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RESUMO

FIGUEIREDO, L.A. Nutricao nitrogenada (*N) em soja convencional e transgénica sob
aplicacao do herbicida glifosato. 2009. 83f. Dissertacio (Mestrado) — Centro de Energia

Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

O glifosato € o herbicida mais usado mundialmente em aplicagdes apds a emergéncia
das plantas daninhas, antes da semeadura ou emergéncia das culturas. Muitos trabalhos t€m
sido realizados para entender seu modo de acdo, mas poucos com a finalidade de estudar seu
efeito sobre as populacdes microbianas do solo, como a populacdo de Bradyrhizobium
Jjaponicum e a conseqiiente acdo do produto sobre taxas de Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio
(FBN). Pouca énfase também tem sido dada aos efeitos do produto sobre o actimulo de
macronutrientes em variedades de soja. Com isso, o presente trabalho teve como objetivo
estudar a acdo do herbicida glifosato sobre a nutri¢do nitrogenada em soja convencional e
transgénica, avaliando, para tanto, acimulo de nutrientes, nodulacdo e taxas de FBN,
fotossintese e transpiracdo. Foram utilizadas as variedades de soja convencional, BRS
Conquista e a transgénica, BRS Valiosa. Foram utilizadas as doses 0, 2, 4, 8, 16 e 32uM Lt
do herbicida glifosato em solug@o nutritiva e aplicagdo foliar. As plantas foram coletadas no
estadio R3, época do florescimento pleno e R8, apds o enchimento dos grios e os seguintes
parametros foram analisados: produ¢do de massa seca, taxas de fotossintese e transpiragdo,
actimulo de macro e micronutrientes, nodulacdo, atividade da enzima nitrogenase e taxa de
FBN. Observou-se que a variedade Conquista foi severamente afetada em todos os pardmetros
estudados, com excecdo das taxas de fotossintese e transpiragdo. Na variedade Valiosa
observou-se que a producdo de massa seca e taxas de fotossintese e transpiracdo ndo foram
afetadas; o acimulo de Cu e Zn sofreu reducdo com as doses aplicadas do produto em

solugdo, no entanto, ndo houve resposta para o acimulo dos demais nutirentes analisados: N,



P, K, Ca, Mg, S, B, Fe e Mn. Houve reducdo na atividade da enzima nitrogenase no
tratamento 32uM L', entretanto as taxas de FBN ndo foram prejudicadas na Valiosa.
Concluiu-se que o herbicida glifosato afetou negativamente a variedade Conquista, mas teve

pouca acdo sobre os parimetros analisados para a variedade Valiosa.

Palavras- chave: Glycine max. Acimulo de nutrientes. Enzima nitrogenase. FBN.



ABSTRACT

FIGUEIREDO, L.A. Nitrogenous nutrition in conventional and transgenic soybean under
application of herbicide glyphosate. 2009. 83f. Dissertacdo (mestrado) — Centro de Energia

Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

Glyphosate is the most used herbicide throughout the world in post-emergent
applications of weed species, before sowing or emergence of the cultures. Many works have
been performed to understand the way of action of this herbicide, but few with the purpose to
study its effect on the microbial populations of the soil, as the Bradyrhizobium japonicum
population and the consequent action of the product on Biological Nitrogen Fixation rates
(BNF). Little emphasis also has been given to the effect of this product on the macronutrients
accumulation in soybean varieties. Thus, the present work aimed to study the action of the
ghyphosate on the nitrogenous nutrition in conventional and tolerant soybean, though the
nutrients accumulation, nodulation and BNF rates. Two contrast varieties of soybean were
tested, one sensitive (BRS Conquista) and one tolerant (BRS Valiosa), in six different doses o
the herbicide (0, 2, 4, 8, 16 and 32uM L’l) in nutritional solution and foliar application. The
plants were collected in the R3 soybean developmental stage (full bloom) and RS, after grains
filing and the following parameters were analyzed: dry mass production, photosynthesis and
transpiration rates, accumulation of nutrients, nodulation, nitrogenase activity and BNF rates.
It was observed that the variety Conquista was severely affected in all the parameters studied,
excepted for photosynthesis and transpiration rates. It was also observed that in the Valiosa
variety the dry mass production, photosynthesis and transpiration rates were not affected; the
Cu and Zn accumulation was reduced with the application of higher doses of the product in

solution, however, the other nutrients (N, P, K, Ca, Mg, S, B, Fe, Mn) did not show any



difference in accumulation. There was a reduction in the nitrogenase activity in the 32uM L'
treatment, however the BNF rates were not affected in the Valiosa variety. It was concluded
that the herbicide ghyphosate had a negative effect in the variety Conquista, but it had little

action on the parameters analyzed for the variety Valiosa.

Words key: Glycine max. Nutrients accumulation. Nitrogenase. BNF.
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1. INTRODUCAO
Com o desenvolvimento da soja geneticamente modificada resistente ao glifosato,
tem-se observado aumento considerdvel na utilizacdo desse herbicida para aplicacdo apds
emergéncia da cultura. Atualmente, o Brasil conta com aproximadamente 90 variedades de
soja transgénica de varias empresas de sementes, disponiveis para plantio (OLIVEIRA, et al.,
2008). Entretanto, poucos estudos foram desenvolvidos no pais sobre os efeitos do glifosato
nessas variedades, assim como sobre sua influéncia na populacdo de microrganismos do solo.
As propriedades que determinam o comportamento do glifosato caracterizam o
produto como sendo de reduzido impacto ao ambiente e a saide. Sabe-se que este é um
herbicida de amplo espectro, utilizado tanto em culturas anuais quanto perenes, no entanto,
faz-se necessario aprofundar os conhecimentos sobre os efeitos do glifosato sobre a populacdo
de microrganismos do solo, além dos possiveis impactos que essas aplicacdes subseqiientes
podem estar ocasionando na fisiologia e nutricio mineral da cultura da soja, tanto
convencionais com efeito residual ou de deriva do produto, quanto em plantas transgénicas.
O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do herbicida glifosato sobre a
nutricdo nitrogenada em soja convencional, BRS Conquista e transgénica, BRS Valiosa,
analisando, para tanto, producdo de massa seca, taxas de fotossintese e transpiracio,

nodulag@o e a conseqiiente influéncia nas taxas de Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 OCUPACAO MUNDIAL DA SOJA

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma leguminosa domesticada pelos chineses ha 5
mil anos e hd 3 mil anos ela se espalhou pela Asia, onde comecou a ser utilizada como
alimento. No inicio do século XX passou a ser cultivada comercialmente nos Estados Unidos.
A partir de entdo houve um rdpido crescimento na producdo, com o desenvolvimento das
primeiras cultivares comerciais (AGROCLUBES, 2001).

A demanda pela soja no mundo estd aumentando a cada ano. Esses grios sdo usados
na fabricacdo de alimentos para seres humanos, racdo animal e biocombustivel. Com a
finalidade de suprir a necessidade crescente do mercado, o uso de variedades melhoradas que
aumentam a produtividade da cultura, precisaram ser estudadas.

Dados fornecidos pelo Conab em 2006 permitiram esclarecer esse ganho na biomassa.
Em 1977, foram colhidos por agricultores brasileiros 47 milhdes de toneladas de milho, soja e
outros griaos. Vinte e sete anos depois, em 2004, numa safra recorde, foram tirados de suas
lavouras 120 milhdes de toneladas desses mesmos produtos, quase trés vezes mais do que o
obtido no final dos anos 1970, numa 4rea apenas 27% maior, nimeros que revelaram aumento
de produtividade de mais de 155%. O melhoramento genético e o aprimoramento do
maquindrio empregado no campo tiveram papel importante na obtencao desses resultados.

A Asia, a América do Norte e a Europa deverdo se consolidar at¢ 2020 como os
maiores consumidores mundiais de soja e derivados. Entre os outros continentes, merece
destaque o aumento de importdncia alcancado nas lavouras da América do Sul a partir das
duas ultimas décadas do século passado. A producao mundial de soja na safra de 2007/2008
foi de 220,9 milhdes de toneladas, sendo que a producio dos Estados Unidos, maior produtor
mundial do grio, foi de 72,9 milhdes de toneladas e do Brasil, segundo maior produtor, 60

milhdes de toneladas, valor este que correspondeu a 51% da producado total do grio na
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América do Sul. A drea total plantada de soja no mundo chegou a 90,8 milhdes de hectares na
safra de 2007/2008, sendo o Brasil responsédvel por 21,3 milhdes de hectares e a América do
Sul, 41,7 milhdes de hectares. A produtividade média da soja no Brasil na safra de 2006/2007
foi de 2.823 kg ha! (EMBRAPA, 2009).

Dados do Ministério do Desenvolvimento, Industria € Comércio Exterior mostraram
que a soja tem uma importante participagdo nas exportacdes brasileiras. Em 2006 foram
US$ 9,3 bilhdes, o que representou 7% do total exportado e, em 2008, esse valor se
aproximou dos U$$ 11 bilhdes, representando 5% do total exportado (EMBRAPA, 2009).

A estimativa de custos de produgdo da soja por hectare para safra de 2008/2009 foi de
R$ 1.585,99 para a soja transgénica, no estado de Santa Catarina e para a soja convencional,
uma média de R$ 1.580,90 para o estado do Paranid. (EMBRAPA, 2009). Esses valores
mostraram que para o produtor, custos de produ¢do ndao é um problema quando héd a opcdo

pelo plantio de uma variedade convencional ou transgénica.

2.2 SOJA TRANSGENICA

Avancos na biotecnologia resultaram na criagdo de variedades de soja resistentes ao
glifosato, conhecidas como soja RR (Roundup Ready), proporcionando o uso deste herbicida
na cultura com reconhecida eficicia e amplo espectro de controle de plantas daninhas.

A primeira planta transformada pela tecnologia do DNA recombinante foi
desenvolvida no inicio da década de 80. Desde entdo, moléculas de DNA passaram a ser
inseridas em espécies de interesse, produzindo novas e desejadas particularidades
(DUNFIELD; GERMIDA, 2004; SANTINONI, 2008). Esse € um processo mais rapido e
preciso que o melhoramento convencional, pois permite a introdu¢do de um tunico gene e

modificacdo de uma caracteristica especifica. As primeiras plantacdes comerciais de
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transgénicas foram utilizadas na China no inicio da década de 1990 (AZEVEDO et al., 2000),

desde entdo, essas plantagdes vém aumentando.

2.3 TRANSGENICOS: RISCOS AMBIENTAIS

A comercializacdo dos transgénicos é uma questdo polémica, pois ainda hd dividas
sobre os impactos ambientais que o seu uso pode acarretar. Diversos autores divergiram sobre
0s possiveis perigos, alguns concordaram que o impacto ambiental foi menor com o uso de
plantas resistentes a herbicidas, pois o uso de moléculas diferentes para combate as plantas
daninhas foi menor e os custos para combate dessas também diminuiu. Entretanto, outros
autores apontaram alguns possiveis riscos, tais como: deriva de herbicida para vegetacdo
suscetivel e sua acdo em organismos ndo-alvo, fluxo génico ou polui¢ido genética, exposicio
de espécies a novos patogenos ou agentes toxicos, geracdo de plantas daninhas ou pragas
resistentes, efeitos nos ecossistemas e a interrup¢ao da ciclagem de nutrientes e energia, além
de que o uso dos transgénicos reduz a diversidade genética da espécie em questdo (TIEDJE et
al., 1989; FONTES et al., 1996; RISSLER; MELON, 1996; HO et al., 1998; NODARI,;
GUERRA, 2001; SANTINONI, 2008).

No entanto, também ha as vantagens das culturas resistentes a herbicidas, como:
grande facilidade para resolver problemas de manejo de plantas daninhas apds a emergéncia
da cultura, maior facilidade para os produtores adotarem técnicas de manejo integrado ou dar
continuidade ao manejo quando o controle cultural ou mecanico ndo forem eficientes,
vantagens econOmicas para os produtores, ja que as culturas resistentes diminuem os prejuizos
causados pela deriva de herbicidas, maior seguranca para o ambiente, pois se usaria um menor
nimero de herbicidas em campo (BURNSIDE, 1992; LYSON, 2002; MONQUERO, 2005).
Apesar de todas as vantagens trazidas pela aplicacdo do glifosato, depender de um tnico

herbicida ano apds ano pode acelerar a sele¢do de bidtipos de plantas daninhas resistentes e
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espécies tolerantes. Entretanto, seria necessario estudar cada caso, analisando as vantagens e
desvantagens do uso dos transgénicos, sem generalizacoes.

Outro risco ao ambiente que a cultura transgénica poderia causar seria a transferéncia
vertical de genes, mas sabe-se que a soja cultivada é essencialmente autopolinizadora. Para
que ocorra hibridacdo intraespecifica seria necessario haver proximidade entre as plantas, que
o florescimento fosse coordenado e o pdlen mdvel, vidvel e compativel com os tecidos
maternais (DYER et al., 1993; MONQUERO, 2005). As anteras amadurecem no botio floral
e polinizam-se diretamente no estigma da mesma flor. A polinizacdo cruzada geralmente é
muito baixa e diversos estudos vém demonstrando que ela se situa entre 0,03 e 3,62%
(MCGREGOR, 1976; WOODWORTH, 1992). Em distancias superiores a 4,5 metros da fonte
de pdlen, a poliniza¢do cruzada natural na soja € rara (inferior a 0,02%), portanto € dificil a
ocorréncia da fecundagdo cruzada entre variedades de soja convencional e transgénica. No
entanto, ha relatos de transferéncia horizontal de genes para a cultura da soja, ocorrendo a
formacdo de hibridos entre variedades transgénicas e plantas aparentadas e/ou daninhas
(SANTINONI, 2008), mas para essas se tornarem uma ameaga, como uma planta invasiva, os
hibridos precisariam ser vidveis e competitivos, além de férteis quando dependem da
reproducio sexual para propagacao. Com base no que se conhece hoje, nem todos os hibridos
sdo vidveis (WOLFENBARGER; PHIFER, 2000). Para Galli e Montezuma (2005), a soja
cultivada € sexualmente compativel somente com os membros do género Glycine. Ainda, em
relacdo as preocupacdes com o fluxo génico da soja transgé€nica, deve-se considerar que a
espécie foi introduzida no Brasil e ndo apresenta a matriz silvestre relacionada com a qual
possa cruzar. De acordo com Ellstrand (2003), pelo menos 80% das variedades de soja

cultivadas mundialmente s@o oriundas de paises onde nao existe risco de hibridagao.
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2.4 TRANSGENICOS: RISCOS PARA A SAUDE HUMANA

O glifosato € uma das moléculas herbicidas mais estudadas mundialmente em termos
de seguranca ambiental e sadde humana, possuindo uma das maiores bases de dados
solicitados a liberacdo do produto no mercado no que diz respeito aos pesticidas. No entanto,
alguns trabalhos indicam que o glifosato pode ndo ser tdo seguro para a saide humana. Seria
essencial que respostas quanto a sua seguranca fossem dadas antes do seu uso em larga escala
em dreas onde estd sendo introduzida a soja transgénica, sem influéncia das empresas
produtoras das variedades e herbicidas.

Os riscos associados aos transgénicos para a satide humana sdo decorrentes da
premissa de que as modificagdes genéticas efetuadas nas plantas as levam a produzir
substincias ausentes ou incomuns nos alimentos convencionais. Compostos inexistentes na
cadeia alimentar produzidos pelas plantas transgénicas poderiam desencadear processos
alérgicos ou outras disfuncdes fisioldgicas (LEITE, 2007; SANTINONI, 2008). A proteina
EPSPs estd presente em todas as plantas e microrganismos, sendo assim, todos 0s organismos
que se alimentam de plantas e/ou microrganismos tém sido historicamente expostos a essa
proteina (GALLI; MONTEZUMA, 2005). Para a Monsanto, a proteina CP4 EPSPs nao tem
potencial de toxicidade aguda para mamiferos, pois ela é digerida prontamente nos fluidos
gdstricos e intestinais in vitro e advém de uma familia de proteinas com um histérico de
consumo seguro e nenhum mecanismo biologicamente plausivel de toxicidade em animais.

Muitos trabalhos evidenciaram que o principio ativo do herbicida glifosato é seguro,
mas os surfactantes usados em formulacdes comerciais sdo téxicos. A Monsanto declara que
estudos com esse herbicida tém sido feitos e que o principio ativo € pouco toxico. Nio foi
constatado efeitos de toxicidade em animais. A Companhia também declarou que estudos em
animais provaram que o glifosato ndo causou cancer, nem teve efeitos em embrides, nem

efeitos mutagénicos e neurotéxicos, tampouco efeitos relacionados a reprodugdo, ndo causou
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alergias e os dados laboratoriais comprovaram que a meia-vida do glifosato no estomago foi
de 15 segundos. No entanto, hé indicios que exposi¢des acidentais ou intencionais ao longo
do tempo causariam envenenamento em humanos e animais, como foi constatado que, em
doses baixas, o herbicida provocou inflamagdo na mucosa do estdmago (BUFFIN et al.,
2001). Ressaltou-se ainda que a alta solubilidade do glifosato formulado em &4gua e baixa
solubilidade em lipidios sugerem que ele ndo deve se bioacumular (TAVARES, 2005).

Para Galli e Montezuma (2005), estudos demonstraram que a soja RR foi tdo segura
quanto a soja convencional com respeito a seguranca dos alimentos humanos, ra¢des e meio
ambiente. No Brasil esse produto foi liberado para uso comercial pelo IBAMA, MAPA e
ANVISA.

De acordo com Monquero (2005), para a avaliagdo da seguranca alimentar é
fundamental que os alimentos derivados de transgénicos sejam comparados com seus
andlogos convencionais. Esse foi o principal critério utilizado para avaliar a segurancga
alimentar e que levou a elaboragdo do conceito de equivaléncia substancial (ES) (IFT
EXPERT REPORT, 2000). Dentre os requisitos para se estabelecer a seguranca de produtos
transgénicos, avaliam-se especialmente o potencial alergénico de uma nova proteina expressa,
a termoestabilidade, a digestibilidade no meio géstrico ou intestinal, a andlise bioquimica de
taxas de glicolizacdo, a andlise de seqiiéncias de aminoacidos da nova proteina
comparativamente a de alergénicos convencionais, a toxicidade da proteina expressa pelo
gene introduzido ou metabdlito, os efeitos secunddrios da insercdo do gene e o risco de
possiveis mutagéneses (CTNBIO, 2002).

Para Galli e Montezuma (2005), a soja RR teve a mesma equivaléncia nutricional que
soja convencional, dados demonstrados pela andlise dos nutrientes-chave, composicdo de

aminoécidos e dcidos graxos.
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2.5 LEGISLACAO AMBIENTAL PARA PLANTIO DE TRANSGENICOS

Em 1995, o Congresso Nacional aprovou uma lei exemplar, a Lei 8.974/95, que
estabeleceu os principios gerais da biosseguranga no Brasil. O seu principio geral, comum a
legislacdo dos demais paises, € que ao se tratar da liberagdo no ambiente de OGM (Organismo
Geneticamente Modificado), a avaliagdo e o controle de risco devem ser feitos caso a caso
através de andlises cientificas (BERVALD, 2006). A Lei de Biosseguranca estabeleceu a
criacdo da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga, a CTNBio, que vinculada ao
Ministério da Ciéncia e Tecnologia regulamenta a manipulagdo, cultivo, transporte,
comercializacdo, consumo, liberacdo e descarte de OGMs, visando proteger a vida, a saude e
o bem estar do homem, dos animais e do ambiente .

O questiondrio técnico a ser respondido para a CTNBio para que haja a
regulamentacdo de um OGM ¢é composto por questdes centrais e especificas, dependendo do
tipo de OGM a ser liberado. Entre essas questdes pode-se citar: informacdes a respeito do
organismo a ser liberado, a origem do DNA inserido, habitat e ecologia do organismo. Sao
exigidas também informacdes sobre o mapa genético da construcdo, a caracterizacdo da
modificacdo genética, os dados sobre estabilidade do organismo e os mecanismos de fluxo
génico, as informagdes sobre plantas e os microrganismos que vivem associados a este OGM,
0s microrganismos utilizados como vacina de uso veterindrio, os microrganismos que
modificam propriedades do solo, entre outras. Somente apds a andlise dessas informacdes e
dados técnicos fornecidos pela CTNBio € que o OGM podera ou nio ser liberado no ambiente
e, mesmo apos a liberacio da CTNBio, o projeto ainda passard pelas exigéncias dos
Ministérios da Agricultura, Saide e Meio Ambiente (CTNBio, 2002).

Em marco de 2005, o Presidente da Republica Luiz Indcio Lula da Silva finalmente
sancionou a nova Lei de Biosseguranca (Lei 11.105, de 24/3/2005), que regulamenta

definitivamente o plantio e a comercializacdo das variedades transgénicas. O texto final
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aprovado afirma que toda e qualquer empresa que desejar plantar e/ou comercializar uma
variedade transgénica necessita submeter um pedido a CTNBio, que deverd emitir seu
parecer. A nova lei retira a obrigatoriedade de realizagcdo de estudos de impactos ambientais e
sobre a saude humana, cabendo a CTNBio solicitd-los ou ndo. (GREENPEACE, 2005). Esta
lei ainda dispde sobre pesquisas e plantios dos transgé€nicos, os quais s6 podem ocorrer se
observados os principios de precaucdo para a prote¢do do meio ambiente.

A preocupagdo com a seguranca da nova biotecnologia estd inserida em acordos
internacionais, como a Agenda 21 e a Convengdo da Diversidade Bioldgica (CDB),
negociados durante a Conferéncia das Nagdes Unidas para o Desenvolvimento e o Meio
Ambiente, realizada no Rio de Janeiro em 1992 e ratificada por 170 paises. O texto da CDB
reconhece o valor da biodiversidade e o direito soberano dos paises sobre seus recursos
genéticos, ficando responsdveis pela sua preservacdo e uso sustentdvel (LEITE, 2007;
SANTINONI, 2008).

Em margo de 2007 foi decretada a Lei 11.460, a qual dispde sobre o plantio de OGMs
em unidades de conservacdo. Esta lei veta qualquer atividade, tanto de pesquisa quanto de
cultivo de OGMs, nas terras indigenas e dreas de unidades de conservacdo, em dreas onde hd
o registro de ocorréncia de ancestrais diretos e parentes silvestres ou em dreas com situagdes

de risco do OGM a biodiversidade.

2.6 MODO DE ACAO DO GLIFOSATO
O glifosato, cuja estrutura é mostrada na Figura 1, foi sintetizado em 1964 como
potencial quelante industrial e seu uso como herbicida foi descrito apenas em 1971. A

ANVISA dispde a ficha técnica da molécula:
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Nome quimico: N-(phosphonomethyl)glycine;

Formula bruta: CsHgNOsP;

Figura 1. Férmula estrutural da molécula de glifosato.

O glifosato é um herbicida sistémico, ndo-seletivo, de amplo espectro, pertencente a
classe dos derivados do aminoécido glicina. Controla plantas mono e dicotiledoneas anuais e
perenes, de folhas largas ou estreitas, sendo, portanto, uma das melhores op¢des para o
manejo dessas plantas. Este herbicida € utilizado extensivamente, sendo aplicado apos a
emergéncia das plantas daninhas, antes da semeadura ou emergéncia das culturas
(TREZZI et al., 2001). Com o desenvolvimento de plantas tolerantes a esse herbicida, ele
também passou a ser usado apds a emergéncia da cultura de interesse econdmico. E muito
solivel em dgua (900.000 mg L, apresenta baixa volatilidade e baixo coeficiente de particao
octanol/agua (kow = 0,019), indicando reduzida afinidade por lipidios.

A toxicidade aguda do produto, causada por uma tnica dose, é considerada baixa e
esse fato pode ser atribuido a modalidade bioquimica de ag¢do do glifosato em um caminho
metabdlico nas plantas (chamado mecanismo do acido chiquimico), similar ao existente em
alguns microrganismos mais complexos ndo existindo, entretanto, em animais. A toxicidade
cronica, resultado da exposicdo continua ao agrotdxico, também € considerada baixa, sendo o

maior problema o perigo da resisténcia adquirida (AMARANTE-JR et al., 2002).
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A degradacdo do glifosato no solo pode seguir duas rotas. A primeira consiste na
transformacao do glifosato em sarcosina por ac¢do da bactéria Agrobacterium radiobacter ou
da Enterobacter aeroneges. A sarcosina entra no metabolismo destes microrganismos e de
outros, degradando-se. Esta rota €, no entanto, pouco citada na literatura. A segunda rota

consiste na transformacao do glifosato em acido aminometilfosfonico (AMPA) (Figura 2).
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Figura 2. Rota da degradacdo do glifosato no solo, formando sarcosina e AMPA.

A liberacgdo do glifosato pode ser feita diretamente no solo pelas raizes das plantas, por
meio da exsudagdo. As proteinas produzidas t€m a oportunidade de interagir com a
comunidade microbiana durante todo o periodo de crescimento da cultura. A partir disso,
esses componentes podem ser absorvidos, integrados e replicados pela microbiota, sofrer
desnaturacdo quimica ou fisica, serem degradados por heterotréficos, ingeridos pela fauna
epigénica ou permanecerem adsorvidos aos coldides do solo (DUNFIELD; GERMIDA, 2004;
SIQUEIRA et al., 2004; SANTINONI, 2008).

A enzima EPSPs é especifica no metabolismo dos aminoédcidos aromaticos:
fenilalanina, tirosina e triptofano (MOUSDALE; GOGGINS, 1991; COBB, 1992;
TREZZI et al., 2001). Com a inibi¢do desta enzima, a planta ndo produz os aminodcidos para

a sintese de proteinas (PADGETTE et al.,, 1995) e alguns metabdlitos secunddrios,
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acumulando um composto intermedidrio, o chiquimato (VIDAL, 1997), o qual provoca um
colapso no metabolismo intermedidrio dos tecidos vegetais. Inicialmente, a enzima EPSPs
liga-se ao chiquimato-3-fosfato (S3P), formando o complexo EPSPs-S3P, na seqiiéncia o
fosfoenolpiruvato (PEP) é encaixado nesse complexo, produzindo 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato (EPSP). Em plantas suscetiveis tratadas com glifosato, a molécula do herbicida nio se
liga a enzima livre, mas ao complexo EPSPs-S3P, impedindo a ligagdo do PEP, formando o
complexo inativo EPSPs-S3P-glifosato (TREZZI et al., 2001; MONQUERO, 2003). Nas
plantas a EPSPs € sintetizada no citoplasma sendo transportada ao cloroplasto em forma de
pré-enzima (pEPSPs). A liga¢do e inibicdo do glifosato a enzima também acontece no
citoplasma, formando o complexo glifosato-pEPSPs-S3P (KRUSE et al., 2000). Portanto, ha
reducdo na eficiéncia fotossintética e menor producdo de aminodcidos aromaticos
(TREZZI et al., 2001). Estima-se que 35% ou mais da massa seca deriva da via do chiquimato
e que 20% do carbono fixado siga essa rota metabolica (GAZZIERO; PRETE, 2004). O ponto
final da rota do 4cido chiquimico é a formacdo do corismato, a partir do qual muitos
metabdlitos secundarios sdo formados. Entre esses tem-se tetrahidrofolato (THF), ubiquinona
e vitamina K, que sdo essenciais para a vida da planta. A fenilalanina, além de participar da
biossintese de proteinas, € também substrato para a via do fenilpropandide, o qual produz
numerosos produtos secundérios de plantas, tais como antocianinas, lignina, promotores e
inibidores de crescimento e compostos fendlicos. Muitos destes metabdlitos secundarios estdo
envolvidos na defesa da planta contra doencas e pragas. O triptofano é precursor do acido
indolacético (AIA), hormdnio vegetal necessario para a expansdo celular, manutencdo da
dominancia apical e muitos outros processos regulatérios (DEVINE et al., 1993; GRUYS;
SIKORSKI, 1999; YAMADA et al., 2007).

Na Figura 3 observa-se a rota biossintética para a produgdo dos metabdlitos

secunddarios (CASTRO et al., 2001). Visualiza-se a rota do 4cido chiquimico e a formacdo de
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aminodcidos aromdticos, que poderiam ser afetados pelo herbicida glifosato. Em seguida, na

Figura 4, detalhes da rota do dcido chiquimico (Mathews; van Holde, 1990; Pereira, 2005).
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Figura 3. Esquema simplificado das rotas biossintéticas para producdo de compostos
fendlicos, isoprendides e alcaldides. (CASTRO et al., 2001).
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Figura 4. Via detalhada do 4cido chiquimico (Mathews; van Holde, 1990; Pereira, 2005).

Quanto mais glifosato a planta recebe, mais dcido chiquimico ela acumula, causando a
morte desta. No entanto, ja se sabe que apesar da rota do chiquimato estar presente em plantas
e em muitos microrganismos, ela ¢ completamente ausente em mamiferos, peixes, aves,
répteis e insetos. Essas formas de vida ndo dependem da rota do 4cido chiquimico porque

retiram da dieta os produtos aromaticos que necessitam. Ja as plantas sdo obrigadas a produzir

estes aminodcidos essenciais para sobreviver e se multiplicar (GRUYS; SIKORSKI, 1999).

2.7 NECESSIDADES NUTRICIONAIS DA SOJA: NITROGENIO E FIXACAO
BIOLOGICA DE NITROGENIO

O elemento mais requerido e mais limitante a cultura da soja, em uma producio
comercial, é o nitrogénio (N). No Brasil o N € obtido, em parte do solo (25% a 35%) e, na
maior parte, pela fixacdo simbiotica do nitrogénio (65% a 85%). O uso de adubo nitrogenado
poderia representar um elevado custo para o sistema de produgdo. Além disso, este nutriente
tem efeito poluente quando nao bem manejado e sua eficiéncia como fertilizante € de 50%-

70% de aproveitamento pelas plantas. Neste aspecto, a Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio
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(FBN) derivada da associagdo simbidtica entre plantas e bactérias especificas do solo € o
processo mais significativo de adi¢io de N no ecossistema terrestre (COELHO, 2006). As
bactérias fixadoras interagem com as raizes de leguminosas, formando nddulos; essa interagao
ocorre aproximadamente 2 h apds o contato da bactéria com as raizes. Os nédulos primarios
se desenvolvem em regides de alongamento e nas zonas de formacdo de pequenos pelos
radiculares. Esses sdo formados pelos seguintes passos:

1 - Crescimento dos pelos radiculares;

2 - Os pelos radiculares exsudam compostos especificos (flavondides-antocianinas)
para atrair as bactérias para as raizes e induzir especificidade através do gene nod da bactéria
(nodulagdo);

3 - As bactérias simbiontes atracam na superficie do pelo radicular;

4 - Durante o contato, as células dos pelos liberam fatores de nodulagdo (Nod)
causando seus enrolamentos;

5 - A bactéria digere a parede celular e forma o corddo de infec¢do para dentro do
cortex da raiz, onde penetram e se multiplicam intensamente, ocorrendo também intensa
divisdo celular das células corticais que se exteriorizam, formando o ndédulo. Nesse momento
as bactérias param de se dividir € comecam a aumentar em tamanho e a se diferenciar em
organelas endossimbidticas fixadoras de N, denominadas bacterédides;

6 - Os nédulos radiculares desenvolvidos possuem uma organizacdo propria de
tecidos. Eles apresentam um meristema responsavel pela formacdo das células da regido de
invasdo, uma regido central e conexdes vasculares com o xilema do cilindro central da raiz.
Envolvendo e delimitando toda essa estrutura estd o parénquima do nédulo.

O beneficio desta associacdo para a planta ¢ fundamental para o seu desenvolvimento,
pois € por meio desta interacdo que acontece a conversdo do N, atmosférico em compostos

organicos (como a asparagina e a glutamina) essenciais a nutricdo da planta. Assim, a FBN
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representa o ponto chave do ingresso do nitrogénio molecular no ciclo biogeoquimico do
nitrogénio.

No Brasil, a FBN foi adotada como opg¢éo para adubago nitrogenada da soja desde os
primdrdios do seu cultivo, no inicio dos anos 50. A economia anual do setor agricola com a
substituicdo do uso de adubos nitrogenados pelos inoculantes foi da ordem de U$$ 2 bilhdes
(YAMADA et al.,, 2007). Em soja, a FBN ¢ realizada pela simbiose com bactérias das
espécies Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium elkanii ou ambas.

O mecanismo da fixagdo € expresso através da seguinte reacao:

N, +8¢ +8H"+ 16 ATP = 2NH; + H," + 16 ADP + 16 Pi

O complexo da enzima nitrogenase fixa o N,. Para que a reacdo ocorra é necessério
que haja um transporte de elétrons, mediado por moléculas aptas a realizd-lo. A nitrogenase é
formada por duas unidades protéicas, a Ferro-proteina (Fe - proteina) e a Molibdénio-Ferro-
proteina (MoFe-proteina), ambas capazes de transportar elétrons. Durante a reacio de redugio
do N, a nitrogenase é auxiliada por uma terceira molécula transportadora de elétrons, a
ferridoxina (MORGANTE, 2008). Para que ocorra a FBN € necessdrio que a nitrogenase se
encontre em condicdes anaerdbicas.

Para Malavolta et al. (1997), a simbiose € na verdade uma troca de favores entre a
leguminosa e as bactérias, a primeira fornecendo carboidratos para as bactérias fixadoras e
essas, fixando o N, fornecem aminodcidos e amidas, que sdo transportadas para a planta pelo
xilema, durante o processo de respiragdo. Em resumo, o processo de fixacdo simbidtica de N,

pode ser dividido nos seguintes passos (Figura 5):
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1- Prétons do carboidrato sdo transferidos para o N, formando NHz;

2- Elétrons também do carboidrato sdo levados a proteina II (ou azoferredoxina) por
intermédio da ferredoxina (substituida pela flavodoxina em sistemas anaerébicos);

3- O ATP (+ Mg) fornece a energia necessaria para a redugdo do N, a NHs;

4- O NH;, em contato com o substrato aquoso do citoplasma dos bacterdides, é
transformado em NH,4";

5 - As enzimas glutamina sintetase (GS) e a glutamato sintase (GOGAT) convertem o
NH,"em aminoécidos.

O principal meio de transporte de nitrogénio dos ndédulos da soja para a parte aérea é

na forma de ureideos, além da asparagina (KING; PURCELL, 2005; FAGAN, 2007).
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Figura 5. Esquema do processo de FBN que ocorre dentro dos nddulos
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A fixacdo do nitrogénio atmosférico aparece normalmente entre 3 e 5 semanas apds a
semeadura de espécies de leguminosas. O N que supre as plantas até entdo € oriundo das
sementes e do solo. A demanda desse elemento nesta fase € baixa. O processo de fixacdo de N
atinge seu ponto maximo no estadio de floracdo plena e declina a partir do preenchimento dos
graos, participando no suprimento de N durante todo o ciclo da soja. Para o Brasil a ameaca a
esse processo de fixacdo € muito mais grave que para os EUA, pois as variedades brasileiras
foram desenvolvidas para maximizar a FBN, enquanto que nos EUA hd uma dependéncia

muito maior do uso de fertilizantes nitrogenados.

2.8 USO DO GLIFOSATO EM SOJA

A soja tolerante ao glifosato apresenta dupla expressao da enzima EPSPs, uma original
da prépria espécie da soja e outra da espécie da Agrobacterium sp., estirpe CP4. A
Agrobacterium sp. codifica uma variante da EPSPs, a enzima CP4 EPSPS, que ndo é afetada
pelo herbicida (KLEBA, 1998; SANTOS 2007). Assim sendo, o glifosato interfere na rota
metabdlica da enzima EPSPs, trazendo efeitos negativos para a soja convencional, mas nio
interfere na rota da enzima CP4 EPSPS.

Sob tratamento com esse herbicida, as plantas de soja ndo sdo afetadas, em virtude da
acdo continuada e sistemdtica dessa enzima alternativa (CP4 EPSPS), insensivel ao produto.
Todavia as bactérias fixadoras de N, associadas ao sistema radicular da soja, do género
Bradyrhizobium, ndo apresentam essa insensibilidade enzimadtica e o herbicida pode interferir
na interacdo simbidtica. Segundo Gonzalez et al. (1996), o risco de intoxicacdo de
microrganismos a herbicidas foi maior quando os produtos inibiram processos bioquimicos
comuns entre as plantas e os microrganismos.

Por causa dessa sensibilidade dos rizobios ao herbicida, Kishinevsky (1988) e

Malkones (2000) concluiram que a redugdo do crescimento das estirpes de
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Bradyrhizobium sp. na presenca do equivalente dcido e das formulacdes comerciais do
glifosato provavelmente ocorreram por causa da inibi¢do da atividade da enzima EPSPsintase
e a conseqiiente redugdo da sintese de aminoacidos aromaticos nas células bacterianas. No
entanto, para King et al. (2001) e Santos et al. (2004), a sensibilidade do Bradyrhizobium sp.
ao glifosato foi influenciada pela concentragdo do herbicida e pela estirpe da bactéria. Ha
indicios de que o glifosato poderia provocar intoxicagdo em estirpes de rizébios e prejudicar a
nodulagdo da soja (HERNANDEZ et al., 1999; KING et al., 2001). No entanto, a maioria
dessas evidéncias € descrita a partir de ensaios em que essas estirpes foram colocadas
diretamente em contato com o herbicida.

Diversos autores discordam em relacdo ao efeito do glifosato sobre a populacio
microbiana do solo. O processo de fixagdo pode ser afetado pela aplicacdo de glifosato de
forma direta por danos as bactérias simbiontes, ou indireta, por afetar a fisiologia da planta
hospedeira, reduzindo a eficacia do processo de fixacdo/absor¢do. No entanto, ao contrario,
para Galli e Montezuma (2005), no ambiente agricola o glifosato ndo causou impacto
significativo sobre as populagdes microbianas em funcdo da grande diversidade dos
microrganismos, da composi¢do fisico-quimica dos solos e da dose efetiva para exercer
alguma ac¢ao sobre eles. Grossbard e Harris (1979) observaram que concentragdes de glifosato
capazes de inibir microrganismos em culturas puras estdo geralmente muito acima daquelas
que poderiam estar disponiveis nos solos apds as aplicacdes no campo. Os autores citaram
ainda que o glifosato foi altamente adsorvido aos coldides do solo, o que colabora para sua
inativacdo e indisponibilizacdo. Além disto, a populagdo de microrganismos poderia adaptar-
se a aplicacdo do produto, tornando-se pouco sensivel a sua presenca, sendo capaz de crescer
satisfatoriamente, mesmo em concentragdes elevadas.

Moorman (1986) ndo observou redugio no crescimento do Bradyrhizobium japonicum

na presenca de glifosato quando aminodcidos aromadticos foram adicionados ao meio de
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cultura. J4 Mallik et al. (1985) constataram que, em muitos paises, o glifosato provocou
intoxicacdo em estirpes de rizébio e prejudicou a nodulagdo de leguminosas, inclusive na soja.
Zablotowicz e Reddy (2004) concluiram que, apesar de constatados os efeitos deletérios do
glifosato sobre B. japonicum, a magnitude dos danos ndo foi ainda medida em condi¢des de
campo. Vdrios autores estdo de acordo que, dos herbicidas mais utilizados na agricultura, o
glifosato é o menos téxico para a nodulacdo e FBN (MALIK; TESFAI, 1985; EBERBACH;
DOUGLAS, 1989; SANTINONI, 2008).

A tecnologia dos transgénicos rapidamente se desenvolveu e ganhou espago, mas até o
momento, poucos estudos foram desenvolvidos para avaliar o impacto das técnicas que usam

o glifosato sobre a FBN na soja.

2.9 EFEITOS DO GLIFOSATO EM CULTURAS
2.9.1 Na produtividade

Ha relatos de redug@o no crescimento e na produtividade das culturas onde houve
aplicacdo de glifosato, assim como houve necessidade do aumento no uso de fungicidas e
inseticidas, houve inibicdo da FBN e ocorréncia de sintomas de deficiéncias de
micronutrientes (CAKMAK, 2007).

Duke (1981) sugeriu que o glifosato poderia aumentar os niveis de etileno nas plantas
e, conseqiientemente, causar inibicdo de crescimento dessas. Outro efeito do glifosato foi
aumentar a quantidade de eletrdlitos das plantas submetidas ao tratamento com o herbicida,
mudando a permeabilidade da membrana plasmatica através da possivel hidrdlise do

carboidrato armazenado, comprometendo a formacao da parede celular.
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2.9.2 Na absorcao de nutrientes e na FBN

Ha duas deficiéncias nutricionais particularmente importantes em soja sob a acdo do
glifosato: a de manganés (Mn) e a de ferro (Fe) (CAKMAK, 2007).

A defici€ncia de Mn no tecido e o estresse por seca podem aumentar a concentracio de
ureideos na parte aérea, sinalizando as bactérias simbidticas que parem com a FBN
(GORDON, 2007). Os flavonéides nos extratos radiculares das leguminosas, estimulam a
expressdo do gene da nodulagdo portanto, quando o glifosato inibe a formacgao de flavonéides,
estd diminuindo diretamente a FBN.

O glifosato provoca mudancas no equilibrio microbiolégico do solo e afeta a
populacdo de organismos benéficos para as plantas. Assim, se o produto for utilizado por
vérios anos, a nodulacdo das raizes das leguminosas é comprometida e conseqiientemente a
FBN, assim serdo necessarios muitos anos para restabelecer o equilibrio da microflora e da
populagdo normal de Rhizobium (HUBER, 2007).

Muitos estudos indicaram que todos os casos de inibicdo de crescimento foram
reversiveis, mas em sistemas como raizes e suspensdo de células, a reversdo do tratamento foi

mais critica que em sistemas celulares como bactérias e algas.

2.9.3 Nos orgaos das plantas

Os sintomas comuns observados nas plantas ndo resistentes apds a aplicacdo de
glifosato sdo clorose foliar seguida de necrose. Outros sintomas foliares sdo: enrugamento ou
malformagdes (especialmente nas dreas de rebrotamento), necrose de meristema, de rizomas e
estoldes de plantas perenes. Os sintomas fitotoxicos de danos pelo glifosato geralmente
desenvolvem-se lentamente, podendo demorar vdrios dias antes dos primeiros sintomas

aparecerem (YAMADA; CASTRO 2007).
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A clorose ocorre porque ha reducdo no teor de clorofila, em conseqiiéncia da
desintegracdo dos granas, da degradagdo da clorofila ou mesmo da menor sintese dessas pelo

efeito do glifosato, havendo subseqiientemente, o desaparecimento de amido e proteinas,

acelerando o processo de senescéncia (YAMADA; CASTRO, 2007).

2.9.4 Nos hormonios

Os niveis de auxinas, citocininas e etileno estdo associados & nodulacdio em
leguminosas e possuem efeito regulatério pronunciado na divisdo e expansdo celular
(SCHIMIDT, 1999; NUKUI, 2000; FEI; VESSEY, 2004; FAGAN 2007). A divisdo celular é
modulada pelo gradiente de auxinas e citocininas, promovendo o desenvolvimento do nédulo.

- Sintese de AIA: Na planta, o promotor de crescimento, a auxina dcido indolacético
(AIA), deriva do aminoécido triptofano, portanto a biossintese desse hormonio € inibida pela
acdo do glifosato. A biossintese de AIA independente do triptofano tem como precursor o
indol-3-glicerol fosfato que, por sua vez, depende de corismato para sua formagdo. Como a
sintese de corismato também € inibida pela agcdo do glifosato, esta via também € inibida pelo
herbicida.

- Sintese de giberelina: Outro importante promotor de crescimento das plantas € a
giberelina. Sabe-se que a auxina promove a biossintese desse hormonio, portanto com a queda
na producdo da primeira pela acdo do glifosato, a producdo da giberelina também sera
afetada.

- Sintese de etileno: O etileno pode inibir o metabolismo de fosfolipideos, aumentar a
permeabilidade da membrana, causar perda de clorofila, aumentar a clorose, inibir a divisdo e
expansdo celular, reduzir a sintese de DNA e aumentar a atividade da celulase nas zonas de
abscis@o. O aumento da atividade de celulase pode diminuir a resisténcia as abscisdes. Para a

soja, a diminui¢@o na produgdo de etileno inibe a nodulagdo.
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2.9.5 Na formacao de compostos relacionados a resisténcia da planta

- Sintese de compostos fendlicos: Muitos compostos fendlicos agem na defesa contra
herbivoros e patégenos e outros tém func¢do no suporte mecanico. O glifosato atua tanto no
metabolismo fendlico, o qual é necessdrio para producdo de lignina e stiber, quanto no
metabolismo de fenilpropandides envolvidos na resisténcia da planta (BRAMMALL;
HIGGINS, 1988).

- Sintese de fitoalexinas: Como o glifosato € inibidor especifico da conversdo de
chiquimato a corismato hd, conseqiientemente, a redu¢do na biossintese de fenilalanina e,
portanto, de fitoalexinas. Essas constituem um grupo de metabdlitos secunddrios
quimicamente diversos, que se acumulam em torno do local de infec¢do e apresentam
atividade antimicrobiana. As fitoalexinas sdo originadas nas plantas por, pelo menos, quatro
rotas metabdlicas conhecidas, sendo que a do dcido chiquimico é a Unica que poderia ser
afetada pelo glifosato. Essa rota metabdlica ndo € a principal, pois a enzima chalcona sintetase
utiliza carbonos advindos nao s6 do ciclo do dcido chiquimico, mas também do ciclo do 4cido

maldnico, além de outras fontes (RODRIGUES, 2005; GALLI; MONTEZUMA, 2005).

2.9.6 Na fotossintese e na transpiracao

O glifosato interfere na fotossintese, pois o herbicida aumenta a concentra¢io de CO,
e fecha os estdmatos, diminuindo também a transpiragdo. Aparentemente, o herbicida afeta as
células-guardas diretamente, o que pode ser a causa do fechamento dos estdmatos (SHANER,
1978). Na literatura cita-se que a transpiracdo s6 € afetada no tecido que recebe dose letal de
glifosato, e este poderia indicar que o fechamento dos estdmatos € um dos sintomas que
antecede a morte da planta e que, a abertura e fechamento das células-guardas constituem um
dos sistemas mais sensiveis a disrupcdo do metabolismo celular causado pelo glifosato

(YAMADA; CASTRO, 2007).
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Estima-se que o processo de FBN possa consumir entre 15 a 35% da producdo
fotossintética (SILVEIRA, 1999), portanto quando a fotossintese é afetada pela influéncia do

glifosato, a FBN ¢ diretamente afetada.

2.10 DEGRADACAO DO GLIFOSATO

A completa e rapida degradacdo do glifosato ocorre no solo e/ou na dgua devido a
acdo de microrganismos e ndo a acdo quimica. Segundo Liu et al. (1991), a degradacdo do
glifosato no solo pode seguir duas rotas. A primeira consiste na transformacgdo do glifosato
em acido aminometilfosfonico (AMPA). O AMPA ¢ degradado via transaminagdo formando
formil fosfonato, o qual se decompde em formaldeido e fosfato inorgénico. O formaldeido
pode entdo ser incorporado diretamente a metabdlitos, decompondo-se a CO, que
subseqilentemente pode ser fixado através da fotossintese (COUPLAND, 1981). A segunda
rota, como explicado anteriormente, consiste na transformacdo do glifosato em sarcosina, a
qual adentra os microrganismos e degrada-se (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005). A meia-vida
do glifosato em solo é de aproximadamente 32 dias, enquanto que em dgua é de 1,5 a 11 dias.

O mecanismo de degradacdo do glifosato em AMPA pode ser visualizado abaixo:

C3;HsNOsP + O, > AMPA
AMPA + 2 0, > PO, + NH,* + CO, + H,0

Pouco é conhecido sobre a degradacdo do glifosato em AMPA. Nenhuma enzima da
planta que facga essa conversio foi encontrada. O AMPA ¢ ligeiramente téxico para as plantas
de soja e seu modo de agdo € aparentemente diferente do glifosato. O AMPA pode fazer com
que os niveis de antocianina aumentem em plantulas de soja. Tanto o glifosato quanto o
AMPA sofrem adsor¢do no solo, tornando-se indisponiveis para as plantas. Com base no
apresentado, espera-se que as variedades de soja em estudo respondam negativamente a

aplicacdo do herbicida glifosato.
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3. HIPOTESES
A soja transgénica (soja RR) € tolerante ao uso do herbicida glifosato, principio ativo
altamente difundido no mercado mundial. Entretanto o Bradyrhizobium japonicum, bactéria
que vive em associacio simbidtica com a leguminosa, ndo contém o mesmo gene que confere
resisténcia a planta. Portanto, grande propor¢do do rizobio é morta devido ao efeito do

produto, prejudicando a ocorréncia da FBN.
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4. OBJETIVOS
Comparar o efeito do glifosato em variedades de soja, transgénica e convencional, quanto a
nutricdo nitrogenada nos seguintes aspectos:
- producdo de massa seca;
- taxas de fotossintese e transpiracdo;
- interferéncia no acimulo de nutrientes;
- teor SPAD;
- nodulagao;

- fixacdo bioldgica de nitrogénio.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Instalacido do Experimento

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, localizada no Centro de Energia
Nuclear na Agricultura/USP, no Municipio de Piracicaba, Sdo Paulo.

O trabalho consistiu em plantar duas variedades de soja: uma convencional (variedade
BRS Conquista) e sua isogénica transgénica (variedade BRS Valiosa - soja Roundup Ready).

As sementes, fornecidas pela Embrapa Transferéncia de Tecnologia/MG, foram
esterilizadas e, em seguida, inoculadas com bactérias fixadoras de nitrogénio, Bradyrhizobium
Jjaponicum. O indculo, fornecido pela empresa Microquimica Industrias Quimicas Ltda.,
continha 2,5)(109 células vidveis ml". Foi inoculado 1,5 ml da solu¢do com o rizébio sobre
cada semente. Essas sementes foram germinadas em bandejas de pldstico contendo areia
autoclavada, para evitar contamina¢do do substrato por outra espécie de rizébio.

Foram realizados trés experimentos: para o primeiro experimento, as sementes foram
germinadas em novembro/2007, para o segundo em fevereiro/2008 e para o terceiro em
outubro/2008. A transferéncia para sistema hidroponico ocorreu, para todos os experimentos,
15 dias apds a semeadura (estddio V2), quando a infec¢do das plantulas pelas bactérias
fixadoras de nitrogénio ja havia ocorrido. Foram utilizados vasos de plastico com capacidade
para 2 litros com sistema de aeracdo da solucdo nutritiva. A solugdo utilizada foi a de
Johnson et al. (1957), modificada para % da necessidade de N total requerido para a cultura da
soja. As plantulas foram transplantadas em solug@o nutritiva diluida, contendo 1/5 da dose
final de nutrientes, sendo esta crescente até atingir a concentragdo total de nutrientes, apds
quatro trocas de solucao.

Os experimentos consistiram na aplicagdo de doses crescentes do herbicida glifosato
p-a., em solucdo nutritiva e aplicacdo foliar, com a finalidade de estudar seu efeito sobre

plantas de soja convencional e tolerante ao mesmo produto. Os experimentos consistiram em
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seis tratamentos. Na tabela 1, pode-se visualizar as doses de glifosato p.a (PM = 169)

utilizadas para os experimentos.

Tabela 1 - Concentragdes de glifosato p.a. utilizadas nos experimentos com soja.

TRATAMENTO pM L™ mg L'
0 testemunha sem glifosato
1 2 0,338
2 4 0,67
3 8 1,352
4 16 2,7
5 32 5,41

Na data do transplante, as plantulas receberam dosagens completas do principio ativo
glifosato. A partir desta data, a solucdo nutritiva foi trocada a cada 10 dias e as doses de
glifosato foram de 50% e 25%, na segunda e terceira troca de solucao, respectivamente, pois a
meia-vida desse herbicida, em solucdo nutritiva, é de 2 a 14 dias (CARLISLE; TREVORS,
1988).

Foi aplicado Vertimec® e Derosal® em duas épocas distintas apds a semeadura, aos 10
e 30 dias para o acaricida, e aos 15 e 35 dias para o fungicida, com a finalidade de controlar
focos iniciais de ataque por dcaros e Colletotrichum sp. (antracnose), ambos identificados

pelo Laboratério de Fitopatologia — Esalq/USP.

5.2 Experimento 1

As plantulas foram separadas em dois grupos: BRS Conquista, com aplicacdo de
glifosato em solugdo nutritiva na data do transplante (15 dias apds a semeadura) e BRS
Conquista com aplicagdo de glifosato pulverizado nas folhas no estidio V5 (28 dias apéds a

semeadura) e essas foram chamadas de Conquista pré e pds emergéncia, respectivamente. O



42
mesmo procedimento foi realizado para a variedade BRS Valiosa e essas plantas foram
chamadas de Valiosa pré e pds emergéncia, respectivamente.

As folhas dos tratamentos pds-emergéncia foram pulverizadas com um pulverizador
de mao e, em seguida, esperou-se 10 minutos para estas secarem antes de voltar as plantas ao
seu local original.

A solucdo nutritiva foi trocada a cada 10 dias até o estddio R3 e a cada 4 dias apds o
florescimento pleno. Entre as trocas da solugdo, completou-se, diariamente, o volume dos
vasos com dgua desionizada.

O experimento foi conduzido por 4 meses. Quando os grdos ja estavam cheios, as

plantas foram coletadas e as seguintes andlises foram realizadas:

5.2.1 Analises biométricas:

- Contagem dos nédulos e vagens: os nodulos/vagens foram destacados de cada planta e
contados;

- Peso Seco dos nédulos e vagens: os nédulos/vagens foram secos em estufa com circulagio
forcada de ar a 60°C até atingirem peso constante e em seguida, pesados;

- Peso Seco da parte aérea (caule + folhas): amostras foram submetidas a secagem em estufa
com circulagdo forcada de ar a 60°C até atingirem peso constante e, em seguida, pesadas;

- Peso Seco das raizes: o mesmo procedimento realizado para a parte aérea foi utilizado para

raizes. Foi realizada andlise comparativa entre as variedades em estudo.
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5.3 Experimento 2
Foram separadas as variedades BRS Conquista e BRS Valiosa. As plantulas
germinadas em areia autoclavada, quando essas tinham 15 dias, foram transplantadas para
solugdo nutritiva. Essa solucdo foi trocada a cada 10 dias e o volume foi completado,
diariamente, com dgua desionizada.
O experimento foi coletado no estadio do florescimento pleno, R3, com 60 dias, pois é

a época de maior atividade da enzima nitrogenase nos nédulos.

5.3.1 Analises biométricas:

As raizes foram cortadas, lavadas e incubadas imediatamente para andlise da atividade
da enzima nitrogenase pelo método de reducdo de acetileno. Depois da andlise cromatografica
da atividade da nitrogenase, os nédulos foram destacados das raizes, contados e foi realizado
o peso verde desses. As raizes foram pesadas, obtendo-se o peso verde das mesmas, em
seguida, foram levadas para estufa com circulagdo forcada de ar, a 60°C e, depois de
atingirem peso constante, fez-se o peso seco das mesmas. O mesmo procedimento foi
realizado para a parte aérea das plantas. Os nddulos foram secos a temperatura ambiente,

depois de atingirem peso constante, também foram pesados.

5.3.2 Determinacdo da fixacdo biolégica do N, pela técnica de reducdo de acetileno

(HARDY et al., 1968; BREMNER. 1975; SAITO et al., 1980; TRIVELIN, 1983).

A técnica de redugdo de acetileno apresenta elevada sensibilidade e rapidez em
estudos de fixacdo bioldgica e tem sido largamente empregada na avaliacdo da atividade da
enzima nitrogenase e em estimativas da fixagdo de N por meio da conversdo tedrica de 3:1,
para C,H,:N,. Esse método é considerado semiquantitativo, pois se usa o fator de

equivaléncia (fator 3) para expressar os resultados da redug¢do de C,H, em No.
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Esse método envolve andlise por cromatografia de gis de etileno produzido, quando
sistemas fixadores de N, sdo expostos ao gds acetileno. O principio da técnica consiste em
incubar as raizes noduladas tdo logo que essas forem cortadas e separadas da parte aérea da
planta. Incuba-se cada raiz em uma magenta com capacidade para 300ml. Coloca-se 10% de
gds acetileno dentro dessas magentas e espera-se o gas reagir com os nddulos por 30 minutos.

Em seguida, retira-se com ajuda de uma seringa, 15 ml do gis que se encontra dentro
da magenta, o qual foi convertido, em parte, pelos nddulos, em etileno. Faz-se a leitura em
cromatdgrafo gasoso e obtém-se a FBN (%) em cada raiz incubada.

Em periodos curtos de incubacdo (30-60 minutos), as atividades de nddulos tanto
separados da raiz quanto raizes noduladas intactas podem ser consideradas iguais (SAITO,
1982).

As andlises de C,H, e C,Hy foram realizadas em cromatdgrafo a gas no Laboratério de

P6s-Colheita, na Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”/USP.

5.3.3 Determinacdo analitica de nutrientes

A andlise de tecidos vegetais foi desenvolvida para prover informagdes sobre o estado
nutricional das plantas, como forma de direcionar o manejo nutricional para produgdes 6timas
(SMITH; LONERAGAN, 1997; DEON, 2007). Ha muitos fatores que afetam direta ou
indiretamente a concentragdo dos nutrientes nas plantas, que € em ultima andlise, a resultante
da atuacdo desses fatores (BATAGLIA et al., 1996).

O procedimento para anédlise da parte aérea das plantas foi seca-las, pesa-las e moé-las
em moinho tipo Willey. As metodologias para determinacdo de macronutrientes (N, P, K, Ca,

Mg e S) e micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn e Zn) foram descritas por Sarruge e Haag (1974).
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5.4 Experimento 3
As plantulas das duas variedades foram transplantadas 15 dias apds a semeadura para
a solucg@o nutritiva marcada com 4,3% de dtomos em excesso de 15N, utilizando como fonte de
N os reagentes K15N03 e Ca(15 NO3),.4H,0 A solugdo foi trocada a cada 10 dias e o volume
foi completado diariamente com dgua desionizada. O experimento foi coletado no estddio de

florescimento pleno, R3.

5.4.1 Procedimento de coleta:

Foram separados raiz, parte aérea (folhas), caule e nédulos. As partes das plantas
foram lavadas em 4gua desionizada e pesadas, obtendo-se assim o peso verde dessas. Os
nddulos foram destacados, contados e pesados. As amostras foram colocadas para secar em
estufa com circulagdo forcada de ar, a 60°C por quatro dias, até atingirem peso constante,
quando, entdo, foi obtido o peso seco das mesmas.

Nesse experimento realizou-se a determinacgdo isotopica de N (% &atomos de PN) em
folhas e caules; estimativa do teor de clorofila através do valor SPAD; taxas de fotossintese e
transpiracdo medidas pelo Infra Red Gas Analyser (IRGA), além dos parametros biométricos:

massa verde e seca da parte aérea (folhas + caule), raiz e nédulos e nimero de nédulos.

5.4.2 Determinacio isotopica de N:

As determinagdes do teor de N (%) nas amostras com abundancia isotdpica natural e
determinacgdo isotdpica nas amostras de soja enriquecidas foram realizadas por espectrometria
de massas (espectrometro de massas modelo ANCA-SL 20-20 da Europa Scientific, utilizado
para amostras liquidas e sélidas). O equipamento estd instalado no Laboratério de Isétopos

Estaveis — CENA/USP.
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A contribui¢do da FBN foi quantificada para a cultura da soja pela técnica de diluicdo
isotdpica de N, baseada na abundancia natural desse isétopo. Essa técnica é considerada a
maneira mais promissora de quantificar as contribui¢des da fixacdo de N, atmosférico pelas
plantas (COELHO, 2006).

A metodologia para a determinacdo isotdpica de N foi descrita por Bendassolli
(2002)". Amostras orginicas com aproximadamente 100 pg de N, finamente moidas, sio
seladas em cdpsulas miniaturas de estanho (Sn), sendo admitidas em um ANCA. As amostras
sao purgadas do ar com um fluxo de He ultrapuro no auto-amostrador. A temperatura no local
causa completa combustido da amostra. O gds entra na fonte e o N-total e a razio PNMN sio
analisados, por meio das intensidades das massas 28 (14N14N), 29 (15N14N) e 30 (ISNISN). As
amostras sélidas, a serem analisadas no ANCA, sdo finamente moidas para assegurar a
homogeneidade tanto na analise de N-total assim como na de °N. Sdo fornecidos dados do
teor de N-total (%) e a abundiancia isotdpica (% em atomos de ®N). Em seguida, a
contribuicdo da FBN (%) foi calculada pela diferenca do NPPS (%) e a Abundéncia de °N

(%) em cada amostra, como mostra as equagoes abaixo:

% NPPS = [(a-b) / (c-b)] . 100
% NPPS: % de N na planta proveniente da Solugdo Nutritiva
a: % de "°N na planta (% 4tomos de "°N)
b: % de "N controle (0,366) — variagdo natural de >N na atmosfera

¢: % de "N na Solucdo Nutritiva enriquecida

% FBN = 100 - % NPPS
% FBN = % de N proveniente da Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio

% NPPS = % de N proveniente da Solugdo Nutritiva

* informagio pessoal
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5.4.3 Estimativa do teor de clorofila através do indice SPAD

Foi utilizado o Chlorophyll Meter SPAD-502, (Soil Plant Analysis Development
Section, Minolta Camera co., Osaka, Japan) para determinacdo indireta da concentragdo de
clorofila em valor SPAD em folhas intactas. Através do medidor de clorofila obtém-se a
avaliacdo do teor de N na folha.

As leituras com clorofilometro foram realizadas em dois estddios de desenvolvimento
da planta: com 22 dias, em V3 e com 35 dias, em V6. Foram realizadas quatro leituras por

trifélio e computou-se uma média das leituras executadas.

5.4.4 INFRA RED GAS ANALYSER (IRGA)

A troca gasosa entre a folha e a atmosfera é a maior troca de massa da planta com o
ambiente. Na folha também ¢é realizada a absorcdo de energia (irradidncia solar
fotossinteticamente ativa) e transformacdo energética, energia luminosa em quimica
(fotoquimica da fotossintese). A troca de gases envolve processos biofisicos (abertura
estomdtica), bioquimicos (seqiiestro do CO,) e fotoquimicos (absorcdo de irradidncia,
fluorescéncia da clorofila e quebra de moléculas de dgua em 4H'+ O,). Estes processos sio
sensiveis aos estresses ambientais, sendo possivel detectar alteragdes em minutos (PRADO;
CASALL 2006).

De acordo com Silva (2007), o principio bésico de funcionamento deste aparelho estd
relacionado a capacidade do CO; e H,O em absorver o infravermelho. A medida da taxa de
assimilagcdo de CO; neste sistema é baseada nas diferencas de concentragdo de CO, entre o ar
que entra e o ar que deixa a camara fotossintética. A transpiracdo também pode ser medida da
mesma forma. Os controles das concentragdes de H,O e CO, sdo realizados através de

sistemas eletromecanicos e podem direcionar o fluxo de ar inicial (contendo CO, e H,O) em
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tubos contendo soda calcdria (para retencdo do CO;) e/ou drierite (para retencdo de H,0),
antes de passar pela camara fotossintética.

As avaliagdes dos parametros fisioldgicos, taxa de assimilacdo de gis carbonico e de
transpiracdo das plantas foram realizadas com analisador de gas por infravermelho portétil
(Infra Red Gas Analyzer - IRGA), modelo Li6400 (Li-COR Biosciences, 2005) em plantas
com 60 dias, sendo avaliada uma folha por planta. Para a avaliacdo da fotossintese e da
transpiracdo, a folha permanecia na cAmara de andlise por dois minutos, até a estabilizacdo da

leitura.

5.5 Delineamento Experimental

Todos os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC). O primeiro experimento foi realizado em esquema fatorial 6 X 2 X 2, sendo: 6
tratamentos (testemunha, sem aplicacdo do herbicida e outros cinco que receberam doses
crescentes de glifosato); 2 variedades de soja (convencional — BRS Conquista e sua
isogénica RR — BRS Valiosa), 2 épocas distintas de aplicacdo do herbicida (aplicacdo em
solu¢do nutritiva em V2 e aplicagdo foliar em V5), com trés repeticoes.

O segundo e o terceiro experimentos foram realizados em esquema fatorial 6 X 2: 6
tratamentos (testemunha e mais cinco que receberam doses crescentes do herbicida glifosato
em solucdo); 2 variedades de soja (Conquista e Valiosa), com cinco repeti¢des.

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e a comparagdo de

médias pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, realizado no programa ASSISTAT.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Efeito do glifosato na producao de matéria seca e no niimero de vagens

Os resultados encontrados para producdo de Massa Seca da Parte Aérea (MSPA) para
a Valiosa (Grafico 1) também foram registrados para produciao de Massa Seca da Raiz (MSR)
(Gréfico 2) para a mesma variedade, ou seja, ndo houve variacio expressiva de biomassa.

Para a Conquista houve decréscimo acentuado desta producdo, tanto para MSPA (Grafico 1)

quanto para MSR (Gréfico 2).

¢ VALIOSA  m CONQUISTA

3 % y=-0,5357¢ + 1,2643x + 13,2
R%=0,8771*
0

0 2 A ? A® o
doses de glifosato (uM L™)

Grifico 1. Massa Seca da Parte Aérea (MSPA) no Experimento 2, variedades Conquista e

Valiosa, sob aplicacdo de doses crescentes de glifosato em solucdo. *Significativo a 5% de
probabilidade.

& VALIOSA m CONQUISTA

16 -
12 4 *

0,8 4

gplanta™

04 1

y = -0,09465 + 0,4625x + 1,05
0 " R2=0,9461*

0 2 & ® NS a2

doses de glifosato (uM L™)

Griéfico 2. Massa Seca da Raiz (MSR) no Experimento 2, variedades Conquista e Valiosa, sob
aplicacdo de doses crescentes de glifosato em solucdo. *Significativo a 5% de probabilidade.
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Para a variedade Conquista foi observado decréscimo de 71% da biomassa total na
raiz entre os tratamentos testemunha e 5 (32 uM L’l). Esses dados concordam com os obtidos
por Tillmann (2004), o qual observou que na presenca de glifosato, sementes nio-transgénicas
normalmente apresentam crescimento lento até o completo cessamento deste. Uma hipdtese
para as reducdes ocorridas no acimulo de MSPA e MSR € o processo de degradagdo do
glifosato dentro da planta, que resulta na formacdo do dcido aminometilfosfonico (AMPA),
uma fitotoxina (DUKE et al., 2003; REDDY et al., 2004; OLIVEIRA, 2008). Entretanto, essa
transformagdo em AMPA dentro da planta depende da taxa de glifosato aplicada, do gendtipo
e das condi¢des ambientais. Outra possivel explicacdo para a reducdo da produgcdo de massa
seca causada pelo aumento das doses de glifosato, segundo Bartels (1985), pode ser o
processo de mitose e ruptura dos plastidios, como efeito indireto e secundério desse herbicida.
Essas suposi¢des sdo confirmadas com os experimentos de King et al. (2001), que testaram o
efeito do glifosato sobre plantas totalmente dependentes da nodulacdo para obtencdo de
nitrogénio e plantas supridas com nitrogénio mineral. Esses autores observaram decréscimo
na biomassa da parte aérea das plantas supridas ou ndo com nitrogénio. Esse fato sugere um
possivel efeito direto negativo do glifosato sobre a produgdo de massa seca da parte aérea,
sem que a reducdo na nodulagdo seja a principal responsavel por esse decréscimo.

No presente experimento foi possivel visualizar os efeitos negativos do glifosato em
soja convencional. As fotos da Figura 6 mostram as raizes da variedade Conquista,
comparando a testemunha e o tratamento 5, o qual recebeu a dose mais elevada do herbicida
no experimento 1. Para a variedade Valiosa, essa reducdo de biomassa nio foi perceptivel

visualmente.
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Raiz Conquista Raiz Conquista
Tratamento: testemunha Tratamento: 32 uM L'

Figura 6. Comparacdo das raizes de soja, variedade Conquista, aos 120 dias, entre a

testemunha e o tratamento 5 (32 uM L™ de glifosato em solugo nutritiva).

Em relag@o aos experimentos realizados com soja transgénica, Duke (2003) constatou
que essas ndo sdo totalmente resistentes, pois, em certas condi¢des, elas apresentam inibi¢ao
de crescimento com aplicacdo acima de 2,24 kg de glifosato ha. Reddy et al. (2001) também
encontraram redug¢do da massa seca tanto da parte aérea quanto do sistema radicular de
plantas de soja transgénicas tratadas com glifosato em comparacdo com a testemunha sem
herbicida; no entanto, esses resultados sé foram possiveis com doses acima de 2,24 kg de
glifosato ha™'. Para o presente experimento, a variedade Valiosa ndo sofreu danos devido a

acdo do herbicida.
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O acimulo de biomassa na Valiosa ndo foi reduzido pelos tratamentos com o
herbicida, pois a soja transgé€nica apresenta uma enzima insensivel ao glifosato, a enzima
EPSP sintase.

Chakravarty e Chatarpaul (1990) sugeriram que a inibi¢do do crescimento de raizes é
o primeiro efeito dos herbicidas, pois o glifosato aplicado nas folhas € rapidamente absorvido
e translocado, acumulando em tecidos de raiz, sendo, portanto, esta, o primeiro alvo e o mais
afetado pela acdo do produto. Sintomas na soja convencional, como reducdo no
desenvolvimento das radiculas, foram observados nos presentes experimentos e observou-se
também a formacdo de indmeras, no entanto, finas raizes laterais. Franca-Neto et al. (1998),
que também trabalharam com a variedade Conquista, constataram drdstica redug¢do do
desenvolvimento das radiculas, principalmente secunddrias. J4 Brammall (1988) observou
necrose na raiz priméria e depois de 7 a 14 dias apds o tratamento com glifosato, verificou-se
o crescimento do hipocétilo e o desenvolvimento de finas e numerosas raizes laterais. Danos
maiores talvez pudessem ter sido evidenciados nos experimentos realizados, pois as sementes
foram germinadas em areia sem aplicacdo de glifosato e s6 depois da ocorréncia do processo
de nodulagdo as plantulas foram transferidas para solugdo nutritiva contendo o herbicida (15
dias apds a semeadura). Segundo as observacdes de Whigham e Stoller (1979), muitas
sementes germinadas reduzem seu vigor com a aplicacdo de glifosato. Esse produto é
translocado para o meristema apical de sementes desenvolvidas depois da aplicagdo do
herbicida, mas o mesmo ndo ocorre com aquelas ja desenvolvidas antes da aplicagéo.

Nos trés experimentos realizados foram encontradas anormalidades morfoldgicas na
variedade convencional, tanto em raizes quanto na parte aérea das plantas de soja, em doses
mais elevadas de glifosato em solucdo nutritiva (tratamentos 4 e 5). Na Figura 7 é possivel
visualizar as raizes de soja do tratamento 5 (32 uM L") tanto da variedade convencional

quanto da transgénica. Observa-se reducdo no tamanho da raiz da Conquista quando
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comparada com o mesmo tratamento da Valiosa. Na Figura 8 é possivel visualizar a parte
aérea das plantas de soja do tratamento 5 (32 uM L") de ambas as variedades. Observaram-se
anormalidades nos trifélios da Conquista. A Valiosa ndo apresentou danos apds serem
tratadas com o herbicida glifosato. Shaner (1978) observou que as plantas apresentam vdrias

respostas a aplicacdo do glifosato, além de clorose elas podem apresentar anormalidades

morfoldgicas, como as visualizadas nos experimentos realizados.

SN

Raiz Valiosa
Tratamento: 32 uM L'

Raiz Conquista
Tratamento: 32 uM L'

Figura 7. Comparacdo entre as raizes de soja, variedade Conquista e Valiosa, aos 60 dias, sob

aplicacdo de 32 uM L™ de glifosato em solugdo nutritiva.
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Parte Aérea Conquista Parte Aérea Valiosa
Tratamento: 32 uM L' Tratamento: 32 uM L'

Figura 8. Comparacdo entre os trifélios de soja, variedades Conquista e Valiosa, aos 60 dias,

sob aplicagdo de 32 uM L'de glifosato em solucdo nutritiva.

Os resultados obtidos no Experimento 1 mostraram que a época de aplicagdo do
herbicida néo afeta a fisiologia da planta. Para as aplica¢des de glifosato em solucdo nutritiva,
obteve-se dados semelhantes para todos os experimentos, sendo a Conquista mais afetada
negativamente que a Valiosa. Observou-se que a soja de ambas as variedades ndo
responderam a aplicagdes foliares do produto, por esse motivo descartou-se essas aplicacdes
para os experimentos subseqiientes. J4 Hollinder e Amrhein (1980) observaram que o
glifosato foi fortemente inibitério quando aplicado em raiz de plantulas intactas, mas também
teve alguma acdo, mesmo que menores, quando essas foram pulverizadas.

Os gréficos abaixo referem-se a producdo de MSPA (Grafico 3) e de MSR (Gréfico 4)

nas variedades de soja estudadas, em épocas distintas da aplicac@o do glifosato.
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Griéfico 3. Massa Seca da Parte Aérea (MSPA) no Experimento 1, nas variedades Conquista e

Valiosa, em duas formas distintas de aplicacdo do herbicida glifosato. *Significativo a 5% de

probabilidade. Pré: glifosato aplicado no estddio V2, na solucdo nutritiva; Pés: glifosato aplicado no estddio V5,
por pulverizagao foliar
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Grifico 4. Massa Seca da Raiz (MSR) no Experimento 1, nas variedades Conquista e Valiosa,

em duas formas distintas de aplicacdo do herbicida glifosato. *Significativo a 5% de probabilidade.

Pré: glifosato aplicado no estddio V2, na solu¢do nutritiva; Pés: glifosato aplicado no estddio V5, por
pulverizagdo foliar
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Foi analisado, no Experimento 1, a influéncia do glifosato na produtividade da soja.
Observou-se que apenas a Conquista pré foi afetada, apresentando uma reducdo de 72% no
nimero de vagens (NV) entre a testemunha e o tratamento 5, enquanto que, nos demais
tratamentos testados — Valiosa pré e pds emergéncia e Conquista pés emergéncia, ndo foi

verificado diferencas em NV (Tabela 2).

Tabela 2 - Numero de vagens no Experimento 1, nas variedades Conquista e Valiosa, em duas

épocas distintas de aplicagdo do herbicida glifosato.

NUMERO DE VAGENS
DOSES DEGLIFOSATO 0 2umL" 4pmL" 8umL' 16pumL"' 32umL’ CV (%)

VALIOSA PRE' 70 a 63 a 60 a 64 a 60 a 66 a 10
VALIOSA POS? 64 a 62 a 66 a 61a 70 a 73 a 12
CONQUISTA PRE' 66 a 59 a 60 a 51 ab 42b 15¢ 11
CONQUISTA POS® 59 a 49 a 56 a 65 a 52 a 55 a 13

Meédias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. ' Pré: glifosato aplicado no estidio V2, na solugdo nutritiva; > Pés: glifosato aplicado no estadio

V5, por pulverizagdo foliar

6.2 Efeito do glifosato nas taxas de fotossintese e transpiracao

Observa-se nas Tabelas 3 e 4 os resultados das taxas de fotossintese e de transpiracao
obtidas pelo IRGA para as variedades Valiosa e Conquista. Verifica-se que nio houve efeito
das concentracdes de glifosato na solucdo nutritiva nestes pardmetros fisioldgicos para as duas
variedades. Vdrios trabalhos relatados em literatura mostraram que a taxa de fotossintese é
diminuida devido aos efeitos do herbicida, como evidenciados por Costa (2003), Ketring et al.

(1982) e Lévesque (1987).
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Tabela 3 - Taxa de Fotossintese medida nas folhas de soja, variedades Conquista e Valiosa,

sob aplicacdo de doses crescentes de glifosato em solucio.

FOTOSSINTESE (umol CO, m-2s-1)
DOSES DE GLIFOSATO 0 2umL"' 4pmL" 8umL"' 16pumL’ 32umL"' CV (%)

VALIOSA 96a 104a 9,4 a 74 a 119a 10,8 a 32
CONQUISTA 8,1a 83a 75a 78a 57a 8,6 a 26

Médias seguidas pela mesma letra na horizontal nio diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

Tabela 4 - Taxa de Transpiracdo medida nas folhas de soja, variedades Conquista e Valiosa,

sob aplicacdo de doses crescentes de glifosato em solucio.

TRANSPIRAGAO (mmol H,0 m-2s-")
DOSESDEGLIFOSATO 0 2umL" 4pmL"' 8umL"' 16pmL"' 32umL’' CV (%)

VALIOSA 55a 6,3a 4,4 a 3,8a 51a 52a 34
CONQUISTA 4.8 a 41 a 6,1a 41 a 3,8a 49a 28

Meédias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

Pode-se observar que os valores de fotossintese e de transpira¢do sdo maiores para a
variedade transgénica, sendo de 15-20% para a fotossintese (Tabela 3) e de 13% para a
transpiracdo. Essas diferengas poderiam ser devidas as condi¢cdes climaticas dominantes no
momento da determinagdo, ou seja, as determinagdes na variedade Conquista e Valiosa foram
realizadas com um dia de diferenga. Costa (2003) em seus estudos com soja cultivada em
atmosfera enriquecida com CO,, obteve resultados semelhantes aos encontrados neste
experimento para dados de transpiracio. O autor encontrou o valor de 5,2 mmol m? s™,
enquanto que as médias dos resultados obtidos neste experimento foram de 4,7 - 5,0 mmol
m’s™ para a variedade Conquista e Valiosa, respectivamente. No entanto, as taxas de

fotossintese medidas nesse experimento foram menores que as obtidas por Costa (2003). O

autor obteve resultados de 21 pmol CO, m™2 s-!, enquanto que as médias dos resultados
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obtidos nesse experimento foram de 7,6 e 9,9 umol CO, m2 s! para Conquista e Valiosa,
respectivamente. A diferenca entre as taxas de fotossintese determinadas, comparadas as de
Costa (2003), pode ser provavelmente devido as variedades de soja utilizadas serem diferentes
nos dois estudos, sendo a Conquista e a Valiosa para o presente experimento e as linhagens
L147 e L150 para o experimento de Costa (2003). Para Ketring et al. (1982)", citados por
Erismann (2006), os valores de fotossintese encontrados em folhas de amendoim estdo dentro
do intervalo de 13 a 41 pmol m™?s™. Lévesque (1987) constatou que, em aproximadamente
trés dias depois do tratamento com o herbicida, a respiracdo e a fotossintese comegaram a ser
gradualmente inibidas, além da ocorréncia de clorose nas folhas. Richard-Jr e Slife (1979)
observaram que a transpiracdo foi reduzida depois de 2 horas da aplicacdo do glifosato.
Segundo esses autores, a transpiragdo ndao foi completamente inibida, permitindo que a
absorcdo de dgua continuasse ao longo do tempo. O mesmo efeito foi encontrado para esse
experimento, a fotossintese e a transpiragdo ndo foram inibidas a ponto de causar senescéncia
nas folhas e esses processos continuaram ao longo do ciclo da soja, no entanto a clorose foi

evidente para todos os tratamentos.

6.3 Efeito do glifosato no actiimulo de nutrientes

Observa-se na Tabela 5 os resultados dos pesos dos nutrientes acumulados até a fase
R3. Esses resultados comprovam que ndo houve diferenca no acimulo de macronutrientes (P,
K, Ca, Mg e S) na soja transgénica com a aplicac@o de glifosato. No entanto, para a variedade
Conquista houve drastica redu¢do no acimulo dos macronutrientes, sendo 64% para P, 80%

para K, 69% para Ca, 74% Mg e 65 % para S, entre a testemunha e o tratamento 5.

* KETRING, D.L.; BROWN, R.H.; SULLIVAN, G.A.; JOHNSON, B.B. Growth physiology. In: PATTEE,
H.E.; YOUNG, C.T. (Ed.). Peanut science and technology. Yoakum: American Peanut Research and Education
Society, p.411-457, 1982.
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O glifosato interferiu no acimulo desses elementos na variedade Conquista, pois a
inibi¢do do dcido chiquimico causada pela aplicagdo desse herbicida, pode interferir em
processos fisiologicos do sistema radicular.

O efeito negativo do glifosato pode ser explicado pela reducdo na biomassa da parte
aérea da variedade Conquista. Cakmak (2007) observou que o glifosato, principalmente na
concentragdo de 0,9% da dose recomendada para aplicacdo no campo, aplicado trés vezes
antes do florescimento na parte aérea de plantas de soja convencional, causou redugdo nos
teores de Ca nos grios, reducdo nos teores foliares de Mg e Ca e também reducdo no peso
seco dos graos, da palha e da planta inteira. Santos (2007) também observou diminui¢do no
actimulo de alguns nutrientes (N, Ca, Fe e Cu) quando plantas de soja foram tratadas com
glifosato e analisadas na fase de florescimento da cultura.

Como a soja transgénica é tolerante ao herbicida glifosato, a expressdo das enzimas
mantém os niveis normais dos aminoacidos aromadticos, prevenindo distirbios metabdlicos
causados pela inibi¢do da via do chiquimato. No entanto, at¢é 0 momento, ainda sdo escassos
os trabalhos que se referem ao acimulo de macronutrientes em plantas tolerantes ao
herbicida, mas varios estudos t€m sido realizados para analisar acimulo de micronutrientes
em variedades de soja quando essas recebem aplicacdo do herbicida glifosato.

No caso da variedade Valiosa, o acimulo dos macronutrientes € do B, do Fe, do Mn
ndo sofreu interferéncia da aplicagdo do glifosato. Entretanto, o acimulo de Cu e Zn foi
influenciado significativamente pela aplicacdo desse produto. As quantidades acumuladas de
Cu e Zn nos tratamentos que receberam 32uM L de glifosato foram 57% e 75% menores,
respectivamente, para o Cu e Zn em relacdo a testemunha. Para a Conquista, houve drastica
reducdo no acimulo dos micronutrientes, sendo 73% para B, 79% para Cu, 63% para Fe, 57%

para Mn e 71% para Zn, entre a testemunha e o tratamento 5 (Tabela 5).
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Tabela 5 - Actimulo de nutrientes em soja, nas variedades Valiosa e Conquista.

ACUMULO DE NUTRIENTES NA PARTE AEREA DE SOJA
DOSES DE GLIFOSATO 0 2pML" 4pMmL" 8puML" 16puML" 32pML" CV (%)
FOSFORO (mg planta™)

VALIOSA 90a 100a 90a 100 a 110 a 100 a 11
CONQUISTA 110b 130a 100b  80c 50 d 40d 9
POTASSIO (mg planta™)
VALIOSA 270a 250a 210a 260a 250 a 210 a 12
CONQUISTA 300a 310a 250b  240b 80 ¢ 60 ¢
CALCIO (mg planta™)
VALIOSA 120a 140a 130a 120a 130 a 130 a 15
CONQUISTA 130ab 140a 140ab 120b 50 ¢ 40 ¢ 11
MAGNESIO (mg planta™)
VALIOSA 29 a 34 a 32a 31a 28 a 28 a 11
CONQUISTA 39a 40a 33a 34a 13b 10b 14
ENXOFRE (mg planta™)
VALIOSA 17 a 20 a 17 a 18 a 19 a 16 a 13
CONQUISTA 17b  25a 19b 17b 75¢ 59c¢
BORO (ug planta™)
VALIOSA 600a 620a 510a 670a 600a 530 a 18
CONQUISTA 670a 630a 600ab 490b  200c 180 ¢ 13
COBRE (ug planta™)
VALIOSA 21ab 20ab 25ab  34a 24 ab 12b 31
CONQUISTA 24b 18bc 37a  29ab 8 cd 5d 29
FERRO (ug planta™)
VALIOSA 1550 a 2090a 1700a 1670a 1720a 1460 a 20
CONQUISTA 1970b 2490ab 2850a 2330ab 810c¢ 730 ¢ 22
MANGANES (ug planta™)
VALIOSA 950a 1210a 1040a 1300a 1020a  930a 19
CONQUISTA 1190a 1340a 1310a 1160a 630b 510 b 18
ZINCO (pg planta™)
VALIOSA 240ab 320a 270ab 320a  260ab 180 b 25
CONQUISTA 210b 260ab 300a 330a 80¢c 60 ¢ 18

Médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Estudos realizados por Cakmak (2007) constataram que o glifosato aplicado nas folhas
de girassol, com concentragdo de 6% da dose recomendada desse herbicida para soja,
simulando efeitos de deriva, diminuiu a absorc@o e transloca¢do de Fe, Mn e Zn. Huber
(2007) obteve resultados que corroboram com os encontrados nesse trabalho e com os estudos
de Cakmak (2007), constatando que hd indicios de deficiéncia de Zn em soja transgénica
tratada com glifosato, pois a cultura respondeu bem a aplicacdes de Zn foliar 15 dias ap6s a
aplicacdo do herbicida.
Muitos trabalhos encontrados na literatura citam a ocorréncia de deficiéncias de Mn e
Fe motivados pela a¢do do glifosato. Gordon (2007) observou que ocorreu deficiéncia de Mn
em soja transgénica e constatou ainda que o glifosato interferiu na absor¢cdo desse elemento e
causou a morte de microrganismos do solo redutores de Mn. Yamada e Castro (2007)
afirmaram que o glifosato inibe a aquisicdo de Mn, Fe e Zn, mesmo quando o produto é
aplicado em taxas consideradas extremamente baixas na faixa de concentragdo da deriva do
herbicida (1%-10% das doses recomendadas para a cultura da soja). No entanto, neste

experimento nao foi constatado deficiéncias desses micronutrientes para a variedade Valiosa.

6.4 Efeito do glifosato no actiimulo e no teor de Nitrogénio

Niao houve redugdo no acumulo de nitrogénio na parte aérea para a Valiosa com as
doses de glifosato utilizadas no presente experimento, no entanto, para a Conquista houve
reducdo de 71% no acimulo desse nutriente entre a testemunha e o tratamento 5 (Tabela 6).
Souza (1999) constatou em seus estudos que, aos 45 dias, ndo foram observadas interacdes
nos parametros de desenvolvimento da planta (acimulo de N na parte aérea), porém aos 65
dias, fortes interacdes foram observadas nesses pardmetros, mas como o presente experimento
foi coletado no estddio R3, aos 60 dias, ndo se pode inferir se haveria ou ndo os mesmos

efeitos encontrados pelo citado autor.
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Tabela 6 - Acimulo de nitrogénio em soja, Experimento 2, nas variedades Valiosa e
Conquista.

ACUMULO DE NITROGENIO NA PARTE AEREA DE SOJA
DOSES DE GLIFOSATO 0 2pML" 4pMmL" 8puML" 16puML" 32pML" CV (%)

NITROGENIO (mg planta™)
VALIOSA 380a 370a 320a 380a 350a 320 a 13
CONQUISTA 410a 300b 270bc  230c 80 d 120 d 14

Meédias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Segundo Bataglia et al. (1976), o teor de N na parte aérea (folhas) da planta de soja
analisada aos 50 dias é de 40g kg e para o caule é de 16 g kg'. Entretanto, visualiza-se na
Tabela 7 que, para ambas as variedades, estes valores estdo abaixo do referido pelo autor.

Na Valiosa, o teor de N no tratamento testemunha que era de 34 g kg™’ na parte aérea,
sofre decréscimo de 20-25% com a aplicagdo do glifosato, sendo de 27 g kg™ o teor médio
desse elemento encontrado nos tratamentos com o herbicida. O N acumulado na soja é
proveniente da FBN, do solo, do fertilizante e em algumas condi¢des € absorvido do ar na
forma de amonia. Na soja Valiosa, obtida no Brasil, a maior parte do N acumulado é
proveniente da FBN.

Apesar da redugdo de 20-25% no teor de N na parte aérea da Valiosa, ndo significa
que possa estar havendo efeito na FBN, pois caso isso estivesse acontecendo, a soja poderia
compensar o N exigido, absorvendo mais N do solo.

Na variedade Conquista o teor de N nas folhas foi em média 50% menor que o
indicado por Bataglia et al. (1976). Um aspecto relevante é que houve inicialmente reducio
do teor de N nas folhas para as quatro primeiras doses de glifosato e para a dose maior houve
incremento significativo desse elemento, mas este fato se deve a reducdo de crescimento
dessas plantas, mostrado no Grafico 1. As mesmas observagdes podem ser aplicadas aos

teores de N no caule das duas variedades.
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Tabela 7 - Teor de Nitrogénio total (%), na parte aérea (folhas) e no caule de plantas de soja,

variedades Conquista e Valiosa, sob aplicacdo de doses crescentes de glifosato em solugdo.

DOSES DE GLIFOSATO 0 2pML' 4pML' 8puML' 16pML" 32pML" CV (%)

TEOR DE NITROGENIO EM SOJA - PARTE AEREA (g kg™)
VALIOSA 34a 28b 29b 27b 27b 26 b 7
CONQUISTA 29b 19¢c 21c 20c 20c 41 a 9

TEOR DE NITROGENIO EM SOJA - CAULE (g kg")
VALIOSA 9a 9a 9a 8a 9a 9a 7

CONQUISTA 7b 7b 8b 9b 9b 11a 12

Meédias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

6.5 Efeito do glifosato no indice SPAD

As leituras do clorofilometro expressam indiretamente a quantidade de clorofila no
tecido vegetal e como o nitrogénio ¢ componente da molécula de clorofila, a concentragio
deste nutriente no tecido correlaciona-se positivamente com os valores SPAD, como ja
comprovado em diversos estudos (LAVRES JUNIOR, 2001).

Os resultados das tabelas 8 e 9 mostram que os valores SPAD nas duas variedades de
soja estdo abaixo dos valores encontrados em literatura, para as duas épocas estudadas, V3 e
V6. Torres-Netto et al. (2002) encontraram em seus experimentos, com vdrias culturas, que os
valores SPAD variaram entre 45 e 55. Estes valores revelam 6tima disponibilidade de N no
tecido foliar, bem como excelente quantidade de pigmentos fotossintéticos.

Os valores encontrados no presente trabalho estdo entre 20 e 30 unidades SPAD para

ambas as variedades, nas duas épocas estudadas.
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DOSES DE GLIFOSATO 0 2umL" 4umL' 8umL' 16pmL" 32umL" CV (%)
12 TRIFOLIO — VALOR SPAD
VALIOSA 28 a 26 a 25a 27 a 26 a 30 a
CONQUISTA 30a 30a 29 a 30 a 26b 20c
22 TRIFOLIO — VALOR SPAD
VALIOSA 28a  23b 25 ab 24 ab 23b 25 ab 5
CONQUISTA 25ab 23 abc 25 ab 25a 22 bc 21c 6

Meédias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

Tabela 9 - Valor SPAD obtido no estddio V6. Experimento 3.

DOSES DE GLIFOSATO 0 2umL" 4pmL" 8umL"' 16pmL’ 32umL" CV (%)
12 TRIFOLIO — VALOR SPAD
VALIOSA 30a 29a 30a 29 a 29 a 30a
CONQUISTA 30a 29a 30 a 29 ab 27 Db 23 ¢
22 TRIFOLIO - VALOR SPAD
VALIOSA 30a 28a 29a 28 a 27 a 29 a
CONQUISTA 29a 29a 29 a 28 a 27 a 27 a
32 TRIFOLIO - VALOR SPAD
VALIOSA 29a 25a 26 a 27 a 25a 28 a
CONQUISTA 28a 28a 29 a 29 a 30a 23b 5
42 TRIFOLIO - VALOR SPAD
VALIOSA 26a 22bc 21c 24 ab 22 bc 24 ab 3
CONQUISTA 23b  23b 24 a 24 a 24 a 21¢ 4

Meédias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

Kitchen et al. (1981) afirmaram que o glifosato inibe a sintese do d-aminolevulinato,

precursor da clorofila e Siqueira et al. (1999) observaram que explantes de soja tolerantes ao

glifosato quando tratados com o herbicida apresentaram baixa concentracdo de clorofila total.

Os dados obtidos por Reddy e Zablotowicz (2003) também demonstraram que a aplicacdo de

glifosato em soja transgénica causa injurias, incluindo decréscimo nos contetidos de clorofila.

As folhas mais jovens de ambas as variedades apresentaram menores valores de SPAD, como
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€ o caso do 2° trif6lio para a variedade Valiosa na primeira leitura (Tabela 8) e do 4° trifélio
para a mesma variedade na segunda leitura (Tabela 9). Para a variedade Conquista, o efeito do
glifosato foi mais evidente em todas as leituras, pois obtiveram-se menores valores nos
tratamentos com doses mais elevadas de glifosato aplicado na solug@o nutritiva. Yamada e
Castro (2007) afirmam que, tanto em laboratério como em condi¢cdes de campo, a clorose € o
sintoma comum e precoce da injuria do glifosato as plantas. Os autores afirmam ainda que a
clorose pode desenvolver-se em folhas novas, possivelmente devido a falta de clorofila. Os
dados encontrados por esses autores corroboram com os resultados do presente experimento,
uma vez que a clorose foi mais evidente nos trifélios mais novos. Gazziero et al. (2006)
também encontraram em seus estudos que a clorose causada por glifosato é vista

principalmente na fase inicial do desenvolvimento da planta.

6.6 Efeito do glifosato sobre nodulacao

Os resultados de niimero e massa seca de nédulos obtidos nos experimentos 2, 3 e 1
encontram-se, respectivamente, nas tabelas 10, 11 e 12.

Para a variedade Conquista constatou-se que houve diminuicdo significativa no
nimero e massa seca de nddulos, nos trés experimentos, a medida que aumentou-se a
concentragdo de glifosato aplicado na solucdo nutritiva (experimentos 1, 2 e 3) e pulverizados
nas folhas no estadio V5 (experimento 1).

Para a variedade tolerante, Valiosa, nao foi verificado efeito do herbicida em diminuir
o numero e a massa de nddulos com o aumento da concentracdo do produto em solucdo
nutritiva (experimentos 2 e 3). Entretanto, quando o herbicida foi aplicado na solugio
nutritiva ou nas folhas de soja no estddio V5 (experimento 1), o efeito deletério foi constatado

quando a concentragdo de glifosato foi de 32uM L' comparado ao tratamento testemunha.
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Tabela 10 - Namero e massa seca dos ndédulos no Experimento 2, nas variedades Conquista e

Valiosa, sob aplicacdo de doses crescentes de glifosato em solugéo.

DOSES DE GLIFOSATO 0 2um L’ 4pmL" 8umL"' 16pmL’ 32umL’ CV (%)

NUMERO DE NODULOS

VALIOSA 145ab 157ab 138ab 157 ab 125b  193a 21

CONQUISTA 161a  151a 72b 63 b 9¢ 6c 15
MASSA SECA NODULOS (mg planta™)

VALIOSA 380a  440a  460a  500a 420a  430a 12

CONQUISTA 590ab  610a  500b  260c 20 d 10d 15

Meédias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

Trichez et al. (2007) verificaram que uma ou duas aplicacdes de glifosato na dosagem
de 1 kg ha! em soja BRS 244 RR, resultou em menor massa de nddulos, sem no entanto,
afetar os teores de nitrogénio total da planta. Dados relevantes foram encontrados por Reddy e
Zablotowicz (2003). Os autores estudaram os efeitos de uma aplicagao ou duas aplicacdes de
glifosato nos estddios V2 ou V2 e V4 na soja e constataram que ntimero de nédulos ndo foi
afetado, porém a massa desses foi reduzida (21% a 28%) em todos os tratamentos onde houve
aplicacdo de glifosato. Esses autores sugerem que redugdo na massa dos nddulos sem a
diminuic¢do no ndmero deles indica que o glifosato poderia estar inibindo o desenvolvimento
dos mesmos, mas ndo a sua formacdo. Malty et al. (2006) observaram que a aplicagdo do
glifosato em soja transgénica aumentou o nimero e diminuiu o peso dos nddulos.

Huber (2007) cita que a massa de nédulos na soja transgénica é menor que na soja
convencional quando ndo hd aplicacdo de glifosato, e os resultados das tabelas 10, 11 e 12
comprovam esta afirmacdo. O autor infere também que o glifosato pode interferir na
sinalizacdo dos flavondides, necessdria para o ancoramento dos rizobios junto as raizes. Nos
experimentos relatados na presente dissertacdo, as sementes inoculadas de soja foram
germinadas em areia inerte e o transplante para solucdo nutritiva s6 ocorreu 15 dias apds a

semeadura, portanto as raizes ja estavam noduladas quando as plantulas foram transplantadas,
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nido havendo assim, a interferéncia do herbicida no processo de nodulagdo. No presente
experimento, provavelmente ha diferengas genéticas entre as variedades em estudo, mesmo
essas sendo isogénicas, pois as discrepancias encontradas sio independentes da acdo do
herbicida. Para Nodari e Guerra (2001), as plantas transgénicas podem causar alteracdes
diretas e indiretas sobre os organismos do solo e sobre alguns processos por eles mediados,
alterando os exsudados radiculares e, conseqiientemente, interferindo na nodulagéo.

Apesar de varios estudos indicarem a toxicidade do glifosato para a populacido de
microrganismos do solo, Moorman (1989) relatou que as aplica¢des de herbicidas em doses
recomendadas nio reduzem as populacdes de Bradyrhizobium sp. abaixo do nivel necessério
para uma nodulacdo adequada, dados esses, que corroboram com os estudos realizados pela
Monsanto, a qual afirma que o glifosato utilizado nas doses recomendadas em bula ndo causa

danos sobre a microbiota do solo.

Tabela 11 - Namero e massa seca dos ndédulos no Experimento 3, nas variedades Conquista e

Valiosa, sob aplicacdo de doses crescentes de glifosato em solug@o.

DOSES DE GLIFOSATO 0 2umL" 4pmL" 8umL" 16pmL" 32umL" CV (%)

NUMERO DE NODULOS

VALIOSA 106b 136ab 176a  109b 144 ab 108 b 18

CONQUISTA 132a 129a 139a 108a 51b 30b 19
MASSA SECA NODULOS (mg planta™)

VALIOSA 240d 310 bc 350b  340b 260 cd 430 a 10

CONQUISTA 410a 400 a 480a  400a 250 b 80¢c 14

Meédias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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No experimento 1 foi realizado comparagdo do efeito do herbicida em duas épocas e

dois modos distintos de aplicacdo do produto; a primeira em solu¢do nutritiva na época do
transplante das plantulas, estadio V2, (Valiosa e Conquista pré-emergéncia) e a segunda
aplicag@o, via foliar, no estddio V5, (Valiosa e Conquista pds-emergéncia). A literatura indica
que os herbicidas podem ser aplicados tanto pontualmente quanto em hidroponia. Foi possivel
constatar que a aplicacdo do glifosato para a variedade Conquista em pré-emergéncia teve
efeitos mais severos que aplicagdes foliares, pds-emergentes. A idade das plantas pode ser
responsdvel pela maior resposta a aplicacdo, pois quanto mais jovens estavam as plantulas,
maior efeito deletério a a¢do do herbicida. Outra explicacdo poderia ser porque o glifosato em
V2 foi aplicado diretamente em solu¢@o nutritiva estando, portanto, em contato direto com a

raiz.

Tabela 12 - Nimero de nédulos no Experimento 1, nas variedades Conquista e Valiosa, em

duas épocas distintas de aplicag¢@o do herbicida glifosato.

NUMERO DE NODULOS
DOSES DE GLIFOSATO 0 2um L’ 4pmL" 8umL" 16pmL’ 32umL" CV (%)

VALIOSA PRE' 192ab 208 a 208 a 187 ab 131 bc 87¢c 14
VALIOSA POS? 232ab 172 bc 250 a 238 a 170 bc 105d 12
CONQUISTA PRE' 217 a 246 a 126 b 82c 27d 5d 13
CONQUISTA POS® 246a 153bc 190ab 177 bc 121 ¢ 123 bc 15

Médias seguidas pela mesma letra na horizontal nio diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. ' Pré: glifosato aplicado no estadio V2, na solugdo nutritiva; > Pés: glifosato aplicado no estadio

V5, por pulverizacao foliar

6.7 Efeito do glifosato sobre a Fixacao Bioldgica de Nitrogénio (FBN)
Como pode ser observado pela Tabela 13, constata-se pela andlise da atividade da
enzima nitrogenase pelo método de redugdo de acetileno, que houve redugdo de mais de 99%

na atividade dessa enzima na variedade Conquista entre a testemunha e o tratamento com a
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dose mais elevada do herbicida em solucdo (tratamento 5). E possivel observar que, entre a

testemunha e o tratamento 3, j4 havia ocorrido reducdo de 55% na atividade da enzima.

Tabela 13 - Atividade da enzima nitrogenase no Experimento 2, nas variedades Conquista e

Valiosa, sob aplicagido de doses crescentes de glifosato em solugéo.

ATIVIDADE DA NITROGENASE (umol de C,H, planta™ h™)
DOSES DE GLIFOSATO 0 2umL" 4umL"  8umL' 16umL’ 32umL’ CV (%)

VALIOSA 19657 ab 21476 ab 16859 ab 22494 ab 24421a 13797Db 25
CONQUISTA 24009 a 19074 ab 22333ab 15711b 300 ¢ 86 c¢c 27

Meédias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

Como foi relatado anteriormente, a atividade da nitrogenase apresentou drdstica
reducdo na variedade Conquista, o que estd de acordo com os relatos da literatura, uma vez
que esta variedade ndo apresenta a enzima EPSPs tolerante ao herbicida glifosato. A EPSPs é
especifica no metabolismo dos aminoicidos aromdticos, como fenilalanina, tirosina e
triptofano (BERVALD, 2006). Com a inibicio desta enzima, a planta ndo produz os
aminodacidos para a sintese de proteinas e alguns metabdlitos secunddrios, acumulando como
composto intermediario, o chiquimato, o qual provoca um colapso no metabolismo
intermediario dos tecidos vegetais. A ligacdo e inibi¢do do glifosato a enzima também
acontece no citoplasma, tendo como conseqii€ncia reducdo na efici€ncia fotossintética
(TREZZI et al., 2001). Por isso ha reducdo na biomassa de raizes e nddulos, afetando a FBN
em variedades de soja convencional, como € o caso da Conquista.

A literatura indica que a soja tolerante ao herbicida glifosato apresenta dupla
expressdo da enzima EPSPs, uma original da espécie e outra da Agrobacterium sp,, a qual ndo

¢ afetada pelo herbicida (BERVALD, 2006) e a via do chiquimato nao sendo afetada, ndo ha

reducdo de biomassa em plantas transgénicas.
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Observa-se na Tabela 13 reducio de 30% na atividade da enzima nitrogenase entre os
tratamentos testemunha e o 5, o que evidencia a sensibilidade do Bradyrhizobium sp. para
doses elevadas desse herbicida. King et al. (2001) constataram que o glifosato pode provocar
intoxicacdo em estirpes de rizobios prejudicando a nodulagdo da soja, mas a maioria dessas
evidéncias tem sido descritas a partir de ensaios em que as estirpes sdo colocadas diretamente
em contato com o herbicida. Ao contrério, estudos da Monsanto indicam que a populagéo de
microrganismos pode adaptar-se a aplicacdo do glifosato, tornando-se pouco sensivel a sua
presencga, sendo capaz de crescer satisfatoriamente mesmo em concentragdes elevadas do
produto.

Como ¢ possivel visualizar na tabela 14, ndo houve diferenca significativa nos dados
de taxa de FBN na Valiosa. Apesar de haver reducdo na atividade da nitrogenase no
tratamento 5, esta ndo foi afetada a ponto de interferir na taxa da FBN para o mesmo
tratamento. Mesmo na Conquista, o efeito do herbicida na taxa de FBN apareceu apenas nas
doses mais elevadas do produto, tratamentos 4 e 5. Apesar de relatos de que Bradyrhizobium
Jjaponicum sejam sensiveis a esse herbicida, ndo houve evidéncias, neste trabalho, dos efeitos

do produto sobre a FBN em soja transgénica.

Tabela 14 - Taxa da FBN (%), medidas por reducdo de acetileno no Experimento 2, nas

variedades Conquista e Valiosa, sob aplicagdo de doses crescentes de glifosato em solugdo.

FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO (%)
DOSES DE GLIFOSATO 0 2umL"' 4pmL" 8umL"' 16pmL’ 32umL"' CV (%)

VALIOSA 24a 26a 23a 28 a 31a 19a 28
CONQUISTA 27a 29a 38 a 31a 1,8b 0,3b 28

Meédias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.



71

Trichez et al. (2007) verificaram que uma ou duas aplicagdes de glifosato na dosagem
de 1 kg ha! em soja BRS 244 RR, resultou em redu¢dao na FBN sem, no entanto, afetar os
teores de nitrogénio total da planta.

E evidente que a taxa de FBN foi baixa para uma leguminosa como a soja, que chega a
retirar mais de 80% do N que necessita através desse processo. Observa-se na Tabela 14 que a
FBN medida no experimento 2, pelo método de reducdo de acetileno, ndo chegou a 40%,
metade do que poderia estar fixando. Esses dados podem estar evidenciando que a quantidade
de N aplicado em solugdo nutritiva foi suficientemente alta para que a cultura requisitasse o N
na forma de nitrato diretamente da solu¢do, uma vez que a FBN é um processo dispendioso e
gasta muita energia.

No entanto, pode-se observar na Tabela 15 que a taxa da FBN medida no
experimento 3, pela determinacdo isotdpica de N, foi maior que a obtida no experimento 2.
Uma possivel explicacdo para esse fato pode ser a fornecida por Saito (1982) que afirmou que
erros de 5 a 6% nas conversdes das medidas de acetileno para obteng@o das taxas da FBN (%)
sdo comuns e considerados erros experimentais e de manuseio. Afirmou, ainda, que as
medidas de fixagdo de >N, sdo mais consistentes e menos variaveis que as de reducgdo de
C,H,. Entretanto, assim como nos dados obtidos no experimento 2, observa-se que as taxas de

FBN para o experimento 3 nao ultrapassaram 50% do N total acumulado pela planta.

Tabela 15 - Taxa da FBN (%), medidas por determinagdo isotdpica de N no Experimento 3,
nas variedades Conquista e Valiosa, sob aplicacdo de doses crescentes de glifosato em

solucao.

FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO (%)
DOSES DE GLIFOSATO 0 2umL"' 4umL"' 8umL' 16umL"' 32umL"' CV (%)

VALIOSA 9c 15¢ 27b 28 b 30b 50 a 23
CONQUISTA 43a 36 abc 39 ab 31 abc 23¢c 25 bc 22

Meédias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.



72

Observa-se na Tabela 15 que a FBN para a Valiosa aumentou com doses crescentes do
herbicida em solucdo nutritiva, fato que possivelmente estd relacionado aos efeitos negativos
do glifosato nas raizes das plantas dessa variedade, diminuindo assim, a absor¢do do N em
solugdo, aumentando a taxa de fixagdo de N realizada pelos nédulos.

Ja na variedade Conquista o mesmo efeito ndo foi observado, uma vez que tanto o
nimero quanto a massa seca dos nédulos foram reduzidos em tratamentos com o glifosato
(Tabela 11), evidenciando que o herbicida influenciou, nessa variedade, tanto a absorcdo
radicular de N quanto o nimero e massa seca dos nédulos. Os dados de nodulag@o obtidos no
experimento 3 foram maiores que os do experimento 2, por esse motivo, as taxas de FBN
também foram maiores para o primeiro.

Para King (2001), a soja plantada em dreas bem drenadas aparentemente ndo sofre
queda nas taxas de FBN e ndo tém a biomassa e o acimulo de N afetados em longo prazo. O
autor ndo encontrou nenhuma diferenca na biomassa total e no actimulo de N entre as plantas
transgénicas que receberam tratamento com glifosato das testemunhas aos 40 DAE, sugerindo
que as plantas se recuperam depois da aplicacdo do herbicida. O mesmo foi descrito por

Santos (2004), que observou recuperagdo das plantas quando essas atingiram o florescimento.
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7. CONCLUSOES

v" O herbicida glifosato afetou negativamente a producdo de massa seca e a
produtividade da soja convencional Conquista, mas ndo foram evidenciados efeitos na
producdo de massa seca e na produtividade da soja Valiosa, tolerante ao herbicida;

v' As taxas de fotossintese e transpiragdo ndo foram influenciadas pela aplicacdo do
glifosato em ambas as variedades de soja estudadas;

v" O actimulo de macro e micronutrientes para a Conquista foi drasticamente reduzido
com as doses do glifosato aplicadas em solug@o;

v" O acimulo de Cu e Zn foi afetado negativamente na Valiosa quando essas foram
submetidas a tratamentos com o herbicida em solugao;

v O herbicida afetou a atividade da enzima nitrogenase e, conseqiientemente, as taxas de
FBN na soja Conquista;

v O herbicida afetou a atividade da enzima nitrogenase na soja Valiosa, muito embora

ndo foi observado conseqiiéncias nas taxas de FBN.
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