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RESUMO

ZOBIOLE, Luiz Henrique Saes, D.S., Universidade Estadual de Maring4,
fevereiro de 2011. Glyphosate afeta parametros fisiolégicos e nutricionais
na soja RR e RR2. Professor Orientador: Dr. Rubem Silvério de Oliveira Jr. Co-
orientador: PhD. Robert John Kremer e Dr. Jamil Constantin

Problemas causados pelo herbicida glyphosate na cultura da soja resistente ao
glyphosate (soja RR) constituem um tema bastante atual, principalmente
aqueles relacionados a maior incidéncia de doencas, a questao nutricional e ao
efeito sobre microrganismos benéficos do solo. No entanto, grande parte dos
estudos disponiveis atualmente negligéncia possiveis efeitos negativos do
glyphosate ao crescimento e ao desenvolvimento da soja RR. Com o continuo
aumento da area de soja RR no mundo, muitos produtores relatam que
algumas variedades apresentam sintomas de injurias ap0s a aplicacao.
Resultados obtidos neste trabalho indicam que as injurias causadas pelo
glyphosate na soja RR devem-se a diminuicdo da fotossintese. Além do dano
fotossintético, glyphosate também afetou a eficiéncia do uso da agua na soja
RR, com significativa diminuicdo na conversao de fotoassimilados. A “segunda
geracdo” de cultivares de soja RR (“RR2”), estudada neste trabalho,
apresentou as mesmas injurias visuais que a soja RR, e também diminuicbes
significativas na absor¢cdo de nutrientes e na fotossintese na presenca do
glyphosate. Os efeitos do glyphosate foram mais pronunciados com o aumento
da dose e com aplicacdo mais tardias, para as duas cultivares de soja RR e
RR2.

Palavras-chave: fisiologia, nutricdo, fotossintese, agua.
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ABSTRACT

ZOBIOLE, Luiz Henrique Saes, D.S., Universidade Estadual de Maring4,
February 2011. Glyphosate affects physiological and nutritional
parameters in two generations of RR soybean. Adviser: Dr. Rubem Silvério
de Oliveira Jr. Co-advisers: PhD. Robert John Kremer and Dr. Jamil Constantin

Problems caused by the herbicide glyphosate on soybean glyphosate-resistant
(RR soybean) are a current topic, mainly those related to the higher incidence
of diseases, to the mineral nutrition and to the effect on beneficial soil
microorganisms. However, the majority of these studies have so far neglected
possible negative effects related to nutrition, growth and development of RR
soybean. With the continuous increased of RR soybean area in the world, many
farmers have reported injury symptoms in some varieties of RR soybean after
the use of glyphosate. Results obtained in this study revealed that the injuries
caused by glyphosate in RR soybean may be related to the decrease in
photosynthetic parameters. Beyond the photosynthetic damage, glyphosate
also affected the water use efficiency of RR soybean, with significative
decrease on the conversion of the photoassimilates. The “second generation” of
cultivars RR soybean (“RR2”), to glyphosate injury, had the same visual injuries
as the previous RR soybean, as well as, significative decreases on nutrient
uptake and photosynthesis under glyphosate treatments. The glyphosate
effects were more pronounced with increased glyphosate rates and late

applications for both soybean RR and RR2.

Key words: physiology, nutrition, photosynthesis, water.
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APRESENTACAO

Esta tese é composta de quatro artigos cientificos. O primeiro artigo relata o
efeito do glyphosate nos teores de nutrientes da soja RR. O segundo relata a
eficiéncia do uso da &gua pela soja RR apls aplicacbes de diferentes
tratamentos com glyphosate. No terceiro artigo, aspectos como teores de
nutrientes e a eficiéncia no uso da agua séo relacionados com a fotossintese
pelo efeito do glyphosate na soja da primeira (RR) e segunda geracéo (RR2). O
ultimo artigo correlaciona os trés primeiros anteriores e compara o acumulo de
nutrientes da soja RR com a soja convencional. Em consonancia com as regras
do Programa de Pdés-graduacdo em Agronomia, 0s textos, tabelas e gréficos
dos artigos foram redigidos e traduzidos seguindo as normas das Revistas

Plant and Soil and Pesticide Biochemistry and Physiology.

Zobiole, L.H.S.; Oliveira Jr, R.S.; Huber, D.M.; Constantin, J.; Castro, C.;
Oliveira, F.A.; Oliveira Junior, A. Glyphosate reduces shoot concentrations of
mineral nutrients in glyphosate-resistant soybeans. Plant and Soil, v. 328, p.
57-69, 2010.

Zobiole, L.H.S.; Oliveira Jr, R.S.; Kremer, R.J.; Constantin, J.; Bonato, C.M.;
Muniz, A.S. Water use efficiency and photosynthesis of glyphosate-resistant
soybean as affected by glyphosate. Pesticide Biochemistry and Physiology,
v.97, p.182-193, 2010.

Zobiole, L.H.S.; Kremer, R.J.; Oliveira Jr, R.S.; Constantin, J. Glyphosate
affects photosynthesis in first and second generation of glyphosate-resistant
soybeans. Plant and Soil, v. 336, p. 251-265, 2010.

Zobiole, L.H.S.; Oliveira Jr., R.S.; Constantin, J.; Oliveira Jr, A.; Castro, C.;

Oliveira, F.A.; Kremer, R.J.; Romagnoli, L.M. Acimulo de nutrientes em soja
convencional e soja resistente ao glyphosate. Planta Daninha, (submetido)
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1. Introducéo geral

Empresas da area de Biotecnologia investem a cada ano bilhdes de
dolares para o desenvolvimento de variedades resistentes a herbicidas. A
primeira geracao de soja resistente ao glyphosate (RR) j4 apresenta uma area
plantada no Brasil superior a 10 milhdes de hectares, area menor que a
cultivada em outros paises como EUA e Argentina que plantam,
aproximadamente, 26 e 16 milhdes de hectares de soja RR, respectivamente
(USDA, 2010).

Em 2008, a segunda geracéo da soja resistente ao herbicida glyphosate
(RR2) foi disponibilizada comercialmente nos Estados Unidos (Zobiole et al.,
2010a) como promotora de maior produtividade em relacdo as prévias
cultivares RR. Acredita-se que o Brasil receba esta tecnologia no prazo de
cinco anos (Gazeta do Povo, 2008). Entretanto, com o aumento do uso da
tecnologia RR, muitos produtores tém observado que, em determinadas
condicbes, algumas variedades de soja RR apresentam injurias apos a
utilizacdo do herbicida glyphosate (Zablotowicz & Reddy, 2007), porém ainda
ndo se sabe a causa desta injuria, uma vez que a soja RR é resistente ao
glyphosate.

O primeiro relato sobre a acédo do glyphosate foi feito em relacdo a sua
propriedade metal-quelante (Jaworski, 1972), porém, atualmente, aceita-se que
o glyphosate atua na enzima 5-enol-piruvil chigquimato-3-fosfato sintase
(EPSPs), bloqueando a producdo de aminoacidos aromaticos (Duke et al.,
2003).

Observacdes, em campo, no Brasil e no Centro-Norte dos Estados
Unidos, tém demonstrado que aplicacdes de glyphosate induzem a deficiéncia
de Fe, Zn e Mn em diversas culturas. Acredita-se que a natureza deste
antagonismo entre micronutrientes e glyphosate pode estar relacionada com a
formacdo de complexos de glyphosate insoliveis com 0s micronutrientes
catiénicos (Eker et al., 2006).

Motavalli et al. (2004) relataram que o efeito potencial do glyphosate na
transformagBes de nutrientes no solo pode ocorrer pelo estimulo ou pela
inibicdo de microrganismos do solo, como por exemplo, a diminuigao de fungos

micorrizicos, diminuicdo da fixacdo de nitrogénio, inibicdo do desenvolvimento



dos nddulos, e também efeito téxico direto a bactéria e a fungos benéficos do
solo.

Kremer & Means (2009) observaram o aumento da susceptibilidade de
plantas tratadas com glyphosate ao ataque de patdgenos do solo (Fusarium
spp.) que provavelmente se deve a reducdo da producao de fitoalexinas e ao
aumento da exsudacao radicular de aminoacidos na rizosfera (Kremer et al.,
2005)

Uma das hipoteses para as redu¢des ocorridas no acumulo de massa
seca da parte aérea (MSPA) e raiz (MSRA), em soja RR na presenca do
glyphosate, é o processo de degradacéo deste herbicida dentro da planta, que
resulta na formacgdo do acido aminometilfosfénico (AMPA), conhecida fitotoxina
(Duke et al., 2003; Reddy et al., 2004). A formacédo de AMPA, dentro da planta,
depende da dose de glyphosate, do genotipo e das condicdes ambientais
(Reddy et al., 2004). Estes fatores que influenciam na formacdo de AMPA, nas
plantas, explicariam porque alguns produtores observam injarias em soja
geneticamente modificada e outros ndo, e porgue 0s mesmos agricultores
frequentemente observam injurias em um ano e em outros nao.

E possivel que este mesmo metabolito ou outros, via sarcosinica, ou até
mesmo o glyphosate também tenham efeito direto na diminuicdo da MSPA,
MSRA, massa seca de nodulos, numero de nédulos, teores de nutrientes e
parametros fotossintéticos, com possibilidade de perdas de produtividade na
soja.

Por problemas relacionados ao uso do glyphosate em soja RR, este
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do glyphosate nos parametros

fotossintéticos, nutricionais e de absor¢ado de agua na soja RR.



2. Reviséo bibliografica geral

2.1 - Mecanismos de acao do herbicida glyphosate

A primeira sintese do glyphosate ocorreu em 1950, sendo que este acido
apresentava consideravel interesse como um agente complexante, redutor de
pH, detergente, e muitas outras aplicagcbes (Franz et al.,, 1997; Gruys &
Sikorski, 1999). Durante os anos de 1960 a 1970, foi desenvolvida ampla rede
de pesquisa a fim de descobrir as propriedades herbicidas do glyphosate. A
primeira marca comercial comegou a ser vendida nos anos 1970, e duas
décadas apds existiam cerca de 90 marcas formuladas a base desse
ingrediente ativo (Gruys & Sikorski, 1999). Hoje, este herbicida € o mais
vendido no mundo, principalmente pelo seu amplo espectro de acao e pelo fato
de apresentar eficacia no controle de invasoras de dificil manejo.

O glyphosate tende a acumular-se em regides meristematicas das
plantas tratadas, pela sua rapida translocacédo das folhas para as raizes,
rizomas e meristemas apicais por meio do floema, juntamente com o0s
fotoassimilados. Em contraste com outros herbicidas, os sintomas fitotoxicos
ocorrem relativamente devagar. Para Mervosh & Balke (1991), a penetracao do
glyphosate nas células é mediada por proteinas transportadoras de fosfato,
presentes na membrana plasmatica. O sintoma mais comum observado em
plantas susceptiveis é clorose foliar seguida de necrose. A morte da planta
susceptivel pode ocorrer em alguns dias ou semanas (Franz et al., 1997,
Monquero et al., 2004; Rodrigues & Almeida, 2005).

A inibicdo da sintese de aminoacidos aromaticos pelo glyphosate foi
primeiramente relatada por Jaworski (1972), entretanto a propriedade metal-
guelante do glyphosate foi mencionada como sendo o primeiro modo de acéo
desta substancia. A maneira e a intensidade como a quelatizacdo de metais
ocorrem dentro das plantas ainda sdo desconhecidos, mas ha estudos dos
efeitos do glyphosate na fisiologia onde os metais estdo envolvidos (Abu-
Irmaileh & Jordan, 1977; Kitchen et al., 1981).

Aceita-se, atualmente, que o glyphosate bloqueia a enzima EPSP (5-
enolpyruvoylshikimate-3-phosphate) sintase, a qual catalisa a formacéo da
enzima EPSP do phosphoenolpyruvate (PEP) e shikimate 3-phosphate (S3P),

sendo o Unico herbicida capaz de inibir esta enzima, bloqueando assim a



sintese de trés aminoacidos aromaticos: o triptofano, a fenilalanina e a tirosina
(Zablotowicz & Reddy, 2004).

Segundo Trezzi et al. (2001), em plantas suscetiveis tratadas com
glyphosate, a molécula do herbicida ndo se liga a enzima livre, mas ao
complexo EPSPs-S3P, impedindo a ligacdo do PEP, formando o complexo
inativo EPSPs-S3P-glyphosate. A ligagdo do glyphosate ao complexo EPSPs-
S3P é 115 vezes mais forte do que com PEP e sua dissociacédo € 2.300 vezes
mais lenta. Nas plantas, a EPSPs € sintetizada no citoplasma, sendo
transportada ao cloroplasto em forma de pré-enzima (pEPSPs). A ligacao e
inibicdo do glyphosate a enzima também acontece no citoplasma, formando o
complexo glyphosate-pEPSPs-S3P (Kruse et al., 2000). Portanto, ha reducgéo
na eficiéncia fotossintética e menor producdo de aminoacidos aromaticos
(Trezzi et al., 2001).

Embora o mecanismo de acdo do glyphosate seja amplamente
conhecido, alguns outros possiveis efeitos sobre as plantas sdo menos
estudados. Estes efeitos secundarios, no entanto, podem apresentar

implicacdes importantes no crescimento de plantas e de microrganismos.

2.2 — Efeitos do glyphosate em cloroplastos e clorofila

Estudos demonstram que existe inibicdo da enzima EPSPs pela
interferéncia do glyphosate na entrada de carbono na rota do chiquimato, em
funcdo do aumento da atividade da enzima 2-ceto-3-deoxi-D-arabino-
heptulosonato-7-fosfato sintase (DAHPS), que catalisa a condensacdo de
eritrose-4-fosfato com PEP (Duke et al., 2003). O aumento da atividade da
DAHPS aparentemente é pelos baixos niveis de arogenato, que é um inibidor
alostérico da DAHPS e é um composto posterior a EPSP na rota do
chiquimato. Com a reducdo da inibicdo por arogenato, DAHPS continua
atuando, o que provoca acumulo de altos niveis de chiquimato, ja pela
interrupcdo da rota da EPSPs. O acamulo de chiguimato representa forte dreno
de carbono do ciclo de Calvin, pelo desvio da eritrose-4-fosfato, que seria
empregado na regeneracado da ribulose bisfosfato, reduzindo a producgéo
fotossintética (Serviates et al., 1987; Duke et al., 2003).

Além disso, concentracdes milimolares de glyphosate inibem o Co*?

cofator da DAHP synthase, pela habilidade do glyphosate em quelar este
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metal. A desativagcdo desta enzima pela interagdo glyphosate-metal é
fisiologicamente importante, porém pouco divulgada (Ganson et al., 1988).

Quando plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris) ou ervilha (Pisum
sativum), por exemplo, sdo tratadas com doses subletais de glyphosate, as
folnas jovens mostram uma pronunciada clorose internerval, similar a
deficiéncia de micronutrientes. Durante o crescimento subsequente, as
primeiras clorores desaparecem, mas aparecem nas novas folhas. H4,
evidentemente, um severo efeito na clorofila, provavelmente na sua sintese
(Nilsson, 1985). Embora o primeiro local de acao do glyphosate seja a via do
chiquimato, o primeiro sintoma de a¢do do herbicida é a clorose em folhas
jovens (Moldes et al., 2008).

Kitchen et al. (1981) notaram efeito prejudicial causado pelo glyphosate
na sintese de acido d-aminolevulinico (ALA), um precursor na biossintese de
clorofila, pois as duas enzimas responsaveis por sua biossintese, a catalase e
a peroxidase sao muito sensiveis a deficiéncia de ferro (Marsh, 1963), que é
um dos elementos que pode ser quelado pelo glyphosate. Cloroplastos séo
danificados pelo glyphosate (Campbell et al., 1976; Pihakaski & Pihakaski,
1980) e a funcdo do cloroplasto € sensivel a deficiéncia de manganés
(Homann, 1967) e zinco (Thomson & Weier, 1962), ambos micronutrientes com
0s quais o glyphosate pode interferir.

Em éareas de reflorestamento de eucalipto, onde o uso do herbicida é
frequente entre as linhas da cultura, tem sido observada intoxicacdo nas
plantas desta cultura, promovendo sintomas semelhantes aos de disturbios
nutricionais, tais como deficiéncia de calcio, zinco e boro (Tuffi Santos et al.,
2007).

2.3 - Complexos metalicos com glyphosate

O glyphosate, por pertencer ao grupo quimico dos aminoacidos
fosfonados, apresenta assim como seu precursor, a glicina, comportamento
zwiteribnico, com separacdo de duas cargas em pH neutro, uma positiva no
grupo amino e uma negativa no grupo fosfonato (Coutinho & Mazo, 2005). Este
grupo fosfonato R-PO(OH), do composto tem a habilidade de formar
complexos fortes com metais. O herbicida possui outros dois grupos funcionais

(amino e carboxilato) que podem se coordenar fortemente com ions metalicos,
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especialmente com os de transicdo em pH proximo de neutro, em que 0S
grupos carboxilato e fosfonato estdo desprotonados. A habilidade para se
coordenar em trés grupos quimicos diferentes coloca o glyphosate numa
posicéo privilegiada entre os herbicidas (Subramaniam & Hoggard, 1988).

Acidos fosfoénicos sd@o conhecidos como “queladores” de cations
metalicos (Carter et al., 1967; Kabachnik et al., 1974) e o glyphosate deve
exercer esta propriedade pela complexacédo bioldgica de importantes céations
bivalentes e trivalentes dentro da célula (Cole, 1985). O glyphosate, de maneira
similar a muitos outros aminopolidcidos, atua como agente quelante e forma
complexos estaveis com cations metalicos di e trivalentes (Glass, 1984). Para
Nilsson (1985), o glyphosate pode interferir com diversos ions metélicos, porém
ainda é desconhecido o mecanismo da formagéo deste complexo metalico com
glyphosate dentro da planta, tornando os elementos indisponiveis para ela.

Eker et al. (2006) estudaram o efeito da deriva simulada de glyphosate
no crescimento da planta, absorcéo, translocacéo e acumulacao (concentracéo
no tecido) de ferro, manganés, zinco e cobre na cultura do girassol (Helianthus
annuus L.) em solucdo nutritiva em condicdes controladas em casa-de-
vegetacdo. O aumento da concentracdo de glyphosate aplicado na planta
diminuiu significativamente a producdo de matéria seca de raiz e parte aérea e
a concentracdo de clorofila de folhas jovens e dos brotos. Apos trés dias da
aplicacdo, o herbicida glyphosate causou uma severa diminuicdo nos teores
foliares de Fe e Mn enquanto os teores de Zn e Cu foram menos afetados,
porém também apresentaram consideravel reducdo. Neste mesmo trabalho,
estes elementos foram radiomarcados Fe (*°Fe), Mn (**Mn), e Zn (**zZn), e
pode-se observar que a absorcdo radicular de *Fe e **Mn foi
significativamente reduzida apds 12 e 24h, respectivamente, apds a aplicacéo
de 6% da dose recomendada de glyphosate.

Ozturk et al. (2008) investigaram o papel de diversas doses de deriva de
glyphosate na atividade da redutase férrica em raizes de girassol (Helianthus
annuus) crescendo em condi¢cdes de deficiéncia de Fe. Como esperado,
plantas que crescem em solu¢cdo com deficiéncia de Fe apresentaram baixo
teor de Fe e clorofila em comparagao com as plantas-controle (Fe suficiente). O
glyphosate diminuiu a atividade da redutase férrica nas raizes em plantas

deficientes em Fe em aproximadamente 50% dentro de 6h apos aplicagéo. A
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aplicacdo de glyphosate na concentracéo de 1,89 mM resultou em quase 50%
de inibicdo da redutase férrica dentro de 6h e completa inibicdo 24h apés os
tratamentos. Esta reducdo na atividade da redutase férrica sugere que o
glyphosate ou os produtos de sua degradacdo devem formar complexos-Fe
insolaveis, que ndo sao disponiveis para a enzima redutase férrica.

Ha, portanto, evidéncias claras de que, em funcdo das suas
caracteristicas quimicas Unicas, o glyphosate representa uma série de
interaces com importantes cations metalicos como Fe*?, Zn*?, Mn*? e Cu*2.
Tais cations estao envolvidos em processos metabdlicos importantes, 0os quais

podem ser afetados indiretamente pela presencga do glyphosate.

2.4 - Interacbes de glyphosate com microrganismos do solo e

nutricdo de plantas

Com a intensificacdo do uso de glyphosate, seja utilizado em
dessecacéo, aplicacdes pos-emergentes no caso da soja RR ou no manejo de
diversas culturas perenes, acredita-se que possa estar ocorrendo um efeito
negativo sobre os microrganismos do solo. Tais efeitos sdo causados pelos
surfactantes presentes na composi¢cdo do produto que podem agir diretamente
na intoxicacdo dos microrganismos ou também indiretamente pela absorcao de
glyphosate por uma grande parte de microrganismos que possuem em seu
metabolismo a enzima EPSPsintase, ou por ambos efeitos. Segundo Oliveira
Jr. & Constantin (2001), para maior sucesso na utilizacdo dos herbicidas, tanto
em relacdo ao aspecto de eficiéncia sobre as plantas quanto ao aspecto
ambiental, é primordial conhecer e entender 0s processos que regulam seu
comportamento e destino no ambiente.

Como o glyphosate atua na rota do acido chiquimico sobre a atividade
enzimatica da EPSPs, bloqueando a sintese dos aminoacidos aromaticos, as
plantas tratadas com glyphosate apresentam deficiéncia na sintese proteica e
de varios outros compostos aromaticos importantes, como vitaminas (K e E),
hormbnios (auxina e etileno), alcaloides, lignina, antocianina e outras
substancias ligadas a defesa dos vegetais (Duke et al., 2003). Além disso, é
importante ressaltar que essa rota metabdlica também esta presente em

fungos e bactérias, indicando que efeitos negativos do glyphosate sobre estes



microrganismos sejam esperados, no caso do contato com este herbicida
(Padgette et al., 1995).

Como existem poucos trabalhos sobre a influéncia dos herbicidas na
populacdo microbiolégica do solo, Zobiole et al. (2007) avaliaram a influéncia
do herbicida sulfentrazone na fixacéo bioldgica do nitrogénio na cultura da soja,
e concluiram que o efeito fitotoxico do sulfentrazone reduziu a area foliar,
formacdo de nodulos, massa seca dos nddulos e o acumulo de N> na parte
aérea.

Especificamente em relacdo a soja RR, Oliveira Jr. et al. (2008)
estudaram a influéncia de diversas modalidades de aplicacdo de glyphosate
sobre a nodulagdo e o crescimento de 20 cultivares brasileiras de soja RR e
concluiram que todas as doses e modalidades de aplicacdo de glyphosate
causaram reducdes nos valores em todas as variaveis avaliadas. A maior
reducdo ocorreu no numero de nodulos, massa seca de nédulos, massa seca
do sistema radicular e parte aérea, respectivamente. Os autores concluiram
ainda que efeitos do glyphosate sobre a soja RR dependem de fatores como
variedade, época de maturacao, época de aplicacdo e dose.

Apesar de o glyphosate ser fortemente adsorvido ao solo, é possivel que
sua exsudacao pelas raizes da soja RR promova efeito negativo sobre os
microrganismos associados a rizosfera, interferindo na atividade metabdlica
dos mesmos (Kremer & Means, 2009). A reducdo na fixacdo de N, causada
pelos herbicidas pode ser pela acao indireta no crescimento da planta, a efeitos
diretos sobre o crescimento das bactérias, ou a efeitos sobre a associacdo
planta-bactéria (Arruda et al., 2001). Para De Maria et al. (2006), o glyphosate
diminui a condutancia estomatica, a exportacdo de carbono para os 6rgaos-
fonte e também o metabolismo nodular.

Huber (2007) relatou que o glyphosate aumenta o estresse hidrico das
plantas, antecipa a maturacdo e aumenta a susceptibilidade a doencas,
modifica o equilibrio microbioldgico do solo e afeta a populacdo de organismos
benéficos para as plantas. Assim, se o produto for utilizado por varios anos, a
nodulacdo das raizes das leguminosas pode ser comprometida, e
consequentemente a fixagdo biologica de N, e pode ser necessario longo
periodo para restabelecer o equilibrio da biota e da populacdo normal de

Rhizobium.



O glyphosate também interfere na populacdo de micorrizas,
comprometendo a nutricdo das culturas em solos com baixa disponibilidade de
Zn e P. Por outro lado, o glyphosate pode estimular o aumento de organismos
patégenos e oxidantes de Mn na rizosfera, os quais indisponibilizam este
nutriente para a planta e a predispde ao ataque de doencas (Huber, 2007).

Embora pouco se sabe sobre a intensidade dos efeitos do glyphosate
sobre os microrganismos, em funcéo das evidéncias dos trabalhos publicados
até o momento, é possivel concluir que ha efeito deste herbicida sobre os
fixadores simbidticos de N, e, possivelmente, também sobre microrganismos
colonizadores da rizosfera, tanto pelo seu efeito sistémico quanto pela

exsudacao radicular.

2.5 - Interacdes de glyphosate, doencas e nutricdo de plantas

Os herbicidas podem contribuir para o aumento de doencas em plantas
(Altman & Campbell, 1977; Mekwatanakarn & Sivasithamparam, 1987; Hornby
et al., 1998), e diversas dessas patologias estdo associadas com a
disponibilidade de micronutrientes (Evans et al., 2007). Micronutrientes sao os
ativadores ou inibidores de muitas funcdes fisiologicas criticas. Entdo, a
deficiéncia ou a indisponibilidade destes elementos regulatérios pode afetar
significativamente o crescimento e a resisténcia de pragas e doencas (Datnoff
et al., 2007).

Um dos efeitos do glyphosate é a quelatizacdo do Mn, um cofator para a
enzima EPSPsintase na via do chiquimato, que inibe esta via metabdlica das
plantas e de muitos microrganismos (Cerdeira & Duke, 2006; Jaworski, 1972).
Apés a aplicacdo, o glyphosate € rapidamente translocado para as raizes e
partir dos exsudados da rizosfera atinge eventualmente as raizes de plantas
sensiveis ao glyphosate. Os efeitos téxicos do glyphosate sobre a microbiota
sdo acumulativos e é observada deficiéncia de Mn em areas que sao
previamente consideradas suficientes em Mn, por causa da reducdo da
populacdo de organismos redutores de Mn no solo (Johal & Huber, 2009). A
simples presenca do gene de resisténcia ao glyphosate em milho e soja
também reduz a absorcdo de Mn e sua eficiéncia fisiologica (Gordon, 2006;

Huber, 2007; Reichenberger, 2007). Com a inducéo da deficiéncia de Mn pelo



glyphosate, tem sido reconhecido aumento da severidade de doengas como
Fusarium spp. e Rhizoctonia solani (Larson et al., 2006).

Kremer & Means (2009) compararam variedades RR na presenca do
herbicida glyphosate e de herbicidas convencionais e observaram que com o
aumento da dose de glyphosate aplicada a soja RR ocorre maior colonizacao
de Fusarium spp. nas raizes e na rizosfera, fato este ndo observado na
auséncia dos herbicidas ou na presenca de herbicidas convencionais. A
explicacdo destes autores € que na presenca do glyphosate ocorre aumento na
concentracdo de carboidratos e aminoacidos na rizosfera e que quando estes
sdo exsudados, tornam o ambiente mais propicio a colonizacdo de Fusarium.
Além disso, o balanco na concentracdo de AIA é afetado e leva também a
menor colonizagéo por Bradyrhizobium spp.

Su-Jung & Kremer (2006) estudaram a mudanca da populacdo de
bactérias que sintetizam o acido indol acético (AlA) e a atividade da urease na
rizosfera de soja RR. Em todos os tratamentos com glyphosate, a populacao de
bactérias produtoras de AIA foi alterada em comparacdo a nao-aplicacdo de
glyphosate. A atividade da urease 30 dias apos a aplicacédo de glyphosate foi
significativamente reduzida em todos os tratamentos, demonstrando que este
herbicida altera a populacdo de bactérias rizosféricas que sintetizam AIA e
também a atividade da urease pela biota do solo.

Segundo Johal & Huber (2007), herbicidas sistémicos podem ter varios
efeitos ainda ndo-entendidos na eficiéncia dos nutrientes e na severidade de
doencas. Grande aumento na severidade de doencas associado com a intensa
utilizacao de glyphosate pode ser um resultado direto da inducao do glyphosate
no enfraquecimento do sistema de defesa das plantas e, ou um aumento na
populacdo de patdgenos. Efeitos indiretos do glyphosate na predisposicédo de
doencas pode ser resultado da imobilizacdo de micronutrientes especificos
envolvidos na resisténcia a doencas, na reducédo de crescimento e no vigor de
plantas que acumulam glyphosate ou da modificacdo da microflora do solo,
afetando a disponibilidade dos nutrientes envolvidos na tolerancia fisiologica a

doencas.
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3. CAPITULO 1

O glyphosate reduz a concentrag&o dos nutrientes minerais da parte

aérea da soja resistente ao glyphosate®

3.1 Resumo

Embora a tecnologia RR seja usada em muitos paises produtores de soja, nao
existe recomendacao de adubacdo propria para esta tecnologia, e pouco tem
sido relatado sobre a influéncia do glyphosate no estado nutricional da soja RR.
Uma avaliagdo em cultivares de diferentes ciclos de maturacdo em diferentes
tipos de solo, revelou significativa diminuigdo nos teores foliares de macro e
micronutrientes, e nos parametros fotossintéticos (teor de clorofila total, taxa
fotossintética, transpiracdo e condutancia estomatica) com o uso do glyphosate
(aplicacéo unica e sequencial). Independente da aplicacdo de glyphosate, os
teores de macro e micronutrientes na parte aérea foram menores na soja RR
em comparagdo as suas isolinhas parentais ndo-RR. Massa seca da parte
aérea e raiz foram reduzidas na presenca do glyphosate em todas as cultivares
avaliadas em ambos os solos. A menor biomassa, na soja RR comparado com
suas isolinhas provavelmente, representa efeitos aditivos da diminuicdo da taxa
fotossintética e da menor disponibilidade dos nutrientes foliares nas plantas
tratadas com glyphosate. De modo geral, aplicacdo Unica afetou mais que
aplicacdo sequencial, sendo que os efeitos sdo maiores em cultivares de ciclo
precoce.

Palavras-chave: soja resistente ao glyphosate (Glycine max L.), glyphosate,
“status” nutricional, fotossintese

3.2 Abstract

Although glyphosate-resistant (RR) technology is used in most countries
producing soybeans (Glycine max L.), there are no particular fertilizer
recommendations for use of this technology, and not much has been reported
on the influence of glyphosate on RR soybean nutrient status. An evaluation of
different cultivar maturity groups on different soil types, revealed a significant
decrease in macro and micronutrients in leaf tissues, and in photosynthetic
parameters (chlorophyll, photosynthetic rate, transpiration and stomatal
conductance) with glyphosate use (single or sequential application). Irrespective
of glyphosate applications, concentrations of shoot macro- and micronutrients
were found lower in the near-isogenic RR cultivars compared to their respective
non-RR parental lines Shoot and root dry biomass were reduced by glyphosate
with all RR cultivars evaluated in both soils. The lower biomass in RR soybeans
compared to their isogenic normal lines probably represents additive effects

Trabalho publicado na Revista Plant and Soil, 2010 (Title: Glyphosate reduces shoot

concentrations of mineral nutrients in glyphosate-resistant soybeans.)
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from the decreased photosynthetic parameters as well as lower availability of
nutrients in tissues of the glyphosate treated plants.

Key words: Glyphosate resistant soybean (Glycine max L.); glyphosate;
nutrient status; photosynthesis

3.3 Introducéao

O cultivo da soja resistente ao glyphosate (RR) no Brasil tem aumentado
continuamente nos Ultimos anos, no entanto muitos agricultores tém observado
certas injurias causadas pelo glyphosate no crescimento inicial de algumas
variedades de soja RR (Santos et al., 2007; Zablotowicz & Reddy, 2007).

O glyphosate possui amplo espectro de acdo e quando aplicado, via
folha, se transloca dentro da planta para centros ativos de locais de
crescimento inibindo a 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS) na via
do chiquimato. Esta via € responsavel pela biossintese dos aminoacidos
aromaticos, mecanismo de defesa da planta e compostos fendlicos (Sprankle
et al., 1975; Boocock & Coggins 1983; Singh et al., 1991; Hernandez et al.,
1999).

O tipico sintoma visual observado no campo ap0s a aplicacdo do
glyphosate na soja RR € conhecido como “yellow flashing” ou amarelecimento
das folhas superiores. Algumas variedades de soja RR possuem pequenos
sintomas visuais de amarelecimento enquanto outras Sdo extremamente
injuriadas pelo glyphosate. Para aliviar este amarelecimento, muitos
agricultores e agrénomos no Brasil recomendam a aplicacdo de manganés
(Mn) junto ou apds a aplicacdo de glyphosate. Existem pesquisas mostrando
gue o glyphosate aumenta a populacdo de microrganismos oxidantes e diminui
a populacdo de microrganismos redutores de Mn no solo, fazendo com que
este micronutriente essencial fique indisponivel para as plantas (Johal & Huber,
2009). Baixas doses de glyphosate também reduzem a absorcdo e a
translocacdo de Mn e outros micronutrientes essenciais para as plantas (Eker
et al., 2006; Ozturk et al., 2008).

Estudos recentes tém demonstrado que a soja RR responde
positivamente a aplicagdo foliar de Mn mesmo quando a sua isolinha

convencional nao requer Mn adicional (Gordon, 2007). Complexos
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organofosforosos, entre eles os &cidos amino-fosfonicos presentes no
glyphosate, sdo um novo grupo de alta eficiéncia de formagdo de complexos
capazes de complexar ions metalicos em meios aquosos (Kabachnik et al.,
1974). Uma vez que o glyphosate € um &cido fosfonico (Franz et al., 1997)
portanto, um forte “quelador” de cations metalicos (Kabachnik et al., 1974;
Coutinho & Mazo, 2005), esta propriedade deve ser outra causa da diminuicéo
dos teores foliares de Mn na soja RR tratada com glyphosate.

O primeiro modo de acédo para o glyphosate foi descrito como um
guelador metélico e esta molécula foi inicialmente patenteada com esta
finalidade (Jaworski, 1972; Bromilow et al., 1993). Atualmente, importante
assunto sobre o uso do glyphosate em culturas RR, incluindo a soja, € o relato
da maior incidéncia de diversas doencas que sao influenciadas pela reducéao
do estado nutricional das plantas, e pelo efeito do glyphosate nos diversos
microrganismos benéficos no solo (Kremer et al., 2005; Johal & Huber, 2009).

O “status” nutricional da planta € geralmente determinado por meio da
diagnose foliar pela andlise das folhas recém-maduras (Malavolta et al., 1997).
A suficiéncia de nutrientes das plantas esta diretamente relacionada com o
potencial produtivo; portanto, a analise foliar pode ser um importante
instrumento para se avaliar o “status” nutricional das plantas (Oliveira et al.,
2007). No entanto, ha poucas publicacdes sobre o efeito do glyphosate na
nutricdo mineral da soja RR. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
glyphosate sobre o “status” nutricional da soja RR e de suas respectivas

isolinhas parentais (ndo-RR).
3.4 Material e Métodos

3.4.1 Condicbes de crescimento

Um experimento em casa-de-vegetacdo foi conduzido na Universidade
Estadual de Maringa, PR entre 14 de outubro, 2007 a 15 de fevereiro, 2008
(localizagdo: 23" 25' S, 51° 57" W), com plantas de soja (Glycine max L.)
crescendo em vasos de polietileno com capacidade de 5.0 dm® preenchidos
por um dos dois tipos de solos avaliados.

Os tratamentos foram combinados em um esquema fatorial 4x3x2 com

quatro repeticdes. O primeiro fator foi constituido por quatro tratamentos de
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herbicidas, utilizando a formulagdo comercial de sal de isopropilamina (480 g
e.a. L") como recomendado (Gazziero et al., 2008). Tratamentos individuais
para a soja RR consistiram em: 1) isolinha parental (ndo-RR); 2) RR controle
sem glyphosate; 2) aplicacdo sequencial de glyphosate (600 + 600 g e.a. ha™)
no estadio V4 e V5; 4) aplicacdo Unica de glyphosate (1200 g e.a. ha) no
estadio V4. A isolinha parental (ndo-RR) foi considerada o tratamento-controle
para cada cultivar, e ndo recebeu nenhuma aplicagao de glyphosate.

O segundo fator foi o ciclo de maturacdo das cultivares. Trés pares
iIsogénicos das cultivares de soja RR foram selecionados dos grupos de
maturagdo precoce, médio e tardio comumente cultivados no Brasil. Embrapa
58 e BRS 242 RR séao cultivares de maturagéo precoce; BRS 133 e BRS 245
RR séo cultivares de maturacdo médio; e BRS 134 e BRS 247 RR sao
cultivares de maturacao tardia.

O ultimo fator foi o tipo de solo. Os dois solos foram coletados do
horizonte A (0 — 20 cm) e peneirados com o auxilio de malha 5 mm. O
Latossolo Vermelho nitossolico continha 75% de argila, 16% de areia, pH em
CaCly: 5,40; Al: 0,0; Ca: 8,22; Mg; 3,03; K: 0,47 cmol..dm™; P: 10,90; S: 5,47;
Fe: 88,02; Zn: 11,98; Cu: 32,38; Mn: 95,04 mg.dm® e Coq: 7,82 g.dm®. O
Latossolo Vermelho distréfico continha 21% de argila, 71% de areia, pH em
CaCl,: 5,10; Al: 0,0; Ca: 1,85; Mg: 1,24; K: 0,26 cmol..dm™; P: 18,10; S: 27,06;
Fe: 264,30; Zn: 1,73; Cu: 3,08; Mn: 32,82 mg.dm™ e Cgq: 7,82 g.dm®. As
caracteristicas de cada solo, teor de matéria organica (Corg) € pH CaCl, foram
determinados de acordo com os procedimentos estabelecidos pela Embrapa
(1997).

O Latossolo Vermelho nitossolico foi adubado com 100 mg K,O e 250
mg P,0s por kg de solo e o Latossolo Vermelho distrofico 80 mg K,O e 80 mg
P,Os e 1 mg ZnSO, por kg de solo. As 96 unidades experimentais foram

distribuidas em delineamento inteiramente casualizado.

3.4.2 Préticas de cultivo e aplicacao do glyphosate

Imediatamente, antes da semeadura, as sementes de soja foram
tratadas com 200 mL 100 kg™ de sementes da mistura de 200 g L™ carboxim +
200 g L* de thiram (suspensdo concentrada do fungicida sistémico e de

contato, respectivamente), 13,5 g L™ cobalto e 135,0 g L™ molibdénio, antes da
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inoculacdo com 300 mL 100 kg ™ de sementes da cultura de Bradyrhizobium
elkanii, estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019 (5x10° bactérias por grama). Seis
sementes foram semeadas por vaso a 3 cm de profundidade e quando estas se
encontravam no estadio V1, foi feito o desbaste, deixando trés plantas por
vaso.

Plantas no estadio V4 foram pulverizadas as 7h com glyphosate com um
volume de calda de 190 L ha®, fora da casa-de-vegetacdo utilizando um
pulverizador costal com bicos SF110.02 sob pressdo constante de 2 kgf cm™
de CO,. Condicbes ambientais durante a aplicacdo do glyphosate foram a
temperatura do ar entre 25 e 29 °C, umidade entre 80 e 89%, solo Umido e a
velocidade do vento entre 5 e 10 km h™* com céu aberto e sem nebulosidade.
N&do houve escorrimento superficial das folhas. Apdés as aplicacbes do
herbicida, os vasos retornaram a casa-de-vegetacéo e foram somente irrigados
no dia seguinte para assegurar a absorcdo do herbicida pela folha. Os vasos
foram irrigados diariamente a fim de manter o solo umido, e mantidos livre de

plantas daninhas por capina manual.

3.4.3 Analise da fotossintese e nutrientes minerais

Antes da coleta das folhas no estadio R1, os parametros fotossintéticos
como taxa fotossintética (A), taxa transpiratéria (E) e condutancia estomatica
foram avaliados utilizando um analisador de gas infravermelho (IRGA) ou ADC
model LCpro+ (Analytical Development Co. Ltd, Hoddesdon, UK). As
avaliacdes foram feitas entre 7 e 11h, utilizando a folha diagnose de todas as
trés plantas de cada vaso. Apés as analises dos parametros fotossintéticos, o
ultimo trifélio totalmente expandido (folha diagnose) foi coletado de todas as
trés plantas de cada vaso para determinar o0s teores de macro e
micronutrientes em R1. O estadio R1 foi diferente para cada cultivar sendo para
a cultivar BRS 242 RR, 46 dias ap0s a semeadura (DAS); BRS 245, 54 DAS e
BRS 247, 65 DAS. ApOs completa digestdo seca, N foi determinado pelo
método Kjeldahl (Baker & Thompson, 1992) e as concentracdes de P, K, Ca,
Mg, S, Zn, Mn, Cu e B foram determinadas por espectrometria de emissdo com
plasma endutivamente acoplado (ICP-OES-modelo Optima 3300 DV, Perkin
Elmer, USA).
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O teor de clorofila foi avaliado (Minolta SPAD 502) na folha diagnose
colocando o sensor no mesofilo foliar evitando-se as nervuras (Singh et al.,
2002; Richardson et al. 2002; Pinkard et al., 2006). Duas leituras foram
tomadas por planta em cada vaso obtendo assim as médias para fornecer um
valor unico da leitura do SPAD. O teor de clorofila foi calculado usando a
equacdo de Arnon (1949) e expresso em miligramas de clorofila por cm™ de
folha.

ApOs avaliacbes fotossintéticas, a parte aérea da soja foi cortada rente
ao solo a as raizes foram cuidadosamente lavadas em agua corrente para
remover o solo. Todo o material colhido foi acondicionado em sacos de papel e
secos sob circulacdo forcada a 65 — 70°C até atingir o peso constante. A

massa seca foi determinada pelo peso das partes das plantas.

3.4.4 Analise dos dados

Os dados do experimento foram submetidos ao teste de Shapiro & Wilk
(1965), a fim de avaliar a normalidade entre eles. Para todos os dados foi
realizada analise de variancia e posteriormente o teste de agrupamento pelo
método Scott-Knott em nivel de 5% de probabilidade utilizando-se o programa
software SISVAR (Ferreira, 1999).

3.5 Resultados

3.5.1 Estado nutricional

Os teores de nutrientes das analises foliares obtidos neste estudo foram
comparados com os valores considerados suficientes para a cultura da soja
(Mills & Jones, 1996; Oliveira et al. 2007). Embora a maioria dos nutrientes
esteja dentro do nivel de suficiéncia recomendado por Oliveira et al. (2007), a
resposta ao glyphosate variou com o ciclo de maturacdo das cultivares
estudadas. Os dados claramente mostram que existem dois fatores que
influenciam a eficiéncia dos nutrientes na soja RR. O primeiro é a reducao da
absorcdo do nutriente imposta pela presenca do gene(s) de resisténcia ao
glyphosate, independentemente de o glyphosate ser aplicado ou néo, e o
segundo é o impacto aditivo do glyphosate aplicado na planta RR. A presenca

do gene(s) RR reduziu o teor de macro e micronutriente, com o efeito sendo
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mais pronunciado na cultivar do ciclo de maturacdo precoce (Tabelas 1 a 4).
Os elementos Ca, Mg, Zn e Cu foram o0s nutrientes cujos teores foram mais
reduzidos. A maioria dos nutrientes que foram reduzidos pela presenca do
gene RR também foram ainda mais reduzidos quando o glyphosate foi
aplicado.

Todos os macronutrientes, exceto o nitrogénio na cultivar de ciclo de
maturacdo precoce (BRS 242 RR), foram reduzidos pelo glyphosate
comparado com o tratamento sem glyphosate na soja RR e sua isolinha
parental (ndo-RR). Macronutrientes nas cultivares parentais (ndo-RR) sempre
apresentaram valores maiores que suas RR derivativas, com ou sem
glyphosate (Tabela 1). Somente os teores de N, Zn e Mn foram afetados pelo
glyphosate na cultivar de ciclo de maturacdo medio (BRS 245 RR) (Tabelas 1 e
2). O K e 0 Mn foram os elementos reduzidos na cultivar de ciclo de maturagéo
tardio (BRS 247 RR), quando tratada com glyphosate (Tabelas 1 e 2).

Todos os micronutrientes foram reduzidos pelo glyphosate na soja RR
de ciclo de maturacdo precoce (Tabela 2) comparado com a soja RR sem
tratamento e sua isolinha parental (ndo-RR). De forma similar, todos os
micronutrientes na cultivar de ciclo de maturacdo médio foram reduzidos, com
excecdo do Fe, pela presenca do glyphosate comparado com a soja RR sem
tratamento e sua isolinha parental (ndo-RR) (Tabela 2). A cultivar de ciclo de
maturacao tardio nao foi afetada severamente pelo glyphosate; no entanto Zn e
Mn foram reduzidos pelo glyphosate (Tabela 2).

O glyphosate reduziu significativamente os teores foliares de macro e
micronutrientes das cultivares de soja nos dois tipos de solo (Tabelas 3 e 4),
com excec¢do do N no Latossolo Vermelho nitossolico e do Cu no Latossolo
Vermelho distrofico. Além disso, as isolinhas parentais geralmente
apresentaram teores maiores de macro e micronutrientes em comparagdo com

suas RR derivativas, com ou sem glyphosate (Tabelas 3 e 4).

3.5.2 Parametros fotossintéticos

Plantas de todos os grupos de maturacdo expostas a aplicacao unica ou
sequencial de glyphosate frequentemente apresentaram teor de clorofila menor
do que aguelas ndo expostas ao herbicida (Tabela 5). As cultivares de soja RR

tratadas com glyphosate apresentaram teor de clorofila menor que as cultivares

22



RR néo-tratadas. No entanto, a cultivar de ciclo de maturagcdo precoce
apresentou significativamente menor teor de clorofila e condutancia estomatica
(gs) somente na aplicagdo sequencial de glyphosate (Tabela 5). Neste mesmo
grupo de maturacéo desta cultivar, 0 mesmo comportamento foi obtido para a
condutancia estomatica (gs); no entanto, na cultivar de ciclo médio e tardio a
condutancia estomatica foi menor na presenca do glyphosate do que na sua
auséncia e suas respectivas isolinhas parentais (Tabela 5).

A taxa fotossintética (A) foi menor no tratamento com glyphosate do que
no tratamento sem glyphosate para as cultivares de ciclo de maturacao
precoce e médio, mas ndo houve diferenca para a cultivar de ciclo de
maturacdo tardio (Tabela 5). A taxa de transpiracdo (E) foi diminuida pelo
glyphosate em todas as cultivares avaliadas (Tabela 5).

Os parametros fotossintéticos (A, E, gs) foram severamente afetados
pelo glyphosate nos diferentes ciclos de maturacdo das cultivares RR
cultivadas em ambos os tipos de solo; no entanto, ndo houve diferencas entre a
soja RR nao-tratada com glyphosate e suas respectivas isolinhas parentais
(ndo-RR) (Tabela 6).

3.5.3 Producéao de biomassa

A massa seca da parte aérea e a raiz de todas as cultivares avaliadas
foram reduzidas pelo glyphosate (Tabela 7), embora a isolinha parental (nao-
RR) do ciclo de maturacédo precoce, tenha apresentado menor biomassa de
raiz do que sua soja RR derivativa sem glyphosate. Nao houve diferenca entre
aplicacdo Unica ou sequencial no acumulo de biomassa das plantas.
Comportamento semelhante foi obtido para os solos estudados, onde o
glyphosate reduziu a biomassa da parte aérea e da raiz em todos os
tratamentos da soja RR comparados com a os tratamentos sem glyphosate na

soja RR e nas suas isolinhas parentais (Tabela 8).

3.6 Discusséao

Atualmente, os mesmos referenciais de teores de macro e
micronutrientes sao usados pelos agrobnomos para interpretar a analise foliar de

ambos os tipos de soja disponivel para cultivo (RR e convencional) (Mills &
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Jones, 1996; Oliveira et al., 2007), embora estes dados de referéncia tenham
sido gerados apenas com materiais convencionais. Os resultados
apresentados nas Tabelas 1 e 2 mostraram que as isolinhas parentais (nao-
RR) geralmente tinham teores de nutrientes maiores que suas respectivas RR
derivativas, independente da aplicacdo do glyphosate. Gordon (2007a, 2007b)
também observou que a presenca do gene de resisténcia na soja reduziu a
eficiéncia nutricional das plantas comparada com suas isolinhas parentais (n&o-
RR).

Diversos estudos e observacdes em campo tém mostrado que o
glyphosate afeta a nutricdo dos micronutrientes nas plantas, o que tem sido
correlacionado a sua habilidade de formar complexos insollveis entre
glyphosate-metal (Madsen et al., 1978; Glass, 1984; Coutinho & Mazo, 2005;
Gordon, 2007a, 2007b). De acordo com Eker et al. (2006), apds a absor¢cao do
glyphosate dentro da planta, a absorcdo e o transporte de micronutrientes
catibnicos pode ser inibida pela formacdo de complexos poucos sollveis entre
glyphosate-metal dentro do tecido da planta. Isso poderia explicar o menor teor
de micronutrientes na soja RR apds aplicacdo do glyphosate quando
comparado com a soja RR sem glyphosate ou com suas isolinhas parentais
(ndo-RR) (Tabela 2).

Observacdes em campo no Brasil e no Centro-Norte dos Estados Unidos
tém indicado que aplicagbes frequentes de glyphosate induzem a deficiéncia de
Fe, Zn e Mn na soja RR (Franzen et al., 2003; Gordon, 2017a; Johal and
Huber, 2009). No presente estudo, o glyphosate diminuiu ndo somente a
guantidade total de micronutrientes nas plantas, mas também a quantidade
total de macronutrientes na soja RR (Tabelas 1, 2, 3 e 4). No entanto, foram
observadas diferencas entre os ciclos de maturacdo das cultivares avaliadas.
Estas diferencas poderiam refletir diferentes eficiéncias na absorcdo dos
nutrientes pelas cultivares ou um generalizado efeito causado pela maturacao,
como observado pelo maior efeito do glyphosate na cultivar de ciclo de
maturagcdo precoce que possui menor tempo para recuperar dos efeitos deste
herbicida. E nitido que a aplicacdo de glyphosate nas doses recomendadas
pode exercer efeitos negativos no crescimento e na nutricdo dos

micronutrientes na soja RR (Bott et al., 2008).
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A aplicagdo Unica de glyphosate na cultivar de ciclo de maturagéo
precoce, significativamente, reduziu mais os teores de P, K, Ca, Mg e S do que
a aplicacao sequencial (Tabela 1). Por esta cultivar possuir um ciclo menor de
maturacdo, provavelmente houve menos tempo para se recuperar do efeito
guelante do glyphosate (Jaworski, 1972; Kabachnik et al., 1974; Madsen et al.,
1978; Glass, 1984; Bromilow et al., 1993; Coutinho & Mazo, 2005; Eker et al.,
2006).

A aplicacdo unica de glyphosate na cultivar de ciclo de maturacéo
precoce levou a um maior efeito no Zn do que a aplicagdo sequencial (Tabela
2). No geral, a modalidade de aplicacdo de glyphosate teve maior efeito nos
micronutrientes do que nos macronutrientes.

O glyphosate diminuiu as quantidade totais de macro e micronutrientes
absorvidas em todas as cultivares RR avaliadas (Tabelas 1 e 2). Esta reducéo
foi mais pronunciada na cultivar de ciclo de maturacdo precoce, onde todos os
macronutrientes, exceto N, e todos os micronutrientes foram afetados pelo
glyphosate (Tabelas 1 e 2). Os dados sugerem que cultivares de ciclo de
maturacao precoce devem estar mais predispostas a maiores injarias apos o
uso deste herbicida. A maior injuria ocorrida na cultivar de ciclo de maturacéo
precoce pode ter sido pelo menor periodo de detoxificacdo do glyphosate ou de
um de seus metabdlitos entre eles o acido aminometilfosfonico (AMPA) (Duke
et al., 2003; Reddy et al., 2004) o qual pode aumentar o efeito quelante
(Jaworski, 1972; Kabachnik et al., 1974; Madsen et al. 1978; Glass 1984;
Bromilow et al., 1993; Coutinho & Mazo, 2005; Eker et al., 2006).

A forte injaria na soja RR esta correlacionada com os niveis de AMPA
formado dentro da planta (Zablotowicz & Reddy, 2007). Este principal
metabdlito é téxico para a soja RR como evidenciado pela reducao de clorofila
a biomassa da parte (Reddy et al. 2004). No entanto, a imobilizacdo do Mg pelo
glyphosate poderia também ser um dos mecanismos, pela clorofila ser
dependente de Mg para sua formacéao (Beale, 1978; Taiz & Zeiger, 1998).

De fato, as isolinhas parentais (ndo-RR) sempre apresentaram teores de
nutrientes maiores que suas RR derivativas tratadas com glyphosate,
independentemente do tipo de solo em que foram cultivadas (Tabelas 3 e 4),
indicando que o glyphosate pode reduzir a absorgéo, translocacdo, ou a

disponibilidade dos nutrientes. Desta forma, as cultivares isolinhas (ndo-RR)
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devem possuir niveis criticos menores para eficiéncia fisiolégica comparadas
com as cultivares de soja RR tratadas com glyphosate, como relatado por
Gordon (2007a, 2007b). A aplicagéo de glyphosate exacerbou esta interacéo,
pois o nivel critico de determinado nutriente na planta pode ser varidvel em
funcdo das variacdes na capacidade de absorver e/ou utilizar o nutriente
(Fageria, 1976; Fageria, 1987; Muniz et al.,, 1985; Fonseca et al., 1988,
Scherer, 1998). A menor producdo de biomassa nas cultivares RR tratadas
com glyphosate indica que um nivel maior de nutrientes deve ser requerido
pelas cultivares RR para atingir a eficiéncia fisiolégica.

A imobilizacdo causada pelo glyphosate foi mais intensa para P, Ke S
no solo argiloso - Latossolo Vermelho nitossdlico (Tabela 3). A menor
disponibilidade de P, provavelmente pela maior adsor¢do no solo argiloso
(Novais et al., 1979; Seybold et al., 1999), poderia ter acentuado o menor teor
de P no tecido das folhas tratadas com glyphosate. O menor teor de S nas
sojas tratadas, no solo argiloso, deve ser pela sua concentracdo ser menor que
no solo Latossolo Vermelho nitossolico.

O efeito do glyphosate sobre os parametros fotossintéticos,
provavelmente, sdo decorrentes do menor teor de clorofila nas plantas tratadas
com glyphosate (Tabelas 5 e 6) como resultado do dano direto do glyphosate a
clorofila (Kitchen et al., 1981a; Kitchen et al., 1981b; Lee, 1981; Reddy et al.,
2004), a imobilizacdo do Mg e Mn requerido para a producdo e ao
funcionamento da clorofila (Beale, 1978; Taiz & Zeiger, 1998). O principal
metabdtilo do glyphosate nas plantas (AMPA) pode também causar injurias na
soja RR tratadas com glyphosate e contribuir para a clorose observada (Pline
et al., 1999; Reddy et al., 2000; Duke et al., 2003; Reddy et al., 2004).

Eker et al. (2006) atribuiram a ocorréncia de clorose nas folhas jovens
ou o amarelecimento das folhas superiores causada pelo glyphosate a um
reflexo da inativacao fisioldgica do Fe e do Mn nestes tecidos onde ocorre o
acumulo de glyphosate. Neste trabalho, os teores de micronutrientes na soja
RR foram severamente reduzidos na presenca do glyphosate comparados com
os tratamentos sem glyphosate (Tabelas 2 e 4).

A reducao na taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (gs) e taxa
transpiratoria (E) na presenca do glyphosate (Tabelas 5 e 6), poderia ocorrer

pelo dano direto ao cloroplasto (Campbell et al., 1976; Pihakaski & Pihakaski,
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1980; Nilsson, 1985) ou pela imobilizagdo de micronutrientes essenciais pelo
glyphosate. O cloroplasto é sensivel a deficiéncia de Zn (Homann, 1967) e Mn
(Thomson & Weier, 1962), ambos sdo complexados pelo glyphosate (Nilsson,
1985). Portanto, a reducdo destes micronutrientes essenciais pelo glyphosate
na soja RR (Tabelas 2 e 4), também poderia ser uma das razdes para a menor
A, gs e E na soja RR tratada com glyphosate comparada com a soja RR sem
glyphosate ou com suas isolinhas parentais (Tabelas 5 e 6).

Uma vez que o glyphosate forma complexos insollveis com metais
(Madsen et al., 1978; Glass, 1984; Coutinho & Mazo, 2005), a diminuicdo dos
microelementos poderia afetar a principal funcéo do cloroplasto, por exemplo a
fotossintese, como evidenciado pela severa reducdo nos parametros
fotossintéticos (Tabelas 5 e 6).

A reducdo nos parametros fotossintéticos na soja RR tratada com
glyphosate, observadas no estadio R1, distante da aplicacdo do herbicida,
sugere que tanto o glyphosate quanto seus metabdlitos possuem um impacto
residual persistente na fisiologia e no ciclo da planta (Duke et al., 2003; Arregui
et al., 2004).

Shibles & Weber (1965) concluiram que a producdo de biomassa total
da soja depende da energia suprida pelo processo fotossintético para sintetizar
compostos carbonicos. Com a menor disponibilidade de energia nas plantas
RR tratadas com glyphosate, este carbono ndo podera ser assimilado
eficientemente (Taiz & Zeiger, 1998). Desta forma, diminuicbes em A, E e gs
(Tabelas 5 e 6) poderiam explicar os menores teores nutricionais (Tabelas 1, 2,
3 e 4) e a diminuicdo de producdo de biomassa na soja RR tratada com
glyphosate (Tabelas 7 e 8).

A diminuicdo do peso seco da parte aérea e raiz pelo glyphosate
provavelmente ocorreu pela soma de diversos efeitos como a diminuicdo dos
parametros fotossintéticos (Tabelas 5 e 6) e menores teores de nutrientes
(Tabelas 1, 2, 3 e 4). Outros autores relatam que o glyphosate pode causar
menor disponibilidade de nutrientes dentro das plantas (Franzen et al., 2003;
Eker et al., 2006; Huber, 2006; Bott et al., 2008). A reducao na formacéo dos
nddulos (Jaworski, 1972; Moorman et al., 1992; Hernandez et al., 1999; Reddy
et al., 2000; King et al., 2001; Reddy et al., 2004; Zablotowicz & Reddy, 2004;
De Maria et al., 2006; Zablotowicz & Reddy, 2007) também deve ocorrer pelo
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efeito toxico direto do glyphosate exsudado das raizes das plantas para o
Bradyrhizobium spp. ou pela toxicidade do &cido aminometilfosfénico (AMPA)
formado durante a degradacao do glyphosate (Reddy et al., 2004).

Os multiplos efeitos do glyphosate na concentracdo dos nutrientes na
parte aérea indicam que a soja RR requer recomendacdo diferente de
adubacdo em relacdo a soja ndo-RR. Os maiores teores de nutrientes nas
isolinhas parentais também indicam maior eficiéncia na absor¢édo de nutrientes
em relacdo as suas RR derivativas. Menor concentracao de Mg, Zn, Mn, Fe e
Cu nas culturas RR podem ter implicacfes para a saude humana e animal em
funcdo destes nutrientes serem frequentemente deficientes e de que as
culturas fornecem a fonte de dieta principal para estes minerais essenciais
(Ames, 1999). Futuras pesquisas deveriam avaliar o impacto do glyphosate na
concentragdo dos nutrientes nos graos, 0 que poderia afetar as

recomendacdes nutricionais (McCay-Buis et al. 1995).

3.7 Concluséo

O estado nutricional da soja RR € afetado pelo glyphosate, sendo que a
aplicacdo unica interferiu mais que aplicacdo sequencial. Isolinhas parentais
(ndo-RR) e as cultivares de soja RR dos diferentes grupos de maturacdo sem
glyphosate, geralmente apresentam maiores concentracbes de macro e
micronutrientes foliares do que as cultivares de soja RR com glyphosate.
Cultivares de soja RR do grupo de maturacdo precoce foram nutricionalmente
mais afetadas que as do ciclo de maturacdo médio e tardio. A soja RR sem
glyphosate também apresenta maior atividade fisiolégica (fotossintese e
respiracao) e clorofila funcional. A recomendacdo de adubacdo para soja RR
deveria considerar a reducéo da eficiéncia nutricional imposta pela presenca do

gene RR assim como o impacto do glyphosate no estado nutricional.
3.8 Agradecimentos
Ao Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento (CNPq), pela

bolsa de estudos e suporte desta pesquisa.

3.9 Referéncias

28



Ames, B. N. Micronutriens prevent cancer and delay aging. Toxicol. Lett., v.102-
103, p.5-18. 1998.

Arnon, D.I. Copper enzymes in isolated chloroplasts. Polyphenoloxidase in Beta
vulgaris. Plant Physiol. v.24, p.1-15, 1949.

Arregui, M.C.; Lenardon, A.; Sanchez, D.; Maitre, M.l.; Scotta, R.; Enrique, S.
Monitoring glyphosate residues in transgenic glyphosate-resistant soybean.
Pest. Manage. Sci. n.60, p.163, 2003.

Baker, W.H.; Thompson, T.L. Determination of total nitrogen in plant samples
by Kjeldahl. In: Plank, C.O. (ed.) Plant Analysis Reference Procedures for the
Southern Region of the United States. Southern Cooperative Series Bulletin
368. Athens: The Georgia Agricultural Experiment Station, University of
Georgia, p.13-16, 1992.

Beale, S.I. 8-Aminolevulinic acid in plants: its biosynthesis, regulation and role
in plastid development. Annu. Rev. Plant Physiol., v.29, p.95-120, 1978.

Boocock, M.R.; Coggins, J.R. Kinetics of 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase inhibition by glyphosate. FEBS Lett. v.154, p.127-133, 1983.

Bohm, G. M. B.; Hax, F.; Rombaldi, C.V. Residuos de glyphosate e teores de
isoflavonas em graos de soja geneticamente modificada. In: IX ENPOS, 2007,
Pelotas. CD de resumos. Pelotas: UFPEL, 2007.

Bott, S.; Tesfamariam, T.; Candan, H.; Cakmak, I.; Romheld, V.; Neumann, G.
Glyphosate-induced impairment of plant growth and micronutrient status in
glyphosate-resistant soybean (Glycine max L.). Plant and Soil, v.312, n.2,
p.185-194, 2008.

Bromilow, R.H.; Chamberlain K.; Tench, A.J.; Wiliams, R.H. Phloem
translocation of strong acids: Glyphosate, substituted phosphonic, and sulfonic
acids in Ricinus communis L. Pestic. Sci. v.37, p.39-47, 1993.

Campbell, W.F.; Evans, J.0.; Reed, S.C. Effect of glyphosate on chloroplast
ultrastructure of quackgrass mesophyll cells. Weed Sci., v.24, p.22-25, 1976.

Coutinho, C.F.B.; Mazo, L.H. Complexos metéalicos com o herbicida glyphosate:
Revisdo. Quimica Nova, v.28, n.6, p.1038-1045, 2005.

Duke, S.0O.; Rimando, A.M.; Pace, P.F.; Reddy, K.N.; Smeda, R.J. Isoflavone,
glyphosate, and aminomethylphosphonic acid levels in seeds of glyphosate-
treated, glyphosate-resistant soybean. J. Agric. Food Chem., v.51, p.340-344,
2003.

Eker, S.; Ozturk, L.; Yazici, A.; Erenoglu, B.; Romheld, V.; Cakmak, I. Foliar-
applied glyphosate substantially reduced uptake and transport of iron and
manganese in sunflower (Helianthus annuus L.) plants. J. Agric. Food Chem.,
v.54, p.10019-10025, 2006.

29



Eberbach, P.L. Applying non-steady-state compartmental analysis to investigate
the simultaneous degradation of soluble and sorbed glyphosate (N-
Phosphomethyl glycine) in four soils. Pestic. Sci., v.52, n.3, p.229-240, 1998.

Embrapa Manual de métodos de analises do solo, 2nd edition, Embrapa, Rio
deJaneiro, RJ, Brazil, 1997.

Fageria, N.K. Critical P, K, Ca and Mg contents in the tops of rice and peanut
plants. Plant and Soil, v.45, p.421-431, 1976.

Fageria, N.K. Variacdo em diferentes estadios de crescimento do nivel critico
de fésforo em plantas da arroz. R. Bras. Cie. Solo, v.11, p. 77-80, 1987.

Fonseca, D.M.; Alvares, V.H.; Neves, J.C.L.; Gomide, J.A.; Novais, R.F.; de
Barros, N.F. Niveis criticos de fésforo em amostras de solos para o
estabelecimento de Andropogon gayanus, Brachiaria decumbens e
Hyparrhenia rufa. R. Bras. Ci. Solo, v.12, p.49-58, 1988.

Ferreira, D.F. Sistema de analise de variancia (Sisvar). versao 4.6. Lavras:
Universidade Federal de Lavras, 1999.

Franz, J.E.; Mao, M.K.; Sikorski, J.A. Glyphosate: A Unique Global Herbicide;
ACS Monograph 189; American Chemical Society: Washington, DC, 1997.

Franzen, D.W.; O’'Barr, J.H.; Zollinger, R.K. Interaction of a foliar application of
iron HEDTA and three postemergence broadleaf herbicides with soybeans
stressed from chlorosis. J. Plant Nutr. v.26, p.2365-2374, 2003.

Gazziero, D.L.P; Adegas, F.; Voll. E. Glifosate e soja transgénica. Londrina:
Embrapa Soja, 2008. 4p (Embrapa Soja. Circular Técnica, 60).

Glass, R.L. Metal complex formation by glyphosate. J.Agric. Food Chem., v.32,
p. 1249-1253, 1984.

Gordon, B. Manganese nutrition of glyphosate-resistant and conventional
soybeans. Better Crops v.91, n.4, p.12-13, 2007.

Hernandez, A.; Garcia-Plazaola, J.I.; Bacerril, J.M. Glyphosate effects on
phenolic metabolism of nodulated soybean (Glycine max L. Merril). J. Agric.
Food Chem., v. 47, p. 2920-2925, 1999.

Homann, P.E. Studies on the manganese of the chloroplast. Plant Physiology,
v.42, p.997-1007, 1967.

Huber, D.M. Strategies to ameliorate glyphosate immobilization of manganese
and its impact on the rhizosphere and disease. In: Lorenz N., Dick R. (eds)
Proceedings of the glyphosate potassium symposium 2006. Ohio State
University, AG Spectrum, DeWitt, lowa. 2006

30



Johal, G.S.; Huber, D.M. Glyphosate effects on diseases of plants. Euro J.
Agron., v.31, p.144-152, 2009.

Jolley, V.D.; Hansen, N.C.; Shiffler, A.K. Nutritional and management related
interactions with iron-deficiency stress response mechanisms. Soil Sci. Plant
Nutr., v.50, p.973-981, 2004

Kabachnik, M.l.; Medved, T.Ya.; Dyatolva, N.M.; Rudomino, M.V.
Organophosphorus complexones. Russian Chem. Reviews, v.43, n.9, p.733-
744, 1974.

Kitchen, L.M.; Witt, W.W.; Rieck, C.E. Inhibition of chlorophyll accumulation by
glyphosate. Weed Sci., v.29, p.513-516, 1981a.

Kitchen, L.M.; Witt, W.W.; Rieck, C.E. Inhibition of &-aminolevulinic acid
synthesis by glyphosate. Weed Sci., v.29, p.571-577, 1981b

King, C.A.; Purcell, L.C.; Vories, E.D. Plant growth and nitrogenase activity of
glyphosate-tolerant soybean in response to foliar glyphosate applications.
Agron. J., v. 93, p.79-186, 2001.

Kremer, R.J.; Means, N.E.; and Kim, S. Glyphosate affects soybean root
exudation and rhizosphere microorganisms. Int. J. Environ. Anal. Chem., v.85,
p.1165-1174. 2005

Lee, T. T. Effects of glyphosate on synthesis and degradation of chlorophyll in
soybean and tobacco cells. Weed Res. V. 21, 161-164, 1981.

Liu, C.M.; McLean, P.A.; Sookdeo, C.C. Degradation of the herbicide
glyphosate by members of the family Rhizobiaceae. Applied and Environmental
Microbiology, v.57, n.6, p.1799-1804, 1991.

Madsen, L.H.E., Christensen, H. H.; Gottlieb-Petersen, C. Stability constants of
copper (Il), zinc, manganese (ll), calcium, and magnesium complexes of N-
(phosphonomethyl)glycine (glyphosate). Acta Chem. Scand. v. 32, p.79-83,
1978.

Malavolta, E.; Vitti, G.C.; Oliveira, S.A. Principios, métodos e técnicas de
avaliacdo do estado nutricional. In: Malavolta, E.; Vitti, G. C.; Oliveira, S.A.
Avaliacdo do estado nutricional da planta: principios e aplicacbes. 2.ed.
Piracicaba: POTAFOS, 1997. p. 115-230.

Mills, H.A.; Jones, J.B. Plant Analysis Handbook Il: a practical sampling,
preparation, analysis, and interpretation guide. MicroMacro Publishing, Inc.
Athens, GA, USA

Muniz, A.S.; Novais, R.F.; Barros, N.F.; Neves, J.C.L. Nivel critico de fésforo na

parte aérea da soja como variavel do fator capacidade de fésforo no solo. R.
Bras. Ci. Solo. v.9, p.237-243, 1985.

31



Nilsson, G. Interactions between glyphosate and metals essential for plant
growth. In E. Grossbard, E.; Atkinson, D. (eds). The herbicide glyphosate.
London: Butterworth, 1985. p.35-47.

Novais, R.F.; Kamprath, E.J. Pardmetros de isotermas de adsorcdo de fosforo
como critério de adubagéo fosfatada. R. Bras. Ci. Solo. v.3, p.37-41, 1979.

Oliveira, F.A.; Sfredo, G.J.; Castro, C.; Klepker, D. Fertilidade do solo e nutricdo
da soja. Londrina: Embrapa Soja, 2007. 8p (Embrapa Soja. Circular Técnica,
50).

Ozturk, L.; Yazici, A.; Eker, S.; Gokmen, O.; Roemheld, V.; Cakmak, I.
Glyphosate inhibition of ferric reductase activity in iron deficient sunflower roots.
New Phytologist v.17, p.899-906, 2008.

Pline, W.A.; Wu, J.; Hatzios, K.K. Effects of temperature and chemical additives
on the response of transgenic herbicide-resistant soybeans to glufosinate and
glyphosate applications. Pestic. Biochem. Physiol., v.65, p.119-131, 1999.

Pihakaski, S.; Pihakaski, K. Effects of glyphosate on ultrastructure and
photosynthesis of Pellia epiphylla. Annals of Botany, v.46, p.133-141, 1980

Pinkard, E.A.; Patel, V. Mohammed, C. Chlorophyll and nitrogen determination
for plantation-grown Eucaliptus nitens and E. glogulus using a non-destructive
meter. Forest Ecol Manag. v.223, p.211-217, 2006.

Reddy, K.N.; Hoagland, R.E.; Zablotowicz, R.M. Effect of glyphosate on growth,
chlorophyll, and nodulation in glyphosate-resistant and susceptible soybean
(Glycine max) varieties. J. New Seeds, v.2, p.37-52, 2000.

Reddy, K.N.; Rimando, A.M.; Duke, S.O. Aminomethylphosphonic acid, a
metabolite of glyphosate, causes injury in glyphosate-treated, glyphosate-
resistant soybean. J. Agric. Food Chem, v.52, p.5139-5143, 2004.

Richardson, A.D., Duigan, S.P.; Berlyn, G.P. An evaluation of noninvasive
methods to estimate foliar chlorophyll content. New Phytol, v.153, p.185-194,
2002.

Santos, J. B.; Santos, E. A; Fialho, C. M. T.; Silva, A. A,; Freitas, M. A. M.
Epoca de dessecacao anterior a semeadura sobre o desenvolvimento da soja
resistente ao glyphosate. Planta Daninha, v.25, p.869-875, 2007.

Shapiro S.S., Wilk M.B. An analysis of variance test for normality. Biometrika,
v.52, p.591-611, 1965

Seybold, C.A.; Herrick, J.E.; Brejda, J.J. Soil resilience: A fundamental
component of soil quality. Soil Sci., v.16, p.224-234, 1999.

Scherer, E.E. Niveis criticos de potassio para a soja em Latossolo humico de
Santa Catarina. R. Bras. Ci. Solo, v.22, p.57-62, 1998.

32



Shibles, R.M.; Weber, C.R. Leaf area, solar radiation interception, and dry
matter production by various soybean planting patterns. Crop Science, V.6,
p.575-577, 1965.

Singh, B. K., Siehl, D. L., Connelly, J. A. Shikimate pathway: why does it mean
so much to so many? Oxf. Surv. Plant Mol. Cell Biol., v.7, p.143-185, 1991.

Singh, B., Singh, Y.; Ladha, J.K.; Bronson, K.F.; Balasubramanian, V. Singh, J.
and Khind, C.S. Chlorophyll meter— and leaf color chart—based nitrogen
management for rice and wheat in Northwestern India. Agron. J. v.94, p.821-89,
2002.

Sprankle, P., Meggitt, W.F.; Penner, D. Absorption, action, and translocation of
glyphosate. Weed Sci., v.23, p.235-240, 1975.

Taiz, L.; Zeiger, E. Mineral Nutrition. In: Plant Physiology, Sinauer Associates:
Sunderland, p. 111-144. 1998.

Thompson, W.W.; Weier, T.E. The fine structure of chloroplasts from mineral-
deficient leaves of Phaseolus vulgaris. Am. J. Bot., v.49, p.1047-1056, 1962.

Zablotowicz, R.M.; Reddy, K.N. Nitrogenase activity, nitrogen content, and yield

responses to glyphosate in glyphosate-resistant soybean. Crop Protec., v.26, p.
370-376, 2007.

33



Tabela 1. Teores de macronutrientes nas cultivares de soja RR e suas respectivas isolinhas parentais*.

N P K Ca Mg S Total
macronutrientes

Grupo de maturagéo Tratamento L E
Precoce — ndo-RR Sem glyphosate 32,62a* 3,16a 27,04 a 13,61 a 5,19 a 2,56 a 84,18 a
Precoce RR Sem glyphosate 33,70 a 2,14 b 23,11 b 10,65 b 3,70 b 1,83 Db 75,14 b
Precoce RR Sequencial (600 /600 g e.a. ha') 30,74 a 2,06b 17,80 c 9,59 ¢ 3,28 ¢ 1,63 c 65,11 c
Precoce RR Unica (1200 g e.a. ha™) 29,55 a 1,76 c 20,47 c 8,28 d 2,89d 1,48d 64,45 c
Médio — ndo-RR Sem glyphosate 34,87 a 2,18 a 23,74 a 12,02 a 3,94 a 2,00 a 78,76 a
Médio RR Sem glyphosate 33,77 a 2,08 a 24,40 a 11,22 a 3,58b 1,88 a 76,94 a
Médio RR Sequencial (600/600 g e.a. ha') 28,45b 2,04 a 21,96 a 11,04 a 3,38 b 1,96 a 68,84 b
Médio RR Unica (1200 g e.a. ha™) 28,02 b 193 a 22,66 a 11,31 a 3,53b 2,05a 69,51 b
Tardio — ndo-RR Sem glyphosate 32,56 a 1,74 a 21,85 a 11,00 a 3,06 a 1,67 a 71,68 a
Tardio RR Sem glyphosate 31,35a 1,96 a 22,78 a 9,61b 3,03a 1,75a 70,49 a
Tardio RR Sequencial (600 /600 g e.a. ha') 30,42 a 2,01 a 18,34 b 9,58b 2,97 a 1,78 a 65,11 b
Tardio RR Unica (1200 g e.a. ha™) 29,45 a 1,85a 19,25 b 8,69b 2,74 a 1,70 a 63,69 b

CV (%) 15,90 10,36 12,65 8,77 9,22 7,85 7,92

*Estadio R1; **Dados representam a média dos dois tipos de solo e quatro repeti¢cdes. Para cada coluna, dentro de cada grupo de maturacao, diferencas estatisticas sdo indicadas
por diferentes caracteres de acordo com teste de agrupamento Scott-Knott P<0.05.
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Tabela 2. Teores de micronutrientes nas cultivares de soja RR e suas respectivas isolinhas parentais*.

Zn Mn Fe Cu B Total

- micronutrientes
Grupo de maturacao Tratamento 1

Precoce — ndo-RR Sem glyphosate 72,67 a** 270,27a 219,28 a = ;2,21 a 49,79 a 636,33 a
Precoce RR Sem glyphosate 44,18b 232,73b 168,00 b 22,11 a 34,18 b 501,24 b
Precoce RR Sequencial (600/600 ge.a. ha') 4243b 181,67c 127,60c 9,55b 29,38 ¢c 390,72 c
Precoce RR Unica (1200 g e.a. ha™) 37,64c 163,67c 127,15c 13,55 b 28,53 ¢ 370,61 c
Médio — ndo-RR Sem glyphosate 53,17a 204,72a 74,95a 12,40 a 43,46 a 388,84 a
Médio RR Sem glyphosate 49,02a 198,75a 75,87 a 590b 39,10 b 368,74 a
Médio RR Sequencial (600/600ge.a. ha') 44,61b 179,71b 71,03 a 6,03 b 35,76 b 337,20 b
Médio RR Unica (1200 g e.a. ha™) 4406 b 168,41b 80,62 a 538b 36,88 b 335,41 b
Tardio — ndo-RR Sem glyphosate 56,13a 236,70a 117,28a 18,22 a 33,79 a 462,21 a
Tardio RR Sem glyphosate 49,92b 214,21a 95,49a 21,39 a 35,27 a 416,21 a
Tardio RR Sequencial (600/600 g e.a. ha') 47,03b 187,61b 98,36 a 14,74 a 34,23 a 382,06 b
Tardio RR Unica (1200 g e.a. ha™) 4792b 189,56b 103,36 a 9,60 a 31,34 a 381,86 b
CV (%) 11,01 15,64 27,12 77,48 10,08 11,08

*Estadio R1; **Dados representam a média dos dois tipos de solo e quatro repeticdes. Para cada coluna, dentro de cada grupo de maturacéo, diferencas estatisticas
sdo indicadas por diferentes caracteres de acordo com teste de agrupamento Scott-Knott P<0.05.
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Tabela 3. Teores de macronutrientes nas cultivares de soja RR e suas respectivas isolinhas parentais*.

N P K Ca Mg S Total
macronutrientes

Tipo de solo Tratamento / Grupo de maturaggo =~ — —— T
Sem glyphosate / ndo-RR 32,90 a* 2,39a 23,18 a 13,19 a 4,35 a 1,80 a 77,82 a
Latossolo Sem glyphosate / RR 32,21 a 2,10b 22,05 a 11,19b 3,69b 1,62 Db 72,81 b
Vermelho Sequencial (600 / 600 g e.a. ha™') / RR 31,35a 192 c 17,35¢ 10,81 b 3,15¢ 1,49 c 66,09 c
nitossolico Unica (1200 g e.a. ha™) / RR 30,61 a 1,76 c 19,67 b 10,01 c 3,01c 1,46 c 66,54 c
Sem glyphosate / ndo-RR 33,67 a 2,33 a 25,24a 11,23 a 3,77 a 2,35a 78,60 a
Latossolo Sem glyphosate / RR 33,67 a 2,01b 24,81 a 9,79b 3,24 b 2,02b 75,57 a
Vermelho Sequencial (600 / 600 g e.a. ha™®) / RR 28,39 b 2,16 b 21,37 b 9,32 b 3,26 b 2,09b 66,62 b
distrofico Unica (1200 g e.a. ha) / RR 27,41 b 1,93 b 2191 b 8,84 b 3,09 b 2,03b 66,23 b
CV (%) 15,90 10,36 12,65 8,77 9,22 7,85 7,92

*Estadio R1; **Dados representam a média dos trés grupos de maturacdo e quatro repeticdes. Para cada coluna, dentro de cada tipo de solo, diferencas estatisticas séo indicadas por
diferentes caracteres de acordo com teste de agrupamento Scott-Knott P<0.05.
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Tabela 4. Teores de micronutrientes nas cultivares de soja RR e suas respectivas isolinhas parentais*.

Zn Mn Fe Cu B Total
micronutrientes

Tipo de solo Tratamento / Grupo de maturacao

----------------------------------------- MQ KQ ™ -mmmmmmmmm oo

Sem glyphosate / ndo-RR 72,20 a** 276,95a 9356a 18,16a 40,08 a 501,13 a
Latossolo Sem glyphosate / RR 52,16 b 246,60b 99,97a 13,99a 32,08 b 44491 b
Vermelho Sequencial (600 / 600 g e.a. ha™') / RR 48,47b 218,00c 83,49Db 9,62 b 27,25 ¢ 386,95 c
nitossolico Unica (1200 g e.a. ha™) / RR 47,66 b 211,60c 85,14Db 6,38 b 26,93 c 377,80 c

Sem glyphosate / ndo-RR 48,11a 197,50a 180,77a 18,39a 44,61 a 490,46 a
Latossolo Sem glyphosate / RR 43,21 b 183,87a 126,21b 1894 a 40,29 b 412,60 b
Vermelho Sequencial (600 / 600 g e.a. ha™®) / RR 40,91 b 148,00b 11450b 10,59 a 38,99 b 353,03 ¢
distrofico Unica (1200 g e.a. ha™) / RR 38,76 b 136,16 b 122,29b 12,63 a 37,57 b 347,46 c

CV (%) 11,01 15,64 27,12 77,48 10,08 11,08

*Estadio R1; **Dados representam a média dos trés grupos de maturacdo e quatro repeticdes. Para cada coluna, dentro de cada tipo de solo, diferencas estatisticas séo
indicadas por diferentes caracteres de acordo com teste de agrupamento Scott-Knott P<0.05.
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Tabela 5. Parametros fotossintéticos da soja RR e suas respectivas isolinhas parentais®*.

Teor de Taxa Taxa Condutéancia
Grupo de maturacao Tratamento clorofila fotossintética (A) transpiratéria (E) estomaética (gs)
-------- mg cm®----——-  micro mol CO, m?s* mmol H,O m?s?  ---—-H,O mol m? s

Precoce — ndo-RR Sem glyphosate 0,017 a** 20,97 a 13,06 a 0,53 a
Precoce RR Sem glyphosate 0,019 a 16,49 a 11,86 a 0,49 a
Precoce RR Sequencial (600 / 600 g e.a. ha™) 0,010 b 12,02 b 8,29 b 0,28 b
Precoce RR Unica (1200 g e.a. ha™) 0,015a 14,42 b 9,96 b 0,41 a
Médio — ndo-RR Sem glyphosate 0,017 a 15,37 a 9,57 a 0,38 a
Médio RR Sem glyphosate 0,014 b 15,79 a 10,36 a 0,43 a
Médio RR Sequencial (600 / 600 g e.a. ha™) 0,008 c 12,10 b 7,21 b 0,25b
Médio RR Unica (1200 g e.a. ha™) 0,011 c 11,81b 7,70 b 0,27 b
Tardio — ndo-RR Sem glyphosate 0,018 a 12,52 a 9,99 a 0,40 a
Tardio RR Sem glyphosate 0,015b 14,52 a 8,93 a 0,37 a
Tardio RR Sequencial (600 / 600 g e.a. ha™) 0,010 c 13,06 a 8,00 b 0,26 b
Tardio RR Unica (1200 g e.a. ha™) 0,010 c 12,58 a 7,92b 0,28 b

CV (%) 23,68 24,26 23,29 36,09

*Estadio R1; **Dados representam a média dos dois tipos de solo e quatro repeticdes. Para cada coluna, dentro de cada grupo de maturacao, diferencas estatisticas séo indicadas
por diferentes caracteres de acordo com teste de agrupamento Scott-Knott P<0.05.
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Tabela 6. Parametros fotossintéticos da soja RR e suas respectivas isolinhas parentais*.

Teor de Taxa Taxa transpiratoria Condutancia
Tipo de solo Tratamento / Grupo de maturacao clorofila fotossintética (A) (E) estomaética (gs)
------ mg cm*-----  micro mol CO; m?s™ mmol H,O0 m?s™ ---H,0 mol m? s

Sem glyphosate / ndo-RR 0,015 a** 14,42 a 10,46 a 0,43 a
Latossolo Sem glyphosate / RR 0,017 a 15,11 a 9,94 a 0,38 a
Vermelho Sequencial (600 / 600 g e.a. ha') / RR 0,010 b 12,08 b 7,25b 0,24 b
nitossolico Unica (1200 g e.a. ha™) / RR 0,013 b 12,88 b 8,33 b 0,30 b
Sem glyphosate / ndo-RR 0,018 a 18,18 a 11,28 a 0,44 a
Latossolo Sem glyphosate / RR 0,017 a 16,09 a 10,83 a 0,48 a
Vermelho Sequencial (600 / 600 g e.a. ha') / RR 0,009 b 12,72 b 8,41D 0,29 b
distréfico Unica (1200 g e.a. ha) / RR 0,010 b 13,00 b 8,72 b 0,34 b
CV (%) 23,68 24,26 23,29 36,09

*Estadio R1; **Dados representam a média dos trés grupos de maturacdo e quatro repeticdes. Para cada coluna, dentro de cada tipo de solo, diferengas estatisticas sdo indicadas
por diferentes caracteres de acordo com teste de agrupamento Scott-Knott P<0.05.
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Tabela 7. Biomassa da parte aérea e raiz, da soja RR e suas respectivas isolinhas parentais*.

Grupo de maturacao Tratamento Parte aérea Raiz
------ g plant™--—-

Precoce — ndo-RR Sem glyphosate 13,54 a** 4,48 b
Precoce RR Sem glyphosate 12,62 a 7,24 a
Precoce RR Sequencial (600 / 600 g e.a. ha™) 7,92b 4,35b
Precoce RR Unica (1200 g e.a. ha™) 9,62 b 5,08 b
Médio — ndo-RR Sem glyphosate 9,33 a 6,94 a
Médio RR Sem glyphosate 11,20 a 6,66 a
Médio RR Sequencial (600 / 600 g e.a. ha™) 7,15b 3,72b
Médio RR Unica (1200 g e.a. ha™) 8,17 b 4,54 b
Tardio — ndo-RR Sem glyphosate 12,17 a 6,63 a
Tardio RR Sem glyphosate 11,76 a 5,47 a
Tardio RR Sequencial (600 / 600 g e.a. ha™) 8,24 b 4,36 b
Tardio RR Unica (1200 g e.a. ha™) 9,04 b 4,33 b

CV (%) 20,49 24,91

*Estadio R1; **Dados representam a média dos dois tipos de solo e quatro repeti¢cdes. Para cada coluna, dentro
de cada grupo de maturacéo, diferencas estatisticas sdo indicadas por diferentes caracteres de acordo com teste
de agrupamento Scott-Knott P<0.05..
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Tabela 8. Biomassa da parte aérea e raiz, da soja RR e suas respectivas isolinhas
parentais*.

Tipo de solo Tratamento / Grupo de maturacao Parte aérea Raiz
------ g plant™--—-

Sem glyphosate / ndo-RR 11,19 a** 5,19 a
Latossolo Sem glyphosate / RR 11,42 a 5,80 a
Vermelho Sequencial (600 / 600 g e.a. ha™') / RR 7,53 b 3,89b
nitossolico Unica (1200 g e.a. ha™) / RR 8,93 b 4,31 b
Sem glyphosate / ndo-RR 12,17 a 6,84 a
Latossolo Sem glyphosate / RR 12,29 a 7,11 a
Vermelho Sequencial (600 / 600 g e.a. ha™') / RR 8,00 b 4,40 b
distréfico Unica (1200 g e.a. ha™) / RR 8,95b 4,99 b
CV (%) 20,49 24,91

*Estadio R1; **Dados representam a média dos trés grupos de maturacdo e quatro repeticdes. Para cada
coluna, dentro de cada tipo de solo, diferencas estatisticas s@o indicadas por diferentes caracteres de
acordo com teste de agrupamento Scott-Knott P<0.05.
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4. CAPITULO 2

A eficiéncia do uso da dgua e a fotossintese sdo afetadas pela aplicacao

do glyphosate na soja resistente ao glyphosate?®

4.1 Resumo

Estudos anteriores que comparam cultivares de diferentes grupos de
maturacdo em diferentes solos demonstraram que a cultivar do grupo de
maturacdo precoce foi mais sensivel a injirias causadas pelo glyphosate em
relacdo aos outros grupos de maturacdo. Neste trabalho, foram avaliados os
efeitos de doses crescentes de glyphosate na absorcdo de agua e nos
parametros fotossintéticos na cultivar de grupo de maturacéo precoce BRS 242
RR. As plantas cresceram em solucao nutritiva completa e sujeitas a diversas
doses de glyphosate em aplicacéo foliar Unica ou sequencial. A fotossintese
liquida, taxa transpiratoria, condutancia estomatica, concentracdo de CO;
subestomatico, eficiéncia de carboxilacdo, fluorescéncia, maxima fluorescéncia
e o teor de clorofila foram monitorados imediatamente antes e em diferentes
estadios apés a aplicagdo do herbicida; absorcdo de &agua foi avaliada
diariamente. Todos os parametros fotossintéticos avaliados foram afetados
pelo glyphosate. A quantidade total de agua absorvida e a producédo de
biomassa pelas plantas foram também diminuidas com o aumento da dose de
glyphosate, com o efeito sendo mais intenso com a aplicacdo Unica do que a
aplicacdo sequencial. A eficiéncia do uso da agua foi signficativamente
reduzida com o aumento da dose de glyphosate.

Palavras-chave: soja resistente ao glyphosate, glyphosate, fisiologia,
fotossintese, clorofila, eficiéncia do uso da agua, absorcao de agua.

4.2 Abstract

Previous studies comparing cultivars of different maturity groups in different
soils demonstrated that early maturity group cultivars were more sensitive to
glyphosate injury than those of other maturity groups. In this work, we evaluated
the effect of increasing rates of glyphosate on water absorption and
photosynthetic parameters in early maturity group cultivar BRS 242 RR
soybean. Plants were grown in a complete nutrient solution and subjected to a
range of glyphosate rates either as a single or sequential leaf application. Net
photosynthesis, transpiration rate, stomatal conductance, sub-stomatal CO,,
carboxylation efficiency, fluorescence, maximal fluorescence and chlorophyll
content were monitored right before and at different stages after herbicide
application; water absorption was measured daily. All photosynthetic
parameters were affected by glyphosate. Total water absorbed and biomass
production by plants were also decreased as glyphosate rates increased, with

*Trabalho publicado na Revista Pesticide Biochemistry and Physiology, 2010 (Title: Water use

efficiency and photosynthesis of glyphosate-resistant soybean as affected by glyphosate)
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the effect being more intense with a single full rate than half the rate applied in
two sequential applications. Water use efficiency (WUE) was significantly
reduced with increasing rates of glyphosate.

Key words: glyphosate-resistant soybean; glyphosate; physiology;
photosynthesis; chlorophyll; water use efficiency; water absorption.

4.3 Introducéao

Com a expanséo da area global de cultivo combinada com os efeitos das
mudancas climaticas, o aumento de CO, atmosférico (Mann et al., 1999) e a
temperatura da superficie (Houghton et al., 2001), provavelmente um
importante assunto em um futuro préximo sera a quantidade de agua requerida
pelas culturas. O conhecimento da necessidade de agua pelas culturas e a sua
eficiéncia no uso da agua (EUA) sdo importantes para avaliar os efeitos das
mudancas climaticas no balanco de agua nas plantas e nos recursos hidricos.
E esperado que a principal mudanca climéatica global predita como o aumento
do CO; e temperatura, deva ocasionar 0 aumento na taxa transpiratéria das
plantas, a qual implicaria em aumento de absorcédo de agua para producéo das
culturas (Allen et al., 2003).

Muitos agricultores tém observado que algumas variedades de soja
transgénicas sdo sensiveis ao estresse hidrico e outros relatam sintomas
visuais de injurias na soja resistente ao glyphosate (RR) ap6s o uso de
glyphosate (Santos et al., 2007; Zablotowicz & Reddy, 2007). O “status”
nutricional da soja RR também é fortemente afetado pelo glyphosate (Zobiole
et al. 2010). O glyphosate possui um amplo espectro de controle de plantas
daninhas, e quando aplicado via folha se transloca dentro da planta para sitios
ativos de crescimento inibindo a 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase
(EPSPs) na via do chiquimato. Esta rota bioguimica é responsavel pela
biossintese dos aminoacidos aromaticos, compostos de defesa das plantas e
diversos compostos fendlicos (Boocock & Coggins, 1983; Hernandez et al.,
1999).

Embora ocorra enorme adocdo da tecnologia RR, poucos dados tém
sido disponiveis para entender os efeitos do glyphosate na fisiologia da soja

RR, especialmente aqueles relacionados a absorgédo de agua e fotossintese, as
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guais sao as bases do processo de producdo de biomassa. Um profundo
entendimento destas questfes deve melhorar 0 uso desta tecnologia. Um
experimento inicial foi conduzido na Universidade Estadual de Maringa, durante
0 ano de 2007 com cultivares RR de diferentes grupos de maturagao cultivados
em diferentes solos visando avaliar as injarias do glyphosate. Zobiole et al.
(2010) demonstraram que tais efeitos foram pronunciados na cultivar de grupo
de maturacdo precoce (cv. BRS 242 RR), com significativas diminuicbes nos
parametros fotossintéticos, concentragdes dos nutrientes minerais na parte
aérea e producdo de biomassa. No presente trabalho, foi avaliado o efeito do
aumento de dose de glyphosate na absorcdo de agua e nos parametros
fotossintéticos na cultivar previamente estudada (cv. BRS 242 RR) do grupo de
maturacdo precoce. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a fotossintese, a
absorcdo de agua e eficiéncia do uso da agua na soja RR tratada com
glyphosate em diferentes doses.

4.4 Material e métodos

O experimento foi conduzido utilizando a cv. BRS 242 RR em casa-de-
vegetacdo equipada com sistema evaporativo de refrigeracdo (26—-30:20-22°C
dia/noite) em condi¢cdes de iluminacdo natural, na Universidade Estadual de
Maringd, entre 22 de julho a 20 de setembro, 2008 (localizacdo: 23° 25' S, 51°
57' W) para avaliar os efeitos de diferentes doses de glyphosate na absorcao
de agua e fotossintese como possivel explicacdo para a diminuicdo da
concentracdo mineral da parte aérea da cv. BRS 242 RR observada em
estudos anteriores.

Sementes foram esterilizadas por 2 min em solucdo de 2% NaClO e
colocadas para germinar em rolo de papel (germitest). Plantulas com 5 cm de
comprimento de raiz, foram transplantadas para vasos contendo solucdo
nutritiva. As unidades experimentais foram vasos de polietileno com 3,7 dm?,
mantidos constantemente aerados. Nos primeiros dez dias, as plantas foram
mantidas em solucdo completa de Hoagland & Arnon (1950), diluidas em 1/6
da concentracao usual; nas duas semanas seguintes, estas foram crescidas na
solucéo diluida para 1/3 e apés este periodo cresceram em concentracao total

usual. As solugdes foram trocadas a cada dez dias e seu volume completado
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diariamente com agua destilada e deionizada. Antes da reposicdo, o volume
total de 4gua absorvido por vaso foi avaliado. O pH das solu¢des foi mantido
em 5.8 £ 0.2 com adicdo de NaOH ou HCI.

Os vasos foram colocados para fora da casa-de-vegetacdo para a
aplicacdo dos tratamentos de glyphosate, com a formulagcdo comercial de sal
de isopropilamina 480 g e.a. L' (Roundup Ready®, Monsanto Company),
utilizando um pulverizador costal com bicos pontas SF110.02, em presséo
constante de CO, (2 kgf cm™) e volume de calda de 190 L ha™. As condicdes
ambientais durante as aplicacbes foram temperatura do ar entre 25 e 29°C,
umidade relativa do ar entre 80 e 89%, velocidade do vento entre 5 e 10 km h™*
e Ccéu aberto sem nebulosidade. Apos a aplicacdo do herbicida, os vasos
retornaram para a casa-de-vegetacdo. As aplicagcbes ndo causaram
escorrimento superficial das folhas.

O experimento foi conduzido em blocos inteiramente casualizado em um
esquema fatorial (5x2) + 1, com quatro repeticdes. Cinco doses de glyphosate
(600, 900, 1200, 1800 e 2400 g e.a. ha') foram combinadas com duas
modalidades de aplicacdo (Unica e sequencial), com um tratamento adicional
sem aplicacédo do herbicida. Aplicacbes unicas foram realizadas no estadio V4
(24 dias apos emergéncia, DAE), e aplicacdes sequenciais foram feitas nos
estadio V4 (24 DAE - 50% da dose) e estadio V7 (36 DAE - 50% da dose) na
soja RR (cv. BRS 242 RR).

Os parametros fotossintéticos foram avaliados nos estadios fenoldgicos
V3 (22 DAE - antes da aplicacao do glyphosate), V4 (26 DAE — ap0s aplicacao
Unica e apos primeira aplicacdo sequencial), V7 (35 DAE — antes da segunda
aplicacdo sequencial), V8 (38 DAE — apés segunda aplicacdo sequencial) e R1
(58 DAE). A fotossintese liquida (A), a taxa transpiratoria (E), a condutancia
estomatica (gs) e a concentracdo de CO, subestomatico (Ci) foram avaliadas
utilizando um analisador de gas infravermelho (IRGA: ADC modelo LCpro+,
Analytical Development Co. Ltd, Hoddesdon, UK). A eficiéncia de carboxilacao
foi calculada como A/Ci. Avaliacbes foram sempre feitas entre 7 e 11lh
escolhendo o ultimo trifélio totalmente expandido (folha diagnose) da planta em
cada vaso. As observacfes foram feitas pelo método automatico do aparelho

com duas medidas de 3 min na folha diagnose.
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Um fluorémetro portétil (OS-30 — Opti-Sciences, Inc., Tyngsboro, MA) foi
utilizado em pulso-modulado para determinar a fluorescéncia da clorofila nas
plantas (Fo), maxima fluorescéncia (Fm) e a razdo da variavel fluorescéncia
pela méxima fluorescéncia (Fv/Fm) utilizando a seguinte equagdo: Fv/Fm =
(Fm-Fo)/Fm (Genty et al., 1989).

O teor de clorofila também foi medido antes e ap6s as aplicacdes de
glyphosate, utilizando o aparelho SPAD (SPAD-502, Minolta, Ramsey, NJ). O
aparelho mede a absor¢édo no comprimento de 650 e 940 nm para estimar 0s
niveis de clorofila (Singh et al., 2002; Pinkard et al., 2006). As leituras do SPAD
foram feitas na folha diagnose colocando o sensor no mesofilo foliar evitando-
se as nervuras. Duas leituras foram tomadas por planta em cada vaso obtendo
assim as médias para fornecer um valor Unico da leitura do SPAD, com o qual
o teor de clorofila foi calculado usando a equacao de Arnon (1949) e expresso
em miligramas de clorofila por cm™ de folha pela equacdo de Markwell et al.
(1995).

Quando as plantas atingiram o estadio R1, a absorcdo de agua
acumulada foi calculada e utilizada para estimar a eficiéncia do uso da agua
pela relacdo da producédo de massa seca pela quantidade de agua consumida.
Todos os parametros fotossintéticos e a altura de plantas foram medidas. Apos
estas avaliacOes, a parte aérea e raiz foram separadas e todo material foi
colhido e colocado em sacos de papel dentro de estufa de circulacdo forcada a
65 — 70°C até peso constante, a fim de determinar a biomassa seca. Os dados
foram analisados pelo teste de Shapiro & Wilk (1965), para avaliar sua
normalidade. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e quando os
valores de F foram significativos (P<0,01), analises de regressdo foram
conduzidas. Para os gréaficos, as curvas utlizadas para 0s parametros
fotossintéticos e absorcdo de agua total nos diferentes DAE foram obtidas
mediante andlise de regresséo utilizando o modelo cibico y = y0 + ax + bx® +
cx®, calculado pelo modelo n&o-linear por meio do programa estatistico
SigmaPlot 10.0 (SPSS, 2000). Analise de regressdo foi utilizada para
selecionar a equagdo com maior grau de significancia, com um méaximo de
segundo grau, por meio do programa SigmaPlot 10.0 (SPSS, 2000) para as

variaveis analisadas no estadio R1.
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4.5 Resultados e Discussao

4.5.1 Parametros fotossintéticos

Os parametros fotossintéticos (A, Ci, E, gs) foram diminuidos com
aumento da dose de glyphosate. A taxa fotossintética (A) antes da aplicacao de
glyphosate (22 DAE) estava entre 10 — 11 pmol CO, m? s (Figuras 1A e 1B;
Tabela 1). Estes valores s&o muito similares aos valores de A (11 — 12 pmol
CO, m? s™) encontrados por Procépio et al. (2004) aos 39 DAE para Glycine
max e Phaseolus vulgaris. Estes valores sdo considerados 6timo para esta fase
vegetativa (Liu et al., 2005). No entanto, ambas as modalidades de aplicacao
(Unica e sequencial) de glyphosate aplicada aos 24 DAE, diminuiram A com
doses acima de 1200 g e.a. ha™ (Figuras 1A e 1B; Tabela 1). Dois dias apos a
aplicacdo de glyphosate (26 DAE), A estava entre 6 — 0 umol CO, m? s para
as doses de 1.200 e 2.400 g e.a. ha™ com aplicacéo unica (Figura 1a; Tabela
1), e entre 7 — 4 pmol CO, m? s para as mesmas doses aplicadas
sequencialmente (Figura 1B; Tabela 1). Plantas que néo receberam aplicacéo
de glyphosate apresentaram A similar aquelas antes da aplicacdo do
glyphosate. Aos 35 DAE, A para aplicacdo Unica foi ainda menor que a
correspondente aplicacdo sequencial. Apdés a segunda a aplicacdo de
glyphosate na aplicacdo sequencial (36 DAE), A diminuiu novamente; no
entanto, permaneceu em valores maiores do que na aplicacdo Unica (Figuras
1A e 1B; Tabela 1). No estadio R1 (58 DAE), o valor de A para a aplicacéo
Unica estava menor do que na aplicacdo sequencial, com valores entre 5 — 11
pumol CO, m? s para a aplicacdo UGnica e 8 — 11 pmol CO, m? s* para
aplicacao sequencial, respectivamente (Figuras 1A e 1B; Tabela 1).

Comportamento similar foi observado para gs e E, uma vez que ambos
foram reduzidos pela aplicacéo do glyphosate (Figuras 1C, 1D, 1E e 1F; Tabela
1). Estudos anteriores demonstraram que os parametros fotossintéticos (A, gs
e E) foram severamente afetados pelo glyphosate em cultivares RR de

diferentes grupos de maturacédo cultivados em diferentes solos; entretanto, ndo
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houve diferencgas entre as cultivares de soja RR nao-tratadas com glyphosate e
suas respectivas isolinhas parentais ndo-RR (Zobiole et al. 2010). O
fechamento estomético € um importante fator que contribui para depressao na
assimilagdo de CO; (Zlatev & Yordanov, 2004) e redugdo na transpiragdo. De
acordo com Magalhdes Filho et al. (2008), o parcial fechamento estomatico
leva a diminuicdo na condutancia estomatica (gs) e consequentemente se
observa aumento no CO, subestomatico (Ci). Como a condutancia estomatica
diminuiu com o aumento da dose de glyphosate, uma intensa diminui¢ao foi
observada na taxa transpiratdria (E), na taxa fotossintética (A), na assimilacao
do CO; e na eficiencia de carboxilacdo (A/Ci). Portanto Ci aumentou
consideravelmente apds aplicacéo de glyphosate (Figuras 1G e 1H; Tabela 1),
e este aumento foi mais pronunciado na aplicacdo Unica apresentando 250 —
400 vpm aos 26 DAE (Figura 1G; Tabela 1). O aumento no Ci apés a primeira
aplicacdo (26 DAE) foi menor para a aplicacdo sequencial do que apos a
aplicacdo unica (Figuras 1G e 1H; Tabela 1) embora com a segunda aplicacéo
sequencial de glyphosate o Ci também foi aumentado (Figura 1H; Tabela 1).
No estadio R1, Ci estava menor para as plantas que receberam aplicacéo
sequencial do que aquelas em aplicacdo unica (Figuras 1G e 1H; Tabela 1).

Com diminuicbes em A e aumento em Ci, a eficiéncia de carboxilacdo
imediata (A/Ci) foi extremamente afetada em ambas as modalidades de
aplicacdo (Figuras 1l e 1J; Tabela 1) e estes efeitos foram proporcionais as
doses aplicadas. No estadio R1, as plantas ndo-tratadas com glyphosate foram
aproximdamente seis vezes mais eficientes na carboxilagdo que aquelas
tratadas com glyphosate (Figuras 11 e 1J), o que refletiu no aumento da
producdo de biomassa, pela difusdo do CO, para o cloroplasto ser essencial
para a fotossintese. A cuticula que cobre a folha é praticamente impermeavel
ao CO,, portanto a principal porta de entrada do CO, na folha € o poro
estomatico, no qual o CO, se difunde através da cavidade subestomatica e
dentro dos espacos intracelulares entre o mesofilo das células (Taiz & Zaiger,
1998).

4 5.2 Fluorescéncia
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A fluorescéncia da clorofila € uma medida da eficiéncia fotossintética e
da capacidade produtiva (Maxwell & Johnson, 2000). Pode ser usada como
uma ferramenta para estudar diversos aspectos da fotossintese porque ela
reflete a mudanca na membrana e na organizagao do tilacoide. Mudancgas na
fluorescéncia estdo associadas com plantas tratadas com herbicidas inibidores
da sintese de aminoacidos (Ireland et al., 1986) ou da rota respiratoria
(Gonzalez-Moro et al., 1997).

A energia luminosa usada na fotossintese pode ser dissipada como
calor, e/ou re-emitida como luz de longo comprimento de ondas, sendo este
ultimo processo conhecido como fluorescéncia (Lichtenthaler & Miehé, 1997;
Maxwell & Johnson, 2000). Antes da aplicacdo do glyphosate (22 DAE), as
avaliagbes com o fluorbmetro mostraram que as unidades arbitrarias da
fluorescéncia (Fo) estavam entre 430 e 530 (Figuras 2A e 2B; Tabela 2). No
entanto, ap0s a aplicacdo do glyphosate (24 DAE), Fo diminuiu
proporcionalmente com todas as doses de glyphosate (Figuras 2A e 2B; Tabela
2). Fo diminuiu até 38 DAE, e apds esta data Fo aparentemente se recuperou
até o estadio R1 (58 DAE). Para a aplicacdo Unica, as injurias foram mais
pronunciadas do que em relacéo as aplicacbes sequenciais, na qual Fo estava
entre 300 — 200 para 1.200 e 2.400 g e.a. ha para a aplicacdo Gnica aos 38
DAE (Figura 2A; Tabela 2), respectivamente, e entre 350 — 300 para 1.200 e
2.400 g e.a. ha™ aplicados sequencialmente (Figura 2B; Tabela 2). Fo também
diminuiu apés a primeira aplicacdo sequecial (24 DAE) de 430 e 530 para 360
e 390 unidades arbitrarias (Figura 2B; Tabela 2). Apés a segunda aplicacéo (36
DAE), Fo permaneceu em 310 — 390 unidades arbitrarias, sugerindo que as
plantas expostas a duas aplicacbes de glyphosate ndo se recuperaram da
injaria causada pelo herbicida até o estadio R1. A fluorescéncia maxima (Fm)
apresentou a mesma tendéncia de Fo. Antes da aplicacdo do glyphosate (22
DAE), ndo houve diferenca entre os tratamentos (Figura 2C; Tabela 2) para
ambas as modalidades de aplicac6es (Fm entre 1550 e 1850). Entretanto, ap6s
as aplicacdes unicas do glyphosate (24 DAE), Fm diminui proporcionalmente
as doses aplicadas (Figura 2C; Tabela 2). Um comportamento similar para a
aplicacdo sequencial ocorreu, sendo que Fms diminuiu de 1800 e 1890 para

1500 e 950 para a menor e a maior dose, respectivamente.
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A eficiéncia de produtividade quantica do fotossistema 2 representa a
capacidade da planta em converter a energia luminosa em energia quimica
(Genty et al., 1989). Desta forma, consideranto que o glyphosate afetou Fo e
Fm, a razdo da variavel fluorescéncia pela méaxima fluorescéncia (Fv/Fm)
também foi afetada pelo glyphosate, embora tenha havido comportamento
diferente entre as modalidades de aplicacdo. Com a aplicagdo Unica, Fv/Fm
diminuiu com as doses (900, 1.200 e 2.400 g e.a. ha™) de glyphosate (24 DAE)
e continuou diminuindo até aos 38 DAE. Apds este periodo, as plantas
aparentemente tentaram se recuperar, no entanto, o declinio continuou até o
estadio R1 (Figura 2E; Tabela 2). Fv/Fm também foi afetada pela aplicacao
sequencial; entretanto, as injurias do glyphosate foram menores que na
aplicacdo unica (Figura 2F; Tabela 2). Horton et al. (1996) concluiram que
diminuicbes em Fv/Fm estdo associadas com o aumento da excitagdo de
energia nas antenas do fotossistema Il e sdo geralmente considerados
indicativos de “baixa regulagdo” no transporte de elétron, o qual reflete em

menor taxa fotossintética.

4.5.3 Teor de clorofila

O teor de clorofila tende a aumentar com o crescimento da planta
(Figuras 3A e 3B; Tabela 3), mas estes teores foram afetados pelo glyphosate.
Embora os teores ndo sejam afetados imediatamente ap0s a aplicacdo do
glyphosate, reducéo do teor de clorofila foi observada dentro de dois dias apos
aplicacdo (26 DAE), com maior declinio observado aos 38 DAE. Os efeitos
foram mais expressivos para doses = 1.200 g e.a. ha™. Esta diminuicdo poderia
ser pelo direto dano no cloroplasto (Campbell et al., 1976; Nilsson, 1985) pela
presenca do glyphosate. Zobiole et al. (2010) também observaram que plantas
de diferentes grupos de maturacdo expostas a aplicacdo Unica ou sequencial
de glyphosate frequentemente apresentaram teor de clorofila menor que

plantas que ndo foram expostas a este herbicida.

4.5.4 Absorcao de agua
Mudancas na absor¢do de &gua foram observadas durante o

desenvolvimento da soja, (Figuras 4A e 4B; Tabela 4). Plantas tratadas com
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glyphosate absorveram aproximadamente a mesma quantidade de 4gua até 40
DAE, apos a qual o volume de &gua absorvido pelas plantas diminuiu
proporcionalmente as doses de glyphosate aplicadas. A diferenca entre plantas
gue ndo foram expostas ao glyphosate em relacdo aquelas que receberam a
maior dose foi ao redor de 6,3 L por planta. Esta diferenca para a aplicacéo
sequencial foi ao redor de 5,0 L por planta. A influéncia do glyphosate na
quantidade total de 4gua absorvida foi ao redor de 0,3 L por planta menor com
a aplicacdo unica comparado com a aplicacdo sequencial até o estadio R1
(Figura 5). Sabe-se que em resposta ao estresse hidrico, as plantas regulam a
transpiragdo pela diminuicdo da condutancia estomatica. Embora esta
diminuic&o reduza o potencial fotossintético, possivel desidratagéo de células e
tecidos é evitada (Sperry, 2000).

A membrana plasmatica € a chave estrutural que pode ser rompida por
fatores externos (ex. congelamento, descongelamento ou agentes quimicos),
desta forma o transporte de agua é abruptamente diminuido (Kramer & Boyer,
1995). Como o glyphosate deve passar através da membrana plasmatica e
entrar no simplasto para causar toxidez (Bernards et al., 2005), a hipotese de
gue o glyphosate poderia romper a plasmalema e diminuir a absor¢céo de agua
pode ndo ser uma das respostas para os dados da Figura 4.

As plantas podem perceber a disponibilidade de agua ao redor das
raizes e responder com sinais de agentes quimicos para a parte aérea (Davies
& Zhang, 1991; Jackson, 1993). Alguns sinais incluem o acido abscisico (ABA),
o0 qual é produzido em condicbes de seca dentro das raizes e transportados
pelo xilema, via transpiracdo, para as folhas, onde diminuem a condutancia
estomatica com consequente reducdo de sua expansado (Davies & Zhang,
1991; Dodd & Davies, 1996; Liu et al., 2003). No entanto, como esta pesquisa
foi conduzida em solucdo nutritiva, onde ndo existe déficit no fornecimento de
agua, outros fatores podem estar afetando a diminui¢cdo na absorcédo de agua,
incluindo a interferéncia do glyphosate nos parametros fotossintéticos (Figuras
4¢eb).

Uma vez que as proteinas integrais da membrana que formam canais
seletivos de agua ao redor da membrana (Taiz & Zeiger, 1998), a atividade da

aquaporina na raiz ou na membrana foliar deve afetar a condutancia
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estomatica e a transpiracdo (Henzler et al., 1999; Clarkson et al., 2000). O
mecanismo molecular que leva a abertura ou fechamento da aquaporina ainda
ndo € conhecido, embora um numero essencial de aminoacidos foi identificado
e, diversas estruturas foram descritas com relacédo a atividade da aquaporina
(Chaumont et al., 2005). Foi sugerido um possivel mecanismo dependente de
pH para este canal, onde em baixo pH (acidose do citosol) a atividade da
aquaporina é reduzida (Gerbeau et al., 2002; Tournaire-Roux et al., 2003;
Chaumont et al. 2005). Em humanos, outros compostos podem inibir a
permeabilidade da aquaporina, como os compostos de mercurio HgCl, (Zeidel
et al., 1994) ou tetraetilamonio (Brooks et al., 2000). Mais pesquisas deveriam
ser desenvolvidas a fim de estudar a relacao entre herbicida, absorcdo de agua

e aquaporinas.

4.5.5 Producédo de biomassa e altura das plantas

Qualquer produto quimico que altera o metabolismo foliar afetara o nivel
dos intermediarios e/ou da atividade das enzimas do Ciclo de Calvin (Ireland et
al., 1986). Diminuicbes na assimilacdo do CO, levam a diminuicbes na
biomassa e no acumulo de carboidratos (Magalhées Filho et al., 2008). Com o
aumento da dose de glyphosate, a raiz e a parte aérea foram afetadas,
provavelmente pelos efeitos aditivos na fotossintese e absorcdo de agua.
Plantas em aplicacdo sequencial foram menos afetadas que aquelas em
aplicacao unica (Figuras 6 a 8).

Shibles & Weber (1965) relataram que a producéo total de biomassa
pela soja, fundamentalmente depende da energia suprida pela fotossintese.
Organismos fotossintéticos usam a energia da luz solar para sintetizar
compostos carbonicos e, com adequada area foliar, a producédo de carbono é
otimizada com “input” de energia (Taiz & Zeiger, 1998). Portanto, a reducdo em
todos os parametros fotossintéticos e a diminuicdo na absorcdo de agua na
soja RR observada no estadio R1 (Figuras 1 a 4; Tabelas 1 a 4), distante da
aplicacao do herbicida, sugere que o glyphosate ou seus metabdlitos possuem
efeitos persistentes na fisiologia das plantas. Diversos trabalhos relatam que a

molécula do glyphosate pode permanecer na planta até a completa maturacao
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fisiolégica (Arregui et al., 2003; Duke et al., 2003; Reddy et al., 2004;
Zablotowicz & Reddy, 2007).

De forma similar, a altura das plantas foi diminuida pelo aumento da
dose de glyphosate com a aplicacao Unica afetando a altura das plantas mais
do que a aplicacao sequencial para as mesmas doses (Figura 8).

4.5.6 Eficiéncia do uso da agua (EUA)

Eficiéncia agronémica no uso da agua pode ser determinada por meio
da relacéo entre a producdo de massa seca e o consumo de agua pela cultura
(Buzzeti et al., 1993; Kramer & Boyer, 1995; Doorenbos & Kassam, 1998). A
EUA foi severamente reduzida com o aumento da dose de glyphosate (Figura
9). De fato, o volume de agua que a soja RR sem glyphosate requer para
produzir 1 g de massa seca foi 204% e 152% menor que aquelas expostas a
2.400 g e.a. ha™ da aplicagdo Unica ou sequencial de glyphosate. Como o
glyphosate é exsudado das plantas para a rizosfera (Rodrigues et al., 1982;
Feng & Thompson, 1990; Cornish et al., 2005; Laitinen et al., 2005; Kremer et
al., 2005; Huber, 2006; Homheld, 2007; Bott et al., 2008), este estudo foi
conduzido em solucédo nutritiva, as plantas de soja estavam sujeitas a continua
absorcao de glyphosate e, ou de seus metabdlitos. O glyphosate exsudado
deve ser sorvido pelas particulas do solo em campo ou em estudos de casa-
de-vegetacao (Franz et al., 1997; Toni et al., 2006), portanto, menores injarias
sdo observadas na soja RR em condi¢des de campo.

Plantas de soja RR que recebem aplicacdo Unica com doses comerciais
de glyphosate (600 a 1.200 g e.a. ha™*) precisaram de 13% a 20% mais agua
para produzir a mesma quantidade de biomassa seca em compara¢do com as
plantas-controle. Embora o efeito seja menos pronunciado com a aplicacao
sequencial, a aplicacdo de glyphosate na dose comercial recomendada para a
soja RR, as plantas requerem 8% a 14% mais agua para produzir a mesma
biomassa seca em comparacdo com aquelas sem aplicacéo (Figura 9).

Os efeitos negativos do glyphosate nos parametros fotossintéticos e
teores de clorofila estdo de acordo como o0s sintomas visuais descritos como
‘yellow flashing” por outros autores (Krausz & Young, 2001; Reddy &

Zablotowicz, 2003). A diminuicdo na absorcdo de agua causada pelo
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glyphosate observada neste estudo poderia explicar as diminuicdes na
concentracdo dos nutrientes minerais da parte aérea e producdo de biomassa
da cv. BRS 242 RR tratada com glyphosate no estudo conduzido por Zobiole et
al. (2010). Efeitos do glyphosate ou de seus metabodlitos na EUA explicam
porgue a soja RR submetida ao uso do glyphosate € mais sensivel & seca e
menos eficiente em converter &gua em biomassa comparada com plantas RR

gue nao recebem glyphosate.

4.6 Concluséo

Com o aumento da dose de glyphosate, parametros fotossintéticos,
absorcao de agua e producdo de biomassa diminuiram drasticamente, sendo
gue o efeito da aplicacao Unica foi maior que aplicagcdes sequenciais. Com as
provaveis mudancgas climaticas no futuro, um provavel aumento na quantidade
de agua sera requerido para a producdo da soja RR pelo aumento de sua

transpiracao.
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Tabela 1. Estimativas dos parametros das analises de regressdo das varaveis
relacionadas a fotossintese da soja RR tratada com diferentes doses de glyphosate
em aplicacdo Unica ou sequencial.

Figura 1A. Taxa fotossintética (A) da aplicacdo Unica

DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R?
y0 a b C
58 11,60 -0,0016 7,12E7 -4,45E10 0,98*
38 11,16 -0,0022  3,75E8 -8,09E11 0,99*
35 11,77 -0,0034 8,54E7 -3,34E10 0,99*
26 9,98 0,0022 -6,33E6 1,55E9 0,98*
22 10,26 -0,0070 6,31E6 -1,44E9 0,87*
Figura 1B. Taxa fotossintética (A) da aplicacdo sequencial
DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R?
y0 a b C
58 11,55 -0,0060 3,36E6 -5,58E10 0,99*
38 11,05 -0,0006 -2,49E6 8,48E10 0,98*
35 11,80 0,0064 6,36E6 -1,90E9 0,97*
26 10,30 -0,0061 4,72E6 -1,31E9 0,95*
22 10,27 -0,0040 3,80E6 -8,90E10 0,96*
Figura 1C. Condutancia estomatica (gs) da aplicagao Unica
DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R?
y0 a b c
58 0,27 -8,02E5 4,94ES8 -1,37E11 0,93*
38 0,20 0,0001 -2,04E7 592E11 0,93*
35 0,24 7,12E5 -1,74E7 5,59E11 0,94*
26 0,13 0,0001 -1,70E7 4,14E11 0,91*
22 0,12 9,21E5 -1,05E7 3,28E11 0,82*
Figura 1D. Condutéancia estomatica (gs) da aplicacdo sequencial
DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R®
y0 a b c
58 0,27 -0,0002 1,71E7 -3,72E11 0,89*
38 0,20 -5,74E5 2,37ES8 -3,73E12 0,79*
35 0,23 3,04E6 -7,47ES8 2,83E11 0,81*
26 0,13 3,24E5 -8,87ES8 2,64E11 0,96*
22 0,13 7,09E5 -6,99ES8 2,25E11 0,80*
Figura 1E. Taxa transpiratoria (E) da aplicacdo Unica
DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R®
y0 a b C
58 1,44 -0,0001 -3,44E8 6,09E12 0,92*
38 1,40 0,0001 -2,89E8 -3,04E11 0,99*
35 1,38 -0,0008 7,96E7 -2,46E10 0,99*
26 0,75 0,0008 -8,69E7 2,09E10 0,95*
22 0,80 0,0002 9,91E9 -3,40E11 0,92*
Figura 1F. Taxa transpiratoria (E) da aplicacdo sequencial
DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R®
yO0 a b C
58 1,45 -595E5 -4,63E7 1,78E10 0,90*
38 1,41 -0,0013 1,02E6 -2,38E10 0,95*
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35 1,39 -0,0010 8,13E7 -1,79E10 0,99*
26 0,77  0,0004 -4,88E7 1,21E10 0,98*
22 0,79 0,0004 -4,81E7 1,43E10 0,93*
Figura 1G. CO, subestomatico (Ci) da aplicacao Unica
DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R?
y0 a b C
58 92,32 0,0497 -2,77E6 2,14E9 0,99*
38 125,89 -0,0241  7,28E5 -1,96E8 0,99*
35 118,27 -0,0301 8,57E5 -1,95E8 0,99*
26 115,96 0,3494 -0,003 6,42E8 0,99*
22 222,30 0,0293 -4,57E5 1,17E8 0,98*
Figura 1H. CO, subestomaético (Ci) da aplicacdo sequencial
DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R?
y0 a b C
58 92,63 0,1889 -0,0001 2,36E8 0,99*
38 126,66 0,0141  5,26E5 -1,81E8 0,95*
35 117,67 0,1343 -0,0001 4,79E8 0,98*
26 111,51 0,2432 -0,0002 6,84E8 0,99*
22 221,42 -0,0793 6,50E5 -1,53E8 0,96*
Figura 1l. Eficiéncia de carboxilagao (A/Ci) da aplicagéo Unica
DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R?
y0 a b C
58 0,12 -7,53E5 2,72ES8 -5,55E12 0,99*
38 0,09 -1,35E5 -2,33E8 7,36E12 0,99*
35 0,09 -2,44E5 -2,26E8 7,60E12 0,99*
26 0,09 -0,0001 6,09ES8 -1,22E11 0,98*
22 0,04 -3,76E5 3,80ES8 -8,90E12 0,90*
Figura 1J. Eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci) da aplicacdo Unica
DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R®
y0 a b C
58 0,12 -0,0002 1,13E7 -2,34E11 0,99*
38 0,08 -3,25E5 -9,50E9 5,66E12 0,99*
35 0,09 -0,0001 9,31ES8 -2,63E11 0,99*
26 0,09 -0,0001 9,39ES8 -2,32E11 0,99*
22 0,04 -1,18E6 3,71E9 -8,18E13 0,99*

*(n=8, P<0,01)
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Tabela 2. Regressfes e correlacdes para fluorescéncia (Fo), méaxima
fluorescéncia (Fm) e razdo da fluorescéncia pela méaxima fluorescéncia
(Fv/Fm) da soja RR tratada com diferentes doses de glyphosate em aplicagéo
Unica ou sequencial.

Figura 2A. Fluorescéncia (Fo) da apliacao unica

DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R?
yO a B C
58 433,28 -0,1361  9,77E5 -2,41E8 0,98*
38 459,46 -0,2982  0,0002 -4,93E8 0,99*
35 443,00 -0,2322 0,0001 -3,61E8 0,97*
26 443,74 -0,0887 1,85E5 7,83E11 0,96*
22 423,13 0,0515 4,71E5 -2,16E8 0,97*
Figura 2B. Fluorescéncia (Fo) da apliacdo sequencial
DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R?
y0 a b c
58 434,57 -0,1498  0,0001 -2,54E8 0,99*
38 457,49 -0,2202  0,0001 -2,46E8 0,98*
35 446,50 -0,2096  9,69E5 -1,53E8 0,99*
26 447,36 -0,1418  8,16E5 -1,40E8 0,98*
22 431,40 0,1382 -9,80E5 2,52E8 0,88*
Figura 2C. Maxima fluorescéncia (Fm) da apliacdo Unica
DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R®
y0 a b c
58 1800,01 -0,3131  0,0001 -3,05E8 0,99*
38 1553,62 -0,9219  0,0003 -3,20E8 0,97*
35 1592,22 0,1440 -0,0007 1,81E7 0,98*
26 1546,74 0,3851  -0,0008 2,16E7 0,96*
22 1529,21 0,9614  -0,0008 1,88E7 0,99*
Figura 2D. Maxima fluorescéncia (Fm) da apliacdo sequencial
DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R®
y0 a b c
58 1796,64 -0,0880 -0,0002 6,00E8 0,97*
38 1584,39 -0,5217 -4,99E5 2,43E8 0,99*
35 1589,78 0,0395 -0,0005 1,37E7 0,99*
26 1544,35 -0,1661 2,28E5 -2,24E8 0,97*
22 1533,90 10,6932 -0,0005 1,16E7 0,95*
Figura 2E. Razao (Fv/Fm) da aplicacdo unica
DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R®
y0 a b c
58 0,77 -3,77E5  2,42E8 -5,12E12 0,96*
38 0,69 0,0002  -3,02E7 9,36E11 0,88*
35 0,72 0,0002 -2,19E7 544E11 0,86*
26 0,71 0,0001  -1,39E7 2,48E11 0,96*
22 0,72 0,0001  -1,50E7 4,11E11 0,97*
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Figura 2F. Razado (Fv/Fm) da aplicacdo Unica

DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R*
y0 a b C

58 0,76 8,05E5 -9,28ES8 2,51E11 0,98*

38 0,71 -5,08e6  6,87E9 -3,87E11 0,99*

35 0,72 0,0001 -1,47E7 3,29E11 0,97*

26 0,71 4 51E5 -1,78ES8 -8,25E12 0,98*

22 0,72 3,03E5 -2,46ES8 4,41E12 0,82*

*(n=8, P<0,01)
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Tabela 3. Regressdes e correlagdes para o teor de clorofila
(mg cm?) da soja RR tratada com diferentes doses de
glyphosate em aplicacdo Unica ou sequencial.

Figura 3A. Teor de clorofila da aplicagédo Unica

DAE Estimativa dos parametros do modelo R?
ajustado
y0 a b C
58 0,0181 -6,84E6 3,24E9  -9,18E13 0,99*
38 0,0120 -4,17E6 -156E9 5,07E13 0,98*
35 0,0123 -1,89E6 -4,63E9 1,38E12 0,99*
26 0,0076 857E7 3,12E10 -1,79E13 0,80*
22 0,0077 127E6 -1,36E9 3,32E13 0,85*
Figura 3B. Teor de clorofila da aplicagdo sequencial
DAE Estimativa dos parametros do modelo R?
ajustado
yO0 a b C
58 0,0180 -9,11E6 5,68E9 -1,64E12 0,99*
38 0,0122 -6,20E6 2,09E9  -3,75E13 0,98*
35 0,0123 -4,76E6 3,00E9 -1,14E12 0,98*
26 0,0076 1,99e6 -1,16E9  1,59E13 0,92*
22 0,0077 1,19E6 -1,66E9 5,42E13 0,96*

*(n=8, P<0,01)
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Tabela 4. Regressdes e correlacdes para o total de agua absorvida em
diferentes estadios de crescimento da soja RR tratada com diferentes
doses de glyphosate em aplicacdo Unica ou sequencial.

Figura 4A. Total de agua absorvida na aplicagédo Unica

DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R?
y0 a b C
58 9919 -4,0458 0,0009 -1,34E7 0,99*
56 8117 -3,2284 0,0009 -1,90E7 0,99*
52 6566 -2,3128 0,0007 -1,66E7 0,99*
49 4971 -1,6345 0,0007 -2,02E7 0,99*
45 4134 -1,0350 0,0004 -1,38E7 0,99*
40 3174 -0,6240 0,0003 -9,26E8 0,99*
38 2221 -0,3712 0,0003 -8,29E8 0,98*
35 1614 -0,0827 -2,81E5 2,57E9 0,93*
30 1340 -0,1447 5,70E5 -1,41E8 0,89*
28 1086 -0,1475 0,0001 -2,72E8 0,94*
26 688 -0,1312 0,0001 -3,18E8 0,89*
22 439 -0,0530 5,84E5 -1,62E8 0,80*
20 301 -2,04E17 1,19E20 2,21E25 0,99*
Figura 4B. Total de agua absorvida na aplicagcao sequencial
DAE Estimativa dos parametros do modelo ajustado R®
y0 a b C

58 10048 -5,5940 0,0032 -7,13E7 0,98*
56 8206 -4,1330 0,0025 -6,19E7 0,97*
52 6624 -3,0358 0,0019 -4,86E7 0,97*
49 5021 -1,9991 0,0014 -3,75E7 0,96*
45 4178 -1,3877 0,0011 -3,14E7 0,94*
40 3209 -0,8089 0,0007 -2,20E7 0,90*
38 2237 -0,5102 0,0006 -1,74E7 0,88*
35 1624 -0,2465 0,0003 -1,07E7 0,81*
30 1346 -0,2422 0,0003 -9,73E8 0,80*
28 1101 -0,1651 0,0001 -3,84E7 0,82*
26 701 -0,1294 0,0001 -3,55E8 0,80*
22 442 -0,0337 3,85E5 -1,18E8 0,83*
20 302 -2,04E17 1,19E20 2,21E25 0,99*

*(n=8, P<0,01)
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Taxa fotossintética da aplicagdo Unica
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Taxa transpiratéria da aplicacdo Unica
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Eficiéncia de carboxilacao da aplicacao Unica
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Figura 1. Taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (gs), taxa transpiratoria (E), CO;
subestomatico (Ci) e eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci) na soja GR ap0Os aplicacdo de doses
crescentes de glyphosate em duas modalidades de aplicacdo. Cada ponto representa a média
de quatro repeticdes independentes.
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Razao (Fv/Fm) da aplicacdo Unica
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Figura 2. Fluorescéncia (Fo), Maxima Fluorescéncia (Fm), Razdo fluorescéncia pela
maxima fluorescéncia (Fv/Fm) sob condi¢cdes constantes na soja GR apos aplicacdo de
doses crescentes de glyphosate em duas modalidades de aplicagdo. Cada ponto
representa a média de quatro repeti¢cdes independentes.
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Teor de clorofila da aplicagdo Unica

0,020

0,018
0,016
0,014
0,012
0,010
0,008
0,006
0,004
0,002
0,000

Teor de clorofila (mg cm?)

Teor de clorofila (mg cm™?)

. ; T : . . .
©o 1800° 38 3 0 600 900 1200 1800 2400
"4, OPE Glyphosate (g e.a. ha™)

®% 2400 A A A

Teor de clorofila da aplicagdo sequencial

0,020 ~
0,018
0,016
0,014
0,012
0,010
0,008
0,006
0,004
0,002
0,000

Teor de clorofila (mg cm'z)

Teor de clorofila (mg cm?)

[ > ! 38 % 0 600 900 1200 1800 2400
DRE Glyphosate (g e.a. ha™)
2400 B B

Figura 3. Teor de clorofila (mg cm®) na soja GR ap6s aplicacdo de doses crescentes
de glyphosate em duas modalidades de aplicacdo. Cada ponto representa a média de
guatro repeti¢cdes independentes.
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Absor¢ao total de agua da aplicacéo Unica
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Figura 4. Absorcao total de dgua em diferentes DAE sob doses crescentes de glyphosate.
Cada ponto representa a média de quatro repeti¢cdes independentes.

73



10000

8000 ~

y =9854,96—3,5125x +0,0007x
2 =097

Absorcgao total de agua (mL planta™) até o estadio R1

T O
6000 - =%
v =9883,27-3,6519x+0,0004x
7> =0,99
4000 -
® Aplicagao unica
O Aplicagao sequencial
2000 . T T . .
0 600 900 1200 1800

2400

Glyphosate (g e.a. ha'1)
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Figura 6. Biomassa seca da raiz da soja RR no estadio R1 apds tratamento
com glyphosate. Dados representam a media de oito repeticoes.
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Figura 7. Biomassa seca da parte aérea da soja RR no estadio R1 apds
tratamento com glyphosate. Dados representam a média de oito repeticdes.

76



90 ~

85 ¢
‘g 80 -
o] y=84,82-0,0128x
75 A 2 _
f:, r-=0,99
[7)
8 70 A
E y =82,41-0,0088x
Q.
65 1 2
P r* =096 0
o
5 60 A
=
< ® Aplicacéo unica
55 A O Aplicagéo sequencial (J
50 T T T T 1
0 600 900 1200 1800 2400

Gyphosate (g e.a. ha™)
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5. CAPITULO 3

O glyphosate afeta a fotossintese na primeira e na segunda geracao de

soja resistente ao glyphosate®

5.1 Resumo

A &rea plantada de soja convencional tem diminuido a cada ano, enquanto a
area de soja resistente ao glyphosate (RR) tem drasticamente aumentado
principalmente pela grande adoc¢éao do glyphosate no atual sistema de manejo
de plantas daninhas. Com o0 uso generalizado do glyphosate, muitos
agricultores tém observado injdrias visuais em algumas variedades de soja RR
apos a aplicagdo. Uma nova geragdo designada como “segunda geragdo —
RR2” foi desenvolvida recentemente e estas cultivares RR2 ja estdo
comercialmente disponiveis aos agricultores e prometem ser mais produtivas
em relacdo as cultivares RR anteriores. No entanto, pouca informacao esta
atualmente disponivel sobre o desempenho da soja RR2, havendo somente
relatos comerciais ou pelos agricultores. Desta forma, uma avaliagcdo de
diferentes doses de glyphosate aplicadas em diferentes estadios fenolégicos da
primeira e da segunda geracdo de soja revelou signficativa diminuicdo na
fotossintese. Em geral, 0 aumento da dose de glyphosate e aplicaces tardias
(V6) pronunciaram a diminuicdo dos parametros fotossintéticos e
consequentemente diminuiram a area foliar e a producédo de biomassa da parte
aérea. Em contraste, para raiz, ocorreram resultados inversos em que
aplicacdes precoces (V2) foram mais danosos na raiz que para parte aérea.
Baixas doses e aplicacfes precoces causaram menos danos para a parte
aérea das plantas de soja RR, sugerindo que com aplicagdes precoces (V2),
as plantas, provavelmente, possuem mais tempo para se recuperar dos efeitos
do glyphosate ou de seus metabdlitos em relacédo a aplicacdes tardias.

Palavras-chave: soja resistente ao glyphosate (Glycine max L.); glyphosate;
fotossintese; biomassa.

5.2 Abstract

The crop area planted to conventional soybeans has decreased annually while
that planted to glyphosate-resistant (RR) soybean has drastically increased
mainly due to the wide adoption of glyphosate in current weed management
systems. With the extensive use of glyphosate, many farmers have noted visual
plant injury in RR soybean varieties after glyphosate application. A new
generation designated as “second generation — RR2” has been recently
developed and these RR2 cultivars already are commercially available for
farmers and promoted as higher yielding relative to the previous RR cultivars.
However, little information is currently available about the performance of RR2

*Trabalho publicado na Revista Plant and Soil, 2010 (Title: Glyphosate affects photosynthesis in

first and second generation of glyphosate-resistant soybeans)
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soybean beyond commercial and farmer testimonial data. Thus, an evaluation
of different glyphosate rates applied in different growth stages of the first and
second generation of RR soybeans, revealed a significant decrease in
photosynthesis. In general, increased glyphosate rate and late applications (V6)
pronounced decrease photosynthetic parameters and consequently decreased
in leaf area and shoot biomass production. In contrast, low rate and early
applications were less damage for the RR soybean plants, suggesting that with
early applications (V2), plants probably have more time to recover from
glyphosate or its metabolites effects regarding late applications.

Key words: glyphosate-resistant soybean; (Glycine max L.); glyphosate;
photosynthesis; biomass.

5.3 Introducéo

A soja é a espécie mais cultivada no mundo com uma area de producéo
global que continua crescendo a cada ano, principalmente pelo amplo uso de
glyphosate no atual sistema de manejo de plantas daninhas baseado na soja
resistente ao glyphosate ou Roundup Ready® (RR). A primeira geracéao de soja
foi introduzida em 1996 nos Estados Unidos (Duke et al., 2005) e desenvolvida
pela insercdo do gene cp4 EPSPs, sequencialmente derivado de uma bactéria
comum do solo Agrobacterium sp. estirpe cp4 (Franz et al., 1997). Este gene
(cp4 EPSPs) leva a maior producdo de 5-enol-piruvil chiquimato-3-fosfato
sintase (EPSPs) que é menos sensivel a inibicdo do glyphosate comparado
com a EPSPs enddgena (nativa) de plantas de soja ndo-transgénicas.

Uma nova geragcdo designada como “segunda geragao-RR2” foi
recentemente desenvolvida baseada em uma nova técnica por meio da
insercdo do gene mediado pela Agrobacterium no meristema da soja, em que
células que foram induzidas diretamente para produzir a parte aérea tornaram-
se plantas transgénicas (Martinell et al., 2002). Esta técnica permitiu a insercao
direta de genes dentro de cultivares elites de soja, como a soja Asgrow
variedade A3244 (Paschal, 1997). Utilizando cultivares elites como base
genética, a caracteristica agronémica superior da A3244 pode migrar outras
variedades por meio de cruzamentos como, por exemplo, com a MON 89788
(Taylor et al., 2007). Em 2008, estas cultivares RR2 estavam comercialmente
disponiveis para agricultores como promotoras de maiores produtividades em

relacdo as cultivares RR antecessoras.
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Embora o principal argumento da biotecnologia RR seja a reducao do
volume de herbicidas (Gianessi & Carpenter, 2000), acredita-se que com a
introducdo da RR2, os agricultores utilizardo ainda mais glyphosate, uma vez
gue este ndo causa danos as cultivares resistentes ao glyphosate e permite
uma janela mais ampla de aplicacdo. No entanto, poucas informacdes estao
atualmente disponiveis em relacdo ao desempenho da RR2, havendo somente
dados comerciais e relatos por agricultores. Além disso, muitos agricultores
relatam sintomas visuais de injarias em algumas variedades de soja RR1 apos
aplicagdo de glyphosate (Zablotowicz & Reddy, 2007). Tais sintomas
conhecidos como “yellow flashing” ou amarelecimento das folhas superiores
tém sido atribuidos ao acumulo do primeiro metabadlito fitotoxico do glyphosate,
o acido aminometilfosfonico (AMPA) (Reddy et al., 2004).

Observagdes em campo, no Brasil e no Centro-Norte dos Estados
Unidos também sugerem que frequentes aplicacdes de glyphosate induzem a
deficiéncia de Fe, Zn em Mn em variedades de soja RR (Huber, 2006; Johal &
Huber, 2009). Um estudo prévio demonstrou que o glyphosate reduziu as
concentragcfes dos nutrientes minerais da parte aérea na soja RR em
comparacao a soja RR sem tratamento ou suas parentais isogénicas (ndao-RR)
sem tratamento, com o efeito sendo mais pronunciado nas cultivares de grupo
de maturacdo precoce (Zobiole et al., 2010a). O efeito da diminuicdo da
concentracdo dos nutrientes minerais da parte aérea pode ser atribuido a
reducbes nos parametros fotossintéticos como resultado do dano direto pelo
glyphosate a clorofila (Pihakaski & Pihakaski 1980; Kitchen et al., 1981; Reddy
et al., 2004) ou pela imobilizacdo de micronutrientes essenciais pelo
glyphosate, pela sua habilidade em formar complexos insolUveis entre
glyphosate-metal (Jaworski 1972; Kabachnik et al., 1974; Bromilow et al., 1993;
Coutinho & Mazo, 2005).

Além disso, Zobiole et al. (2010b,m outros estudos com uma cultivar de
grupo de maturacdo precoce mais sensivel ao glyphosate, avaliaram a
influéncia do aumento de doses de glyphosate na fotossintese na eficiéncia do
uso da agua nas plantas. Eles demonstraram que com o aumento da dose de
glyphosate, todos os parametros fotossintéticos e a fluorescéncia da clorofila

diminuiram drasticamente, consequentemente demonstrando que a
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fotossintese, a eficiéncia no uso da dgua e a producéo de biomassa da soja RR
foram fortemente afetados pelo glyphosate. De fato, poucos dados estédo
disponiveis em relacdo aos efeitos do glyphosate na fisiologia da soja RR,
especialmente aqueles relacionados a fotossintese, e ainda menos
informacdes em relagdo ao efeito do glyphosate nas cultivares de soja RR2.
Desta forma, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a fotossintese da soja RR1 e
RR2 tratadas com diferentes doses de glyphosate.

5.4 Materiais e Métodos

5.4.1 Solo e condi¢cfes de crescimento

Dois experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetacdo com
sistema evaporativo de refrigeracédo (26—-30: 22—26°C dia/noite), fotoperiodo de
12h de luz, irradiancia ao meio dia de 400-700 nm e densidade de fluxo

fotossintético de 1.500 pmol m? s™

no topo do dossel das plantas, na
Universidade de Missouri, Columbia, MO, EUA, entre julho e outubro, 2009. As
unidades experimentais para ambos os experimentos foram vasos de ceramica
com capacidade de 5 dm® preenchidos com solo argiloso (Mexico silt loam)
coletado do horizonte A. As propriedades quimicas foram: Cqyq: 25,2 g kg™; P:
15,87 mg kg*; K: 45,86 mg kg™; Ca: 1.782,64 mg kg™*; Mg: 123,89 mg kg™*; Fe:
80,70 mg kg™*; Mn: 43,23 mg kg™; B: 14,06 mg kg*; Cu: 1,78 mg kg*; Zn: 9,82
mg kg™; Mo: 1,61 mg kg™; pHcaciz): 6,77. O solo foi seco ao ar e peneirados
com auxilio de malha 5 mm. Foi mantido um contetdo de agua no solo (0,33

g.9™) durante todo o experimento.

5.4.2 Semente e aplicacdo do glyphosate

Sementes da cv. BRS 242 RR (RR1-primeira geracdo) e sementes da
‘nova geracao” da soja RR cv. AG3539 (RR2-segunda geracdo), foram
esterilizadas por 2 min em solucdo de 2% NaClO e apds foram inoculadas com
100 mL 50 kg™* de sementes da cultura de Bradyrhizobium japonicum, estirpes
SEMIA 587 e SEMIA 5019 (5x10° bactérias por grama). Seis sementes foram
semeadas por vaso a 3 cm de profundidade e posteriormente no estadio V1 foi

feito o desbaste deixando uma planta por vaso.
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Plantas em diferentes estadios de crescimento V2, (12 e 10 DAS - dias
apos semeadura), V4 (25 e 22 DAS), e V6 (32 e 35 DAS) para RR1 e RR2,
respectivamente, receberam a aplicacdo de formulacdo comercial de
glyphosate potassico 540 g e.a. L™ (Roundup Weather Max®, Monsanto
Company) em diferentes doses (800, 1.200 e 2.400 g e.a. ha). Exceto para a
maior dose (2.400 g e.a. ha™), as outras doses foram adotadas com base nas
recomendacdes de Gazziero et al. (2008), segundo o qual as doses
recomendadas para aplicacdo Unica de glyphosate no estadio V4 na soja RR,
varia entre 600 e 1.200 g e.a. ha™. As aplicacdes foram realizadas em uma
mesa automéatica de aplicagdo utilizando bicos tipo jato plano (Teejet, Spraying
Systems Co., Wheaton, IL), com volume de 187 L ha®’ a 150 kPa. As
aplicagbes ndo causaram escorrimento superficial das folhas e as plantas
foram irrigadas apenas no dia seguinte para assegurar a absorcéo do herbicida
pela folha. Os vasos foram irrigados diariamente a fim de manter o solo umido,

garantindo assim o conteudo de agua no solo.

5.4.3 Andlise da fotossintese

No ultimo trifélio totalmente expandido (folha diagndstica) no estadio R1,
0s parametros fotossintéticos como taxa fotossintética (A), condutancia
estomatica (gs), taxa transpiratéria (E) e a concentracado de CO, subestomatico
(Ci) foram avaliados pelo analisador de gas infravermelho (IRGA; Li-Cor, LI
6400XT, Lincoln, NE, USA). Houve pequena diferenca de tempo entre as
cultivares até que atingissem o estadio R1, sendo este estadio atingido pela
RR1 aos 42 DAS e pela RR2 aos 38 DAS.

Foi acoplado um fluorémetro (LI6400-40) em pulso-modulado integrado
com o LI 6400XT para os parametros de fluorescéncia da clorofila. A camara
do sistema fotossintético (LI6400-40) tem uma area de amostra de 2 cm? e uma
fonte de luz interna (LED) vermelha-azul que foi utilizada para obter a desejada
densidade de fluxo fotossintético (PPFD) e as medidas da fluorescéncia da
clorofila. Para avaliacGes da taxa de transporte de elétrons (ETR), a frequéncia
modulada de luz foi de 10 kHz, sob iluminagdo actinica e aumento 20 kHz

durante o pulso de saturacéo. O pulso de saturagao foi regulado para 0.8 s. A
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eficiéncia quéantica do transporte de elétrons através do fotossistema 2
(PhiPS2) foi calculada pela seguinte equacao:

PhiPS2 = Fm’ - Fs/Fm’

em que Fm’ € a maxima fluorescéncia durante o flash de saturacao de luz e Fs
é fluorescéncia “estavel” na luz (Genty et al., 1989). O PhiPS2 pode ser usado

para calcular a ETR como:

ETR = PhiPS2 *f * PPFD * a absorc¢éo da folha

em que f & a fracdo quantica absorvida que é utilizada pelo fotossistema 2
(PS2) e é tipicamente assumida como 0.4 para plantas C3 (Kumudini et al.,
2008).

O coeficiente ndo-fotoquimico da fluorescéncia da clorofila (qN) e o
coeficiente de proporcdo de abertura dos centros de reacBes (gP) foram

também estimados pelas seguintes equacdes (Krause & Weis 1991):

gP =Fm'—Fs/Fm' —Fo’

gN=(Fm/Fm’)-1

Com estas variaveis analisadas, a razdo Fv' / Fm’ foi calculada de

acordo com a equacao de Demming-Adams & Adams (1992):

FV/Fm'=Fm' —Fo’ / Fm’

Todas as avaliacbes fotossintéticas foram feitas sob fluxo de ar
constante de 500 pymol s™*. A concentracédo de CO, foi 400 ymol CO, mol™
utilizando um sistema injetor de CO, (modelo 6400-01, Li-Cor), e a temperatura
foi mantida a 26+2°C. O IRGA foi calibrado para fornecer temperatura similar
da folha e do ar dentro da camara de amostragem a uma PPFD constante de
1.500 pmol m?s™,
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5.4.4 Leituras SPAD

As leituras com o sensor SPAD (Minolta SPAD 502) foram realizadas no
mesofilo foliar (evitando-se as nervuras) da folha diagnose (Singh et al., 2002;
Richardson et al., 2002; Pinkard et al., 2006). Duas folhas foram escolhidas por
planta em cada vaso. Imediatamente ap6s cada avaliacdo foi calculada a
média do resultado como um unico indice SPAD.

5.4.5 Area foliar e biomassa

A parte area da planta foi cortada rente ao solo e separado das raizes. A
area foliar foi obtida utilizando um medidor de area foliar (Delta T. Devices)
medindo-se a planta inteira para obter a &rea total (cm? planta™). As raizes
foram cuidadosamente removidas do solo, lavadas em agua corrente,
acondicionadas em sacos de papel e secas em circulacao forcada de ar a 65 —
70°C até atingir peso constante. A massa seca foi determinada pelo peso das

partes das plantas.

5.4.6 Andlise dos dados e arranjo experimental

Ambos o0s experimentos foram conduzidos em delineamento
inteiramente casualisados em esquema fatorial (3 x 3 x 2) +1 com quatro
repeticdes. O primeiro fator foi as doses de glyphosate (800, 1.200 e 2.400 g
e.a. ha), o segundo fator o estadio de aplicacdo (V2, V4 e V6) e o terceiro
fator foi a cultivar de soja RR (cv. BRS 242 RR - primeira geragao “RR1” e a cv.
AG3539 RR - segunda geracao “RR2”). O tratamento adicional foi constituido
de plantas sem aplicacdo de glyphosate. Os dados foram submetidos a analise
de variancia, e quando os valores de F foram significativos (P<0.01), analises
de regressao foram conduzidas. Os dados foram analisados utilizando PROC
MIXED pelo programa estatistico SAS (SAS Institute, 2006) e as equacdes
ajustadas utilizando o modelo polinomial y = a + bx + cx®° pelo pacote
estatistico SigmaPlot 10.0 (SPSS, 2000).

5.5 Resultados
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5.5.1 Parametros fotossintéticos

Em ambos os experimentos, a taxa fotossintética (A) no estadio R1, foi
severamente afetada pela aplicacédo do glyphosate. Entretanto, os efeitos foram
mais pronunciados com o aumento da dose de glyphosate e aplicagbes tardias
(Figura 1A). As diferentes cultivares RR1 e RR2 foram afetadas pelo
glyphosate, embora a taxa fotossintética na RR2 tenha sido maior do que na
RR1. Considerando os tratamentos sem glyphosate, RR1 apresentou 16,43 —
17,17 pmol CO, m?s™, enquanto a RR2 apresentou entre 26,82 — 26,97 pmol
CO, m?s™, ao redor de 60% maior que em RR1 (Tabela 1). Estes resultados
estdo de acordo com aqueles observados por agricultores, os quais relatam
gue variedades de soja apresentam injurias visuais apo0s a utilizacdo de
glyphosate (Zablotowicz & Reddy, 2007).

No geral, a condutancia estomatica (gs) diminuiu com o aumento da
dose de glyphosate, no entanto ndo houve diferenca entre a época de
aplicacdo na RR1. Além disso, para o estadio V4 na RR2, ndo houve diferenca
significativa entre as doses de glyphosate, porém todas as doses de glyphosate
diminuiram a gs (Figura 1B). A condutancia estomatica diminuiu com o
aumento da dose de glyphosate e uma pequena diminuicao foi observada para
a taxa transpiratoria (E) em ambas as cultivares, mas o efeito foi maior na RR2
em relacdo a RR1 (Figura 1C, Tabela 1). Nao houve diferencas significativas
na E entre as doses de glyphosate na RR1, embora na RR2 a E diminuiu com
o0 aumento da dose (Figura 1C). O estadio V6 na RR2 que recebeu a aplicacéo
foi o mais sensivel a aplicacdo do glyphosate em relacdo aos outros estadios
de aplicacdo; ndao houve diferenca entre V4 e V6 na RR1 mas ambas foram
menores que V2 (Figura 3).

Magalhdes Filho et al. (2008) observaram que um fechamento
estomatico parcial levou a diminuicdo da gs e um aumento da concentracao de
CO, subestomatico (Ci). Desta forma, com o0 aumento da dose de glyphosate e
aplicacoes tardias, foram observados diminuicbes de gs e aumento de Ci para
ambas as cultivares. De fato, a assimilacdo de CO, foi severamente diminuida
pelo glyphosate (Figura 1D), exceto para o estadio V2 da RR2 no qual nao foi

observada esta tendéncia.
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Todos os parametros analisados com o fluorometro foram afetados pelo
glyphosate. A taxa de transporte de elétrons (ETR) diminuiu com o aumento da
dose de glyphosate (Figura 2A). Para ambas as cultivares, aplicagOes tardias
foram mais danosas do que aplicagcbes precoces. Comparando as duas
cultivares sem glyphosate, ETR da RR2 foi maior que RR1, a qual apresentou
104,90 — 106,37 pmol m? s, enquanto RR2 estava entre 168,59 — 168,79
pumol m? s™, apresentando uma E de 60% a mais que RR1 (Tabela 2), a
mesma porcentagem de reducédo observada para A (Tabela 1). Queiroz et al.
(2002) também encontraram relacéo linear entre gs e ETR, descrevendo uma
relacdo na qual diminuicdes na conduténcia estomatica refletem aparente
reducdo na taxa de transporte de elétrons (Tabela 3).

A fluorescéncia minima (Fo’) e maxima (Fm’) das folhas adaptadas a luz
diminuiu com o aumento de glyphosate, com isso a eficiéncia intriseca do
fotossistema 2 (FV/Fm’) foi também afetada pelo aumento da dose de
glyphosate (Figuras 2B — 2D). Esta razdo FV/Fm' foi mais afetada por
aplicacbes tardias na RR2 que em RR1 (Figura 2D). Além disso, a
fluorescéncia “estavel” na luz (Fs) foi também afetada pelo aumento da dose de
glyphosate e consequentemente a eficiéncia quantica do transporte de elétrons
através do fotossistema 2, a produtividade quantica baseada na assimilacdo de
CO; (PhiCO2), o coeficiente ndo-fotoquimico da fluorescéncia da clorofila (qP)
e o coeficiente de proporcdo de abertura dos centros de reacdes (qP) foram
também afetados pelo glyphosate (Figuras 2F — 2I). No entanto, o dano foi
maior na RR2 que em RR1, e como observado previamente, as aplicacfes
tardias afetaram mais intensamente estes parametros do que aplicacdes

precoces.

5.5.2 SPAD, érea foliar e producéo de biomassa

Plantas que rereberam a aplicacdo de glyphosate mostraram sintomas
cloréticos, resultando em diferentes valores do indice SPAD entre o0s
tratamentos (Figura 3A). Tendéncias para diminuicdes proporcionais dos
parametros fotossintéticos e da clorofila relacionados com as doses de

glyphosate foram também observados para as avaliagbes do SPAD. No geral,
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RR2 também foi mais afetada que RR1, e aplicacdes precoces apresentaram
menos interferéncias que aplicacoes tardias.

A éarea foliar e a producdo de biomassa da parte aérea foram
extremamente afetadas pelo glyphosate, sendo RR2 mais sensivel que RR1, e
aplicacoes tardias causando maiores reducdes do que aplicagcdes precoces
(Figuras 3B e 3C). Ao contrario das outras variaveis analisadas, as diminui¢des
entre as doses de glyphosate apresentaram poucas diferencas, mas ambas as
doses de glyphosate afetaram a producdo de biomassa da parte aérea. Em
relacdo ao peso seco da raiz, foi observado comportamento diferente no
gréfico, no qual os estadios de aplicagcdo foram mais influenciados que as
doses de glyphosate. O estadio precoce de aplicacéo (V2) foi mais afetado que
os estadios de aplicacdo tardia (V4 e V6), ilustrado pelas significativas
diminui¢cdes no peso seco da raiz (Figura 3D).

5.6 Discusséao

Injarias visuais normalmente ocorrem na soja RR apo0s aplicacdo do
glyphosate. Elas sdo geralmente consideradas nao-persistentes, em funcéao do
“yellow flashing” tender a desaparecer dentro das primeiras duas semanas
apos aplicacdo do herbicida (Reddy & Zablotowicz, 2003). No entanto, neste
estudo, os sintomas persistiram até o estadio R1, demonstrando que o0s
parametros fotossintéticos e a fluorescéncia da clorofila foram afetados pela
aplicacdo unica de glyphosate (Figuras 1 e 2). Medidas da troca de gases nas
folhas e fluorescéncia da clorofila tém sido utilizadas em combinacdes para
fornecer mais informacdes detalhadas em relacdo ao processo fotossintético do
gue utilizar cada técnica isolada (Long & Bernacchi, 2003).

Zobiole et al. (2010a) observaram que a aplicacdo unica (1.200 g e.a. ha’
1) teve maior efeito nos parametros fotossintéticos e producdo de biomassa que
em aplicacdes sequenciais (600 + 600 g e.a. ha™). Resultados similares foram
observados por Zobiole et al. (2010b) durante a avaliacdo de diferentes doses
de glyphosate (600 a 2.400 g e.a. ha™) em aplica¢8es Unicas e sequenciais na
soja RR. Eles encontraram no estadio R1 que a taxa fotossintética (A) para a
aplicagdo unica foi inferior em relacdo a aplicacdo sequencial e variou entre 11

e 5 pmol CO, m?s™ para a aplicacéo Unica (600 a 2.400 g e.a. ha') e 11 a 8
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pumol CO, m? s para a aplicacdo sequencial (600 a 2.400 g e.a. ha),
respectivamente.

Da Matta et al. (2001) determinaram A e maxima taxa fotossintética
(Amax) Na soja em saturacao de CO; e encontraram valores para A de 18.2 pmol
CO; m? st e Anax de 25 pmol CO, m? s, Kumudini et al. (2008) também
encontraram A ao redor de 26 umol CO, m?s™ no estadio R3 da cv. Asgrow
3905. Os resultados obtidos no presente estudo estdo em acordo com 0s
demais, ou seja, os tratamentos sem glyphosate foram fotossinteticamente
superiores em relacdo aqueles com glyphosate (Figura la); entretanto, a A
para RR2 foi superior que RR1, o que sugere maior atividade fotossintética.

Zobiole et al. (2010a) relatam que A, gs e E foram reduzidas pelo
glyphosate, possivelmente pelo direto dano do glyphosate aos cloroplastos
(Campbell et al., 1976; Pihakaski & Pihakaski, 1980; Nilsson, 1985) ou pela
imobilizacdo do Mg e Mn requerido para a formacéao da clorofila e fotossintese.
Uma vez que o glyphosate € um forte quelante metalico (Jaworski, 1972;
Kabachnik et al., 1974; Coutinho & Mazo 2005), ele pode imobilizar
micronutrientes essenciais requeridos como componentes, cofatores e
reguladores de funcdes fisioldgicas, entre eles Fe (Bellaloui et al., 2009) e Mn
(Johal & Huber, 2009). De acordo com Cakmak et al. (2009), o periodo de
ocorréncia do “yellow flashing” depende da habilidade das plantas em se
recuperar pela absorcdo adequada pela raiz de elementos especificos que sao
imobilizados pelo glyphosate no tecido das plantas.

Resultados similares observados por Zobiole et al. (2010a) foram
também encontrados neste estudo, A, gs e E foram significativamente
reduzidos pelo aumento da dose de glyphosate e por aplicacdes tardias
(Figuras 1b e 1c). Outros estudos tém mostrado alta correlacdo entre
condutancia estoméatica da folha e A dentro de diversos tipos de vegetacéo
distribuidos ao redor do mundo (Koérner, 1995). Como o fechamento estomatico
€ um importante fator que contribui para a depreciacdo da assimilacdo de CO,,
o estbmato também responde a diminuicdo na fixacdo de CO, pela diminui¢céo
na condutancia estomética e aumento da concentracdo do CO, subestomético
(Centritto et al., 1999); isto esta em consonancia com o significativo aumento

de Ci a medida que a dose de glyphosate foi aumentada (Figura 1d). Zobiole et
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al. (2010b) também observaram significativo aumento do Ci apds aplicacdo do
glyphosate e no estadio R1.

A energia luminosa usada na fotossintese pode ser dissipada como
calor, e/ou re-emitida como luz e longo comprimento de ondas, sendo este
ultimo processo conhecido como fluorescéncia (Maxwell & Johnson, 2000). De
acordo com Horton et al. (1996), diminuicbes na taxa fotossintética estdo
associadas com diminuicbes em FV/Fm’ com consequente aumento da
excitacdo de energia nas antenas do fotossistema Il e sdo geralmente
considerados indicativos de “baixa regulagdo” no transporte de elétron. Estes
resultados foram também observados neste estudo, observando-se que
diminuicbes em A (Figura 1a) refletiram em diminuigcbes em FVv'/Fm’ (Figura 2d).

A eficiéncia de produtividade quantica do fotossistema 2 representa a
capacidade da planta em converter a energia luminosa em energia quimica
(Genty et al., 1989). Desta forma, consideranto que o glyphosate afetou Fo’,
Fm’ e Fs, consequentemente Fv'/Fm’, PhiPS2, PhiCO2, ETR, gP e gN foram
também afetados pelo glyphosate (Figura 2). No entanto, houve
comportamento diferenciado para o estadio de aplicacdo e a dose de
glyphosate. Maiores doses e aplicacbes mais tardias resultaram em grande
diminuicdo na fluorescéncia (Figura 2). Além disso, RR2 foi mais sensivel a
aplicacao de glyphosate que RR1.

Como comentado anterioremente, a fluorescéncia da clorofila indica o
potencial que o PS2 esta utilizando da energia absorvida pela clorofila, que &
vulneravel e danosa sob excesso de luz (Maxwell &Johnson 2000).
Diminuigdes em FVv’/Fm’ indicam a fotoinibicdo do PS2 (Martinez-Ferri et al.
2004). O fluxo de elétrons pelo PS2 indica de modo geral a taxa de
fotossintese. Sabe-se que PS2 é o componente mais vulneravel do aparelho
fotossintético ao dano induzido pela luz. Danos no PS2 frequentemente serdo a
primeira manisfestacédo de estresse na folha (Maxwell &Johnson 2000). PhiPS2
mede a proporcao de luz absorvida pela clorofila associada com o PS2 que é
utilizada na fase fotoquimica. Desta forma, ela pode dar uma medida da taxa
linear de transporte de elétrons e um indicativo da fotossintese (Genty et al.,
1989; Maxwell &Johnson 2000). Portanto, o glyphosate, provavelmente, afetou

0 PS2 nas plantas que receberam aplicacao deste herbicida (Figura 2).
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Genty et al. (1989) encontraram uma resposta linear entre PhiCO2, gP e
FV’'/Fm’ pela abertura dos centros de reagao do PS2, e tém utilizado isso como
curva de calibragdo para estimar a taxa nao-ciclica de transporte de elétrons
com a atividade da rubisco (Cheng et al.,, 2001). Sabe-se que a dissipagéo
térmica da luz absorvida ajuda a proteger o dano ao aparelho fotossintético,
particularmente pelo controle do dano a proteina D1 do PS2 (Long et al., 1994).
Como o coeficiente ndo-fotoquimico da fluorescéncia da clorofila (qN) indica a
dissipacdo de calor, protegendo o aparelho fotossintético contra efeitos
deletérios do efeito da luz (Jiang et al., 2006), o presente estudo sugere que 0
glyphosate deve exercer efeitos negativos no PS2, os quais foram mais
pronunciados com doses maiores e aplicagcbes tardias. A inibicdo da
fotossintese com glyphosate também ocorre na reacdo de Hill em cloroplastos
isolados, assim como também em tecidos de plantas intactas (Campbell et al.,
1976).

Os valores de SPAD diminuiram significativamente com o aumento da
dose de glyphosate. O aparelho SPAD mede a absor¢cdo no comprimento de
650 e 940 nm para estimar os niveis de clorofila (Richardson et al., 2002),
portanto o teor de clorofila ndo se recuperou apOs o tratamento com
glyphosate, como evidenciado pelos sintomas cloroticos persistentes até o
estadio R1. De fato, o teor de clorofila diminuiu de forma proporcional ao
aumento da dose de glyphosate (Figura 3a). Esta diminuicdo pode ocorrer pelo
direto dano ao cloroplasto (Campbell et al., 1976; Pihakaski & Pihakaski, 1980;
Nilsson, 1985) na presenca do glyphosate. Zobiole et al. (2010a) também
notaram que a soja RR de diferentes grupos de maturacdo expostas a
aplicacdo unica ou sequencial de glyphosate, frequentemente, apresentou
concentracdo de clorofila menor do que aquelas ndo-expostas ao herbicida.
Glyphosate pode também impedir a sintese de clorofila pela inibicdo da
formacédo de porfirina pelos precursos do acido &-aminolevulinico (ALA) (Cole,
1985; Zaidi et al., 2005).

Thompson et al. (1996) observaram forte correlacdo entre o teor de
clorofila com valores SPAD e é&rea foliar na soja e demonstraram que 0s
valores de SPAD poderiam ser utilizados para distinguir genétipos de alto ou

baixa area foliar. Ao contrario, analises de regressdo de dados similares por
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Fritschi & Ray (2007) indicaram que tanto valores de SPAD como teor de
clorofila ndo foram bons indicadores para area foliar entre 833 linhagens
examinadas. No presente estudo, SPAD correlacionou ndo somente com a
area foliar, mas também com a producao de biomassa foliar (Figuras 3a — 3c ),
a qual diminuiu significativamente com o aumento da dose e aplicagdes tardias.

A duracdo da injuria na soja RR tratada com glyphosate esta
correlacionada com os niveis de AMPA formados dentro da planta (Zablotowicz
& Reddy, 2007). Este primeiro metabdlito fitotdxico é toxico para a soja RR pela
reducdo de clorofila e biomassa da parte aéra (Reddy et al., 2004). Outros
autores também relataram reducéo de peso seco da parte aérea e raiz na soja
RR, utilizando glyphosate a 1.680 g e.a. ha™ (Reddy et al., 2000) e 6.300 g e.a.
ha™ (King et al., 2001). De forma similar, Bott et al. (2008) também notaram
gue doses recomendadas de glyphosate aplicadas na soja RR, diminuiram
significativamente a bioamassa e enlogacgéo da raiz.

Zobiole et al. (2010b) encontraram que com o aumento da dose aplicada
de glyphosate, a biomassa da raiz e parte aérea foram afetadas,
provavelmente por efeitos aditivos detrimentais na fotossintese. No presente
estudo, o dano causado pelo glyphosate foi mais intenso na parte aérea que na
raiz (Figuras 3c — 3d). Comparando o0 peso seco da parte aérea em relacdo a
raiz nas diferentes épocas de aplicacdo (V2, V4 e V6), 0 peso seco da parte
aérea diminuiu mais com aplica¢des tardias em relacdo a aplicacdes precoces.
Em contraste, as raizes exibiram um comportamento oposto, sugerindo que
com aplicacdes precoces (V2), plantas provavelmente possuem mais tempo de
recuperacdo dos efeitos do glyphosate. De acordo com Shibles & Weber
(1965), a producdo de biomassa total da soja depende fundamentalmente da
energia suprida pela fotossintese, a qual € baseada na energia solar para
sintetizar compostos carbonicos. Desta forma, com area foliar adequada, a
producédo de carbono € otimizada com esta captacéo de energia (Taiz & Zeiger,
1998). Portanto, reducbes na fotossintese (Figuras 1 e 2), area foliar e
consequentemente na biomassa da parte aérea observadas no estadio R1
(Figura 2), distante da aplicagdo do herbicida, sugerem que o glyphosate ou

seus metabdlitos devem exercer efeitos residuais persistentes na fisiologia da
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planta. A molécula de glyphosate pode permanecer na planta até completa
maturacéo fisiologica (Duke et al. 2003; Arregui et al. 2004).

Ainda que a RR2 tenha mostrado maiores taxas fotossintéticas e
transpiratorias (Figura 1a), ela produziu menor area foliar e biomassa da parte
aérea e raiz em relacdo a RR1 (Figura 3b — 3d). Desta forma, RR1 possui
maior atividade fisiologica (fotossintese e respiracdo) e clorofila funcional do
gue a RR2. porém ambas as cultivares foram afetadas pelo glyphosate ou seus
metabdlitos. Recentes estudos demonstraram que o glyphosate diminuiu a
eficiéncia do uso da agua pela soja RR (Zobiole et al. 2010b), sugerindo que
plantas de soja RR sdo mais sensiveis a seca e menos eficiente em converter
agua em biomassa em aplicacdo de glyphosate comparado com plantas sem

tratamento.

5.7 Concluséo

O glyphosate causou efeitos indesejaveis na fotossintese e producao de
biomassa na primeira e segunda geracdo de soja RR. Aplicacdes precoces
(V2) foram mais danosas na raiz que na parte aérea, embora aplicacdes tardias

(V6) afetaram mais a parte aérea do que a raiz.
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Tabela 1. Regressbes e correlacdes para as varidveis analisadas em
diferentes sojas RR tratadas com diferentes doses Unicas de glyphosate

Estadio Estimativa dos parametros do modelo R?
fenolégico ajustado
A b C
Fig. 1A. Taxa fotossintética (A)
RR1
V2 17,17 -0,0021 0,94*
V4 16,43 -0,0045 0,0567 0,99*
V6 16,61 0,0009 -0,2888 0,91*
RR2
V2 26,97 -0,0025 -0,2142 0,92*
V4 26,86 0,0066 -0,7055 0,98*
V6 26,92 0,0051 -0,7871 0,98*
Fig. 1B. Condutancia estomatica (gs)
RR1
V2 0,0781 0,0001 -0,0004 0,95*
V4 0,0779 0,0003 -0,0005 0,89*
V6 0,0790 0,0004 -0,0006 0,85*
RR2
V2 0,0788 -0,0007 -0,0007 0,95*
V4 0,0783 0,0002 -0,0022 0,99*
V6 0,0785 0,0001 -0,0024 0,99*
Fig. 1C. Taxa transpiratoria (E)
RR1
V2 2,32 0,00001 -0,0095 0,93*
V4 2,33 0,00005 -0,0048 0,96*
V6 2,35 0,00001 -0,0152 0,85*
RR2
V2 1,68 -0,0003 -0,0009 0,94*
V4 1,68 0,0003 -0,0352 0,96*
V6 1,68 0,0004 -0,0455 0,98*
Fig. 1D. Concentracdo de CO, subestomatico (Ci)
RR1
V2 -97,38 0,0271 1,9643 0,99*
V4 -101,10 0,1409 -1,2103 0,94*
V6 -100,92 -0,1096 12,1038 0,97*
RR2
V2 -233,67 -0,0232 1,7628 0,89*
V4 -240,02 0,0992 1,5069 0,88*
V6 -240,03 0,2653 -2,3876 0,94*

* (n=6, P<0,01).
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Tabela 2. Regressdes e correlagbes para as varidveis analisadas em
diferentes sojas RR tratadas com diferentes doses Unicas de glyphosate

Estadio Estimativa dos parametros do modelo R?
fenolégico ajustado
a b C

Fig. 2A. Taxa de transporte fotossintético de elétrons (ETR)
RR1

V2 104,90 -0,0187 0,4049 0,99*
V4 105,24 -0,0222 0,2936 0,99*
V6 106,37 0,0084 -1,7151 0,89*
RR2
V2 168,79 -0,0338 -0,0925 0,95*
V4 168,79 0,0302 -3,5564 0,97*
V6 168,59 0,0388 -4,5506 0,98*
Fig. 2B. Fluorescéncia minima (Fo’)
RR1
V2 658,56 -0,0806 1,4221 0,99*
V4 661,21 -0,1407 2,3242 0,97*
V6 662,18 0,0842 -8,2857 0,94*
RR2
V2 594,02 -0,0480 1,2231 0,84*
V4 592,32 -0,0492 0,4489 0,99*
V6 594,20 -0,0750 -1,3955 0,98*
Fig. 2C. Fluorescéncia maxima (Fm’)
RR1
V2 1892,24 -0,4779 13,1817 0,98*
V4 1906,97 -0,6289 10,4994 0,97*
V6 1921,36 0,3216 -36,7188 0,88*
RR2
V2 1329,92 -0,1963 1,0210 0,94*
V4 1328,01 0,0491 -12,8223 0,98*
V6 1330,33 0,0067 -17,7717 0,98*
Fig. 2D. Eficiéncia intrinseca do fotossistema 2 (FV'/Fm’)
RR1
V2 962,99 -0,1376 4,2889 0,98*
V4 967,81 -0,2358 4,5409 0,96*
V6 975,22 0,1844 -14,3569 0,81*
RR2
V2 999,86 -0,1160 1,4807 0,93*
V4 998,82 -0,0358 -3,7956 0,98*
V6 1001,66 -0,0921 -6,7785 0,97*
Fig. 2E. Fluorescéncia “estavel” na luz (Fs)
RR1
V2 0,6778 -0,00007 0,0017 0,99*
V4 0,6798 -0,0001 0,0022 0,96*
V6 0,6873 0,00007 -0,0092 0,85*
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RR2

V2 0,5509
\Z 0,5521
V6 0,5526

Fig. 2F. Eficiéncia quantica do transporte fotossintético de elétrons através

do Fotossistema 2 (PhiPS2)
RR1

-0,00006
0,00002
0,00001

-0,00008
-0,0001
0,00004

-0,00004
-0,00004
0,00005

0,0001
-0,0050
-0,0064

0,0019
0,0013
-0,0081

-0,0001
-0,0052
-0,0067

0,97*
0,94*
0,96*

0,99*
0,99*
0,89*

0,94*
0,96*
0,98*

Fig. 2G. Produtividade quéantica baseada na assimilagédo de CO, (PhiCO,)

Fig. 2H. Coeficiente ndo-fotoquimio da fluorescéncia (qN).

Fig. 21. Proporcéo de abertura dos centros de reacao (qP).

V2 0,4944
V4 0,4960
V6 0,5013
RR2

V2 0,2482
V4 0,2482
V6 0,2479
RR1

V2 0,0410
V4 0,0411
V6 0,0416
RR2

V2 0,0250
V4 0,0204
V6 0,0204
RR1

V2 2991,64
V4 3030,50
V6 3031,61
RR2

V2 2234,74
V4 2236,65
V6 2237,66
RR1

V2 0,8011
V4 0,8015
V6 0,8032
RR2

V2 0,4514
V4 0,4518
V6 0,4507

-0,00001
-0,00001
0,00005

-0,00001
0,00004
0,00003

-0,4209
-0,2587
0,2134

-0,1921
0,1660
0,1483

-0,00005
-0,00002
-0,00004

-0,00006
0,00005
0,00008

0,0003
0,0001
-0,0006

-0,0002
-0,0005
-0,0006

11,4480
-0,00005
-35,0441

-2,0108
-20,7165
-24,5873

-0,0026
-0,0037
-0,0065

0,0002
-0,0068
-0,0094

0,98*
0,99*
0,90*

0,91*
0,98*
0,98*

0,97*
0,96*
0,88*

0,97*
0,96*
0,97*

0,98*
0,99*
0,99*

0,91*
0,94*
0,98*

* (n=6, P<0,01).
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Tabela 3. Regressdes e correlagbes para as variaveis analisadas em
diferentes sojas RR tratadas com diferentes doses Unicas de glyphosate

Estadio Estimativa dos parametros do modelo R?
fenolégico ajustado
a b C
Fig. 3A. Indice SPAD
RR1
V2 47,40 0,0036 -0,4679 0,99*
V4 47,49 0,0001 -0,4077 0,99*
V6 47,81 0,0003 -0,7545 0,97*
RR2
V2 47,82 0,0003 -0,4165 0,97*
V4 48,09 0,0004 -0,6662 0,93*
V6 47,95 -0,0006 -0,7581 0,97*
Fig. 3B. Area foliar
RR1
V2 1123,44 0,2532 -20,4416 0,99*
\Z! 1124,03 0,1880 -20,6840 0,99*
V6 1124,83 0,3442 -31,3526 0,99*
RR2
V2 921,38 0,2752 -22,2286 0,99*
V4 920,93 0,2824 -22,6457 0,99*
V6 920,43 0,2902 -24,3698 0,99*
Fig. 3C. Biomassa seca da parte aérea
RR1
V2 7,54 0,0014 -0,1403 0,99*
V4 7,51 0,0018 -0,1698 0,99*
V6 7,52 0,0021 -0,2064 0,99*
RR2
V2 6,16 0,0018 -0,1541 0,99*
V4 6,15 0,0020 -0,1664 0,99*
V6 6,15 0,0020 -0,1832 0,99*
Fig. 3D. Biomassa seca da raiz
RR1
V2 2,05 0,0003 -0,0429 0,99*
V4 2,05 0,0003 -0,0432 0,99*
V6 2,05 0,0003 -0,0390 0,97*
RR2
V2 1,64 0,0004 -0,0387 0,99*
V4 1,65 0,0004 -0,0356 0,99*
V6 1,64 0,0004 -0,0300 0,99*

* (n=6, P<0,01).

102



30 -
® V2-RR2
s v
% [ ]
o <o
£ A
©° o
E =
= )
o
8 £
2 s
£ £
2 o,
g z
2 »
o o
]
i
0 " . 3 0,00 T T .
0 800 1200 2400 0 800 1200 2400
-1
Glyphosate (g e.a. ha™) A Glyphosate (g e.a. ha™) B
2,5+ 400
® V2-RR2
v V4-RR2
3004 m V6-RR2
O V2-RR1 ~m
— A V4-RR1 o =Ty
" 2009 o V6-RR1 T 7
, e -~ PN
£ _ s A
i o e
> ol - : o
S z s v /,/// i 7
= X g
g (3] od / PO s
g« / ./'0 s —
w L=t - P
® V2-RR2 Sl Tl ¥ T R BT i
v V4-RR2 Te=ly Y s
054 m ve-rre | T TTm—— _ S
O V2-RR1 s P . F
A V4-RR1 2004 _—==" = [ ) %
O Ve-RRI =
00 : s ) -300 - . :
0 800 1200 2400 0 800 1200 2400
4
Glyphosate (g e.a. ha™) Glyphosate (g e.a. ha™)

C D
Figura 1. Taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (gs), taxa transpiratoéria (E) e
concentracdo de CO, sub-estomatico (Ci) em diferentes sojas RR sob aumento da
dose de glyphosate aplicado em diferentes estadios fenoldégicos V2, V4 and V6 (n=6,
P<0,01).

103



ETR (pmol m?2s™)

Fv'/Fm'

700

. ® \V2-RR2
160 » g
60 v 650
o
140 1 a 600
o
120 550 -
100 A ‘E 500 -
80 2
1 ~ 450
~ ® \V2-RR2 g s 2
v V4-RR2 i
60 4004 | ®m V6-RR2 =
& V2-RR1
40 - 1| & va-rr1 Ry
350 0 V6-RR1 -
20 T y y 300 - : )
0 800 1200 2400 0 800 1200 2400
Glyphosate (g e.a. ha™) Glyphosate (g e.a. ha™)
08 1 1100 1
1000 §
900
800
0
'S
700
N — ® V2-RR2 T S
® V2-RR2 SV ———y 6004 | ¥ V4-RR2 g
v V4-RR2 Seasas m  V6-RR2 " B
m V6-RR2 ) TS S O V2-RR1 =%
034| © V2-RR1 R i W o
A V4-RR1 = 500 4 S Va-RR1
O V6-RR1 0 V6-RR1 ~_m
02 r ' . 400 T : :
9 800 1200 200 0 800 1200 2400

Glyphosate (g e.a. ha™)

Glyphosate (g e.a. ha™)

104

Fm'

PhiPS2

2200 - ® V2-RR2
v V4-RR2
] ® V6-RR2
20008, - O V2-RR1
S 3 A V4-RR1
1800 4, - ¢ -2 O V6-RR1
1600 -
1400 A
[
1200 -
1000
800
600 -
400 . .
0 800 1200
Glyphosate (g e.a. ha™)
05 ® V2-RR2
: v V4-RR2
® V6-RR2
O V2-RR1
05 g ) A V4-RR1
iy - < O V6-RR1

00

1200
Glyphosate (g e.a. ha™)



V2 -RR2
V4 - RR2
V6 - RR2
-RR1

0,05

V4 - RR1

opoOmae®
<
N

004 § = Z S o

V6 - RR1

0 800 1200 2400
Glyphosate (g e.a. ha™)

qN

2000 A

1800

1600

1400

opoOmae

v2-
Va -
V6 -
V2.
V4 -
V6 -

RR2
RR2
RR2
RR1
RR1
RR1

1200

800

1200
Glyphosate (g e.a. ha™)

qP

09 ® V2-RR2
’ v V4-RR2
® V6-RR2
0.8 & V2-RR1
N A V4-RR1
07 4 N o O V6-RR1
i —————
06 e =
[ e
0,5 4 .
=g
s .
04 T
NG v o
0,3 4 T mmewmEs
N ey~ S v
————
02 s T T L]
0.1 v T )
0 800 1200 2400

Glyphosate (g e.a. ha")

Figura 2. Taxa de transporte fotossintético de elétrons (ETR), fluorescéncia minima (Fo’), fluorescéncia maxima (Fm’),
fluorescéncia “estavel” na luz (Fs), eficiéncia intriseca do fotossistema 2 (FV'/Fm’), eficiéncia quantica do transporte fotossintético
de elétrons através do Fotossistema 2 (PhiPS2), produtividade quéantica baseada na assimilacdo de CO, (PhiCO,), coeficiente nao-
fotoquimico da fluorescéncia (qN) e propor¢cao de abertura dos centros de reacdes (qP) em diferentes sojas RR sob aumento da
dose de glyphosate aplicado em diferentes estadios fenolégicos V2, V4 and V6 (n=6, P<0,01).

105



60

50

40 A

30 A

20 A

SPAD (unidade planta™)

opomae

-RR2
- RR2
-RR2

Biomassa seca da parte aérea (g planta")

800 1200
Glyphosate (g e.a. ha™!)

2400

opoOmae

V2 -
V4 -
V6 -
V2 -
V4 -
V6 -

RR2
RR2
RR2
RR1
RR1
RR1

800 1200
Glyphosate (g e.a. ha'1)

Area foliar (cm? planta™)

Biomassa seca da raiz (g planta")

1200 4

)
1000 1\

200

opomae

V2 -RR2
V4 - RR2
V6 - RR2

800 1200
Glyphosate (g e.a. ha™)

opoOmaeO

v2-
V4 -
V6 -
V2-

RR2
RR2
RR2
RR1

800 1200
Glyphosate (g e.a. ha™)

Figura 3. indice SPAD, area foliar, biomassa seca da parte aérea e raiz em diferentes
sojas RR sob aumento da dose de glyphosate aplicado em diferentes estadios

fenologicos V2, V4 and V6 (n=6, P<0,01).

6. CAPITULO 4
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Acumulo de nutrientes em soja convencional e soja RR

6.1 Resumo*

A &rea de soja resistente ao glyphosate (RR) tem aumentado a cada ano.
Embora a tecnologia RR seja usada em muitos paises produtores de soja, nao
existe recomendacao de adubacdo propria para esta tecnologia, e pouco tem
sido relatado sobre a influéncia do glyphosate no estado nutricional da soja RR.
Herbicidas sistémicos como glyphosate podem ter varios efeitos ainda nao
entendidos na eficiéncia de absorcdo dos nutrientes. Nesse sentido, este
trabalho teve como objetivo comparar o acumulo de macro e micronutrientes
em diferentes estadios fenolégicos entre uma cultivar convencional e
transgénica, com mesmo ciclo vegetativo e reprodutivo, em diferentes sistemas
de manejo de plantas daninhas. De modo geral, o0 acumulo de nutrientes na
soja convencional foi superior a soja RR. A menor producédo de biomassa na
cultivar RR tratada com glyphosate, indica que um nivel maior de nutrientes
pode ser requerido pelas cultivares RR para atingir a eficiéncia fisiologica e
provavelmente uma nova recomendacdo de adubac&o para as culturas RR
deve ser levada em consideracdo pela reducdo da eficiéncia nutricional
imposta pelo glyphosate no estado nutricional.

Palavras-chave: glyphosate, absorcéao de nutrientes, Glycine max L.
6.2 Abstract

The crop area of glyphosate-resistant (RR) soybean has increased each year.
Although RR technology is used in most countries producing soybeans, there
are no particular fertilizer recommendations for using this technology, and not
much has been reported on the influence of glyphosate on RR soybean nutrient
status. Systemic herbicides, such as glyphosate, might have several effects still
not understood on the efficiency of nutrient uptake. Thus, the aim of this work
was to compare the macro and micronutrients accumulation in different
phenological stages between a conventional and transgenic cultivar, with the
same crop cycle, under different weed management. In general, the nutrient
accumulation on the conventional soybean was superior to the RR soybean,
however the low biomass production noticed for glyphosate-treated RR
soybean, indicates that a superior level of nutrients might be required for RR
cultivars to achieve the physiological efficiency, and probably new fertilizer
recommendations for RR crops might take into consideration, as a result of the
apparent reduction of nutrient efficiency imposed by glyphosate.

Key words: glyphosate, nutrient uptake, Glycine max L.

6.3 Introducéo

*Trabalho submetido a revista Planta Daninha, 2010 (Titulo: Acimulo de nutrientes em soja
convencional e soja RR)
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A producdo de soja resistente ao glyphosate (RR) continua a crescer
anualmente no Brasil e no mundo, principalmente pelos beneficios desta
tecnologia no manejo de plantas daninhas. Atualmente, a area plantada de soja
RR no Brasil ultrapassa os 10 milh6es de hectares, area relativamente
pequena se comparada com a cultivada em outros paises como EUA e
Argentina que plantam ao redor de 26 e 16 milhbes de hectares de soja
transgénica, respectivamente (USDA, 2010).

Embora a tecnologia RR seja usada em muitos paises produtores destas
culturas RR, nado existe recomendacdo de adubacdo especifica para as
mesmas. Recentes pesquisas demonstram que o estado nutricional da soja RR
pode ser afetado pelo glyphosate (Zobiole, 2010a), com significativa diminuicao
nos teores foliares de macro e micronutrientes. O efeito da diminuicdo dos
teores nutricionais da soja RR poderia ser atribuido a reducéo dos parametros
fotossintéticos como resultado direto dos danos do glyphosate a clorofila
(Kitchen et al., 1981, Reddy et al., 2004) ou a imobilizacdo de micronutrientes
pelo glyphosate, pela habilidade deste herbicida em formar complexos
insoltuveis entre glyphosate-metal (Jaworski, 1972; Coutinho & Mazo, 2005).
Esses resultados sdo suportados pelos resultados encontrados por Bott et al.
(2008), os quais também observaram significativas reducdes do teor foliar de
Mn e da biomassa de raiz apos a aplicacéo de glyphosate na soja RR.

Um estudo subsequente visando avaliar a influéncia do aumento da
dose de glyphosate na soja RR, revelou que o aumento da dose de glyphosate
promoveu reducdo dos parametros fotossintéticos, na absorcéo e eficiéncia no
uso da agua (Zobiole et al., 2010b) assim como também no acumulo de macro
e micronutrientes nas folhas (Zobiole et al., 2010c). Tal resultado péde também
explicar as reducdes na absorcdo de nutrientes causadas pelo glyphosate na
soja RR, previamentes observadas (Zobiole et al., 2010a). Para Reddy et al.
(2004), as injurias causadas na soja RR podem ser relacionadas ao acumulo
de AMPA (acido aminometilfosfénico), primeiro metabdlito fitotéxico do
glyphosate.

Considerando o fato de que muitos agricultores relatam que algumas
cultivares de soja RR sé&o visualmente injuriadas pelo glyphosate (Zablotowicz
& Reddy, 2007) e que em todo o mundo um tema bastante atual s&o os

problemas causados pelo glyphosate na soja RR, e que existe apenas um vago
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conhecimento da interferéncia do glyphosate na nutricdo mineral da soja RR,
este trabalho teve como objetivo avaliar o acimulo comparativo de macro e
micronutrientes em uma cultivar convencional submetida a aplicacdo de um
herbicida seletivo convencional e de uma cultivar de soja RR submetida, a
aplicacdo de glyphosate, em relacdo as mesmas variedades conduzidas sob

capina manual.

6.4 Material e Métodos

O experimento foi instalado durante o ano agricola 2007/2008, na area
experimental da Embrapa Soja, Londrina — PR, situada na latitude 23°23’ S,
longitude 51°11° W e altitude 565 m, O solo da area experimental foi
classificado como Latossolo Vermelho distroférrico (EMBRAPA, 2006) com 766
g kgt de argila, 182 g kg' de silte, 52 g kg' de areia e as seguintes
caracteristicas quimicas da camada aravel (0-20 cm): pH CaCl, 5,36; 16,55
mg dm™ de P (Mehlich-1); 0,65 cmol. dm™ de K*; 4,41 cmol. dm™ de Ca?*; 2,82
cmol. dm™ de Mg*"; 3,83 cmol. dm™ de H+Al e; 10,98 g dm™ de C organico. A
caracterizacdo quimica foi realizada de acordo com o0s procedimentos
propostos em Embrapa (1999). Os dados climaticos durante a conducéo do
experimento encontram-se na Tabela 1.

A cultura da soja foi implantada por meio de semeadura direta com
densidade inicial de 18 sementes por metro linear, em 14 de novembro de
2007, dez dias ap0Os a dessecacdo com glyphosate na dose comercial de 2 L
ha® (480 g e.a. L), sendo que a emergéncia teve inicio sete dias apds a
semeadura. A adubac&do de semeadura foi constituida de 40 kg ha™ de K,O e
40 kg ha' de P,0s sob a férmula de KCI e superfosfato simples. Antes da
semeadura, as sementes de soja (Glycine max L.) convencional (cv. BRS 184)
e transgénica (cv. BRS 243 RR) foram tratadas com 100 mL 100 kg™ de
sementes com a mistura 13,5 g L™ de cobalto e 135 g L™ molibdénio. As
sementes foram entdo inoculadas com 300 mL 100 kg™ de sementes da cultura
de Bradyrhizobium elkanii, estirpes SEMIA 587 e SEMIA 5019, na
concentracdo de 5x10° rizébios por grama. Quando as plantas atingiram o
estadio V1, foi realizado o desbhaste deixando-se em média 15 plantas por

metro linear, com densidade populacional de aproximadamente 334.000
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plantas ha'. Os demais tratos culturais foram feitos segundo as
recomendacdes regionais (EMBRAPA, 2007).

O experimento foi delineado em blocos ao acaso com cinco repeti¢coes,
utilizando um esquema fatorial (2 x 2), sendo o primeiro fator representado
pelas cultivares (BRS 184 e BRS 243 RR) e o0 segundo pelo manejo de plantas
daninhas (com herbicida e capina manual). Os tratamentos consistiram em: T1
— BRS 184 + capina manual, T2 — BRS 184 + herbicida, T3 — BRS 243 RR +
capina manual, T4 — BRS 243 RR + herbicida. Independente dos tratamentos
aplicados, todas as parcelas foram manualmente capinadas a cada sete dias.

Para determinar as datas das aplicacdes adotou-se o critério de que estas seriam
realizadas no momento em que a infestacdo de folhas largas atingisse o estadio
predominante de duas folhas verdadeiras. Dessa forma, plantas de soja no estadio V4
(24 dias ap6s emergéncia, DAE) foram sujeitas a tratamentos (dose e
herbicidas) comumente aplicados na cultura da soja convencional e
transgénica (EMBRAPA, 2007). No caso da soja convencional (BRS 184),
foram utilizados os herbicidas fluazifop-p-butyl (200 g L™) + fomesafen (240 g L’
!y aplicados nas doses recomendadas de 1,5 e 1,0 L p.c. ha*, respectivamente.
Para a soja transgénica (BRS 243 RR), foi aplicado o herbicida glyphosate
formulado comercialmente como sal de isopropilamina (480 g e.a. L™) na dose
de 2 L p.c. ha'. As aplicacbes de herbicidas foram realizadas com um
pulverizador costal de pressao constante a base de CO,, equipado com pontas
tipo leque XR-110.02, pressdo de 2,0 kgf cm?, com volume de calda
equivalente a 190 L ha™. As condi¢bes climaticas, no momento da aplicacéo,
eram de temperatura entre 24 e 28°C, umidade relativa do ar entre 80 e 90%,
solo imido e velocidade do vento entre 6 e 8 km h™.

As unidades experimentais foram constituidas de parcelas com 12 linhas
de semeadura espacadas em 0,45 m entre fileiras, com area de 90 m2 (6 x 15
m), tomando-se como area Util as quatro linhas centrais, exceto 1,5 m de cada
extremidade. Foram realizadas 12 coletas durante o ciclo da cultura em
diferentes estadios fenoldgicos V2, V4, V6, R1, R3, R4, R5.1, R5.3, R5.5, R6,
R7, R8 (17, 24, 31, 53, 60, 67, 78, 90, 97, 107, 113 e 123 DAE,
respectivamente). As coletas das partes aéreas das plantas foram executadas
em seis plantas ao acaso em uma area de 1 m? dentro das quatro linhas

centrais da parcela, procedendo-se a separacdo em folhas, peciolos, caules e,
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guando existentes, vagens e graos. A éarea foliar foi determinada durante os
estadios V2 a R3 utilizando-se o integrador de area foliar, modelo LI — 3100. As
duas cultivares apresentaram praticamente o mesmo ciclo de desenvolvimento
vegetativo, reprodutivo e total compreendido entre 124 a 125 dias para altitudes
de 500 a 800 m (EMBRAPA, 2008).

ApOGs cada coleta, as diversas partes das plantas foram lavadas com
agua deionizada, secas em estufa com circulacéo forcada de ar a 65°C, e
posteriormente moidas em moinho tipo Wiley. A analise quimica das amostras
foi realizada no Laboratério de Analises Quimicas de Solo e de Tecido Vegetal
da Embrapa Soja, segundo metodologia descrita por Sarruge & Haag (1974),
sendo digestdo sulfurica para N e seca para os demais nutrientes. Todos 0s
elementos, exceto N, foram determinados utilizando o equipamento AES Perkin
Elmer ICP. Nitrogénio foi determinado com o uso do método micro-Kjeldahl (Baker
and Thompson, 1992).

A colheita foi realizada aos 125 DAE com uma colhedora de parcelas
Wintersteiger, modelo Classic, em uma area Uutil da parcela de 16,2 m?
constituida das trés linhas centrais, descontando as extremidades. A
produtividade foi calculada em kg ha™ a 13% de umidade. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia, e quando os valores de F foram
significativos (P<0,01), andlises de regressao foram conduzidas. Os dados de
produtividade foram analisados pelo teste LSD utilizando PROC GLM (SAS,
2006) e equacdes foram ajustadas utilizando modelos de regressédo por meio
do programa estatistico SigmaPlot 10.0 (SPSS, 2000). O ajuste para o acumulo
de matéria seca total, de gréos, da area foliar e dos nutrientes em funcao do
tempo, foi realizado por meio do modelo de “Gaussian” com trés parametros,
descrito a partir da seguinte equacgao genérica:

e

Y =ae

em que: ¥ = acumulo de varidvel analisada; a = corresponde ao valor de

maximo acumulo; Xo = corresponde ao valor de x, em DAE, que proporciona o

A

maximo em V¥ ; b = corresponde a amplitude no valor de x, em DAE, entre o

ponto de inflexdo e o ponto de maximo;
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A partir do modelo ajustado foi possivel determinar, o valor do ponto de
inflexdo (PI) na curva da seguinte forma:
Pl=xo—b Eq. 2
Matematicamente, o Pl corresponde ao valor de x em que a curvatura do
modelo ajustado muda de sinal e, na pratica, isto corresponde ao valor de X,
em DAE, em que a taxa de acumulo diério, ainda que positiva, passa a
decrescer.

6.5 Resultados e Discusséo

Para ambos os tratamentos, o incremento de matéria seca (MS) foi lento
até o estadio V6, o qual ocorreu aos 31 DAE (Figura 1). Apés este estadio,
observou-se maior taxa de incremento de MS, sendo que a partir do estadio R1
a producdo de MS aumentou de forma acentuada atingindo valores maximos
entre 112 e 116 DAE com 24,96, 24,42, 24,06 e 20,59 g planta™ de MS total
para os tratamentos T1, T2, T3 e T4, respectivamente (Tabela 2). Resultados
semelhantes foram encontrados por Pedrinho Junior et al. (2004), com acumulo
maximo aos 104 DAE com 36,6 g planta™. O maior acimulo observado de MS
observado neste trabalho, provavelmente ocorreu pelo fato do experimento
conduzido por Pedrinho Junior et al. (2004) ter sido conduzido em condi¢cdes de
casa-de-vegetacdao, diferente dos resultados do presente experimento, 0s quais
sdo provenientes de parcelas instaladas a campo.

A cultivar transgénica na presenca do herbicida glyphosate (T4)
acumulou menos MS que os demais tratamentos (Figura 1, Tabela 2). Esses
resultados estdo de acordo com os observados para a area foliar, a qual
também foi afetada pelo glyphosate (Figura 2, Tabela 3) na soja transgénica
em comparacdo a ndao-utilizacdo (T3). No geral, a area foliar da soja
convencional foi superior a transgénica (Tabela 3). Esses resultados séo
suportados por outros autores que também encontraram reducdes na biomassa
seca da parte aérea e raiz da soja RR com glyphosate nas doses 1.200 g a.e.
ha* (Zobiole et al., 2010a), 1.680 g a.e. ha™ (Reddy et al., 2000) e 6.300 g a.e.
ha (King et al., 2001). A reducéo de biomassa causada pelo glyphosate na
soja RR pode ser atribuida ao acumulo do acido aminometilfosfonico (AMPA),
seu principal metabdlito (Reddy et al., 2004) ou as reducdes na taxa de

fotossintética, na conversdo de fotoassimilados (Zobiole et al., 2010b) e na

112



biodisponibilidade de nutrientes nos tecidos foliares (Cakmak et al., 2009;
Zobiole et al., 2010a). Estes resultados também encontram respaldo nos
trabalhos desenvolvidos por Bott et al. (2008), os quais observaram que a
aplicagéo do glyphosate na soja RR, reduziu significativamente a biomassa e a
enlogacéo da raiz.

A producdo de graos, por sua vez, teve inicio a partir dos 78 DAE
(estadio R5.1), com actimulo méaximo de 12,90, 12,61, 10,55 e 8,17 g planta™
para os tatamentos T1 a T4, respectivamente, observado entre 122 e 123DAE
(Figura 1, Tabela 2).

Zobiole et al. (2010c) relataram que a diminuicdo de biomassa na soja
RR na presenca do glyphosate pode ser consequéncia do menor acumulo e
disponibilidade de nutrientes, causado pela propriedade quelante deste
herbicida. Diversos estudos e observacdes em campo tém mostrado que o
glyphosate afeta a disponibilidade dos micronutrientes nas plantas (Franzen et
al., 2003; Bott et al., 2008; Johal & Huber, 2009; Zobiole et al., 2010a) o que
tem sido correlacionado com sua habilidade de formar complexos insoluveis
com metais (Madsen et al., 1978; Glass, 1984; Coutinho & Mazo, 2005). De
acordo com Eker et al. (2006), ap6s a absorcao do glyphosate, a absorcéo e o
transporte de micronutrientes catibnicos pode ser inibida pela formacdo de
complexos pouco soluveis entre glyphosate e metais dentro do tecido da
planta. O glyphosate, por pertencer ao grupo quimico dos aminoacidos
fosfonados, apresenta assim como seu precursor, a glicina, comportamento
zwiteriénico, com duas cargas em pH neutro, uma positiva no grupo amino e
uma negativa no grupo anibénico fosfonado, possuindo a habilidade de formar
complexos fortes com metais (Coutinho & Mazo, 2005).

De modo geral, diversos fatores podem influenciar a absorcdo dos
nutrientes, entre eles a capacidade de exploracdo do sistema radicular, as
condicBes edafoclimaticas, as propriedades dos solos, a disponibilidade de
agua e provavelmente agentes quimicos externos como o glyphosate, pela
caracteristica de complexacdo com céations metalicos. Como observado nas
Figuras 3 e 4, as curvas de acumulo de macro e micronutrientes para a soja
transgénica na presenca do glyphosate (T4) resultaram em menor acumulo de
nutrientes em comparacdo aos demais tratamentos. Da mesma forma,

comparando-se 0 maximo acumulo de nutrientes obtidos pelo parametro do
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modelo ajustado nas Tabelas 4, 5 e 6, o T4 apresentou sempre valores
inferiores aos demais tratamentos.

Assim como na producdo de matéria seca, observa-se que até 31 DAE o
actimulo de macro e micronutrientes é baixo (Figuras 3 e 4). A partir dos 31
DAE, a taxa de acumulo aumenta de forma acentuada, atingindo no geral o
ponto maximo para os macronutrientes aos 104 DAE e para 0s micronutrientes
aos 94 DAE, havendo, no entanto, diferengas entre os tratamentos.

Como o valor do ponto de inflexdo pode ser entendido como sendo o dia
em que o acumulo diario dos macronutrientes da planta chegou ao seu valor
maximo, sendo a taxa de absorcdo diaria crescente até esse momento e
levando em conta a média dos valores de pontos de inflexdo observados para
a soja, tem-se que a taxa maxima de acumulo de MS, macro e micronutrientes
acontece aos 79, 73 e 66 DAE, respectivamente. Pedrinho Junior et al. (2004)
também encontraram valores médios de acumulo maximo de MS e de
macronutrientes aos 78 e 75 DAE, respectivamente. Estes autores também
observaram acumulo maximo de N, P, K, Ca, Mg e S aos 100, 108, 109, 111 e
106 DAE, respecitivamente, sendo que as plantas apresentaram 780 mg
planta® de N, 102 mg planta™ de P, 880 mg planta™ de K, 850 mg planta™ de
Ca, 260 mg planta™ de Mg e 65 mg planta™ de S. No presente trabalho, com
excecdo do N e S, os valores de acumulo maximo para P, K, Ca e Mg
apresentaram valores inferiores aqueles apresentados por Pedrinho Junior et
al. (2004).

No geral, os valores de acumulo maximo para macro e micronutrientes
nao apresentaram diferencas entre T1, T2 e T3. No entanto, o T4 sempre
apresentou valores inferiores aos demais tratamentos. Estes resultados estdo
de acordo com aqueles apresentados por Zobiole et al. (2010c), em que, ao
avaliarem a influéncia de diversas doses de glyphosate no acumulo de
nutrientes na soja RR, constataram que com o aumento da dose de glyphosate
ocorreu diminuicdo proporcional no acumulo de macro e micronutrientes.
Segundo Zobiole et al. (2010c), as diminuicdes no acumulo de nutrientes
ocorridas na soja RR pelo glyphosate, provavelmente ocorreram pela menor
taxa fotossintética da planta e menor absorcdo de nutrientes, fatores
associados as propriedades quelantes do glyphosate em relacdo a
disponibilidade dos nutrientes (Eker et al., 2006; Bott et al., 2008).

114



Observou-se que a exigéncia nutricional variou com a fase do ciclo de
desenvolvimento da soja, tanto para macro quanto para micronutrientes
(Figuras 3 e 4), e que acompanha a taxa de acumulo de matéria seca durante o
estadio vegetativo até o final do florescimento (Figura 1). De modo geral, o
acumulo maximo diario dos nutrientes coincidiu com o periodo inicial de
frutificagdo de ambos os tratamentos, quando ocorre o estabelecimento de uma
forca mobilizadora de nutrientes e assimilados, pelo aumento da atividade
metabdlica, associada a atividade hormonal e a divisdo e crescimento celular
(Taiz & Zeiger, 1995). Considerando a média dos pontos de maximo acumulo
dos nutrientes, a ordem de extracdo para os macronutrientes foi: N > K > Ca >
Mg > P > S e para os micronutrientes: Fe > Mn > Zn > B > Cu.

Segundo Sfredo & Sarruge (1990), a dinamica da absorcdo de nutrientes
pelas plantas € um fator que influencia no desempenho de uma cultura em
determinada regido ou pais. Independente do tratamento aplicado, a cultivar
convencional submetida ao tratamento quimico convencional acumulou mais
MS nos graos do que a cultivar transgénica submetida ao glyphosate. No
entanto, comparando-se apenas 0s tratamentos com a cultivar transgénica,
observou-se que o uso de glyphosate reduziu a MS dos grdos em
aproximadamente 23% (Tabela 2). Provavelmente, a menor conversao de
fotoassimilados na presenca do glyphosate (Zobiole et al., 2010a, 2010b)
resultou em menor aparato fotossintético o que, consequentemente, implicou
no menor acumulo de MS nos graos para o T4 em relacdo ao T3.

Em relacdo & produtividade (kg ha), ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos (Tabela 8).

Os resultados do presente experimento sao suportados por Zobiole et al.
(2010a) que sugeriram que cultivares convencionais de soja possam
apresentar niveis criticos de nutrientes diferentes comparado com a soja RR
tratada com glyphosate, pois o nivel critico de determinado nutriente na planta
pode ser variavel em funcdo das variacBes na capacidade de absorver e/ou
utilizar o nutriente (Fageria, 1976; Fageria, 1987; Muniz et al., 1985; Fonseca et
al., 1988, Scherer, 1998). A menor producdo de biomassa nas cultivares RR
tratadas com glyphosate indica que um nivel maior de nutrientes pode ser
requerido pelas cultivares RR para atingir a eficiéncia fisiolégica e que

eventualmente novos parametros deverdo ser estabelecidos para a otimizacao
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da nutricdo mineral da soja RR tratada com glyphosate, tendo em vista os

efeitos deste herbicida no metabolismo da planta.

6.6 Agradecimentos

Ao Conselho Nacional de Pesquisa e Desenvolvimento (CNPq), pela
bolsa de estudos e pelo apoio financeiro e a Embrapa Soja, pelo apoio para a
realizacdo da pesquisa e conducdo do experimento. As marcas comerciais no
texto sdo apenas informativas e nao representam nenhuma recomendacao
oficial da Universidade Estadual de Maringa, da Embrapa do USDA-ARS.

6.7 Literatura citada
BAKER, W. H.; THOMPSON, T. L. Determination of total nitrogen in plant
samples by Kjeldahl. In: PLANK, C. O. Plant Analysis Reference Procedures for
the Southern Region of the United State, Southern Cooperative Series Bulletin
368. Athens: The Georgia Agricultural Experiment Station, University of
Georgia, 1992, p 13-16.

BOTT, S. et al. Glyphosate-induced impairment of plant growth and
micronutrient status in glyphosate-resistant soybean (Glycine max L.). Plant
Soil, v. 312, p. 185-194, 2008.

CAKMAK, |. Glyphosate reduced seed and leaf concentrations of calcium,
manganese, magnesium and iron in non-glyphosate resistant soybean. Eur. J.
Agron., v. 31, p. 114-119, 2009.

COUTINHO, C. F. B.; MAZO, L. H. Metallic complex with glyphosate: a review.
Quimica Nova, v. 28, p. 1038-1045, 2005.

EKER, S. et al. Foliar-applied glyphosate substantially reduced uptake and
transport of iron and manganese in sunflower (Helianthus annuus L.) plants. J.
Agric. Food Chem., v.54, p. 10019-10025, 2006.

FAGERIA, N. K. Critical P, K, Ca and Mg contents in the tops of rice and peanut
plants. Plant Soil, v. 45, p. 421-431, 1976.

116



FAGERIA, N. K. Variacdo em diferentes estadios de crescimento do nivel
critico de fosforo em plantas da arroz. R. Bras. Ci. Solo, v. 11, p. 77-80, 1987.

FONSECA, D. M. et al. Niveis criticos de fésforo em amostras de solos para o
estabelecimento de Andropogon gayanus, Brachiaria decumbens e
Hyparrhenia rufa. R. Bras. Ci. Solo, v. 12, p. 49-58, 1988.

EMBRAPA. Manual de andlises quimicas de solos, plantas e fertilizantes.
Brasilia, 1999. 370p.

EMBRAPA. Sistema brasileiro de classificacao de solos. 2. ed. Rio de Janeiro,
Embrapa Solos, 2006. 306p.

EMBRAPA. Tecnologias de producdo de soja — Parana. Londrina, Embrapa
CNPSo, 2007. 218p.

EMBRAPA. Cultivares de soja 2007/2008 regido centro-sul. Documentos 299,
Londrina: Embrapa Soja: Fundac&o Meridional, 2008. 80 p.

FRANZEN, D.W.; OBARR, J. H.; ZOLLINGER, R. K. Interaction of a foliar
application of iron HEDTA and three postemergence broadleaf herbicides with
soybeans stressed from chlorosis. J. Plant Nutr., v. 26, p. 2365-2374, 2003.

GLASS, R. L. Metal complex formation by glyphosate. J. Agric. Food Chem.,
v. 32, p. 1249-1253, 1984.

JAWORSKI, E. G. Mode of action of N-phosphonomethyl-glycine: inhibition of
aromatic amino acid biosynthesis. J. Agri. Food Chem., v. 20, p. 1195-1198,

1972.

JOHAL, G. S.; HUBER, D. M. Glyphosate effects on disease and disease
resistance in plants. Euro. J. Agron., v. 31, p. 144-152, 2009.

117



KING, A. C.; PUECELL, L. C.; VORIES, E. D. Plant growth and nitrogenase
activity of glyphosate-tolerant soybean in response to glyphosate applications.
Agron. J., v. 93, p. 179-186, 2001.

KITCHEN, L. M.; WITT, W. W.; RIECK, C. E. Inhibition of chlorophyll
accumulation by glyphosate. Weed Sci., v. 29, p. 513-516, 1981.

MADSEN, H. E. L.; CHRISTENSEN, H. H.; GOTTLIEB-PATERSEN, C.
Stability constants of copper (1), zinc, manganese (lI), calcium, and magnesium
complexes of N-(phosphonomethyl)glycine (glyphosate). Acta Chem. Scand.,
v. 32, p. 79-83, 1978.

MIYAZAWA, M.; PAVAN, M.A.; BLOCH, M.F. Andlise quimica de tecido
vegetal. Londrina, IAPAR, 1992, 17p. (IAPAR, Circular, 74).

MUNIZ, A. S. et al. Nivel critico de fésforo na parte aérea da soja como variavel
do fator capacidade de fosforo no solo. R. Bras. Ci. Solo, v. 9, p. 237-243,
1985.

PEDRINHO JUNIOR, A. F. F.; BIANCO, S.; PITELLI, R. A. Acimulo de massa
seca e macronutrientes por plantas de Glycine max e Richardia brasiliensis.
Planta Daninha, v. 22, p. 53-61, 2004.

REDDY, K. N.; HOAGLAND, R. E., ZABLOTOWICZ, R. M. Effect of glyphosate
on growth, chlorophyll content and nodulation in glyphosate-resistant soybeans

(Glycine max) varieties. J. New Seeds., v. 2, p. 37-52, 2000.

REDDY, K. N.; RIMANDO, A. M.; DUKE, S. O. Aminomethylphosphonic acid, a
metabolite of glyphosate, causes injury in glyphosate-treated, glyphosate-
resistant soybean. J. Agric. Food Chem., v. 52, p. 5139-5143, , 2004.
SARRUGE, JR. & HAAG, H.P. Analise quimica em plantas. Piracicaba,
ESALQ, 1974. 56p.

SAS Institute, 2006. SAS/STAT version 9.1, SAS Institute, Cary, NC
118



SCHERER, E. E. Niveis criticos de potassio para a soja em Latossolo humico
de Santa Catarina. R. Bras. Ci. Solo, v. 22, p. 57-62, 1998.

SFREDO, G. J. & SARRUGE, J. R. Acumulo de micronutrientes em plantas da
girassol. Pesq. Agrop. Bras., v.25, p. 499-503, 1990.

SPSS, 2000. SysStat © for Windows, Version 10.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Plant Physiology, Sinauer Associates, Sunderland,
1998, 719 p.

ZABLOTOWICZ, R. M.; REDDY, K. N. Nitrogenase activity, nitrogen content,
and vyield responses to glyphosate in glyphosate-resistant soybean. Crop
Protec., v. 26, p. 370-376, 2007.

ZOBIOLE, L.H.S. et al. Glyphosate reduces shoot concentration of mineral
nutrients in glyphosate-resistant soybeans. Plant and Soil, v.328, p. 57-69,
2010a

ZOBIOLE, L. H. S. et al. Water use efficiency and photosynthesis of glyphosate-
resistant soybean as affected by glyphosate. Pest. Biochem. Physiol., v.97, p.
182-193, 2010b

ZOBIOLE, L. H. S. et al. Nutrient accumulation and photosynthesis in
glyphosate resistant soybeans is reduced under glyphosate use. J. Plant

Nutri., v.33, p. 1860-1873, 2010c.

ZOBIOLE, L. H. S. et al. Marcha de absorcdo de nutrientes na cultura do
girassol. R. Bras. Ci. Solo, v.34, p.425-433, 2010d.

119



Tabela 1. Dados climéticos da é&rea experimental da Embrapa Soja,

Londrina-PR, durante a conducéo do experimento.

Més Temperatura Umidade relativa Pluviosidade
média (°C) média do ar (%) acumulada (mm)
Novembro 22,2 71,7 178,4
Dezembro 23,7 73,5 208,8
Janeiro 22,1 86,9 224.8
Fevereiro 22,8 85,6 152,9
Marco 22,7 80,1 140,1
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Tabela 2. Estimativas dos parametros dos modelos ajustados para o acumulo
de matéria seca total e de graos em fungdo do tempo e os respectivos valores
do ponto de inflexao (PI).

Estimativa dos parametros do modelo

Variaveis ajustado’ P.1. =2
Dependentes " e 5 (Xo-b)

MS total' gplanta®  —— dias ap6s a emergéncia
T1 24,96 115,0 35,5 79 0,99*
T2 24,42 111,9 34,2 77 0,99*
T3 24,06 116,0 35,9 80 0,99*
T4 20,59 114,9 34,9 80 0,99*

MS gréaos
T1 12,89 122,6 12,7 109 0,99*
T2 12,61 1225 13,7 108 0,99*
T3 10,55 122,4 12,0 110 0,99*
T4 8,17 122,5 12,4 110 0,99*

'Somatorio da MS das folha, dos peciolos, do caule, das vagens e dos graos;
’MS somente dos graos;

%a = corresponde ao valor de maximo actmulo; X, = corresponde ao valor de X,
em DAE, que proporciona o maximo em y; b = corresponde a amplitude no valor
de x, em DAE, entre o ponto de inflexdo e o ponto de maximo; T1 = BRS 184 +
capina manual, T2 = BRS 184 + herbicida seletivo, T3 = BRS 243 RR + capina manual,
T4 = BRS 243 RR + glyphosate;

" (n=5, P<0,01)
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Tabela 3. Estimativas dos parametros dos modelos ajustados para area foliar
da soja em funcdo do tempo e os respectivos valores do ponto de inflexao (P1).

Estimativa dos parametros do modelo
P.l.

Tratamentos ajustado’ R?
(Xo-b)
a Xo b
cm’planta® —— dias apds a emergéncia
T1 6461,67 59,75 19,98 39 0,99*
T2 6318,55 59,10 19,54 39 0,99*
T3 5950,83 60,29 20,14 40 0,99*
T4 5292,31 62,22 21,25 40 0,99*

'a = corresponde ao valor de maximo acumulo; xo = corresponde ao valor de X,

em DAE, que proporciona o maximo em ¥ ; b = corresponde a amplitude no valor
de x, em DAE, entre o ponto de inflexdo e o ponto de maximo; T1 = BRS 184 +
capina manual, T2 = BRS 184 + herbicida seletivo, T3 = BRS 243 RR + capina manual,
T4 = BRS 243 RR + glyphosate;

" (n=5, P<0,01)
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Tabela 4. Estimativas dos parametros dos modelos ajustados para o acumulo de
macronutrientes primarios em funcdo do tempo e os respectivos valores do
ponto de inflexdo (P.1.)

Estimativa dos parametros do modelo

Tratamentos® ajustado’ - R?
3 e 5 (Xo-b)
mg planta’ —— dias ap6s a emergéncia
Nitrogénio
T1 705,92 112,14 34,17 78 0,99*
T2 691,54 108,51 31,76 79 0,99*
T3 626,22 112,02 35,00 77 0,99*
T4 571,50 103,28 27,22 76 0,99*
Fosforo
T1 79,11 117,15 33,05 84 0,98*
T2 75,44 111,06 31,01 80 0,98*
T3 65,70 113,50 32,90 81 0,99*
T4 61,26 105,77 25,15 81 0,99*
Potassio
T1 385,93 107,13 36,47 71 0,99*
T2 351,65 101,78 34,35 67 0,99*
T3 369,56 109,02 36,47 72 0,98*
T4 328,79 104,20 31,56 73 0,99*

'Somatorio da MS das folha, dos peciolos, do caule, das vagens e dos graos;

2

A

a = corresponde ao valor de maximo acumulo; Xo = corresponde ao valor de X,

em DAE, que proporciona o maximo em y; b = corresponde a amplitude no valor

de x, em DAE, entre o ponto de inflexdo e o ponto de maximo; T1 = BRS 184 +
capina manual, T2 = BRS 184 + herbicida seletivo, T3 = BRS 243 RR + capina manual,
T4 = BRS 243 RR + glyphosate;

" (n=5, P<0,01)
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Tabela 5. Estimativas dos parametros dos modelos ajustados para o acumulo de
macronutrientes secundéarios em funcdo do tempo e os respectivos valores do
ponto de inflexdo (P.1.)

Estimativa dos parametros do modelo

Tratamentos® ajustado’ P.1. R?
a Xo b
mg planta® —— dias apds a emergéncia
Célcio
T1 196,61 90,57 26,56 64 0,98*
T2 198,62 90,48 26,12 64 0,99*
T3 187,71 91,32 25,45 65 0,99*
T4 165,62 90,97 22,46 68 0,98*
Magnésio
T1 84,23 102,37 35,96 66 0,97*
T2 86,94 99,79 33,32 66 0,98*
T3 82,35 99,58 32,50 67 0,98*
T4 67,43 98,86 31,19 67 0,98*
Enxofre
T1 61,04 111,02 37,37 73 0,99*
T2 59,67 110,83 37,14 73 0,99*
T3 58,63 110,31 35,17 75 0,99*
T4 54,37 102,18 27,46 74 0,99*

'Somatoério da MS das folha, dos peciolos, do caule, das vagens e dos gréos;

2

A

a = corresponde ao valor de maximo acumulo; Xo = corresponde ao valor de X,

em DAE, que proporciona o maximo em y; b = corresponde a amplitude no valor
de x, em DAE, entre o ponto de inflexdo e o ponto de maximo; T1 = BRS 184 +
capina manual, T2 = BRS 184 + herbicida seletivo, T3 = BRS 243 RR + capina manual,
T4 = BRS 243 RR + glyphosate;

" (n=5, P<0,01)
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Tabela 6. Estimativas dos parametros dos modelos ajustados para o acumulo de
micronutrientes em fungdo do tempo e o0s respectivos valores do ponto de
inflexao (P.1.)

Estimativa dos parametros do modelo

Tratamentos® ajustado’ P.1. R?
a Xo b
mg planta® —— dias apds a emergéncia
Zinco
T1 0,85 95,40 27,06 68 0,97*
T2 0,86 93,76 25,18 68 0,97*
T3 0,82 95,80 24,30 71 0,98*
T4 0,73 93,96 22,67 71 0,97*
Manganés
T1 2,71 95,51 28,54 66 0,98*
T2 2,65 95,66 28,53 67 0,98*
T3 2,55 96,10 27,47 68 0,99*
T4 2,29 95,16 21,51 73 0,98*
Ferro
T1 8,72 96,20 25,36 70 0,99*
T2 8,39 95,91 24,19 71 0,98*
T3 8,57 95,28 24,57 70 0,99*
T4 7,27 95,69 23,95 71 0,98*
Cobre
T1 0,23 90,61 29,07 61 0,97*
T2 0,22 92,96 29,41 63 0,97*
T3 0,22 92,40 29,02 63 0,96*
T4 0,18 96,50 31,06 65 0,97*
Boro
T1 0,71 91,18 34,41 56 0,98*
T2 0,73 90,64 34,20 56 0,98*
T3 0,74 94,84 31,56 63 0,98*
T4 0,61 89,52 30,95 58 0,97*

'Somatério da MS das folha, dos peciolos, do caule, das vagens e dos graos;
%a = corresponde ao valor de maximo actimulo; X, = corresponde ao valor de X,
em DAE, que proporciona o maximo em y; b = corresponde a amplitude no valor
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de x, em DAE, entre o ponto de inflexdo e o ponto de maximo; T1 = BRS 184 +
capina manual, T2 = BRS 184 + herbicida seletivo, T3 = BRS 243 RR + capina manual,
T4 = BRS 243 RR + glyphosate; (n=5, P<0.01)

Tabela 7. Peso de 100 grédos (g) de plantas de soja
convencional e transgénica, submetida a diferentes tratamentos
de controle de plantas daninhas.

Tratamentos
g planta™
T1 T2 T3 T4
15,18* a 15,64 a 10,80 b 11,05 b
DMS =0,49;
CV% =2,42

*Médias dentro das colunas seguidas pelas mesmas letras ndo
sédo significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
LSD.

T1 = BRS 184 + capina manual, T2 = BRS 184 + herbicida seletivo, T3
= BRS 243 RR + capina manual, T4 = BRS 243 RR + glyphosate;

Tabela 8. Produtividade de gréos (kg ha) de soja
convencional e transgénica, submetidas a
diferentes manejos de plantas daninhas.

Tratamentos
g planta™
T1 T2 T3 T4
3.134 a 3.252 a 3.069 a 3.046 a
DMS = 434,45
CV% =6,26

*Médias dentro das colunas seguidas pelas
mesmas letras ndo sao significativas ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste LSD.
T1 = BRS 184 + capina manual, T2 = BRS 184 +
herbicida seletivo, T3 = BRS 243 RR + capina
manual, T4 = BRS 243 RR + glyphosate;
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Figura 1. Acumulo de matéria seca total e de gréos de
soja em funcdo do tempo e diferentes tratamentos. T1 =
BRS 184 + capina manual, T2 = BRS 184 + herbicida
seletivo, T3 = BRS 243 RR + capina manual, T4 = BRS
243 RR + glyphosate;
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Figura 2. Area foliar da soja em funcdo do tempo e
diferentes tratamentos. T1 = soja convencional +
capina; T2 = soja concencional + herbicida seletivo;
T3 = soja transgénica + capina; T4 = soja
transgénica + herbicida glyphosate
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Figura 3. Acumulo de macronutrientes em funcédo do tempo e diferentes tratamentos. T1 = BRS 184 + capina manual, T2 = BRS 184
+ herbicida seletivo, T3 = BRS 243 RR + capina manual, T4 = BRS 243 RR + glyphosate;
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Figura 4. Acamulo de micronutrientes em funcdo do tempo e diferentes tratamentos. T1 = BRS 184 + capina manual, T2 = BRS
184 + herbicida seletivo, T3 = BRS 243 RR + capina manual, T4 = BRS 243 RR + glyphosate;
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7. CONSIDERACOES FINAIS

As injurias visuais observadas em variedades de soja RR e RR2 apés a
aplicacédo de glyphosate devem-se a diminuigdo dos parametros fotossintéticos
causados pelo dano direto ao cloroplasto associado a quelatizacdo de
importantes cations requeridos para a formacdo da clorofila e fotossintese.
Reducbes na fotossintese causadas pelo glyphosate em soja RR levam a
menor absorcdo e eficiéncia do uso da agua, com consequente reducdo na
absorcéo, acumulo de nutrientes e biomassa. A eficiéncia do uso da agua na
cultivar precoce BRS242RR foi extremamente afetada pelas aplicacbes de
glyphosate.

Os efeitos negativos do glyphosate sdo proporcionais as doses
aplicadas e pronunciados com aplicacdes mais tardias em relacdo a aplicacdes
mais precoces. Tais constatacdes podem levar a adequacdo das
recomendacdes relacionadas a soja RR e RR2, tanto com relacdo as épocas
de aplicacdo do glyphosate quanto como de eventuais especificidades em

relacéo a nutricdo mineral destas plantas.
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