, industriais, florestais e residenciais (Bervald, 2006; Ahsan et
al., 2008). Sua popularidade se deve a propriedades unicas: possui amplo espectro de acdo, €
capaz de controlar uma grande variedade de espécies vegetais perenes e anuais, tem alta
solubilidade e capacidade de transporte em tecidos vegetais e apresenta rapida ligacdo as
particulas do solo, além de uma baixa toxicidade a mamiferos, aves e peixes (Pline-Srnic, 2006;
Preston & Wakelin, 2008). Assim, o herbicida glyphosate pode ser definido como nao seletivo as
culturas, de acdo sist€mica nas plantas daninhas e sem efeito residual no solo (Gravena, 2006).
Entretanto, um dos problemas mais sérios observados na utilizacao do herbicida € a ocorréncia da
deriva.

1.1.1. O problema da deriva

A deriva € caracterizada pelo contato da molécula herbicida com organismos ndo alvo de
sua aplica¢do. Sua ocorréncia € comum na pratica agricola; entretanto, devido ao uso inadequado
dos equipamentos de aplicacdo, a falta de uma regulagdo adequada do mesmo e/ou a uma
aplicacdo em condi¢des ambientais desfavordveis, tais como no periodo do dia de menor umidade
relativa do ar e maior temperatura, esta ocorréncia tende a se acentuar (Velini et al., 2008;
Cakmak et al., 2009).

Dessa forma, mesmo em aplicac¢des dirigidas de produtos ndo seletivos, a propria cultura
pode ser afetada pela deriva. Sabe-se que o efeito da deriva de herbicidas estd diretamente
relacionado a quantidade do composto ativo que chega as culturas, também estando associada as

doses utilizadas no controle das plantas daninhas. Assim, pode-se observar que a utilizacdo de
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doses elevadas de glyphosate em dreas infestadas por plantas daninhas tem potencializado os
riscos de danos provocados pela deriva (Santos, 2006).
1.1.2. Relagdo entre o herbicida e o solo

Além da aplicacdo direta, o glyphosate pode acabar sendo destinado ao solo via
contaminacao indireta por deriva, pela chuva e por outros mecanismos. No solo, este herbicida é
caracterizado por apresentar alta capacidade de sor¢do as particulas coloidais, sendo pouco
dessorvido (Tesfamariam et al., 2009). Segundo Piccolo et al. (1996), a ligacao do glyphosate as
particulas do solo se deve a interacdo entre o grupo acido fosfonico do herbicida com cations
polivalentes adsorvidos a argila. Esta interacdo tende a manter o herbicida indisponivel para a
absorcdo pelas plantas. Entretanto, Gravena (2006) aponta que, em situacOes especificas, o
glyphosate pode permanecer ativo neste ambiente por um curto periodo de tempo, afetando a
emergéncia de culturas anuais e de plantas daninhas. Segundo o autor, a disponibilidade do
glyphosate no solo deve-se principalmente da combinacao dos seguintes fatores: solo com textura
arenosa, alta dose do herbicida, disponibilidade de dgua e alto valor de pH do solo.

Também se deve observar que o transporte de pesticidas no solo é governado pelos
processos de sorcdo, transformacdo e absorcdo radicular das moléculas, aliados as condig¢des
ambientais. Assim, as propriedades fisico-quimicas das moléculas e os atributos fisicos, quimicos
e bioldgicos do solo interferem diretamente na movimentacdo das moléculas no perfil do solo
(Gravena, 2006; Tesfamariam et al., 2009).

1.1.3. Acdo do herbicida nas plantas

A ac¢do dos herbicidas ocorre através de duas fases: (i) movimento para o local de acdo e,
(i1) conseqiiéncias metabdlicas resultantes de sua interagcdo com o local de a¢do. A primeira fase
inicia-se com a aplicacdo do herbicida, seja de forma direta sobre a folhagem ou via solo para

atingir as raizes. Em seguida, o herbicida é absorvido pela planta para, entdo, atingir o local de
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acdo. Essas etapas incluem a entrada nas células, difusdo por curtas distancias, transporte por
longas distancias, conversao metabdlica do herbicida (levando a sua ativacdo ou desativagdo) e
entrada nas organelas celulares. A interacdo do herbicida com o local de agdo pode ser
considerada como a primeira etapa da segunda fase, que resulta na morte da planta (Gravena,
2006).

Quando aplicado sobre a folhagem, a absorcdo do glyphosate é um processo que envolve
uma rdpida penetracdo inicial através da cuticula, seguida por uma absorcdo lenta. A difusdo é
considerada o principal processo de transporte do herbicida pela cuticula e, portanto, o gradiente
de concentracdo entre a regido de deposicdo e o interior da planta influencia sua absorcao
(Gravena, 2006). Quando absorvido, € rapidamente e extensivamente transportado para fora deste
orgdo. Seu transporte segue o padrdo de fonte para dreno, semelhante ao observado para as
substancias fotoassimiladas, o que sugere que a translocagdo pelo floema tenha papel importante.
Entretanto, também se observou o transporte do herbicida através do xilema, embora em menor
intensidade, considerando-se que hd maior concentracdo do herbicida em 6rgaos drenos quando
comparado com as folhas (Preston & Wakelin, 2008).

Diversos trabalhos na literatura mostram que o glyphosate € pouco metabolizado nas
plantas. Porém, estudos com o herbicida radiomarcado possibilitam sugerir que o glyphosate &,
primeiramente, transformado em 4cido aminometilfosfonico (AMPA). Entdo, este composto é
degradado via transaminacdo e os produtos desta degradacdio podem ser incorporados a
metabolitos naturais ou serem convertidos a di6xido de carbono, para, entdo serem incorporados
através da fotossintese (Coupland, 1985). As plantas também possuem enzimas capazes de
metabolizar diversos xenobidticos, dentre eles, herbicidas, proporcionando sua desintoxicacdo. A
glutationa S-transferase (GSTs, EC 2.5.1.18) € um importante exemplo deste grupo de enzimas,

capaz de catalisar a conjugacdo de glutationa (GSH) a uma variedade de substratos, geralmente
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citotoxicos, produzindo conjugados menos téxicos. Muitos autores constataram um aumento da
atividade desta enzima em plantas submetidas a aplicacdo de glyphosate, indicando sua
participacao no processo de detoxificacdo do herbicida (Cataneo et al., 2003).

1.1.4. Mecanismo de acdo

O mecanismo de acdo do glyphosate ¢é atribuido a inibicdo da enzima 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPs, E.C. 2.5.1.19), que catalisa a reagdo entre
chiquimato-3-fosfato (S3P) e fosfoenolpiruvato (PEP), formando 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato (EPSP) e fésforo inorganico (Pi) (Moldes et al., 2008; Cedergreen & Olesen, 2010). Essa
reacdo ocorre em duas etapas, iniciando-se pela ligacdo da enzima EPSPs ao S3P, formando o
complexo EPSPs-S3P; em seguida, o PEP liga-se a este complexo, permitindo o prosseguimento
da reacdo, finalizando com a producio de EPSP (Tan et al., 2006). Quando a planta € exposta ao
glyphosate, o herbicida ndo ird se ligar a enzima EPSPs livre, mas sim ao complexo EPSPs-S3P,
impedindo a sua interacio com PEP, ao formar o complexo inativo EPSPs-S3P-glyphosate.
Verificou-se que o glyphosate ndo se liga ao sitio ativo da EPSPs, mas a um possivel sitio
alostérico, resultando em uma mudanca conformacional do sitio ativo, o que dificultaria a ligacao
de PEP (Reade & Cobb; 2002).

A EPSPs € a sexta enzima da rota do dcido chiquimico, essencial para a biossintese de
aminodcidos aromdticos em bactérias, algas, fungos e plantas superiores. Nas plantas, esta
enzima € codificada completamente no nicleo e desempenha sua acdo catalitica nos plastidios.
Ainda, esta enzima possui um peptideo sinal que permite seu direcionamento ao cloroplasto,
caracterizando uma forma conhecida como pré-enzima (pEPSPs). Na membrana do cloroplasto, a
pré-enzima interage com um receptor, com posterior liberacdo da forma ativa da enzima no lado
interno desta membrana. A inibi¢do da enzima pelo glyphosate também ocorre no citoplasma,

formando o complexo glyphosate-pEPSPs-S3P, cuja estabilidade estrutural impede a
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flexibilidade necessdria para o transporte através da membrana do cloroplasto (Franz et al., 1997;
Tan et al., 2006 ; Perez-Jones et al., 2007).

A inibicao da enzima EPSPs prejudica a produciao dos aminoécidos fenilalanina, tirosina e
triptofano. Indimeros trabalhos mostram que plantas tratadas com glyphosate tornam-se
deficientes destes trés aminodcidos e a sua adi¢do exdgena reverte a intoxicacdo (Fuchs et al.,
2002; Ahsan et al., 2008; Moldes et al., 2008; Reddy et al., 2008). Entretanto, um efeito mais
rapido e dramdtico que a redug¢do da quantidade disponivel de aminodcidos aromaticos € o
aumento da quantidade de 4cido chiquimico e, posteriormente, de dcidos benzdicos derivados
deste acido, potencialmente toxicos as células vegetais (Perez-Jones et al., 2007; Cedergreen &
Olesen, 2010). Segundo Velini et al. (2008), este aumento dos niveis de dcido chiquimico pode
servir para se avaliar a susceptibilidade ou a exposi¢cdo de espécies vegetais ao glyphosate.

Na literatura podem ser encontrados muitos efeitos secunddrios causados por este
herbicida, dependentes de intimeros fatores, tais como a espécie, a dose aplicada do herbicida e o
estddio da planta (Eker et al., 2006; Ahsan et al., 2008). O mecanismo de a¢do do glyphosate
também afeta muitos outros compostos celulares, tais como auxinas, ligninas, flavondides,
antocianinas e quinonas, derivados de intermedidrios da via do chiquimato. Ainda, a aplicacao de
glyphosate também pode levar a uma queda da taxa fotossintética e inibir a formacdo de clorofila,
reduzindo o contetido total do pigmento, além de interferir na organizacio do aparelho
fotossintético. Também se observou que folhas expostas ao glyphosate apresentaram um aumento
do nivel de peroxidacdo lipidica, conteido de glutationa (GSH), prolina livre e fluxo idnico,
sugerindo que, além da inibicdo de alvos especificos, a acdo do glyphosate também leva ao
estresse oxidativo nas plantas (Bervald, 2006; Eker et al., 2006; Moldes et al., 2008). Fuchs et al.

(2002) destacam que tais alteracdes determinadas pelo glyphosate tendem a se concentrar em
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tecidos metabolicamente ativos como drenos, tais como folhas imaturas, brotamentos, botdes

florais e raizes.

1.2. Compostos fendlicos

Compostos fendlicos sdo constituintes importantes das plantas superiores, sendo
encontrados em praticamente todos os alimentos de origem vegetal, inclusive frutas e bebidas
como o vinho, o cha e o café. Entre os compostos fendlicos estd o grupo dos fenilpropanoides,
compostos arométicos originados em passos posteriores a via do acido chiquimico (Robars &
Antolovich, 1997; Abbasi et al., 2007). Estes compostos representam o maior conjunto de
metabolitos secundarios, compreendendo aproximadamente 20% do total de carbono disponivel
na biosfera terrestre. Muitos desses compostos tém recebido considerdvel atencdo dos
pesquisadores como fatores potencialmente protetores contra doencgas cronicas humanas, cancer e
doencas cardiovasculares (Scalbert et al., 2005; Peters, 2007; Yu & Jez, 2008).

O aminodcido fenilalanina € a molécula que inicia a via de sintese dos fenilpropandides
nas plantas. A fenilalanina amoénia liase (PAL), primeira enzima desta via, catalisa a desaminacao
da fenilalanina para 4cido frans-cinamico que formard o dcido p-cumadrico (ou dcido 4-cumadrico).
Em seguida, uma molécula de coenzima A (CoA) se une ao acido p-cumdrico, gerando 4-
cumaroil CoA, um intermedidrio ativo de muitas ramifica¢des da via dos fenilpropanéides (Yu &
Jez, 2008). Observa-se que os compostos desta rota de biossintese sdo estruturalmente e
funcionalmente diversos, sendo sintetizados em resposta a estimulos ambientais e do proprio
desenvolvimento (Chang et al., 2009). Ainda, pode-se afirmar que a via dos fenilpropandides
gera produtos que conferem maior tolerancia a um amplo conjunto de estresse e também podem
atuar como uma rota alternativa para o uso dos fétons absorvidos sob condi¢des de acimulo de

carboidrato e/ou excesso de absorcao de energia luminosa (Grace & Logan, 2000).
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Milhares de compostos fendlicos t&ém sido descritos em diferentes classes, de acordo com
suas estruturas quimicas bdsicas e em diferentes subclasses, de acordo com substitui¢des
especificas nas estruturas bésicas, associacdes com carboidratos e formas polimerizadas (Farah &
Donangelo, 2006).

Dos principais grupos de fenilpropandides, destacam-se aqueles pertencentes a classe dos
ésteres, coletivamente conhecidos como &cidos clorogénicos (CGA). O termo CGA inclui
diferentes grupos de compostos e isomeros relacionados, formados pela esterificacio de uma
molécula de acido quinico e uma a trés moléculas de um acido trans-hidroxicinamico especifico
(Farah & Donangelo, 2006; Mondolot et al., 2006). Segundo Clifford et al. (2003), o acido
quinico [4cido 1L1-(OH),3,4,5-tetra-hidroxiciclohexandico] apresenta os grupos hidroxilas axiais
nos carbonos 1 e 3 e os equatoriais nos carbonos 4 e 5. Esteres desse 4cido sdo normalmente
formados no carbono 5, mas também nos carbonos 3 e 4. Os acidos hidroxicindmicos sdo acidos
trans-fenil-3-propandicos com diferentes substituigdes no anel aromatico, sendo 0o mais comum
no café o 4cido caféico (4cido 3,4-dihidroxi-cindmico), seguido pelo 4cido ferilico (4cido 3-
metoxi, 4-hidroxi-cindmico) e dcido p-cumaérico (4cido 4-hidroxi-cinamico).

E reconhecido que os CGAs desempenham um importante papel na adaptacio vegetal a
diferentes formas de estresse, com indicacdes de que esses compostos podem ter fungdes
fisiologicas especificas em plantas de grande interesse econdmico das familias Rubiaceae e
Asteraceae, consistente com os altos niveis usualmente encontrados nestas plantas, dentre elas, o

café (Perrone et al., 2008; Chang et al., 2009).

1.3. O café
O café pertence ao género Coffea (familia Rubiaceae), que compreende 100 espécies

descritas. Dentre essas, C. arabica, considerada o padrao de qualidade na avaliacdo da bebida do
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café, corresponde a espécie de maior expressio econdOmica no mercado internacional,
representando 70% da producdo mundial do grao. No Brasil, suas variedades comerciais formam
80% do café cultivado, sendo as principais encontradas: C. arabica cv. Mundo Novo, C. arabica
cv. Catuai Vermelho e C. arabica cv. Bourbon (Lunz, 2006; Perrone et al., 2008).

Considerado uma bebida aromdtica de consumo disseminado pelo mundo e com grande
importancia econdmica, o café tornou-se um dos principais produtos de exportacdo de cerca de
40 paises em desenvolvimento (Fujioka & Shibamoto, 2008). No mercado mundial, o café
aparece como a segunda commodity de maior importancia, superado apenas pelo petroleo em
termos de ddlares comercializados. Porém, devido ao excesso de producio e oferta nas ultimas
trés décadas, o produto vem observando uma reducdo do preco no mercado mundial, sendo
necessario investir na melhoria da qualidade do produto, a fim de atrelar-lhe valor (Naidu et al.,
2008).

O sabor e o aroma, principais indicadores da qualidade do café, variam amplamente,
dependendo da variedade do grdo, da regido de origem, da altitude onde foi plantado, do solo e
do método de colheita. Algumas substancias presentes no grdo de café antes da torragem
contribuem para determinar a qualidade do produto final, sendo elas: acicares, aminodcidos,
peptideos, acidos clorogénicos, dcidos organicos, lipideos, entre outros (Feldman et al., 1969;
Montavon et al., 2008).

Quantitativamente, os CGA sao importantes constituintes dos graos de café, podendo
representar de 5 a 7,5% da massa seca do grao de C. arabica (Montavon et al., 2008). Farah et al.
(2006) mencionam que é reconhecida a importancia dos CGA para a pigmentacdo do café,
formacdo do aroma e sua adstringéncia. Ainda, segundo os autores, a degradagdo térmica dos
CGA durante a torragem promove o surgimento de substancias fendlicas que contribuem para o

amargor da bebida. Nos primeiros estdgios da torragem, ocorre isomerizacao, acompanhada de
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hidrdlise parcial, produzindo dcido quinico e derivados do 4cido cinamico. Os cinamatos
liberados podem ser descarboxilados e degradados, produzindo fendis simples e outros
compostos. Também podem ser formadas lactonas, referidas como clorogeno-lactonas (Geromel
et al., 2006). O 4cido quinico liberado epimeriza fortemente, formando cerca de oito isomeros, 0s
quais podem vir a representar até 1% do grdo torrado. As lactonas sdo rapidamente hidrolisadas
durante o preparo da bebida do café, formando compostos correlacionados com sabor indesejavel
na bebida (Clifford et al., 2008).

Tendo-se em vista a enorme quantidade de CGA encontrados em graos de café antes da
torragem e as transformacdes quimicas que este processo promove em tais €steres, a avaliacao
desses compostos nos graos de café pode servir como um referencial para a caracterizacdo da
bebida, contribuindo para ampliar o conhecimento sobre os fatores que influenciam a qualidade

da bebida do café (Feldman et al., 1969).

2. JUSTIFICATIVA

O glyphosate ¢ mundialmente utilizado para o controle de plantas daninhas (Santos et al.,
2007; Cedergreen & Olesen, 2010). Condizente com esta grande popularidade do glyphosate,
inimeros estudos acerca das respostas bioquimicas, anatdmicas e ecoldgicas de diversas espécies
e comunidades vegetais, quando expostas ao herbicida, podem ser encontradas na literatura
(Bervald, 2006; Gravena, 2006; Moldes et al., 2008). Entretanto, apesar dos muitos estudos sobre
o controle de plantas daninhas com glyphosate na cultura do café, ha poucos estudos
relacionando seu efeito direto na planta, que pode se contaminar pela deriva. Dada a enorme
importancia que o café possui na economia mundial, sobretudo no Brasil e o emprego de

glyphosate na cultura do café, conclui-se que se fazem necessdrios estudos que avaliem as
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respostas fisiolégicas e bioquimicas de cafeeiros expostos a diferentes formas de aplicacdo do

herbicida glyphosate.

3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi investigar o comportamento fisiolégico e bioquimico de
folhas e frutos de café expostos a doses minimas do herbicida glyphosate, em uma condi¢do de
deriva simulada. Para tanto, os objetivos especificos foram:

a) Avaliar se mudas de C. arabica cv. Mundo Novo respondem a glyphosate em doses
de deriva simulada, avaliando o conteudo de chiquimato e de compostos fendlicos
totais soluveis;

b) Identificar os compostos fendlicos que mais respondem ao tratamento com o
herbicida;

c) Avaliar se ha alteracdes no conteido de pigmentos foliares, bem como nas trocas
gasosas em plantas expostas ao herbicida;

d) Avaliar se frutos de café, proximos a folhas expostas ao glyphosate, respondem ao
herbicida, quantificando os niveis de chiquimato;

e) Determinar alteracdes em compostos dos frutos com valor econdmico para a bebida
do café (4cidos organicos, agucares, compostos fenodlicos totais soliveis, cafeina,

aminodcidos e proteinas).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal e solos de cultivo

Mudas de café (C. arabica cv. Mundo Novo; IAC 376-4) com quatro pares foliares
completamente expandidas foram cedidas pela Dra. Maria Bernadete Silvarolla, do Centro de
Café Alcides Carvalho, Instituto Agrondomico de Campinas (IAC), e plantadas em vasos de 750
ml, contendo trés diferentes substratos livres de herbicidas: solo argiloso, coletado na prépria
Unicamp (“terra”); solo arenoso (““areia”), preparado segundo a proporcao de 1:1 (v/v) de areia :
matéria organica; e solo rico em matéria organica (“M.0.”), segundo a propor¢do 1:3 (v/v) de
argila : matéria orgdnica. A matéria organica foi comprada no comércio local, sendo
caracterizada como turfa acrescida de esterco de porco.

As andlises das propriedades fisico-quimicas desses substratos (Tabelas 1 e 2) foram
realizadas pelo Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Solos e Recursos Ambientais do IAC a
partir de trés amostras coletadas de cada substrato, imediatamente antes do plantio das mudas de

café.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos solos utilizados nos ensaios 1 e 2. Valores médios

obtidos a partir de trés replicatas.

Substrato Contel’l.do de COIltE.!l’ldO de COIlt.El’ldO de M.O. pH CTC
argila silte areia total (CaCly)
--------------------- S —— (g/dm>) (mmol./dm’)
terra 468,0 108,3 4233 19,7 4,6 64,6
areia 46,0 50,3 904,0 21,0 5,7 38,7
M.O. 437,7 136,0 426,3 64,0 5,5 107,7
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Tabela 2. Propriedades fisicas e quimicas dos solos utilizados nos E1 e E2. Valores médios

obtidos a partir de trés replicatas.

Amostra Ca Mg K Fe Mn Zn Cu P
------- (mmol/dmgz)-======= e (ME/AM3) - == e e e e
terra 23,3 4,0 1,7 12,3 4,2 0,5 4,2 5,7
areia 18,3 6,7 2.9 443 3,5 1,3 0,6 46,0
M.O. 50,7 20,0 7,3 112,7 6,0 2,2 3,3 73,3

Os vasos foram transferidos para casa de vegetacdo, sendo irrigados diariamente com
dgua de torneira e, a cada sete dias, com solu¢ao nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), por um
més.

Para o terceiro ensaio, foram utilizadas plantas adultas (com idade de aproximadamente 8
anos) de C. arabica cv. Catuai Vermelho, mantidas na Casa de Vegetacdo do Departamento de
Biologia Vegetal do Instituto de Biologia, Unicamp, Campinas — SP em solo argiloso,
denominado “terra”, conforme ja mencionado. Deve-se observar que estas plantas ja
apresentavam frutos em desenvolvimento, com 130 dias contados a partir da data de floracao,
quando se iniciou este ensaio. A quantidade de plantas daninhas na regido préxima a estes

cafeeiros foi controlada através de capina manual, sem que fosse utilizado qualquer herbicida.

4.2. Tratamentos

Os tratamentos com as mudas de café iniciaram-se decorrido um més do seu plantio.
Nestes, foi utilizado o herbicida Roundup Ultra (Monsanto Company®, USA). Foram utilizadas
trés doses simulando uma condi¢do de deriva, correspondentes a 0,5%, 5% e 25% da médxima
recomendada pelo fabricante, equivalentes a 7,2; 72 e 360 g/ha, respectivamente, além da dose

controle, sem aplicacdo do herbicida. Estas doses foram designadas como doses 0 (controle), I, IT
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e III, respectivamente. Deve-se ressaltar que tais doses foram escolhidas a partir de valores
médios encontrados na literatura. Foram feitos dois ensaio (E1 e E2):

(E1) aplicagc@o da solucao herbicida sobre as folhas, com um pulverizador manual, sem
que fosse permitida a aplicacdo em excesso, ou seja, a formacdo e queda de gotas de herbicida
sobre as folhas. Também se evitou o contato do glyphosate com o solo, cobrindo-o com uma
folha plastica e circundando o caule da muda de café;

(E2) aplicacdo direta, via solo, com um total de 150 ml de solucao herbicida por vaso, nas
concentracdes descritas acima, sem que fosse permitido o contato da solucdo com a parte aérea
da planta. Foi permitido que o excesso da solu¢cdo de glyphosate drenasse do vaso. Deve-se
observar que a soluc@o herbicida foi aplicada no solo somente 30 dias apds a transferéncia das
mudas para os diferentes substratos.

Para os El e E2, foram avaliadas as respostas das plantas ao herbicida com cinco e 15 dias
apo6s a aplicacdo do herbicida (DAA). Folhas do segundo par de cada muda foram analisadas
quanto as suas respostas de trocas gasosas e, imediatamente, coletadas, congeladas em nitrogénio
liquido e mantidas em freezer a -40°C até as andlises bioquimicas.

Para o terceiro ensaio (E3), com plantas adultas de café, ramos contendo uma quantidade
semelhante de frutos foram selecionados e isolados com sacos plasticos. Em seguida, suas folhas
apicais foram pulverizadas com solucdes de glyphosate contendo O (controle), 1,42 (72 g/ha) e
7,10 mM (360 g/ha), tratamentos I e II, respectivamente. Da mesma forma como no El1, utilizou-
se um pulverizador manual, sem que fosse permitida a aplicacio em excesso. Foram utilizadas
trés plantas (cada uma representando um grupo experimental) e, nestas, trés ramos foram isolados
para o tratamento. Cerca de dez frutos foram coletados de cada ramo imediatamente antes da
aplicacdo do herbicida (dia 0) e com cinco, 15, 30, 60 e 90 DAA. Deve-se destacar que os frutos

da planta “controle” amadureceram aos 90 dias do inicio do tratamento. Para os tratamentos com
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glyphosate, este amadurecimento ocorreu 15 dias mais tarde, ou seja, com 105 DAA, sendo
coletados apenas frutos dos grupos tratamento apds este tempo. Durante o periodo de
experimento, observou-se que uma maior queda de frutos dos ramos expostos ao herbicida, mas
esta queda ndo foi quantificada neste experimento.

Os frutos coletados neste ensaio foram divididos aleatoriamente em dois grupos com
cinco frutos cada: o primeiro teve sua massa fresca total medida separadamente com o auxilio de
uma balanga analitica. O segundo grupo teve o seu endosperma separado segundo Castro &
Marraccini (2006) com o auxilio de um bisturi, medindo-se sua massa separadamente com o
auxilio de uma balanga analitica. Por fim, avaliou-se o parametro “massa fresca da casca”, obtido
ao se subtrair a massa fresca do endosperma da massa fresca total do fruto.

Em seguida, os frutos do primeiro grupo foram congelados em nitrogénio liquido e

imediatamente armazenados em freezer a -40°C até as andlises bioquimicas.

4.3. Avaliacoes

4.3.1. Medidas de trocas gasosas

Taxa fotossintética (A), transpiracdo (E) e condutdncia estomdtica (gs) foram
determinadas com um analisador portatil de gases por radiacdo infravermelha (IRGA; ADC
modelo LCpro*, da Analytical Development Co. Ltd, Hoddesdon, UK). Estas analises foram
realizadas dentro da estufa, no periodo das 8h as 12h. A densidade de fluxo de fétons
fotossintéticos (DFFF) nas medidas tomadas foi mantida a 1150 umol.m'zs'l, correspondente ao
valor médio obtido em trés dias consecutivos de pleno sol, anteriores aos dias das andlises.

4.3.2. Quantifica¢do de pigmentos fotossintéticos

Para a quantificacio de clorofilas (a e b) e de carotenodides totais, 10 mg do material foliar

foram triturados com a ajuda de nitrogénio liquido e extraidos em etanol a 96%, a 4°C, protegidos
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da luz, por 24 horas (Torres et al., 2006). As amostras foram centrifugadas e, a partir de aliquotas
do sobrenadante, foram lidas as absorbancias a 470, 649 e 665 nm em um espectrofotometro UV-
VIS (Shimazu Scientific Instruments, Columbia, MD, USA). As concentracdes de clorofilas e
carotendides totais foram determinadas segundo equagdes descritas por Lichtenthaler & Wellburn
(1983):

[Clorofila a] = o0 = (13,95 x Absggs) — (6,88 X Abses9)

[Clorofila b] = = (24,96 x Abseg) — (7,32 X Absess)

[Carotendides totais] = [(1000 x Abss79) — (2,05 x o) - (114,8 x 3)]/245

4.3.3. Quantificacdo de chiquimato

As concentracdes de chiquimato foram determinadas segundo Gravena (2006). Para
obtencdo do extrato, uma amostra de 100 mg de material liofilizado foi triturada em almofariz
com 2 mL de tampdo HCI 0,25 N. O extrato foi centrifugado a 12.000 xG durante 30 minutos e o
sobrenadante recuperado para a determina¢do do chiquimato pelo método modificado de
Gaitonde & Gordon (1958). Uma aliquota de 20 pL. do sobrenadante foi adicionada a 180 pL de
agua e, entdo, misturada a 500 pL de uma solucdo de acido periddico (HIO4) a 1% para oxidar o
chiquimato. Apds 3 horas, a amostra foi misturada com 500 pL. de NaOH 1 N, seguida de 300 pL
de glicina 0,1 M para imediata leitura da absorbancia em 380 nm em espectrofotdmetro. A
concentracdo de chiquimato foi obtida a partir de uma curva padrdo com concentragdes
conhecidas de chiquimato, calculada para o intervalo de concentracdo de 0,25 a 1,00 mM.

4.3.4. Quantificacdo do total de compostos fendlicos soliiveis

O conteudo total de compostos fendlicos soliveis foi determinado com o reagente de
Folin-Ciocalteu segundo alteracdes descritas por Tabata et al. (2008), utilizando-se acido 5-
cafeoilquinico (5-CQA; Sigma) como padrido. As amostras (1g) foram submetidas a nitrogénio

liquido, trituradas, adicionando-se 100 mL de metanol aquoso a 70% (v/v) para a extracdo. Em

27



seguida, o material foi filtrado através de papel filtro Whatman N°. 1. Do material filtrado, 80 pL
foram diluidos em 320 pL dgua destilada, a fim de que a leitura final da absorbéancia estivesse
dentro da faixa observada para a curva padrdo. Entdo, 80 microlitros desta solu¢do foram
misturados com 80 pL de reagente de Folin-Ciocalteu e incubados por 3 minutos em temperatura
ambiente. 80 pL de Na,CO3 a 10% (w/v) foram misturados a solu¢cdo, mantendo-a em repouso
por 1 hora em temperatura ambiente. A absorbadncia em 650 nm foi medida em
espectrofotometro. Os resultados foram expressos como equivalentes de &4cido chiquimico
(Sigma), utilizando-se uma curva padrao calculada para o intervalo de concentracio de 0,5 a 2,0
mM.

4.3.5. Andlises de dcidos clorogénicos em amostras de folhas dos Ensaios I e 2

A partir dos extratos metandlicos utilizados para a quantificacdo de compostos fendlicos
totais soluveis, iniciou-se a separacdo e quantificacdo de 4cidos clorogénicos por cromatografia
liquida de ultra-eficiéncia associada a espectrometria de massas com ionizac¢ao por electrospray
(UPLC-ESI-MS/MS).

Para cada analise cromatografica, 5 pLL amostra foram injetados e utilizou-se uma coluna
Acquity UPLC BEH CI18, com particula de 1,7 um e tamanho de 2,1 x 5 mm (Waters,
Manchester, U.K.). As fases mdveis foram compostas de (A) 0,1% de 4cido férmico em dgua e
(B) 0,1% de acido férmico em acetonitrila, segundo o gradiente de: 0 a 6 min — 2% de B; 6,1 a
6,5 min —35% de B; 6,5 a 7 min — 100% de B, 7 a 8 min — 100% de B, perfazendo um total de 8
minutos de andlise.

Os espectros de massas foram adquiridos utilizando-se um espectrometro de massa com
ionizagdo por electrospray (ESI-MS/MS) acoplado ao UPLC. O equipamento utilizado foi um

duplo Quadrupolo TQD da Waters (Waters, Manchester, U.K.), sendo a andlise realizada em
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modo negativo. A voltagem do capilar foi de 3,5 kV e a do cone de 30 V. A temperatura na fonte
foi de 300 °C. Programou-se o equipamento para que selecionasse ions especificos (Selected lon
Monitoring ou SIR), com relagdes massa/carga (m/z) de 191, 353, 421 e 289. Os dados obtidos
foram capturados pelo software do equipamento, MassLynx 3.5. Andlises multivariadas por
componentes principais (PCA) foram realizadas utilizando-se o mesmo software. Estas analises
foram realizadas para selecionar as variaveis que melhor discriminavam os diferentes grupos
tratamentos.
4.3.6. Andlises de dcidos clorogénicos e cafeina em amostras de frutos do Ensaio 3

As quantificacdes de acidos clorogénicos e cafeina de frutos de café foram realizadas a
partir dos mesmo extratos metandlicos utilizados para a quantificacdo de compostos fendlicos
totais soluveis. As andlises em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC; Shimadzu
System, equipado com sistema de bombas LC-10 Ai e injetor automatico) seguiram fielmente o
método descrito por Clifford er al. (2008). Foram injetados 20 pul do extrato e a identificagio
ocorreu por comparacdo do tempo de retencdo e com cromatogramas publicados do espectro de
absorcao (Clifford et al., 2008). Nestas andlises utilizou-se um detector de diodo operando entre
190 e 700 nm. A quantificacdo dos CGAs e de cafeina foi feita a partir de uma curva padrdo
calculada para os intervalos entre 0,5 a 2,0 mM de padrdes (Sigma) de 5-CQA e cafeina,
respectivamente.
4.3.7. Extragdo de aglicares e aminodcidos soliiveis

A extracdo de actcares e aminodcidos soldveis foi realizada segundo Benatti (2010), com
algumas modifica¢des. Cem miligramas de frutos liofilizados foram acondicionados em tubos de
ensaio lacrados, contendo 5,0 mL de etanol 80%. Apds a incubacdo em banho-maria a 100 °C,
durante 30 minutos, as amostras foram centrifugadas a 6.000 xG por 10 minutos. Coletou-se o

sobrenadante e o precipitado foi solubilizado novamente em 5,0 mL de etanol 80%, sendo re-

29



extraido como mencionado anteriormente por mais duas vezes. Uniram-se as trés aliquotas
coletadas, perfazendo um total de 15 mL de extrato bruto. Para as andlises de acucares soluveis
em HPLC e aminodcidos soliveis por colorimetria, 1 mL de cada amostra teve o etanol
evaporado e, em seguida, solubilizou-se o material seco em 1 mL de dgua destilada.
4.3.8. Quantificacdo de aciicares soliiveis

As andlises quantitativas de glicose, frutose e sacarose foram feitas em HPLC (Shimadzu
System), equipado com sistema de bombas LC-10 Ai, injetor automatico e detector eletroquimico
(400 mV). A coluna utilizada foi uma Dionex CarboPac™ PA1 (4 x 250 mm), associada a uma
pré-coluna Dionex CarboPac™ PA1 (4 x 50 mm). Injetou-se 5 uL de amostra. A fase mével
utilizada foi 30 mM de NaOH, com um fluxo utilizado de 1,2 mL/min, durante 15 minutos de
corrida isocrdtica. As concentracOes foram calculadas em comparag¢do com curvas de calibracio
de padrdes puros destes actcares (Sigma).
4.3.9. Quantificacdo de aminodcidos totais soluiveis

A dosagem de aminodcidos soliveis totais foi realizada segundo Cocking & Yemm
(1954). Brevemente, a 0,1 mL do extrato, em presenca de 1,0 mL de uma solu¢do tamponada a
pH 5,0 com 0,2 M de citrato, foi adicionado 1,0 mL de ninhidrina a 5% em metoxietanol. Em
seguida, 1,0 mL de KCN 0,1 mM e 4,0 mL de 4dgua destilada foram adicionados a mistura. Apds
agitacdo em vortex, os tubos lacrados foram mantidos em banho-maria a 90 °C por 15 minutos.
Os tubos foram resfriados em temperatura ambiente e adicionou-se 1,0 mL de etanol. A imediata
leitura da absorbancia em 570 nm foi feita em espectrofotometro UV-VIS. A concentracdo de
aminodcidos soldveis totais foi calculada a partir de curva-padrao feita com leucina (Sigma).
4.3.10. Extragdo e quantificagdo de proteinas totais

Proteinas totais foram extraidas a partir de dez miligramas de frutos liofilizados, com 150

pL de solugdo contendo Tris-HCl 50 mM pH 7.5; 50 mM de dietilditiocarbamato de sédio
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(DIECA) e uréia a 40 mM. A extracdo ocorreu por 20 minutos por agitacdo continua, a 4 °C. O
sobrenadante foi recuperado apds centrifugacdo a 14.000 xG, por 10 minutos. Ao precipitado,
adicionou-se novamente 150 pL. de solucdo de extragdo, repetindo-se o procedimento descrito.
Este procedimento foi repetido por mais uma vez, sempre unindo as aliquotas do sobrenadante
coletado, perfazendo um total de 450 pL. A concentracdo de proteinas totais foi determinada
segundo ensaio de Bradford (1976), utilizando-se o reagente pronto da BioRad, com absorbancia
lida em 595 nm por espectrofotdmetro. Utilizou-se albumina sérica bovina (Sigma) para a

construcado da curva-padrao.

4.4. Anilises dos dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia, considerando-se os efeitos da dose do
herbicida, dia apds aplicacio e forma de contato com o glyphosate (via pulverizacdo ou via solo).
Para cada andlise, foram tomadas trés repeti¢Oes estatisticas (cinco para as andlises de trocas
gasosas e pigmentos foliares e cinco para as andlises do ensaio 3) e as medidas foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Realizaram-se, também, andlises de correlac@o entre
os parametros avaliados, bem como a andlise de variancia de dois fatores (Two Way Anova), em
um esquema de 3 x 2 (solo x dia de coleta), a fim de se avaliar o impacto dos diferentes dias de
coleta e dos tratamentos sobre os dados. Para estas andlises, utilizou-se o programa GraphPad
Prism, versao 5.00 para Windows (Microsoft®), GraphPad® Software, San Diego, California,

USA.
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5. RESULTADOS

5.1. Ensaio 1 — aplicacio do herbicida via foliar

De acordo com a Figura 1A, pode-se observar que as folhas tratadas com glyphosate
apresentaram um aumento dos niveis de chiquimato, proporcional a dose a qual foram expostas.
Este aumento permaneceu apds 15 dias (Puegio = 0,0025), embora menos intenso. Andlises
estatisticas confirmaram a diferenca entre as respostas a cada dose do herbicida em relagdo a dose
controle, tanto para o quinto dia, como para o 15° (P < 0,0001 e P = 0,0004, respectivamente).
Porém, segundo a Figura 1B, observa-se que ndo houve diferengas significativas para os niveis de
fendis totais entre o controle € os grupos tratamentos, apds cinco e 15 dias decorridos da
exposicao ao herbicida, exceto o grupo exposto a menor dose do herbicida (a dose 1), que diferiu
significativamente do grupo controle (P < 0,0001) com 15 DAA.

A andlise qualitativa dos compostos fendlicos de folhas do Ensaio 1 revelaram quatro
substincias mais susceptiveis a exposi¢do ao tratamento. Tais compostos, com m/z de 191, 353,
421 e 289, correspondem ao 4cido quinico (Figura 1C), 5-CQA (Figura 1D), quercitina (Figura
1E) e catequina (Figura 1F), respectivamente (Sanoner et al., 1999; Clifford et al., 2003;
Sénchez-Rabaneda et al., 2008; Amorim et al., 2009). De forma oposta aos fenodis totais
soliveis, andlises estatisticas revelaram haver diferencas significativas entre os tratamentos
impostos, seja entre amostras coletadas no mesmo dia ou entre dias diferentes (Ppegio < 0,0001),
para cada composto analisado individualmente. No entanto, para 5-CQA, ndo puderam ser
observadas diferencas significativas (P = 0,2894) entre as doses analisadas e coletadas apenas no

quinto dia ap0s a aplicacdo do herbicida, embora esta diferenga haja com 15 DAA (P = 0,0475).

32



& & @
ol ol

(=]
1

oW

mg e.c./g de massa seca
()
[4,]
L

[=T4 R4 ]

g 8

c.q.a./g de massa seca
[ ]
g

.

1504

i m o 1 n
Dose de glifosato

mg e

50
111
0

inm o 1 n

Dose de glifosato

mg e.cqa/g de massa seca

2

o 1 unwm o 1 n
Dose de glifosato

804

ANl

mg e.c.q.a./g de massa seca
]

20
sl L]
o 1 0o

nom o 1
Dose de glifosato

ha
(=]
(=]

]
O

1804

:

1204

mg e.c.q.a./g de massa seca
288 8 %

0 1 I m o 1 o
Dose de glifosato

80+ F

[ 05 DAA
E&E 15 DAA

g

]
g

(=]

mg e.c.q.a./g de massa seca
3

o 1 0 m o 1 0om
Dose de glifosato
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quercitina e (f) catequina em folhas de cafeeiro expostos a diferentes doses de glyphosate (0, I, IL, III ou 0; 7,2; 7,2 e 360 g/ha,

respectivamente), coletadas com 5 e 15 dias ap6s a aplicacdo (DAA). Cada composto esta expresso segundo seu padrao. Valores

médios obtidos a partir de trés repeti¢des. As barras de erro indicam o desvio padrao.

33



Pode-se observar, nas Figuras 2A e 2B, que a exposi¢do ao herbicida alterou
significativamente o conteido de clorofilas (clorofilas a e b) e carotendides totais apds cinco e
quinze dias de tratamento (P < 0,0001 para ambos os parametros, em cada intervalo de tempo).
De maneira geral, pode-se destacar uma resposta de aumento nos niveis dos pigmentos foliares a
medida que se aumenta a dose de glyphosate a qual as folhas sdo expostas. Da mesma forma, o
contato foliar com diferentes doses de glyphosate afetou a taxa fotossintética (Figura 2C), bem
como a relacd@o entre esta taxa e o contetido de clorofilas totais (Figura 2D). Entretanto, a forma
de resposta variou entre 0 5° e 0 15° DAA. Apds cinco dias de exposicdo ao herbicida, pode-se
verificar uma tendéncia significativa de redu¢do de ambos os parametros mencionados (P <
0,0001 para os dois casos); com 15 DAA observa-se um aumento, mas significativo, da taxa
fotossintética (P = 0,0048) e da relagdo desta taxa pela quantidade de clorofilas totais (P =
0,0287) unicamente nas folhas expostas as doses intermedidrias (ou seja, I e II ou 0,5% e 5%
daquela recomendada, respectivamente).

Embora as folhas ndo apresentem diferenca significativa quanto a taxa de transpira¢ao
(Figura 2E) com cinco dias (P = 0,4947), observa-se um importante aumento aos 15 DAA (P <
0,0001), somente em folhas expostas a maior dose testada (III). De forma semelhante, este
aumento € observado na condutancia estomadtica (Figura 2F) de folhas expostas ao herbicida
tendo decorridos 15 dias (P = 0,0047) da aplicacdo, embora nao haja uma alteragdo pronunciada
como houve para a taxa de transpiracdo. Ainda, em relacdo a este parametro, observa-se uma

clara tendéncia a queda em resposta ao glyphosate, embora esta seja pouco afetada pela

quantidade do ingrediente ativo presente (P = 0,0011).
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obtidos a partir de cinco repeticdes. As barras de erro indicam o desvio padrao.
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5.2. Ensaio 2 — aplicacido do herbicida via trés diferentes tipos de solo

De maneira geral, ndo hd diferengas em relacio ao contetido de chiquimato (Figuras 3A,
B e C) em folhas de cafeeiros mantidos nos trés tipos de solo aqui estudados e que entraram com
contato com o herbicida apés a transferéncia para estes substratos. Observa-se que o seu contetido
permanece relativamente estdvel, independente da dose, apds cinco dias de exposi¢cdo ao
glyphosate. Ja, aos 15 DAA a quantidade de chiquimato aumenta em folhas expostas a maiores
doses do herbicida, para plantas de solo argiloso (P = 0,0017), arenoso (P < 0,0001) e M.O. (P <
0,0001). Em relacdo ao contetdo de fendis totais soluveis (Figuras 3 D, E e F), cafeeiros nos trés
solos demonstram uma reducao em relacdo a dose controle com 5 DAA, menos evidente no solo
M.O. (embora significativo, P < 0, 0001) e mais observavel nos solos argiloso e arenoso (ambos
com P < 0,0001). Com 15 DAA, folhas de plantas cultivadas na terra e M.O. apresentam uma
queda (ambos com P < 0,0001) dos niveis de fendis totais soliveis, embora pouco menor que 5
DAA. Em plantas de solo arenoso, todavia, observa-se um aumento dos niveis destes compostos
em relacdo a dose controle, independente da concentracdo de glyphosate a que tiveram contato
tendo decorrido 15 dias da aplicacdo (P < 0,0001).

O mesmo comportamento observado para os niveis de compostos fendlicos totais soldveis
pode ser observado na quantidade de cada composto analisado por UPLC-MS.

Dessa forma, observa-se uma queda mais acentuada dos niveis de 4cido quinico (Figuras
4A, B e C), 5-CQA (Figuras 4D, E e F), quercitina (Figuras 4G, H e I) e catequina (Figuras 4J, K
e L) em plantas expostas ao herbicida via solo argiloso e um pouco menos evidente para plantas
mantidas em solo rico em matéria organica. Para estes dois grupos experimentais, embora a
queda seja perceptivel e significativa para o quinto dia apds a aplicagdo do herbicida (Pyegio =
0,0001 para solo argiloso e Ppggio = 0,0025 para solo M.O.), € com 15 DAA que este

comportamento pode ser observado de forma mais acentuada (ambos, com Pjeqio < 0,0001).
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Figura 3. Conteddo de (a; b; ¢) chiquimato e (d; e; f;) compostos fendlicos totais soliveis de folhas de cafeeiro expostos a diferentes

doses de glyphosate (0, I, I, III ou 0; 7,2; 7,2 e 360 g/ha, respectivamente) via trés substratos. As folhas foram coletadas com 5 e 15

dias ap6s a aplicacdo (DAA). Valores médios obtidos a partir de trés repeticdes. As barras de erro indicam o desvio padrao.

37



Entretanto, deve-se destacar que para as plantas mantidas em solo arenoso esse
comportamento apresentou algumas peculiaridades: com excecdo da quercitina, os demais
compostos apresentaram um pequeno aumento significativo (Ppegio = 0,0008) dos seus niveis em
plantas expostas as doses intermedidrias do herbicida (7,2 e 7,2 g/ha) ja no quinto dia apds sua
aplicagdo. Para as plantas, deste mesmo conjunto, expostas a maior dose de glyphosate (360
g/ha), ocorreu uma queda significativa (Ppegio = 0,0110) dos niveis de todos os compostos
analisados e, posteriormente, um aumento com 15 DAA, como observado para os niveis de fendis
totais deste grupo experimental.

Para os parametros fisiologicos, as plantas dos trés solos tenderam a responder com um
aumento significativo (todos com P < 0,0001) dos niveis dos pigmentos foliares (clorofilas a e b,
Figuras 5A, B e C, além de carotendides totais, Figuras 5D, E e F) a partir da sua exposicdo a
diferentes doses de glyphosate. Estas respostas foram semelhantes, independentemente do
periodo de andlise ap0s a aplicacdo do herbicida (ou seja, 5 DAA e 15 DAA).

A respeito da taxa fotossintética (Figuras 5G, H e 1), bem como da relacio entre esta taxa
e a quantidade de clorofilas totais (Figuras 5J, K e L), as respostas diferiram quantitativamente
entre plantas mantidas nos trés diferentes substratos. De forma geral, pode-se observar que
plantas de solo argiloso apresentaram maiores valores globais para a taxa fotossintética e a
relacdo entre a fotossintese pelo conteido de clorofilas foliares, quando comparada com plantas
mantidas nos demais substratos. Para os trés solos, embora seja observado, em alguns casos, que
o efeito do herbicida parece ndo ser significativo (solo arenoso e M.O., para 5 DAA em ambos 0s
casos; com P = 0,0529 e P = 0,0550, respectivamente), nos demais se observa uma clara
tendéncia de reducdo da fotossintese a medida que a planta entra em contato com o glyphosate
(todos com P < 0,05). Esta tendéncia de dano provocado pelo herbicida torna-se evidente (todos
com P < 0,05) e generalizada, independente do solo de cultivo ou do dia de coleta dos dados, ao
se observar a reducdo da relacdo entre fotossintese pelo contetido de clorofilas totais em plantas

que entraram em contato com o herbicida.
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Figura 4. Conteddo de (a; b; ¢) 4cido quinico; (d; e; f;) 5-CQA; (g; h; 1) quercitina e (j; k; 1)
catequina de folhas de cafeeiro expostos a diferentes doses de glyphosate (0, I, II, IIT ou 0; 7,2;
7,2 e 360 g/ha, respectivamente) via trés substratos. As folhas foram coletadas com 5 e 15 dias

apos a aplicagdo (DAA). Valores médios obtidos a partir de trés repeticdes. As barras de erro

indicam o desvio padrao.
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padrdo.
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Por fim, todas as plantas estudadas, independente do solo de cultivo ou do dia de coleta
dos dados, apresentaram respostas de queda dos valores de condutincia estomdtica (Figuras 6A,
B e C) e taxa de transpirag¢do (Figuras 6D, E e F). Embora essa queda possa ndo ser tdo evidente,
como no caso da condutancia estomatica medida em 5 DAA de plantas de solo arenoso, andlises

estatisticas garantiram haver diferencas significativas entre todas as respostas (P < 0,05).
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Figura 6. Taxas de (a; b; ¢) condutancia estomatica e (d; e; f;) transpirag¢do de folhas de cafeeiro

expostos a diferentes doses de glyphosate (0, I, II, IIT ou 0; 7,2; 7,2 e 360 g/ha, respectivamente)

via trés substratos. As folhas foram coletadas com 5 e 15 dias apds a aplicagdo (DAA). Valores

médios obtidos a partir de cinco repeti¢des. As barras de erro indicam o desvio padrao.

5.3. Ensaio 3 — aplicacio do herbicida via foliar e seu impacto em frutos em

desenvolvimento

Com excecdo da massa fresca total do fruto (Pmesio = 0,3775; Figura 7A), os demais

parametros (massas frescas do endosperma, Figura 7B, e da casca, Figura 7C) apresentam
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diferengas estatisticas entre cada dia analisado dentro dos grupos tratamentos e controle (todos
com P < 0,0001). Também foram observadas diferencas nas massas frescas do endosperma e da
casca entre os grupos tratamento e controle ao se avaliar os valores obtidos em cada dia de coleta
(Pmedio = 0,0028).

Conforme j4 mencionado em Material e Métodos, frutos do grupo controle amadureceram
90 dias apds o inicio do tratamento; ja, os dois grupos expostos ao herbicida atrasaram seu
amadurecimento em 15 dias, motivo pelo qual sua ultima coleta € no dia 105 DAA. Neste dia,
ambos os grupos ndo apresentam diferencgas estatisticas para os valores de massa fresca total do

fruto e do endosperma (P = 0,7328 e P = 0,9361, respectivamente).
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Figura 7. Massas frescas (a) total; (b) endosperma e (c) casca de frutos de café coletados em
diferentes dias apds a exposi¢do a diferentes doses de glyphosate (0; 72 e 360 g/ha). Valores

médios obtidos a partir de cinco repeti¢des.
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Neste trabalho, identificou-se quatro dcidos organicos em frutos de café analisados no

ensaio 3. Sdo eles: 4cidos citrico (Figura 8A), mélico (Figura 8B), succinico (Figura 8C) e

fumadrico (Figura 8D). Andlises estatisticas revelam que todos os compostos analisados diferem

entre os grupos controle e tratamentos até o 90° dia apds a exposi¢do ao glyphosate (Pmedio =

0,0050). Com 105 DAA, os dois grupos tratamento diferiram apenas para os parametros acido

citrico (P < 0,0001) e mélico (P = 0,0010). De maneira geral, os grupos controle sempre

apresentaram valores maiores de dcidos organicos quando comparados com os grupos tratamento.

Este comportamento torna-se evidente ao se analisar as Figuras 9 D e E, com 15 DAA
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padrdes.
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Embora difiram quantitativamente (Ppegioc = 0,0084), frutos dos grupos controle e

tratamentos apresentam um comportamento semelhante para a quantidade de actcares analisados

até a completa maturacio (Figura 9).

Os grupos tratamentos tenderam apresentaram um valor acima daquele apresentado pelo

grupo controle até 30 DAA para os contetdos de glicose (Figura 9B) e frutose (Figura 9C). A

partir deste dia, os conteudos destes agucares apresentaram-se menores nos grupos expostos ao

herbicida. J4, a quantidade de sacarose (Figura 9A) sempre se apresentou menor nos grupos

tratamentos em relacdo ao grupo controle até 90 DAA.
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Figura 9. Conteddo de (a) sacarose; (b) glicose e (c¢) frutose de frutos inteiro de café coletados

em diferentes dias ap0Os a exposi¢do a diferentes doses de glyphosate (0; 72 e 360 g/ha). Valores

médios obtidos a partir de cinco repeti¢des e expressos como equivalentes de padroes.

A Figura 10 apresenta a resposta dos frutos de café expostos ao glyphosate para as

varidveis chiquimato (Figura 10A), compostos fendlicos totais (Figura 10B), dcidos clorogénicos
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(Figura 10C) e cafeina (Figura 10D). Para estas varidveis, todos os grupos diferiram, de forma
estatistica, entre si do quinto ao 90° DAA (Pmeaio = 0,0002). Tal diferenca manteve-se
significativa entre os dois grupos tratamento e para todas as varidveis mesmo com 105 dias apds
a exposicdo ao glyphosate (Ppedgio = 0,0014).

A respeito do comportamento destas varidveis, todas apresentaram um padrao semelhante
de queda com a maturagdo. Geralmente os valores do grupo controle sdo inferiores aos dos

demais grupos, independente do composto analisado.
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Figura 10. Contetudo de (a) chiquimato; (b) compostos fendlicos totais soldveis; (c) dcidos
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a diferentes doses de glyphosate (0; 72 e 360 g/ha). Valores médios obtidos a partir de cinco

repeticdes e expressos como equivalentes de padrdes.
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Por fim, a Figura 11 apresenta o impacto que a pulverizacdo do herbicida glyphosate em
folhas apicais dos ramos exerce na quantidade de aminodcidos (Figura 11A) e proteinas (Figura
11B) totais soldveis de frutos em desenvolvimento. Os trés grupos experimentais diferem
significativamente entre si de 0 a 90 DAA e aos 105 DAA para os grupos tratamento, com um
Prnedio = 0,0002.

Mesmo dentro de um grupo experimental, esta diferenca permanece significativa (Pmedio <
0,0001) entre os diferentes dias, embora um padrdo qualitativo na resposta ndo possa ser

observado.
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Figura 11. Conteddo de (a) aminodcidos e (b) proteinas totais soliveis de frutos inteiro de café
coletados em diferentes dias apos a exposi¢do a diferentes doses de glyphosate (0; 72 e 360 g/ha).

Valores médios obtidos a partir de cinco repeti¢cdes e expressos como equivalentes de padrdes.

6. DISCUSSAO
6.1. Acao do herbicida glyphosate em folhas de café

Aproximadamente 20 % do carbono fixado pelas plantas sdo destinados para a rota do
chiquimato, responsavel por um grande nimero de produtos de grande valor biolégico para as

plantas. Cerca de 35 % da massa seca de um organismo vegetal deriva dessa via biossintética
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(Bervald, 2006; Cedergreen & Olesen; 2010). Dessa forma, pode-se afirmar que o herbicida
glyphosate consegue alterar importantes componentes da fisiologia vegetal. Neste trabalho,
independentemente da forma de contato com o glyphosate, puderam ser observadas alteracdes
nos niveis de chiquimato, compostos fendlicos totais soliveis ou, mesmo, em ambos. Conforme
relatado por indmeros autores (Eker et al., 2006; Moldes et al., 2008; Zobiole et al., 2010a), estas
alteracOes sdo esperadas em plantas submetidas a diferentes doses do herbicida, independente se
isto se faz pela via foliar ou via raiz.

Embora comparacdes devam ser realizadas de forma cautelosa, tendo-se em vista a
diferente quantidade de cada solucdo de herbicida a qual as plantas de café foram expostas nos
ensaios 1 e 2, observa-se que aquelas submetidas a aplicacdo foliar (E1) apresentaram um maior
aumento dos niveis de chiquimato em relagdo aquelas que foram expostas a aplicagdo via solo.
Segundo Piccolo et al. (1996) e Tesfamariam et al. (2009), o glyphosate pode ser rapidamente
inativado no solo ou, quando isto ndo ocorre, a interacdo deste composto com cdtions
polivalentes adsorvidos as particulas do solo tende a tornd-lo menos disponivel para as plantas
em um primeiro momento.

De fato, parte do glyphosate que entra em contato com o solo pode interagir
temporariamente com o material organico por ligacdes de hidrogénio, podendo ser liberado
depois de algum tempo (Piccolo et al., 1996). As anélises de solo revelaram que os substratos
utilizados em E2 apresentaram quantidades importantes de matéria organica, sobretudo o solo
M.O. (Tabela 1).

Outro fator importante que pode ter contribuido para a resposta diferencial, agora entre os
diferentes tipos de substrato de E2, € o fato de que a sorcdo do glyphosate no solo esta
relacionada com o conteido de argila, a capacidade de troca catidnica (CTC), a quantidade de

fosfato e dos cétions Ca®*, Mg** e Fe’* presentes nos solos (Glass, 1987; Piccolo et al., 1996;
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Gimsing et al., 2002; Weidenhamer et al., 2010). Individualmente, o fosfato é capaz de dessorver
completamente o glyphosate das particulas de solo, provavelmente por ambos se adsorverem por
mecanismos similares devido ao grupo 4cido presente na molécula de glyphosate (Gimsing et al.,
2002). Assim, o fosfato pode contribuir para a potencial lixiviacdo do glyphosate do solo.

Observa-se que o solo M.O. € aquele que apresenta maior quantidade de fosfato. Porém,
tanto as andlises bioquimicas, como as fisioldgicas, demonstram que plantas mantidas neste
substrato também responderam ao glyphosate, sobretudo com o aumento das doses aplicadas,
como pode ser observado nas Figuras 4, 5 e 6. Isto indica que a sor¢do do glyphosate em solos
nio €, provavelmente, dominada por apenas um unico parametro, mas sim pela interacdo dos
diferentes elementos que o compde (Albers et al., 2009). Também, varidveis como pH e a
presenca de cdtions polivalentes, tais como Ca™, Mg2+ e Fe’*, devem ser considerados (Glass,
1987; Al-Rajab et al., 2008; Albers et al., 2009). Neste trabalho, entretanto, o pH parece interferir
pouco sobre os resultados observados, uma vez que os trés solos sdo considerados levemente
acidos, o que poderia proporcionar uma maior sor¢ao das moléculas do herbicida as particulas
coloidais do solo (Al-Rajab er al.; 2008). J4, a quantidade dos fons Ca**, Mg** e Fe’*, bem como
a CTC, apresenta-se em maiores valores justamente para o solo rico em matéria organica. Assim,
pode-se supor que a maior quantidade de cations polivalentes permite uma maior adsor¢do do
glyphosate as particulas deste substrato (M.O.), tornando-o indisponivel para a planta em um
primeiro momento. Entretanto, como estas plantas foram mantidas em vasos e irrigadas
diariamente, isto permitiu que a maior quantidade de fosfato também interagisse com as
particulas coloidais e dessorvesse o herbicida, tornando-o disponivel na solu¢do de solo e, assim,
para as plantas.

Neste trabalho, também se procurou avaliar o impacto que o herbicida glyphosate

desempenha sobre compostos fendlicos especificos no café. A partir dos extratos metandlicos
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utilizados para a quantificagdo de fendis totais soliveis, pode-se identificar e quantificar os
principais compostos desta classe por UPLC-MS. Dada a grande diversidade de compostos
fendlicos, utilizou-se a Andlise em Componentes Principais (ou Principal Component Analysis -
PCA) para identificar os compostos fendélicos mais susceptiveis aos tratamentos impostos em E1
e E2. Segundo Conceicdo (2006), a PCA ¢ utilizada para se obter uma visdo geral dos dados,
identificar agrupamentos e/ou amostras com comportamento andmalo e, também, para gerar
varidveis que resumam as principais fontes de variagdo nos dados, podendo ser utilizada em
andlises subseqiientes. A partir da PCA, observou-se que o acido quinico, 5-CQA, quercitina e
catequina apresentavam um padrio caracteristico e que melhor explicaria a diferenca entre os
tratamentos. Tais compostos sdo derivados da rota dos fenilpropandides, com o acido quinico
como precursor comum de indmeros compostos subseqiientes nesta via de biossintese e, também,
do acido 5-cafeoilquinico, o principal CGA identificado em folhas e frutos de café (Clifford et
al., 2003; Mondolot et al., 2006). J4, a quercitina e a catequina sao considerados importantes
flavonoéides (Pignatelli et al., 2000; Chang et al., 2009), desempenhando um papel antioxidante
contra diversas formas de estresse abidtico e bidtico. Assim, dada sua rota de biossintese, era
esperado que tais compostos tendessem a acompanhar o comportamento observado para os
compostos fendlicos totais, ou seja, de queda quando em contato com o herbicida, sobretudo nas
maiores doses. No entanto, diferencas pontuais foram observadas em alguns tratamentos e para
alguns compostos, tais como um aumento da quantidade de 4cido quinico e 5-CQA em plantas
mantidas em solo arenoso. Uma possivel explicacdo seria que, dada a baixa capacidade de
retencdo deste solo, o que permite uma maior percolacdo do herbicida, a quantidade retida e
absorvida pelas plantas seria suficiente para induzir uma resposta de hormese.

Segundo Velini et al. (2008) e Cedegreen & Olesen (2010), a hormese € caracterizada

pela exposi¢cdo a doses minimas de um agente téxico, estimulando o desenvolvimento e
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crescimento de diferentes organismos susceptiveis aquele agente. Assim, a quantidade de
glyphosate absorvido pelas plantas daquele tratamento seria suficiente para induzir um aumento
nos niveis dos quatro compostos fendlicos. Embora possa parecer um contra-senso, deve-se
atentar para o fato de que tais compostos apresentam importante papel antioxidativo e a
exposi¢ao ao herbicida poderia ser considerada como uma forma de estresse oxidativo (melhor
discutido adiante). Mas por que esta resposta ndo € observada nos demais tratamentos? Nao se
pode desconsiderar o fato de que cada composto deve ter uma modulacdo diferencial frente a
quantidades diferenciadas de um mesmo agente estressante e, dada as caracteristicas divergentes
dos tratamentos (solos) utilizados neste trabalho, a quantidade de herbicida a qual os grupos
experimentais estariam expostos deve ser diferente.

Embora sua agdo primdria seja sobre a sintese de aminodcidos aromadticos, levando a
morte da planta por queda da taxa protéica, efeitos secunddrios da aplicacdo do glyphosate
também sao observados nas plantas e, provavelmente, contribuem para acelerar o dano imposto
por este herbicida aos tecidos vegetais (Christensen et al., 2003; Moldes et al., 2008; Gravena et
al., 2009).

Segundo intimeros autores, o contato com o herbicida glyphosate promove uma redugao
da quantidade de clorofilas totais, chegando a uma queda de 23% ou 32% em relacdo aos niveis
de plantas ndo tratadas com o herbicida (Sergiev et al., 2006; Nandula et al., 2007; Cakmak et al.,
2009; Zobiole et al., 2010a). A mesma queda motivada pelo glyphosate é observada sobre o
conteddo de carotendides totais em folhas de soja, mostarda e beterraba (Fuchs et al., 2002;
Christensen et al., 2003; Moldes et al., 2008). Deve-se destacar que estas reducdes foram
observadas pelos autores até mesmo para concentragdes do herbicida menores que as utilizadas

neste trabalho.
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Neste estudo, em folhas de café que tiveram duas formas de contato com o herbicida (via
aplicacdo aérea e via raiz), o contetido destes pigmentos fotossintéticos aumentou, tanto para 5
DAA, como para 15 DAA. Segundo Eker et al. (2006), o glyphosate pode formar sais com ferro e
manganés ao longo de todo o corpo vegetal; tais compostos seriam altamente estdveis, mas pouco
soldveis, o que contribuiria para a inativacao fisioldgica destes nutrientes, afetando a sintese de
clorofila, conforme observado em seu trabalho com girassol. Da mesma forma, Christensen et al.
(2003) argumentam que o glyphosate leva a inibi¢do e degradacdo nao somente das clorofilas,
como também dos carotendides, afetando dramaticamente as taxas fotossintéticas de plantas
submetidas a este herbicida. Mas o que poderia explicar o aumento dos pigmentos foliares em
cafeeiros expostos ao glyphosate, cinco e quinze dias apds sua aplicacdo? Segundo Zhang et al.
(2006), o o6xido nitrico (NO) é uma molécula de sinalizacdo endégena em animais e plantas,
mediando respostas a diversas formas de estresse oxidativos. Ao tratarem plantas de milho,
submetidas ao estresse salino, com um doador de NO, Zhang et al. (2006) observaram um
aumento dos niveis de clorofilas totais. Dessa forma, uma possivel explicacdo para o aumento
inesperado dos niveis de clorofila em folhas de café submetidas ao glyphosate pode dever-se ao
estimulo frente a uma forma de estresse abidtico, provocado pelo herbicida. Ahsan et al. (2008) e
Moldes et al. (2008) relatam o carater de estresse oxidativo das respostas observadas em plantas
submetidas ao glyphosate. Embora nao tenha sido o objetivo deste trabalho avaliar o papel deste
composto, possivelmente o 6xido nitrico, isoladamente ou em conjunto com outros sinalizadores
moleculares, possa estar envolvido especificamente nesta resposta do cafeeiro. Estudos neste
sentido viriam a contribuir significativamente para o entendimento deste evento.

Embora haja um aumento dos niveis dos pigmentos foliares, plantas de café tiveram sua
taxa fotossintética diminuida a partir da aplicagdo de glyphosate. Esta observacdo esta de acordo

com os trabalhos realizados por Christensen et al. (2003), Cakmak et al. (2009) e Zobiole et al.
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(2010b). Entretanto, hd um aumento discreto da fotossintese, observado em folhas expostas a
aplicacdo aérea tendo-se passado 15 dias de sua aplicagdo. Aqui, o principio de hormese parece
ndo ser razoavel, mesmo tendo ocorrido em folhas submetidas a 0,5% da dose recomendada do
herbicida (7,2 g/ha). A hormese ndo pode ser considerada nesse caso, uma vez que foi uma
resposta isolada e, quando comparada com outras plantas que também receberam o glyphosate
nesta dose e periodo apds o contato, como plantas mantidas no solo “terra” (E2), a resposta
observada é exatamente a oposta. Tendo em vista que, no caso da aplicacdo aérea, a quantidade
de ingrediente ativo que estd presente nesta folha deve ser maior que aquele encontrado nas
plantas que o translocaram desde a raiz, como no caso da planta “solo terra”, a hormese, se fosse
observada no cafeeiro, deveria té-lo sido justamente nesta que apresentou uma maior queda da
fotossintese em relagdo ao conteudo de clorofilas totais (“solo terra”). Dessa forma, o aumento
observado na folha de El, dose I, apés 15 DAA deve-se, provavelmente, a ji degradagdo do
glyphosate; este fato pode ser corroborado pelo aumento, em relagcdo a dose controle, dos valores
observados para as demais doses no mesmo ensaio e periodo de coleta de dados (Figura 2C).

Embora a reducdo da taxa fotossintética nem sempre tenha se apresentado de forma
significativa (Figuras 5 H e I), a avaliac@o da relacdo entre a taxa fotossintética e a quantidade de
clorofilas totais revelou haver diferencas entre todos os tratamentos impostos neste trabalho
(Pmedgio < 0,05). A partir destas andlises, aliado ao fato do aumento de pigmentos foliares, deduz-
se que a situacdo de estresse imposto pelo glyphosate determina que a taxa fotossintética, per se,
se mantém em niveis semelhantes aquelas de plantas que nao receberam o herbicida, quando nao
caem, somente com o estimulo a sintese de clorofilas e carotendides. Entretanto, nenhum trabalho
na literatura relatou a andlise destes dados para plantas tratadas com glyphosate.

Segundo Ahsan et al. (2008), o glyphosate pode diminuir a taxa fotossintética através da

degradacdo da enzima ribulose bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) e do é&cido 3-
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fosfoglicérico; o glyphosate também pode levar a uma desorganiza¢do importante do aparelho
fotossintético, tais como os grana e os intergrana, sugerindo que os mecanismos de difusdao do
oxigénio seriam prejudicados. Complementar a idéia de Ahsan et al. (2008), Christensen et al.
(2003) argumentam que a ligacdo do glyphosate com o complexo EPSPs-substrato, no citosol,
leva a uma divisdo irregular da eritrose-4-fosfato (E4P) na via do chiquimato e, entdo, a uma
inibicao da reducdo da ribulose bisfosfato (RBP). Assim, essa particdo de carbono como E4P do
ciclo de Calvin diminui os niveis de RBP, levando, ultimamente, a uma maior redu¢do da cadeia
fotossintética de elétrons e a fotoinibi¢do do fotossistema II (PSII). Simultaneamente, a inibi¢ao
da ligacdo EPSPs-substrato leva a inibi¢do da producio de dcido homogentisico, um metabdlito
requerido para a reducdo da plastoquinona, um componente da cadeia de transferéncia de elétrons
da fotossintese, responsavel por mediar o fluxo de elétrons do PSII para o complexo citocromo
b6-f (Christensen et al., 2003). Assim, dadas tais alteragdes, o resultado final serd uma redugdo,
ou mesmo, supressao da taxa fotossintética final de plantas expostas ao glyphosate.

Por fim, da mesma maneira que a reportada por Fuchs et al. (2002) e Zobiole et al.
(2010a,b), os valores de condutancia estomdtica (gs) e taxa de transpiragdo (E) foram afetadas
pelo glyphosate. Deve-se desconsiderar o aumento observado da gs e da E em plantas submetidas
a aplicacdo aérea apds 15 DAA, fato explicado pela menor susceptibilidade destes pardmetros a
quantidade de composto ativo presente tendo decorridos 15 DAA, dada sua degradagdo parcial. A
resposta de queda observada em todos os outros grupos experimentais dos valores daqueles
parametros deve-se, segundo Fuchs er al. (2002), a possiveis danos ao sistema radicular,
provocados pelo herbicida em contato direto (quando had a aplica¢do via solo) ou translocado
(quando ha a aplicagdo foliar). Estes danos podem afetar a capacidade de absorcdo de dgua e,

conseqiientemente, promover um fechamento gradual dos estdmatos.
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6.2. Aciao do herbicida glyphosate no fruto de café

O aroma ¢ considerado o critério mais importante para a determinacdo da qualidade do
café e, também, um dos principais motivos para o consumo desta bebida (Farah et al., 2006).
Inimeros parametros estdo associados com a alta qualidade da bebida fornecida pela espécie
Ardbica (Coffea arabica), a mais apreciada pelos consumidores por apresentar um menor
amargor e melhor sabor quando comparada com a segunda espécie de café de maior produgdo
mundial, a Robusta ou C. canephora (Ky et al., 2001). As condi¢des ambientais e os métodos de
cultivo s@o alguns dos fatores que exercem um grande impacto no valor final da bebida. A
quantidade de compostos como sacarose, cafeina, dcidos clorogénicos, dentre outros, presentes
no fruto maduro serd decisiva na “quimica do aroma”, determinada pelo processo de torragem do
café (Castro & Marraccini, 2006; Farah et al., 2006).

Segundo Castro & Marraccini (2006), como em outras espécies vegetais, compostos
presentes nos frutos maduros de café sdo produzidos em outros O0rgdos vegetais (tais como as
folhas), sendo transportados para os frutos via floema ou sintetizados de novo. Como o herbicida
glyphosate também € translocado na seiva do floema, pode-se supor que o herbicida aplicado sob
folhas de ramos contendo frutos em desenvolvimento pode ser translocado para estes frutos,
alterando o metabolismo de diversos compostos, como € observado nas Figuras 7 a 11. Outra
evidéncia de alteracdes no desenvolvimento dos frutos de café é a maior queda de frutos
abortados em ramos que foram expostos ao herbicida, embora ndo tenha sido avaliado
quantitativamente.

A acidez da bebida do café é uma das primeiras caracteristicas observadas na sua
apreciacdo. Em geral, € determinada por compostos coletivamente denominados dacidos
organicos. Dentre os inimeros compostos acidos encontrados no fruto de café, os &4cidos

succinico, fumadrico, malico e citrico desempenham papel fundamental na qualidade da bebida
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(Jham et al., 2002; Galli & Barbas, 2004; Rodrigues et al., 2009). Deve-se destacar, ainda, que
compostos como os 4cidos clorogénicos também exercem tal papel, sendo discutidos mais
adiante. Segundo a Figura 8, o tratamento com o herbicida glyphosate alterou a quantidade destes
dcidos nos primeiros dias apds sua aplicacdo. Observa-se que frutos cujas folhas apicais
receberam 360 g/ha de glyphosate apresentaram a maior queda da quantidade de 4cidos orgénicos
“totais”, ndo apresentando o aumento expressivo aos 15 DAA, observado nos frutos controle. O
grupo que recebeu 72 g/ha do herbicida, embora tenha apresentado uma queda dos valores totais,
apresenta um aumento maior que o outro grupo tratamento.

Embora haja essas diferencas, os grupos experimentais convergem para uma quantidade
semelhante ao grupo controle ja com 30 DAA, para os 4cidos succinico e fumdérico (Ppmggio >
0,05), indicando que a a¢do do herbicida sobre eles ndo € duradoura. J4, para os acidos citrico e
malico, os valores dos grupos expostos ao herbicida diferem do controle mesmo com a completa
maturacao (Pmegio < 0,0001). Assim, pode-se afirmar que tais compostos sdo mais sensiveis a
presenca do glyphosate. Estas diferencas podem se dever a alteracdes da regulacdo na sintese
destes acidos (melhor discutido a seguir).

O aumento da quantidade de 4cidos organicos no inicio do tratamento € congruente com a
fase de desenvolvimento do endosperma. Geromel er al. (2006) afirmam que nesta fase,
alteracdes na composicao de dcidos organicos no fruto cria um gradiente de pressdo hidrostatica,
permitindo um fluxo de 4gua e nutrientes para o tecido. Fougere et al. (1991) e Ma et al. (2001)
observam que os dcidos organicos sdo capazes de alterar o perfil osmético de tecidos vegetais
quando presentes em maiores concentragdes. Dessa forma, espera-se que o aumento de 4cidos
organicos observado na fase de desenvolvimento do endosperma auxilie na criagcdo daquele
gradiente de pressdo hidrostatica, levando ao desenvolvimento do fruto de café. Porém, nos frutos

que entraram em contato com o glyphosate, € que tiveram o aumento na quantidade de dcidos
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organicos prejudicado, a massa fresca do fruto como um todo, bem como do endosperma,
permaneceu maior que a do grupo controle (Figura 7). O que poderia explicar tal fato?

A sacarose aparece como outro composto de grande importancia para a qualidade da
bebida do café, uma vez que € rapidamente degradada durante a torragem, fornecendo acticares
anidros e outros compostos como o glioxal. Tais moléculas sdo capazes de reagir com
aminodcidos e produzir acidos alifaticos, furanos, pirazinas e compostos carbonil, essenciais para
o aroma do café. Para a planta, o valor bioldgico dos acticares presentes em seus frutos € servir
como substrato energético para divisdes celulares e criar um gradiente osmoético, a fim de
aumentar o fluxo de nutrientes e 4gua para o desenvolvimento do fruto, conforme ja mencionado,
além de servir como reserva energética para a germinacdo da semente (Castro & Marraccini,
2006; Geromel et al.; 2006). No entanto, o conteido de sacarose em frutos de café torna-se
expressivo somente apds determinado tempo de maturagdo, com o desenvolvimento do
endosperma. Até este aumento da quantidade de sacarose nos frutos, as hexoses glicose e frutose
presentes, sobretudo, no perisperma, no inicio da maturacdo do fruto, correspondem aos
principais componentes do total de acticares soliveis. Somente com a maturacdo, o conteido das
hexoses apresenta uma reducdo no endosperma e um aumento expressivo no pericarpo (casca)
(Rogers et al., 1999; Geromel et al., 2006; Joét et al., 2009).

Conforme a Figura 9 apresenta, mesmo os niveis de sacarose aumentando
expressivamente no grupo controle apds 30 DAA, os niveis de glicose e frutose ainda apresentam
um aumento até o completo amadurecimento dos frutos. Uma vez que se analisou o fruto como
um todo, este aumento provavelmente é devido ao aumento observado no pericarpo, sendo
possivel que decorra da hidrélise de pectina por agdo de P-galactosidase e glicosidases e sua
posterior conversao em agucares redutores e sacarose, entdo, pelas atividades de sacarose sintase

e invertases (Kerith et al., 1993; Geromel et al. 2006).
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J4, nos grupos expostos ao herbicida glyphosate, embora o mesmo padrdo descrito para o
grupo controle seja observado, sua intensidade € significativamente menor, sobretudo para o
nivel de sacarose. A primeira parte deste trabalho mostrou que o herbicida glyphosate impacta
negativamente a taxa fotossintética, determinando uma situacdo de estresse oxidativo. Dessa
forma, é esperado que a quantidade de carbono fotoassimilado seja reduzida, tanto nas folhas
expostas ao herbicida, como nos frutos em desenvolvimento, nos ramos destas folhas expostas.

Sabe-se que a agdo priméria do glyphosate baseia-se inibi¢do da ligagdo do complexo
EPSPs-S3P com fosfoenolpiruvato, levando a um aumento da quantidade de chiquimato.
Portanto, o aumento da quantidade de chiquimato observado em frutos do E3 (Figura 10A) € uma
resposta esperada. Vale ressaltar que, mesmo havendo este aumento, os niveis de chiquimato
tendem a cair 2 medida que o fruto se torna maduro, seja no grupo controle, ou nos grupos
experimentais.

Em ultima andlise, o dcido chiquimico € um dos precursores da via dos fenilpropanodides
(Yu & Jez, 2008). Dentre os principais compostos fendlicos presentes em frutos de café,
aparecem 0s CGAs, compostos que representam uma importante parcela do total de antioxidantes
consumidos por apreciadores desta bebida (Ky et al., 2001; Lepelley et al., 2007). Tais
compostos compreendem uma familia de ésteres entre acidos trans-cinamicos especificos, tais
como os dcidos caféico e fertlico, com o dcido quinico. Embora haja mais de 30 diferentes CGA
identificados nos graos de café, a maioria quase absoluta é composta por trés classes principais:
os 4acidos cafeoilquinicos (dentre eles, o 5-CQA), os &cidos dicafeoilquinicos e os dacidos
feruloilquinicos (Castro & Marraccini, 2006; Lepelley et al., 2007). Aqui cabe destacar que a
Figura 10C apresenta o total de 4cidos clorogénicos quantificados, sem discriminar de quais

classes sao.
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Como pode ser observado nesta Figura, bem como para os niveis de compostos fendlicos
totais (Figura 10B), hd uma expressiva queda destes compostos até a completa maturagdo do
fruto de café. Joét et al. (2009) afirmam que a deposicdo de CGA termina precocemente ao longo
da maturacdo dos frutos de café. Seu acimulo apresenta-se de forma expressiva no comeco do
desenvolvimento do endosperma, sugerindo que estes compostos sdo sintetizados nos tecidos do
perisperma e, em seguida, mobilizados via apoplasto para o endosperma em desenvolvimento
(Castro & Marraccini, 2006; Joét et al., 2009). Apdés o término de deposicdo de acidos
clorogénicos, os frutos de café apresentam uma queda dréstica do seu conteudo total, que ocorre
simultaneamente a expansdo do endosperma (Castro & Marraccini, 2006; Lepelley et al., 2006).
Uma possivel explicacdo para esta queda, segundo Joét et al. (2009), seria a reorientagdo destes
compostos como precursores para a via de biossintese de lignina.

As Figuras 10B e C mostram, ainda, que a queda de compostos fenolicos totais soluveis
(incluindo os CGA) apresentou-se de forma menos intensa nos grupos de frutos que receberam o
herbicida em suas folhas apicais, embora tenham convergido para valores praticamente idénticos
ao do grupo controle ao término da maturacdo. Novamente, o principio da hormese discutido
anteriormente pode ser aplicado para este caso. Neste ensaio, folhas apicais de ramos contendo
fruto em desenvolvimento foram expostas ao herbicida e, conforme ja foi mencionado, o
glyphosate pode ser transportado via floema até um dreno importante, como os frutos. No
entanto, espera-se que uma parcela significativa do herbicida seja retida nas folhas e parte seja
complexada com minerais da seiva. Dessa forma, a baixa quantidade que chegaria até os frutos
seria suficiente para induzir alteracdes importantes no metabolismo de agucares, cafeina e 4cidos
organicos, bem como induzir um estimulo para a sintese de compostos fenélicos. Outra possivel

explicacdo para esta queda ser menos intensa em grupos expostos ao herbicida seria uma possivel
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alteracdo do perfil protéico responsavel pela sintese de lignina, conforme argumentado por Joét et
al. (2009).

Segundo Castro & Marraccini (2006), a quantidade do alcaldide cafeina permanece
constante no endosperma ao longo da maturacdo do fruto de café. O principal aumento do
contetddo deste alcaléide ocorre nos estddios finais, correspondendo a expansao do endosperma
(Castro & Marraccini, 2006). A anédlise da Figura 10D revela um cendrio diferente daquele
destacado pelos autores: ha uma queda da quantidade de cafeina até o momento da completa
maturagdo do fruto. Porém, deve-se ressaltar que, no fruto maduro, o pericarpo representa
aproximadamente 60% da massa do fruto e este tecido apresenta menos cafeina que o
endosperma (Geromel et al., 2006), o que poderia explicar este menor valor, uma vez que se
considerou o fruto inteiro para a andlise.

Observaram-se diferencas entre a quantidade de cafeina dos grupos controle e
tratamentos, sobretudo aquele com maior dose do herbicida, ou 360 g/ha. Novamente, a hipotese
da hormese ndo pode ser descartada, uma vez que ha um aumento do contetddo de cafeina na dose
de menor concentracdo. Entretanto, para que esta hipdtese seja aceita, tem que se considerar a
diferenga na regulagdo metabdlica entre dcidos clorogénicos (analisados anteriormente) e a
cafeina. Esta consideracdo € necessdria devido ao fato de que, para os acidos clorogénicos,
embora haja estimulo de sua produ¢@o na menor dose, é com 360 g/ha de glyphosate que a maior
producdo € observada; ja, para a cafeina, a hormese seria observada somente para a quantidade de
glyphosate, translocado e absorvido pelo fruto, menor que os 1,42 mM (72 g/ha) aplicados, dada
a degradacdo foliar e no floema de parte deste herbicida. Dessa forma, pode-se afirmar que o
glyphosate e o estresse induzido pelo herbicida passa a ser um modulador negativo da sintese de
cafeina e positivo da sintese de CGA, quando se analisa a maior dose utilizada. Uma possivel

explicacdo para esta resposta seria o papel bioldgico de cada composto: como os CGA
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desempenham importante papel antioxidante (Azuma et al., 2000; Clifford et al., 2003) e a
cafeina aparece como importante fator que desestimula a herbivoria (Castro & Marraccini, 2006),
o estresse oxidativo determinado pelo glyphosate pode ser sinalizado e estimular a sintese de
compostos com valor antioxidante, em oposi¢do aos compostos contra herbivoria. Outra
explicacdo possivel € que como a resposta hormética do conteido de cafeina foi observada
somente em plantas expostas a menor dose do herbicida, sugere-se que o metabolismo da cafeina
seja mais sensivel a presenca do herbicida glyphosate quando comparado com o dos &4cidos
clorogénicos, ndo havendo uma resposta de estimulo quando exposta a maior dose analisada
neste trabalho. Entretanto, somente uma andlise mais apurada, como a avaliacdo da atividade
enzimatica de proteinas-chave das duas vias de biossintese poderia confirmar ou refutar tal
hipdtese.

Conforme j4 sugerido, alteracdes no perfil protéico dos frutos expostos ao herbicida
também poderiam ter causado algumas das alteracdes ja descritas. De maneira geral, a quantidade
de proteinas totais soliveis permaneceu semelhante entre o grupo controle e aquele exposto a
menor dose do herbicida, diferindo apenas do grupo exposto a 7,10 mM (360 g/ha) de
glyphosate. J4, para a quantidade de aminodcidos totais soldveis, embora seus niveis tenham
permanecido menores no grupo exposto a 7,10 mM (360 g/ha) de glyphosate, ao 90° dia apds a
exposi¢ao, este mesmo grupo conseguiu recuperar-se para quantidades préximas as dos demais
grupos.

Os padrdes de evolucao da quantidade de proteinas e aminodcidos apresentados na Figura
11 também podem fornecer importantes dados acerca do impacto que o herbicida glyphosate tem
sobre frutos em desenvolvimento. A principal contribuicdo desses compostos para a qualidade
final da bebida do café consiste na sua participacdo das reagdes de Maillard, segundo as quais,

proteinas e aminodcidos reagem com agucares redutores, levando a formagdo de compostos que
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irdo interferir negativamente no aroma do café, conforme ja mencionado (Knopp et al., 2006;
Mukovic & Derler, 2006).

Segundo a literatura, sabe-se que o contetido de aminodécidos totais de grdos de café pode
variar de forma significativa, dentro de um mesmo cultivar, dependendo das condi¢des
ambientais a quais sao expostos (Silva et al., 2005; Joét et al., 2009). Neste trabalho, frutos de
café expostos indiretamente ao herbicida glyphosate tenderam a apresentar menores quantidades
de aminodcidos totais, quando comparados com o grupo controle. Este comportamento torna-se
mais evidente no grupo exposto a maior dose do herbicida (Figura 11A). Embora sejam
necessdrias mais andlises, este comportamento poderia indicar uma melhor qualidade da bebida
preparada a partir destes frutos, uma vez que, segundo Silva et al. (2005) e Joét et al. (2009),
amostras de café contendo uma maior quantidade de aminodcidos soluveis apresentaram uma
menor qualidade da bebida final.

Por fim, o dltimo componente, de grande importincia para a qualidade do café e analisado
neste trabalho foi a quantidade de proteinas totais ao longo do desenvolvimento dos frutos. Acufia
et al. (1999) destacam que as plantas acumulam e estocam, em suas sementes, carboidratos,
lipideos e proteinas que, posteriormente, serdo utilizadas durante sua germinagdo, servindo como
fontes de energia, carbono e nitrogénio. O padrao de expressao das proteinas de semente durante
seu desenvolvimento é fortemente regulado por fatores metabdlicos e externos. Embora exerca
grande impacto na qualidade final da bebida, poucos estudos sobre a evolucao protéica ao longo
do desenvolvimento do fruto de café podem ser encontrados na literatura (Acufia et al., 1999;
Montavon et al., 2003). Um importante grupo de proteinas estocadas em graos de café é formado
pelas proteinas legumina 11S. Em Coffea arabica, as proteinas de estocagem 11S sé puderam ser
identificadas a partir da expansao do endosperma, ou seja, na etapa final de amadurecimento do

fruto (Rogers et al., 1999; Castro & Marraccini, 2006; Joét et al., 2009). Seguindo este modelo, a
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Figura 11B mostra um aumento da quantidade de proteinas totais soliveis no periodo,
caracteristico do desenvolvimento do endosperma, como ji confirmado por outros parimetros
analisados. Deve-se destacar o aumento da quantidade de proteinas no grupo exposto a maior
dose do herbicida, justamente nos primeiros dias apds o inicio dos tratamentos, quando a
probabilidade de existir glyphosate ainda ativo, pouco metabolizado, é maior; da mesma maneira,
o impacto do herbicida também pode ser observado no final de amadurecimento dos frutos
expostos a 1,42 mM (72 g/ha) do composto, levando a uma maior quantidade de proteinas totais
neste grupo. Tais comportamentos observados nas andlises de aminodcidos e proteinas totais,
opostos ao esperado pela acdo primaria do herbicida, vém fornecer novas idéias para trabalhos
futuros, objetivando avaliar as diferencas qualitativas entre os tratamentos, talvez por técnicas
como eletroforese bidimensional para proteinas e a discrimina¢do dos aminodcidos por HPLC,

como descritas por Castro & Marraccini (2006).

7. CONSIDERACOES FINAIS

Assim, as principais conclusdes que podem ser tomadas sao:

a) Plantas de Coffea arabica cv. Mundo Novo responderam ao glyphosate em
doses de deriva simulada, através do acimulo de chiquimato, seja em folhas ou
frutos;

b) O glyphosate alterou as respostas bioquimicas (niveis de fendis totais e CGA) e
fisiolégicas (conteido de pigmentos foliares, fotossintese, condutincia
estomadtica e taxa de transpiracdo) de folhas e frutos de cafeeiros submetidos a

aplicacao foliar direta ou aplicacdo via solo, independente da dose aplicadas;
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d)

e)

A avaliacdo da relagdo entre a taxa fotossintética pelo conteido de clorofilas
totais foi uma importante ferramenta a fim de se complementar o entendimento
da ac@o do glyphosate, dada sua maior sensibilidade a presenga do herbicida;

A composi¢do do solo afetou o grau de comprometimento das plantas tratadas
com glyphosate;

Embora ndo tenha sido o objetivo inicial, a resposta hormética foi observada
neste trabalho para diferentes parametros analisados em folhas e frutos de

cafeeiros expostos ao glyphosate

A partir dos dados obtidos neste trabalho, pode-se sugerir que:

i)

iif)

Uma vez aplicado em folhas, o herbicida glyphosate pode ser translocado via
floema, no sentido fonte-dreno, para frutos em desenvolvimento e para o
sistema radicular de C. arabica cv. Mundo Novo;

O glyphosate deve induzir uma resposta de estresse oxidativo em C. arabica cv.
Mundo Novo, possivelmente mediada via intermedidrios de 6xido nitrico;
Possivelmente, os diferentes metabdlitos primérios e secunddrios analisados
neste trabalho tiveram uma resposta diferenciada ao glyphosate devido ao grau

de sensibilidade distinto apresentado por suas rotas de biossintese.

Dessa maneira, sugere-se para trabalhos futuros, avaliar as vias de sinaliza¢do ao estresse

induzido pelo glyphosate e se estas vias envolvem o composto 6xido nitrico e seus derivados.
Também se sugere a avaliacdo da atividade de reguladores metabdlicos das vias bioquimicas de
acidos clorogénicos, acgucares soldveis, cafeina, 4cidos organicos e de aminodcidos, compostos

marcadamente importantes para a economia do cafeeiro.

Por fim, deve-se ressaltar que todos os ensaios realizados neste trabalho objetivaram

simular uma situagao de deriva, ou seja, de um problema comum da aplicac¢do de herbicidas e que
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pode ser intensificada devido a uma aplica¢do incorreta. Intimeros trabalhos na literatura ja
demonstraram a eficdcia e os beneficios da utilizacdo do glyphosate em larga escala, observando-

se a correta aplicagdo.
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