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1. INTRODUCAO

A area cultivada com soja geneticamente modificada (GMgrgr) tem sido
incrementada de forma acelerada no mundo inteiro. Em 2006 atingiu 58,6 milhdes
de hectares, que representa 57% da é&rea global da agricultura biotecnoldgica. O
Brasil se insere nesse cenario como terceiro maior produtor mundial de soja GMgg,
totalizando 11,5 milhdes de hectares (ISAAA, 2006).

Os efeitos do glifosato sobre fisiologia da planta e fixacao biolodgica de nitrogénio
foram estudados por REDDY et al. (2000), KING et al. (2001), REDDY &
ZABLOTOWICZ (2003) e ZABLOTOWICZ & REDDY (2007). Inicialmente, REDDY et
al. (2000) e KING et al. (2001) observaram, em condi¢cées de casa de vegetacéo,
gue glifosato aplicado na dosagem recomendada pelo fabricante, reduziu o nimero
e a massa de nodulos, o contetdo de leg-hemoglobina e o teor de N na planta. Esse
efeito foi parcial em condi¢cbes de campo (ZABLOTOWICZ & REDDY, 2007).

Além disto, o efeito negativo do glifosato sobre as bactérias simbiontes (B.
japonicum) e sobre a reducao de acetileno em condicbes de ensaio em meio de
cultura e em casa de vegetacdo citado por REDDY & ZABLOTOWICZ (2003).
Atualmente, duas sdo as espécies de bactérias capazes de nodular as raizes de
soja e fixar o No: Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii. MALTY et al.
(2006) verificaram que o glifosato apresenta efeitos inibitérios sobre o crescimento
de Bradyrhizobium em meio de cultura.

O glifosato € um ingrediente ativo herbicida que inibe a enzima 5-enolpiruvil
chiguimato-3-fosfato sintase (EPSP sintase ou EPSPS) e impede que a planta forme
aminoacidos essenciais para a sintese de proteinas e também alguns metabdlitos
secundérios (KRUSE et al., 2000). A resisténcia induzida por meio da introducéo de
um gene que corresponde a uma izoenzima da EPSPS tem possibilitado a aplicacao
de glifosato na pds-emergéncia no cultivo de soja GMgrg, gerando a duvida se esse
procedimento pode ou ndo causar impacto sobre o metabolismo da planta.



A glutamina sintetase (GS; EC 6.3.1.2) ocupa uma posi¢cao central no
metabolismo do nitrogénio nas plantas, pois € responsavel pela assimilagéo inicial
do amoénio. A atividade coordenada da GS possibilita a assimilacdo do amdnio
liberado pela redutase do nitrito, quando nitrato esta disponivel a planta e/ou pela
atividade da nitrogenase, enzima responsavel pela fixagdo do N, atmosférico no
caso de plantas associadas simbioticamente com rizébio. A GS catalisa a
incorporacdo do amoénio no glutamato, formando glutamina, reacdo dependente de
ATP (GREGORSON et al. 1993). A conversédo de glutamina em outros aminoacidos
envolve, inicialmente, a acdo da glutamato sintase que catalisa a transferéncia do
grupo d-amino da glutamina no a-cetoglutarato, produzindo duas moléculas de
glutamato, as custas de poder redutor do NADH (LEA & IRELAND, 1999). A
atividade destas enzimas aumenta durante o desenvolvimento dos nédulos e com o
aumento na disponibilidade de energia (ATP) no meio de reacdo (SILVA, 1998;
BURRIS, 1999).

Varios trabalhos indicaram que a determinagdo da atividade da enzima GS
poderia ser utilizada como um parametro auxiliar na selecdo de gendtipos mais
eficientes na utilizacdo do nitrogénio (MACHADO & MAGALHAES, 1995). E
importante destacar que existe variabilidade genética para essa caracteristica
(MAGALHAES et al., 1993).

Tendo em vista a importancia da enzima glutamina sintetase para a
assimilacdo do nitrogénio, processo fundamental para o acumulo de proteinas em
sementes de soja, e da escassez de informacfes a respeito da influéncia sobre sua
atividade, de herbicidas utilizados na cultura da soja, especialmente o glifosato,
assim como o processo de transgenia para obtencdo de cultivares resistentes ao
herbicida, este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade da GS em nodulos de
soja transgénica e da cultivar isogénica ndo modificada submetidas a diferentes
dosagens de herbicidas.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram instalados no Campus Agropecuario da Palma (CAP)
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), localizado no municipio do Capao do
Ledo, Rio Grande do Sul, Brasil. O solo da area experimental € classificado como
Podzolico vermelho escuro distréfico (EMBRAPA, 2006). Como materiais vegetais
foram utilizados sementes de soja GMrr BRS 244 RR e NM BRS 154 (isogénica)
fornecidas pela Embrapa-Trigo. A concessao dessas sementes foi concretizada
através de Acordo de Transferéncia de Material firmado entre a UFPEL e a
Embrapa, em 2005. O referido termo encontra-se junto a UFPEL e a Embrapa.

No experimento realizado no CAP foram testados os seguintes tratamentos,
todos com 03 repeticdes, num delineamento inteiramente casualizado: T1- soja BRS
244 RR sem aplicacédo de herbicida, com capina manual aos 28 dias apds o plantio
(dap); T2- soja BRS 154 sem aplicacao de herbicida, com capina aos 28 dap; T3-
soja BRS 244 RR com uma aplicacéo de glifosato a 960 g ia ha™ aos 28 dap; T4-
soja BRS 244 RR com duas aplicacdes de glifosato a 960 g ia ha™ aos 28 e 38 dap;
T5- soja BRS 244 RR com aplicacdo de herbicida imazetapir a 100 g ia ha™ aos 28
dap; T6- soja BRS 154 com aplicacéo de herbicida imazetapir a 100 g ia ha™ aos 28
dap.

A extragdo da enzima glutamina sintetase (GS; EC 6.3.1.2) foi realizada por
método de CULLIMORE et al. (1983). Cerca de meio grama de nodulos,



previamente lavado em &agua destilada gelada, foi macerado em almofariz, sob
temperatura de 4°C em camara fria, com tampao de extracdo Tris-HCI 100 mM, pH
7,8, contendo 1 mM de DTT, 5 mM de glutamato de sédio, 10 mM de MgCl, e 10 %
de glicerol, na razdo de 5 mL por grama de massa fresca e 20 % de polyclar AT
(PVPP) com base na massa de tecido fresco. O homogeneizado foi centrifugado a
20.000 x g por 20 min a 4°C e uma aliguota do sobrenadante foi dessalinizada em
coluna Sephadex G-25 médio, de volume total de 10 mL (PD-10; Amersham
Pharmacia Biotech), equilibrada com tampéo de extracéo.

A atividade da GS foi dosada pelo método semi-biossintético, segundo
CULLIMORE et al. (1982). Nesse caso, foi realizada a medicdo de y-glutamil
hidroxamato, produto da reacdo obtido quando a hidroxilamina (NH,OH) é utilizada
como substrato alternativo para o NH,*, sendo as absorbancias registradas a 535nm
em espectrofotometro. Com base nestas leituras, os dados de atividade foram
calculados e submetidos a analise de variancia, e a comparacdo de médias pelo
método LSD, utilizando-se o programa Statistix 8.0".

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacéo de glifosato na soja GMgg resultou na diminuicdo da atividade da
enzima glutamina sintetase (Tabela 1).

Tabela 1 - Teores da enzima Glutamina sintetase em nddulos de soja
geneticamente modificada (GMgrgr, BRS 244RR) e ndo modificada (NM, BRS 154)
com herbicidas, cultivadas na safra de 2008 no Centro Agropecuario da Palma
(CAP/UFPel).

Tratamentos Atividade da glutamina sintetase
(umol g*MF min™?)

T1- BRS 244RR - capina 31,0382
T2- BRS154 - capina 28,403
T3- BRS 244RR - 1x glifosato 17,276°
T4- BRS 244RR - 2x glifosato 13,469°
T5- BRS 244RR - 1x imazetapir 11,932°
T6- BRS 154 - 1x imazetapir 11,054 °
Média 18,862
CV (%) 20,08

P 0,0001

As maiores atividades da enzima glutamina sintetase foram detectadas em
nédulos de soja dos tratamentos T1 e T2, justamente aqueles sem aplicacdo do
herbicida, ou seja, mostrando que a modificacdo genética ndo influiu nos teores da
enzima GS nos nddulos de soja.

A aplicacéo do glifosato nos tratamentos T3 e T4, bem como, a aplicacdo do
Imazetapir nos tratamentos T5 e T6 resultaram em diminuicdo nas atividades da GS
0 gque pode indicar uma provavel reducdo nos teores de nitrogénio disponivel na
planta. Outros autores como MACHADO & MAGALHAES (1995) e MAGALHAES &
MACHADO (1995) verificaram que a atividade da enzima GS interfere diretamente
nos teores de N da planta.



4. CONCLUSOES

A aplicacdo dos herbicidas glifosato e imazetapir, nas dosagens
recomendadas, causaram diminuicdo da atividade da enzima glutamina sintetase,
tanto nos noédulos de soja geneticamente modificada como na isogénica.

Os resultados obtidos sugerem que a modificacdo genética para o gene que
codifica isoenzima da EPSPS né&o influencia a atividade da enzima glutamina
sintetase.
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