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RESUMO

BOHM, Giani Mariza Barwald. Impacto da soja geneticamente modificada e da
aplicacdo do glifosato no ambiente, na qualidade e na seguranca dos gréaos.
2007. 120 f. Tese (Doutorado) - Programa de Pés-Graduagcdo em Biotecnologia

Agricola. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A soja [Glycine max (L.) Merr.], geneticamente modificada resistente ao herbicida
glifosato (GMgR), tem se destacado no cenario mundial como o produto de maior
expressao da biotecnologia vegetal, considerando-se os 58,6 milhdes de hectares
cultivados. O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de soja GMrg, a partir da
autorizagdo do cultivo desse gendtipo em 1998, pelo Comité Técnico Nacional de
Biosseguranga (CTNBio). Apdés alguns anos de tematica controvertida incluindo
questdes de seguranca ambiental e do alimento, de ética, de soberania cientifico-
tecnologica e, de dependéncia econémica e ideologica, ainda é elemento de duvidas
e discussdes. Os efeitos da transformagéo genética e do uso de glifosato no controle
de plantas daninhas no cultivo de soja GMgrg, nas condigdes edafoclimaticas do
Brasil, ainda n&o foram elucidados. Neste contexto, foram cultivados dois genotipos
de soja, GMrr BRS 244 RR e ndo modificada (NM) BRS 154, no Centro
Agropecuario da Palma da Universidade Federal de Pelotas (CAP), nas safras de
2005/2006 e 2006/2007. Para o controle de plantas daninhas, testaram-se,
tratamentos com glifosato, imazetapir e capina. Com esse modelo experimental foi
possivel analisar os efeitos do cultivo da soja GMgr sobre a microbiota do solo, a
fixagdo biolégica de nitrogénio, os residuos de glifosato e de acido
aminometilfosfénico (AMPA) nos gréos e solo, e os teores de isoflavonas nos graos.
Para monitorar o comportamento da microbiota do solo foram avaliados o carbono
organico total, o carbono da biomassa microbiana, a respiragéo basal e o quociente
metabdlico. Verificou-se que a aplicagdo de glifosato resultou em menor
incorporacao de carbono pela biomassa microbiana, bem como maior respiragao
basal, ndo havendo resposta ao numero de aplicagbes desse herbicida. Essa maior
respiracdo basal nos tratamentos com glifosato indicaram que a microbiota do solo
foi capaz de utilizar o glifosato como fonte de carbono. O menor valor do quociente
metabdlico e a maior relacdo entre o carbono da biomassa microbiana e o carbono
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organico total foram obtidos no tratamento sem o uso de herbicida, o que qualificou
esse tratamento como o de maior estabilidade da microbiota em relagdo aos demais.
A hipotese de que a aplicagéo de glifosato pudesse afetar o metabolismo da planta
e/ou o mecanismo de fixagdo biologica de nitrogénio (FBN) foi parcialmente
confirmada, pois o glifosato reduziu a nodulacdo e a FBN, mas néo reduziu a
produtividade de graos, pelo contrario, aumentou. Verificou-se, ainda que a
modificagdo genética ndo afetou o metabolismo da FBN. Quanto aos residuos de
herbicida constatou-se que a aplicagdo de glifosato resultou em residuos dessa
molécula e de AMPA nos graos, sendo os teores de glifosato superiores aos
permitidos pela legislacdo vigente. Residuos de glifosato e AMPA também foram
detectados no solo. Portanto, o manejo de soja BRS 244 RR com aplicagdes de
glifosato no controle de plantas daninhas, em dosagens recomentadas pelo
fabricante, resultou em residuos dessa molécula. Entretanto, ao analisar-se o perfil e
a distribuigcao das isoflavonas em graos de soja de diferentes gendtipos, verificou-se
que o metabolismo secundario de producdo de isoflavonas nao foi afetado pela
presenca do gene EPSPS exdgeno na planta, nem pela aplicacdo de glifosato.
Como estudo exploratério complementar coletou-se amostras de graos e solo de
duas areas de cultivo comercial, visando realizar um diagndstico da situagao fora
das condi¢des do experimento no CAP. Detectou-se a presenga de elevados teores
de glifosato e de AMPA nos grados e no solo em ambas as areas testadas. Assim
confirmou-se que os residuos de glifosato e do metabdlito AMPA também estéo

presentes em areas de cultivo comercial do Rio Grande do Sul.

Palavras-chave: Soja geneticamente modificada, microbiota, fixagdo biologica de

nitrogénio, residuos de glifosato, isoflavonas
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ABSTRACT

BOHM, Giani Mariza Barwald. Impact of genetically modified soybean and use of
glyphosate on environment, quality and safety the grains. 2007. 120 f. Tese
(Doutorado) - Programa de Pds-Graduagao em Biotecnologia Agricola. Universidade

Federal de Pelotas, Pelotas.

The genetically modified soybean [Glycine max (L.) Merr.], resistant to glyphosate
(GMRgRr), has been the best example for the success of plant biotechnology, regarding
its cultivated are of 58,6 million hectares. Brazil is currently the third top producer of
GMgr soybean in the world. The release of this genotype for cultivation occurred in
1998, by the National Technical Biosafety Committee (CTNBio). After many years of
thematic controversy including concepts of environmental and food safety, ethical,
scientific-technological sovereignty, economical dependence and ideological
reasons, there is still room for doubts and discussions. The effects of genetic
transformation and the use of glyphosate for weed control in soybean GMgr fields, in
Brazilian soil and environmental conditions have not yet been tested. In this context,
two genotypes of soybean were cultivated, GMrgr BRS 244 RR and the non-
genetically modified (NM) BRS 154, in field conditions at Centro Agropecuario da
Palma (CAP) of the Universidade Federal de Pelotas, during 2005/2006 and
2006/2007 seasons. Weed control tests were performed with glyphosate,
imazethapyr and manual weeding. With this experiment, it was possible to analyze
the effects of GMgrr soybean cultivation on soil microbial content, biological nitrogen
fixation (BNF), glyphosate and aminomethylphosphonic acid (AMPA) residues in
grains and in the soil and also isoflavone levels in grains. In order to observe soil
microbial changes, total organic carbon, carbon of microbial biomass, basal
breathing and metabolic quotient were assessed. It was verified that glyphosate
application resulted in lower incorporation of carbon by the microbial biomass, as well
higher basal breathing, however no differences were found regarding the number of
herbicide applications. The higher basal breathing in treatments with glyphosate
indicated that the soil microbial biomass was capable of using glyphosate as a

carbon source. The lowest value for the metabolic quotient and the maximum ratio
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between carbon of microbial biomass and organic carbon was obtained for the
treatment without herbicide, suggesting that this treatment promotes the best stability
of soil microbial content when compared to other treatments. The hypothesis that
glyphosate application could affect the plant metabolism and/or the mechanism of
biological nitrogen fixation (BNF) was partially confirmed, since glyphosate reduced
nodulation and BNF, but it did not reduce productivity of grains, on the contrary, it
increased. It was observed that the genetic modification did not affect the metabolism
of BNF. Regarding the herbicide residues it was observed that application of
glyphosate resulted in residues of this molecule and AMPA in grains. The level of
glyphosate was higher than the maximum value allowed by the present legislation.
Glyphosate residues and AMPA were also detected on soil. Therefore, cultivation of
BRS 244 RR soybean with glyphosate applications for weed control, in doses
recommended by the manufacturer, resulted in residues of this molecule. However,
when analyzing the profile and distribution of isoflavones in grains from different
genotypes of soybean, it was observed that the secondary metabolism of isoflavones
was not affected by the presence of the exogenous EPSPS gene, neither by
glyphosate applications. As a complementary study, samples of grains and soil of
two areas of commercial cultivation were collected, in order to evaluate the situation
outside experimental conditions. High levels of glyphosate and AMPA in grains and
soil were detected in both areas. Therefore, it was confirmed that residues of
glyphosate and AMPA are present in areas of commercial cultivation in Rio Grande

do Sul state.

Key words: Genetically modified organism, microbial biomass, biological nitrogen

fixation, glyphosate residues, isoflavones
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil tem se destacado como um dos principais produtores mundiais de
soja, incluindo cultivares geneticamente modificadas resistentes a glifosato (GMggr) €
nao modificadas (NM), disputando a lideranga com os EUA, na pauta de producéo e
exportacao desse grao, do farelo e do 6leo, além de sub-produtos como proteinas
isoladas, lecitina, fibras, entre outros (AGROLINK, 2007). O faturamento bruto que a
comercializagdo de graos, farelo e o6leo proporcionavam em 1995 era de 3,79
bilhbes de ddlares, tendo passado para 11,87 bilhdes de ddlares em 2007. Afora
isso a soja € a principal cultura agricola em volume e geragédo de renda, incluindo
243 mil propriedades em 17 estados brasileiros. O impacto dessa espécie na pauta
de exportacdo agroindustrial € marcante, representando, em 2007, 8% do total
(ABIOVE, 2007).

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

A liberagao para o cultivo em escala comercial da soja GMggr no Brasil ocorreu
a partir da autorizagdo do cultivo desse gendtipo em 1998, pelo Comité Técnico
Nacional de Biosseguranga (CTNBio). Essa liberagdo foi embasada em trabalhos
consistentes, mas, na grande maioria, realizados em condigbes edafoclimaticas
distintas dos ecossistemas de cultivo de soja no Brasil. Uma intensa discussao foi
gerada em torno do tema, questionando-se aspectos éticos, de soberania cientifico-
tecnolégica, de dependéncia econdmica, e inclusive ideoldgica, além dos aspectos
de seguranga ambiental e dos alimentos. Porém, os devidos estudos de impacto da
soja GMgrr sobre o meio ambiente ainda nao foram apresentados, nem pela
empresa detentora da patente, nem por 6rgaos de pesquisa nacionais. Interpretacéo
similar pode ser estendida no que concerne aos residuos de herbicidas, até entao
autorizados para aplicacao pré-plantio.

Na soja GMgrg, a resisténcia ao glifosato foi obtida pela introdu¢ao do gene
codificador de uma isoforma da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase
(EPSPS, E.C. 2.5.1.19). Este herbicida é um eficiente inibidor da enzima EPSPS

uma das envolvidas na via biossintética dos aminoacidos aromaticos. Pela ag¢ao do
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herbicida glifosato da-se o bloqueio da sintese de aminoacidos aromaticos pela
inativacdo da enzima EPSPS, enzima-chave na via metabdlica para a sintese
desses aminoacidos. Na auséncia do glifosato, a enzima EPSPS atua catalisando a
reacdo da chiquimato-3-fosfato (S3P), e da fosfoenolpiruvato (PEP), dando
condigbes para a producédo de 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSP) e fosfato
organico, que sao moléculas necessarias a sintese dos aminoacidos aromaticos.

Com a presencga do glifosato, ha a restricdo da produgédo desses aminoacidos
aromaticos, além da inibicdo da sintese de varias proteinas vitais, fazendo com que
a planta paralise o crescimento, tanto do sistema radicular, como da parte aérea,
conduzindo-a a senescéncia. Na soja GMgrr que codifica uma variante da EPSPS,
que possui baixa afinidade ao glifosato (elevado Km), a via metabdlica dos
aminoacidos aromaticos ndo é inibida, conferindo assim tolerancia ao herbicida
(ZHU et al., 2004).

O cultivo intensivo de soja GMgr com o gene da enzima EPSPS, que confere
resisténcia ao glifosato, incorporou nova sistematica de manejo de plantas daninhas,
possibilitando, uma ou mais aplicacdes de um herbicida que até entdo nao vinha
sendo utilizado na pds-emergéncia. Existem duvidas se o cultivo de soja GMgg,
através de alteragdes quimicas da planta ou da pratica agricola de utilizagédo do
herbicida glifosato, pode afetar a comunidade bacteriana do solo (BUSSE et al.,
2001; HANEY et al., 2002). Essa indagagao pode ser estendida para a microbiota
simbionte, podendo ou ndo modificar o perfil assim como a eficiéncia da fixagao
biolégica de nitrogénio (FBN) (KING et al., 2001; REDDY & ZABLOTOWICZ, 2003;
ZABLOTOWICZ & REDDY, 2007). Esses questionamentos s&o feitos em ambito
internacional. Outro aspecto amplamente debatido é o fato de ao realizarem-se
aplicacbes em fases mais avangadas de cultivo, ou apenas na pods-emergéncia,
poderia-se gerar residuos do principio ativo nos graos acima do limites permitidos.
Estudos realizados na Argentina (ARREGUI et al., 2003) e nos EUA (TAKAHASHI et
al., 1991; KELLEY et al., 2004; DUKE et al., 2003) tém verificado que ha o risco de
presenca de residuos nos graos, especialmente quando da aplicagdo de dosagens
elevadas (acima de 1260 g ia ha™') e aplicacdes a partir do florescimento. Porém, a
diversidade de respostas é significativa, variando em func&o de cultivar, sistema e
local de cultivo. Afora isso, destaca-se que se torna dificil comparar resultados, pois,
em alguns casos, os experimentos foram realizados com gendtipos distintos. Nesse

caso, quando ha ou nao diferenga no que concerne a FBN ou quanto aos teores de
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metabdlitos secundarios, ndo ha como relacionar com o efeito do manejo, visto que
se sabe que a caracteristica genotipica afeta essas variaveis. Outros experimentos
foram realizados apenas em casa de vegetagdo, em condigbes controladas,
dificultando extrapolar-se o0 comportamento para provaveis respostas em campo
experimental.

No presente estudo, buscou-se a partir de gendtipos isogénicos,
geneticamente modificado (BRS 244 RR) e n&o modificado (BRS 154), em
experimento a campo, estudar a atividade microbiana do solo; o efeito da
modificagdo genética e de glifosato na fixagédo bioldgica de nitrogénio; a presenca de
glifosato e de metabdlito acido aminometilfosfénico (AMPA) no solo e nos graos; e
os teores de isoflavonas nos gréos.

Complementarmente realizaram-se analises de residuos de glifosato e AMPA
em graos e solos de areas com cultivo comercial com soja GMggr tratada com
glifosato.

Considerando a problematica vigente e conhecimento disponivel quando da
implantag&o do projeto, emitiram-se as seguintes hipoteses:

1. A aplicagao de glifosato no manejo de soja GMggr tem efeito inibitério sobre
microrganismos do solo que possuem a enzima EPSPS enddgena néo tolerante
ao herbicida.

2. A aplicagéo de glifosato no manejo de soja GMgrgr pode afetar o metabolismo
da planta e/ou 0 mecanismo de FBN.

3. A aplicagao de glifosato no manejo de soja GMggr resulta em residuos da
propria molécula e de AMPA no solo e nos gréos.

4. A presenga do gene EPSPS exdgeno na soja GMggr afeta seu metabolismo
secundario reduzindo os teores de isoflavonas.

Assim, foram tragados os seguintes objetivos: 1) avaliar métodos de controle
de plantas daninhas, incluindo capina manual e herbicidas, sobre a biomassa e a
atividade microbiana de um Planossolo cultivado com soja BRS 244 RR; 2) avaliar o
efeito da modificacdo genética e da aplicagao de glifosato sobre a FBN, os teores de
N na planta, a nodulagdo e a produtividade de graos; 3) quantificar residuos da
molécula de glifosato e seu metabdlito, AMPA, nos graos e no solo, no cultivo de
soja GMgrg, BRS 244 RR; 4) avaliar o efeito da modificagdo genética e de herbicidas

sobre os teores de isoflavonas nos graos dos gendétipos BRS 244 RR e BRS 154; 5)
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avaliar os residuos de glifosato e do AMPA, nos graos e no solo de soja GMggr de
produtores rurais, cultivados em diferentes condicdes edafoclimaticas.

Optou-se por apresentar a tese na forma de artigos cientificos, organizados
na sequéncia de atividades que permitiram tecer as hipéteses. Essa modalidade foi
considerada muito mais pratica que o modelo de tese tradicional, uma vez que
propicia uma divulgacao objetiva e rapida dos resultados obtidos.

Inicialmente é apresentada uma reviséo bibliografica (artigo 1) sobre o efeito
da modificagdo genética e da aplicagdo do glifosato na microbiota do solo, na
fixagdo biolégica de nitrogénio, na qualidade e segurangca de grdos de soja
geneticamente modificada. Revisaram-se e discutiram-se o0s principais aspectos
ambientais, agrondmicos e de seguranga relacionados com o impacto do cultivo da
soja GMgrg, bem como do uso do herbicida glifosato nessa cultura. Discutiu-se ainda
a ocorréncia de residuos de herbicida no solo e nos graos. Esta revisao foi
submetida a Revista Ciéncia Rural (Universidade Federal de Santa Maria- UFSM).

Em seguida, o artigo 2 trata do efeito do herbicida glifosato, utilizado no
controle de plantas daninhas, na biomassa e atividade microbiana em Planossolo
cultivado com soja BRS 244 RR. Este artigo foi submetido a Revista Brasileira de
Agrociéncia (Universidade Federal de Pelotas- Faculdade de Agrononia Eliseu
Maciel).

O artigo 3 aborda o efeito da modificagdo genética e do uso do glifosato, no
controle de plantas danihas, sobre a FBN, teores de N na planta, nodulagdo e
produtividade de graos das cultivares GMrgr BRS 244 RR e NM BRS 154 cultivadas
em Planossolo.

Na continuidade, foram analisados residuos da molécula de glifosato e do
AMPA nos graos e no solo, bem como a concentragao de isoflavonas em soja BRS
244 RR e BRS 154 cultivadas em Planossolo. Os resultados mostraram que a
aplicacao de glifosato no controle de plantas daninhas resultou em teores elevados
de glifosato e acido aminometilfosfénico no solo. Nos gréos, o teor de isoflavonas
nao foi afetado pela aplicagdo de glifosato, mas os residuos desse herbicida foram
superiores ao permitido pela legislacdo vigente, que é de 10 mg kg™'. Este artigo foi
submetido a Revista de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas, em Maio
de 2007.

No ultimo artigo, foram analisados os residuos de glifosato e de AMPA tanto

em condi¢gdes experimentais de campo como em areas de produtores rurais,
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cultivadas com distintos gendtipos de soja GMgg, solos e condi¢gdes edafoclimaticas.
Os resultados mostraram a presenga de residuos de glifosato, superiores ao
permitido pela legislagdo vigente e, do AMPA em todos os gendtipos GMgr

analisados.
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2. ARTIGO 1

EFEITO DA TRANSFORMACAO GENETICA E DA
APLICACAO DO GLIFOSATO NA MICROBIOTA DO SOLO,
FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO, QUALIDADE E
SEGURANCA DE GRAOS DE SOJA GENETICAMENTE
MODIFICADA

(Revisao submetida a Revista Ciéncia Rural)
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Efeito da transformacéo genética e da aplicacdo do glifosato na microbiota
do solo, fixacao biologica de nitrogénio, qualidade e seguranca de gréos de

soja geneticamente modificada

Effect of genetic transformation and the use glyphosate on soil microbial, biological

nitrogen fixation, quality and safety of genetically modified soybean

Giani Mariza Biarwald Bohm' Cesar Valmor Rombaldi’

-REVISAO BIBLIOGRAFICA-

RESUMO

A soja geneticamente modificada resistente ao herbicida glifosato (GMgrr) € o
principal produto da biotecnologia vegetal, considerando-se a evolucdo da area cultivada e o
consumo desse grdo. Os EUA, a Argentina e o Brasil sdo os maiores produtores de soja
GMgr. A liberagdo para cultivo da soja GMggr no Brasil foi efetivada baseando-se, quase que
exclusivamente, em trabalhos realizados em outros paises, sem a devida valida¢do nas
condi¢des edafoclimaticas locais. Nesse contexto, buscou-se coletar e analisar os principais
trabalhos que versam sobre impacto ambiental, metabolismo da planta, qualidade e seguranga
da soja GMgy tratada e ndo tratada com glifosato. De modo geral, os trabalhos analisados
apresentam algumas caracteristicas comuns: a) avaliam poucas variaveis; b) inferem, a partir

de simula¢do com ensaios em casa de vegetagdo ou “in Vitro”, possiveis respostas no cultivo

! Departamento de Tecnologia Ambiental, Centro Federal de Educagdo Tecnologica de Pelotas, 455, Pelotas, RS. Programa de Pos-
Graduagdo em Biotecnologia Agricola, Universidade Federal de Pelotas. Campus Universitario, s/n°, Capao do Ledo, RS, Brasil, CEP 96010-
900. E-mail: gbbohm@terra.com.br.
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comercial. Embora ainda escassos, os estudos realizados apontam para o fato de que a
transformagdo genética ndo afeta os microrganismos do solo, nem a fixagdo bioldgica de
nitrogénio ¢ nem a composi¢do dos graos. O fator que pode afetar essas varidveis € a
aplicacao do glifosato no controle de plantas daninhas, ou seja, os riscos de perigo ao
ambiente ¢ a seguranca dos produtos derivados dessa matéria-prima se devem ao insumo
aplicado durante o cultivo, e ndo a transformagao genética propriamente dita.

Palavras-chave: Soja transgénica, microrganismos do solo, residuos de herbicida,

1soflavonas.

ABSTRACT

The genetically modified soybean resistant to glyphosate (GMgg) is the main product
of plant biotechnology, regarding the evolution of area cultivated and the use of this grain.
EUA, Argentina and Brazil are the biggest producer of GMgg. The release of GMggr soybean
cultivation in Brazil was done based on works that were accomplished in other countries
without the validation of the same edaphoclimatic conditions. In this context, the main works
about environmental impact, plant metabolism, quality and safety of GMgrr soybean with or
without glyphosate application were collected and investigated. In general, the works
investigated showed some similar characteristics: a) few variables were studied; b)
simulations in green house or “in vitro” are used to infer possible answer on the field.
Although scarce, the works denoted that the genetic transformation did not affect soil
microorganisms, biological nitrogen fixation and composition of grains. The factor which
could affects these variables is the glyphosate application in weed control, thus the risk of
damage to the environmental and safety of products derived from this active principle are due
to the use of the herbicide during of cultivation, and not the genetic transformation.

Key words: Transgenic soybean, soil microorganisms, herbicides residue, isoflavones.
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INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merr.] geneticamente modificada Roundup Ready (GMggr),
resistente ao glifosato, ¢ o produto biotecnoldégico de maior importdncia econdmica nos
ultimos quinze anos atingindo uma area cultivada de 58,6 milhdes de hectares em 2006, o que
representa 57% da érea total cultivada com plantas geneticamente modificadas. O Brasil
ocupa o terceiro lugar mundial em area cultivada com soja GMgg, totalizando 11,5 milhdes de
hectares (ISAAA, 2006). Na soja GMgg, a resisténcia ao herbicida glifosato foi obtida pela
introducdo, juntamente com a regido t-DNA e do gene marcador de selecdo, do gene
correspondente a isoforma da enzima EPSPS (5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase; E.C.
2.5.1.19, CP4 EPSPS), com peptidio sinal, da via do chiquimato, resistente ao glifosato,
mantendo ativa a via biossintética de aminoacidos aromadticos nas plantas. Essa via de
biossintese ¢ inibida em genotipos de soja nao modificada (NM), sem a isoforma CP4 EPSPS
(BUSSE et al., 2001), tendo em vista que o herbicida glifosato [(N-(fosfonometil) glicina;
Roundup (Monsanto, St. Loius, MO)], inibe a sintese de aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, triptofano e tirosina) em plantas (FISHER et al., 1986). O mecanismo de acao
do glifosato compreende a inibicdo da EPSPS, que catalisa a condensacdo do acido
chiquimico e fosfofenolpiruvato, dando origem a bioconversdao de aminoacidos aromaticos. A
inibicao da via de chiquimato pelo glifosato resulta na acumulagdo do &cido chiquimico e/ou
acidos hidroxibenzoicos bem como acidos protocatequimicos e/ou acidos galicos em espécies
de plantas sensiveis (DUKE, 1988) ¢ em Bradyrhizobium japonicum (ZABLOTOVICZ &
REDDY, 2004). Efeitos toxicos do glifosato podem ser atribuidos a inibi¢ao da sintese de
aminoacidos aromaticos, a exaustao energética resultante do consumo de adenosina trifosfato
(ATP) e fosfofenolpiruvato na sintese do chiquimato, 3-deoxi-D-arabino-heptulose-7-fosfato,

acidos hidroxibenzoicos e galico, e a toxidade resultante do acimulo de moléculas
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intermediarias na via do chiquimato (FISHER et al., 1986). Desse modo, ¢ possivel que haja
alteracdes no metabolismo secundario, incluindo a sintese de compostos fendlicos, que inclui
esses metabolitos (REDDY et al., 2000).

A liberagdo para o cultivo em escala comercial da soja GMgg ocorreu a partir de
parecer favoravel do Comité Técnico Nacional de Biosseguranga (CTNBio) em 24/09/1998,
em resposta ao processo enviado pela Monsanto do Brasil Ltda. (n® 01200.002402/98-60). A
CTNBio deliberou favoravelmente a liberacdo argumentando que, a luz do conhecimento
disponivel até aquela data, ndo havia evidéncias de riscos de perigos ambientais e a saude
humana e animal, decorrentes do cultivo e consumo da soja GMggr do genotipo GTS 40-3-2 e
suas progénies (CTNBio, 2007). Nesse contexto, a CTNBio embasou essa afirmativa
argumentando que: 1) a soja € uma espécie exoética, de auto-polinizagdo, com baixa taxa de
alogamia (em torno de 1%), ndo possuindo espécies nativas no Brasil passiveis de serem
fecundadas com polen de soja geneticamente modificada; 2) ndo existe demonstracdo de
efeito pleiotrofico de sua introdugdo em estudos conduzidos em varios ambientes; 3) com
excegdo de trés espécies de plantas conhecidas como naturalmente tolerantes ao herbicida
glifosato (Richardia brasiliensis, Commelina virginica, Spermacoce latifolia), o uso deste
herbicida, durante duas décadas, ndo induziu a tolerdncia em outras espécies de plantas
daninhas; 4) nao existem evidéncias de que a utilizagdo do herbicida glifosato no cultivo de
soja tenha resultado em efeito negativo sobre a FBN; e, 5) ndo ha efeito negativo do cultivo
de cultivares derivadas do gendtipo GTS 40-3-2 sobre o perfil e dinamica populacional de
insetos ja associados ao cultivo da soja ndo modificada.

Complementarmente, quanto a satide humana e animal, a CTNBio argumenta que a
introdugdo do gene CP4 EPSPS nio altera a composi¢cdo quimica da soja, com excecdo da
propria isoforma CP4 EPSPS, considerada segura quanto aos aspectos toxicologicos e

alergénicos. Também foi ressaltado que a utilizagao da soja GMgg ¢ seus produtos derivados
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na América do Sul, Central e do Norte, Europa e Asia ndo registraram casos de reagdo
alérgica em pessoas, a menos que ja fossem alérgicas a soja nao modificada. Nao ha,
entretanto, referéncias e argumentagdes quanto ao risco do perigo de residuos do insumo
associados a soja GMgg, 0 glifosato e o metabolito acido aminometilfosfonico (AMPA).

No Brasil, 3° maior produtor mundial de soja GMgg, poucos trabalhos tém sido
conduzidos visando estudar possiveis respostas resultantes do cultivo da soja GMgg, do ponto
de vista ambiental, agrondmico e de seguranga do produto (grao), num mesmo modelo
experimental. Além disso, os trabalhos publicados, na sua maioria, em outros paises, visaram
avaliar causas-conseqiiéncias analisando duas ou trés varidveis pontuais (ELMORE et al.,
2001; DUKE et al., 2003; ZABLOTOWICZ & REDDY, 2007), ou limitaram-se a ensaios em
laboratodrio (in vitro) (BUSSE et al., 2001; REDDY & ZABLOTOWICZ, 2003), ou em casa
de vegetacdo (REDDY et al., 2004).

Alguns resultados sobre o efeito do glifosato no cultivo de soja GMgrr tém sido
reportados por diversos grupos de pesquisa, como por exemplo, o aumento da atividade
microbiana (HANEY et al., 2000; BUSSE et al., 2001; HANEY et al., 2002; ARAUIJO et al.,
2003a; RATCLIFF et al.,, 2006), alteragdes na biomassa microbiana (WARDLE &
PARKINSON, 1990), toxidade do glifosato para bactérias e fungos (ARAUJO et al., 2003a;
BUSSE et al., 2001), mineralizagdo do glifosato por Pseudomonas spp. (GINSING et al.,
2004), residuos de glifosato e do metabolito dcido aminometilfosfonico (AMPA) em nodulos
e no solo (REDDY & ZABLOTOWICZ, 2003; ARAUIJO et al., 2003a), redugdo da FBN
(KING et al., 2001; ZABLOTOWICZ & REDDY, 2007), redugdo no contetido de leg-
hemoglobina nos nédulos (REDDY et al., 2000), além de residuos de glifosato ¢ AMPA nos
graos (DUKE et al., 2003).

Dessa forma, o objetivo dessa revisdo visa contemplar aspectos ambientais,

agronomicos e de seguranga relacionados com o impacto do cultivo da soja GMgg, bem como
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do uso do herbicida glifosato nessa cultura, a fim de sumarizar os principais avangos técnicos

cientificos nessa tematica, amplamente polémica, mesmo apds 10 anos de cultivo.

Efeito da transformacédo genética e da aplicacdo do glifosato na microbiota do solo

As pesquisas realizadas visando elucidar o efeito do cultivo da soja GMgrr € do
controle de plantas daninhas com aplicacdo de glifosato sobre a microbiota de solos tém
gerado informagdes varidveis em funcao do tipo de solo e das condi¢des de manejo. Assim,
por exemplo, verificou-se que a aplicacao desse herbicida pode estimular (HANEY et al.,
2000) ou inibir (BUSSE et al., 2001) o processo de mineralizagdo de compostos organicos no
solo. No segundo caso, os efeitos toxicos do glifosato sobre microrganismos do solo
provavelmente se devem a acao dessa molécula sobre a enzima EPSPS de microrganismos
(BUSSE et al., 2001).

Em condi¢des controladas de laboratorio, foi demonstrado que o glifosato interfere
negativamente no desenvolvimento de microrganismos de reconhecida importancia no solo,
como ¢ o caso de Bradyrhizobium japonicum, bactéria que estabelece relagdo simbiotica com
a soja, fixando nitrogénio biologicamente (KING et al., 2001). Por outro lado, foi verificado
que a presenga do glifosato pode oferecer vantagens competitivas para microrganismos
capazes de degrada-lo. GINSING et al. (2004), investigaram, em condi¢des de laboratorio, a
mineralizagdo do glifosato e a adsorcdo do metabolito AMPA em cinco tipos de solos, nos
quais observaram que o principal metabolismo de bioconvercdo de glifosato no solo esta
associado a mineralizagdo, especialmente, por Pseudomonas spp.

Outros efeitos do herbicida sao relatados por HANEY et al. (2002), como o aumento
do carbono da biomassa microbiana e da liberagio de CO, quando Roundup Ultra® foi
aplicado na dosagem de 840 g ia ha™, em nove tipos de solos, com diferentes valores de pH e

teores de carbono organico e argila, na Georgia ¢ no Texas-EUA. Nesse mesmo estudo, os
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autores observaram que solos com maior conteido de carbono organico tendem a mineralizar
o glifosato mais rapidamente do que solos com baixo teor de carbono organico, possivelmente
devido a maior biomassa microbiana no primeiro caso.

De forma semelhante, ARAUJO et al. (2003a) detectaram um incremento de 10 a 15%
na liberagdo de CO, em solos onde houve aplicagdo de glifosato na dosagem de 4320 g ia ha
! sugerindo que a microbiota do solo é capaz de metabolizar o glifosato como uma fonte de
carbono. Outro fato relatado nesse trabalho foi a detecgdo de residuo de glifosato e AMPA no
solo, em maiores concentracdes em areas onde realizaram-se aplicagdes de glifosato em anos
sucessivos. LIPHADZI et al. (2005) ao avaliarem o efeito do herbicida glifosato na dosagem
de 1120 g ia ha™', bem como de outros herbicidas recomendados para a cultura de milho e
soja, ndo detectaram alteragdes no carbono da biomassa microbiana e na respiragdo basal.
Complementarmente, verificaram que os tratamentos ndo afetaram a populagdo de
nematoides.

Em experimento em campo, BOHM et al. (2007a), estudaram o efeito do cultivo de
soja GMgr € do controle de plantas daninhas, com uma ou duas aplicagdes de glifosato a 960
giaha, e verificaram que houve menor incorporagio de carbono pela biomassa microbiana e
maior produg¢do de CO, nas parcelas com aplicacdo de glifosato. Complementarmente,
BOHM et al. (2007b) verificaram que o glifosato aplicado em soja GMgg, resulta em residuo
dessa molécula no solo (0,30 mg kg™ a 0,40 mg kg™), bem como da molécula de AMPA (1,03
mg kg a 1,70 mg kg). De acordo com SOUZA et al. (1999), os fatores que influenciam a
persisténcia do glifosato estdo relacionados com sua adsor¢do ao solo e ao metabolismo da
biodegradacao. A degradacao do glifosato no solo pode seguir duas vias principais: a primeira
consiste na transformacdo do glifosato em sarcosina por agdo da bactéria Agrobacterium
radiobacter ou da Enterobacter aeroneges (enzima C-P liase); a segunda rota consiste na

transformagdo do glifosato em acido aminometilfosfonico (AMPA) sob a acdo da bactéria
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Anthrobacter atrocyaneus e Flavobacterium sp., e do proprio metabolismo da planta
(AMARANTE & SANTOS, 2002).

Em estudo sobre biodegradagdo de glifosato (fase adsorvida e fase ndo-adsorvida),
EBERBACH (1998) observou que ha rapida degradacdo do glifosato no primeiro dia apds a
aplica¢do, seguido de diminuicdo da velocidade de degradacdo a partir dai, ¢ que a adsorgao
restringe a disponibilidade do glifosato para biodegradagdo ao longo do tempo. Assim, a
meia-vida da molécula depende da forma como a molécula estd no solo, adsorvida ou nao
adsorvida. No segundo caso ¢ de 6 a 9 dias ¢ a parte adsorvida ¢ de 222 a 835 dias.

ROBERTSON & ALEXANDER (1994) conduziram estudo para avaliar a ocorréncia
de degradacdo acelerada de alguns herbicidas e observaram que o glifosato é mais
rapidamente mineralizado quando se repete a aplicagdo no mesmo solo. Segundo esses
autores, o glifosato, quando aplicado repetidamente na mesma area, por varios anos, pode ter
a taxa de degradagdo aumentada, pois os microrganismos presentes podem estar mais
adaptados a presenga do composto e/ou haver pressdo de selecdo para microrganismos com
enzimas especificas para metaboliza-lo.

Para ARAUJO et al. (2003b) a meia vida do glifosato no solo pode variar em fungio
do tipo de solo, pois ao avaliar o efeito do glifosato na dosagem de 2160 g ia kg, em
amostras de solo Argissolo Vermelho-Amarelo e Latossolo Vermelho, com e sem histdrico de
aplicag¢do prévia do herbicida em campo, verificaram que a meia-vida do glifosato foi menor
nas amostras do Argissolo do que do Latossolo. Segundo esses autores, esse fato pode estar
relacionado a maior quantidade de argila presente em Latossolos, fazendo com que seja mais
adsorvido a essas particulas, dificultando a agdo microbiana, ¢ aumentando a meia-vida nesse
solo. Outros autores, como CARLISLE & TREVORS (1988), também reportaram que a
meia-vida do glifosato no ambiente ¢ dependente do tipo de solo e da atividade microbiana,

podendo variar de uma semana até anos. ANDREA et al. (2003), avaliando o efeito de
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repetidas aplicagdes de glifosato em solo, na sua metabolizagdo, verificaram redugdo rapida
dos residuos extraiveis de glifosato (meia-vida 0,92 + 0,29 més), mas meia-vida crescente de
2,2 a 3,4 meses para mineralizagdo total, de acordo com o aumento de 1 a 4 aplicagdes desse

herbicida.

Efeito do glifosato sobre a fixacdo bioldgica de nitrogénio em soja geneticamente
modificada (GMgR)

A fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN) pode disponibilizar de 65 a 160 kg N ha™
durante o cultivo da soja, o que pode representar até 100% do nitrogénio requerido por essa
espécie (ZABLOTOWICZ & REDDY, 2007). Manter a relagdo simbidtica da planta com as
bactérias fixadoras de N ¢ importante para se obter uma boa produtividade sem necessidade
de incrementar o N do solo por fonte externa. A FBN pode ser afetada pela aplicagdo de
glifosato de forma direta por danos as bactérias simbiontes, ou indireta, por afetar a fisiologia
da planta hospedeira, reduzindo a eficacia do processo de fixacdo/absorcdo. Efeitos do
glifosato sobre nodulagdo, FBN e fisiologia de soja GMgr foram estudados por REDDY et al.
(2000), KING et al. (2001), REDDY & ZABLOTOWICZ (2003) ¢ ZABLOTOWICZ &
REDDY (2007).

Inicialmente, REDDY et al. (2000) e KING et al. (2001), verificaram alteragdes em
varios parametros da nodulacdo, utilizando glifosato na dosagem recomendada pelo
fabricante, em experimentos realizados em casa de vegetacdo. Por exemplo, REDDY et al.
(2000) observaram que glifosato aplicado na dosagem de 1120 g ia ha™ reduziu 28% o
nimero de nodulos, 47% a massa de nodulos e 13% o contetido de leg-hemoglobina. KING et
al. (2001) também observaram que aplicagdes de glifosato na dosagem de 1680 g ia ha™, num
periodo de 5 a 12 dias apos a emergéncia (estddio V2), reduziram em 33% a biomassa de

noddulos. Porém, aplicacdes tardias de glifosato, apds 18, 25 ou 32 dias, ndo afetaram a massa
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de nddulos. Desse modo, o periodo de aplicagdo pode afetar o processo de nodulagdo e,
provavelmente, de fixacdo de N. Complementarmente, REDDY & ZABLOTOWICZ (2003),
testaram o efeito de uma (estddio V2) ou duas aplicagdes (estadios V2 e V4) de glifosato na
dosagem de 1120 g ia ha”', em condi¢des de experimento em campo, sobre a nodulagio, e
observaram que o nuimero de ndédulos nao foi afetado para uma aplicagdo de glifosato no
estadio V2. Porém, duas aplicagdes (V2 e V4) reduziram a massa de nodulos em
aproximadamente 28% e o conteudo de leg-hemoglobina em 10% quando comparados com o
tratamento controle, sem herbicida. Esses resultados sdo contraditérios com os obtidos por
KING et al. (2001) segundo os quais, aplicacdes mais tardias de glifosato ndo afetam a
nodulagao.

O efeito do glifosato sobre as bactérias simbiontes (B. japonicum) e sobre a redugao de
acetileno em condi¢des de ensaio em meio de cultura e em casa de vegetagdo foi citado por
ZABLOTOWICZ & REDDY (2004). Concentragdes de glifosato de 0,5 ¢ 1,0 mM inibiram a
reducdo de acetileno a partir de 20% a 28% nas cepas mais sensiveis e, nas cepas mais
tolerantes, de 8% a 20%, respectivamente. MALTY et al. (2006) avaliaram o efeito do
glifosato sobre trés estirpes de Bradyrhizobium elkanii (BR 29, INPA 80A e INPA 553A) e
uma de Bradyrhizobium japonicum (BR 86), em meio de cultivo com concentragdes
crescentes do herbicida (0 a 454 umol L™). Nesse experimento, foi verificado que o glifosato
apresentou efeitos inibitorios sobre o crescimento de Bradyrhizobium em meio de cultura.
Complementarmente, estudaram os efeitos sobre a nodulagdo da soja, em casa de vegetagao,
em solo que recebeu, antes do plantio, dosagens crescentes do herbicida de 600 até 4800 g ia
ha™'. Nesse caso, ndo houve efeito sobre a nodulagdo, evidenciando que as respostas sio
distintas dependendo do modelo de estudo (in vitro ou em casa de vegetacao).

Em contrapartida, ZABLOTOWICZ & REDDY (2007) observaram, em experimento

a campo, conduzido de 2002 a 2004, que a nodulacdo e a FBN sdo varidveis entre safras, e
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que o glifosato tem pouco efeito sobre essas varidveis se aplicado nas dosagens recomendadas
pelo fabricante (até 2240 g ia ha™). Porém, quando o glifosato foi aplicado em dosagens de
3360 g ia ha!, foram observadas redugdes na FBN, bem como, nos teores de N foliar que
reduziram entre 8% a 13%, e nos graos reduziram de 17% a 32%. Esses mesmos autores
(ZABLOTOWICZ & REDDY, 2007) relatam que as respostas fisioldgicas e de rendimento
de graos, com aplica¢dao de glifosato em soja GMgg, podem variar em fun¢do de genotipos,
localizagdo geografica, condicdes ambientais, tipo de solo, populagdo nativa de
Bradyrhizobium, dentre outros fatores. O potencial de impacto negativo do glifosato aplicado
em soja GMgr € também relatado por REDDY et al. (2004), que observaram a formacao do
AMPA a partir da degradagdo do glifosato por microrganismos do solo. Em condi¢des de
campo, essa formagdo depende das dosagens do herbicida, do gendtipo e das condigdes
edafoclimaticas. Os efeitos do AMPA sobre a nodulagdo, FBN e assimilagdo ainda necessitam
ser estudados.

Outros aspectos relacionados ao impacto ambiental da soja GMgrr também foram
citados por CERDEIRA et al. (2007) e CERDEIRA & DUKE (2007). CERDEIRA et al.
(2007) observaram que altas temperaturas, luminosidade, estresses por déficit hidrico e
aplicagdes precoces do glifosato podem diminuir a resisténcia da soja GMgg a esse herbicida,
ocasionando clorose, incidéncia de infecgdes por Fusarium solani, redug¢des na FBN, perdas
na produtividade e reducdo de biomassa. Porém, a influéncia do glifosato sobre a
suscetibilidade a doengas em soja GMgg € variavel, algumas vezes reduzindo e em outras
incrementando. Relataram ainda que, em geral, existe pouco efeito negativo do glifosato sobre
a microflora, passaros e artropodes, ¢ quando isso ocorre se deve ao efeito indireto do
glifosato sobre a vegetagao do local. CERDEIRA et al. (2007) e CERDEIRA & DUKE
(2007) argumentam que ha vantagens no uso de glifosato em relagdo a outros herbicidas

utilizados durante o cultivo da soja GMgg, 0 glifosato é menos toxico, a DLsy do glifosato ¢
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5600 mg kg™ enquanto que outros herbicidas como o Imazaquim e Trifluralin sio de 5000 mg
kg" e, Fomesafen ¢ de 2000 mg kg'; e a aplica¢io de glifosato no cultivo de soja GMggr
proporciona o cultivo sem remocdo do solo, contribuindo para reducdo da erosdo, da
compacta¢dao do solo ¢ perda de umidade. Entretanto, verificaram que o maior potencial de
impacto negativo, relacionado ao cultivo de soja GMgr com aplicacdo de glifosato, ¢é a
possibilidade do surgimento de plantas daninhas resistentes a esse herbicida, além daquelas

que ja sdo naturalmente resistentes.

Residuos de glifosato e acido aminometilfosfonico, e teores de isoflavonas em gréos de
soja geneticamente modificada (GMgR)

No que concerne aos aspectos relativos ao impacto do manejo da soja GMgg, com o
uso de glifosato, sobre a qualidade e seguranca dos graos, verifica-se que a maioria dos
estudos foram realizados abordando a composi¢cdo quimica dos graos. Poucas informagdes
foram obtidas frente as provaveis respostas a aplicacdo do glifosato, quanto aos residuos da
propria molécula e do metabolito AMPA nos graos, bem como sobre o metabolismo
secundario.

O efeito do glifosato na composicdo de grios de soja GMgrr foi avaliado por
PADGETTE et al. (1995), TAYLOR et al. (1999), DUKE et al. (2003) e MCCANN et al.
(2005). Inicialmente, PADGETTE et al. (1995) avaliaram a expressdao do gene CP4 EPSPS
em soja GMgr na presenca e auséncia desse herbicida, e verificaram acumulo similar da
proteina CP4 EPSPS em ambas as condi¢des. Na seqiiéncia, TAYLOR et al. (1999)
compararam duas cultivares de soja GMgg (40-3-2 e 61-67-1), tratadas com glifosato em pré-
emergéncia e em pds-emergéncia, nas dosagens recomendadas para o produto comercial, com
a cultivar parental NM (A 5403), quanto a qualidade geral, incluindo teor de proteinas, fibras,
lipidios, carboidratos, aminoacidos e isoflavonas. Os resultados demonstraram que nem o
gendtipo nem a aplicagdo do glifosato interferiram nas caracteristicas quimicas e funcionais
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do grao. Segundo esses autores, a via de biossintese de aminodcidos aromaticos ndo foi
afetada pela modifica¢dao genética, resultando em teores de aminoacidos aromaticos similares
entre as variedades testadas. Complementarmente, verificaram que o gene CP4 EPSPS
exerceu sua atividade tanto na presenga como na auséncia de glifosato para a producdo de
aminodcidos aromaticos.

Outra classe de compostos derivados da via de biossintese de aminoacidos sdo as
isoflavonas, que t€m sido reportadas por possuirem atividades estrogénicas, antioxidantes e
hipocolesterolémicas (GENOVESE et al., 2005). Estudos realizados por DELANNAY et al.
(1995), sugerem que o incremento de isoflavonas em soja ¢ resultado de indugao por estresses
bidticos e abiodticos. Assim, se esperaria que a aplicagdo de glifosato, em soja GMgg, pudesse
resultar em estresses a planta e afetar a sintese dessas moléculas. Porém, essa hipotese ndo foi
confirmada, tendo-se verificado que o tratamento com o herbicida ndo afeta a sintese e
acumulo de isoflavonas (TAYLOR et al., 1999; BOHM et al., 2007b).

E fato, entretanto, que ha significativa variagdo de concentragdo de isoflavonas em
soja, em fungdo de genotipos, regides e condi¢des de cultivo, independentemente de ser
modificada ou ndo. GENOVESE et al. (2005), por exemplo, avaliaram quatorze variedades
de soja NM fornecidas pela Embrapa no ano de 2003, produzidas em Ponta Grossa (Parana,
Brasil), e detectaram concentra¢des variando de 57 mg 100 g' a 188 mg 100 g'. Em
gendtipos cultivados nos EUA, WANG et al. (2000) reportaram valores de 116 mg 100 g a
274 mg 100 g”'. DUKE et al. (2003) observaram valores mais elevados, entre de 361 mg 100
g a590,3 mg 100 g, em outros gendtipos. BOHM et al. (2007b) ao compararem os teores
médios de isoflavonas de soja GMgg (221,08 mg 100 g) e ndo transgénica (182,16 mg 100 g
Y, verificaram que a transformagdo genética ndo afetou essa variavel de forma significativa, o

que também havia sido observado por TAYLOR et al. (1999).
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Complementarmente, MCCANN et al. (2005), estudaram por trés anos consecutivos
25 cultivares de soja GMgg tratadas com glifosato em dosagens recomendas pelo fabricante
do produto comercial e 25 cultivares NMs, ndo tratadas com glifosato. Esses autores
verificaram que os teores de componentes nutricionais do grao sdo similares entre as
variedades testadas. Além disso, os teores de lectina, inibidores de tripsina € a composi¢do de
isoflavonas apresentaram variabilidade entre as safras estudadas para todos os genotipos, mas
nao houve efeito da modificagdo genética ou da aplicagdo de glifosato. Assim, pode-se
verificar que, de forma geral, segundo esses autores, a aplicagdo de glifosato em soja GMgg,
ndo afeta as caracteristicas nutricionais do alimento, bem como a concentracao de isoflavonas,
moléculas resultantes do metabolismo secundario.

No que concerne aos residuos, ARREGUI et al. (2003) detectaram teores de 0,1 a 1,8
mg kg™ do principio ativo do glifosato em grios de soja GMgr quando o produto foi aplicado
durante os primeiros estadios do cultivo. DUKE et al. (2003), detectaram teores de 2,18 a 3,08
mg kg™ do principio ativo do glifosato, e 7,27 a 25,00 mg kg do metabolito AMPA em grios
de soja GMgg tratada com herbicida na dosagem de 1260 g ia ha™, aplicado 56 dias apés o
plantio. Esses valores estdo abaixo do parametro preconizado pela legislagdo brasileira
vigente que é de 10 mg kg'. Porém, ressalta-se, ainda, que até 1994, o limite méaximo
permitido de glifosato nos grios era de 0,2 mg kg™ e, a partir dai, aumentou-se em 50 vezes
esse limite para a soja GMgg, passando para 10 mg kg’ (ANVISA, 2007). Destaca-se que
esse herbicida pode causar defeitos cronicos de nascimento em determinadas espécies de
animais, quando administrado em doses elevadas e por um periodo prolongado, embora a
ingestao diaria aceitavel (IDA) por massa corpdrea deste composto é relativamente baixa
(IDA= 0,042 mg kg'd") (ANVISA, 2007). Os estudos de respostas cronicas em animais
alimentados com dietas dentro das concentragdes permitidas ndo mostraram perda de peso ou

alteracdes nas varidveis sanguineas ¢ do pancreas ou, ainda, evidéncia de carcinogenicidade
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em cé¢lulas humanas. No entanto, estudos realizados com ratos demonstraram perda de peso,
descarga nasal e morte de matrizes gravidas, além de desordens digestivas (AMARANTE &
SANTOS, 2002).

Recentemente, BOHM et al. (2007b), ao avaliarem residuos de glifosato nos graos da
cultivar GMggr BRS 244RR, com uma e duas aplicagdes de glifosato na dosagem de 960 g ia
ha' verificaram que h4 presen¢a dessa molécula nos grios, proporcionalmente a dosagem
aplicada. No tratamento em que se realizou uma aplicacdo de glifosato, a concentragdo foi de
19 mg kg, enquanto naquele onde realizaram-se duas aplicagdes a concentragio aumentou
para 36 mg kg'. Ao monitorarem-se as concentragdes de AMPA, o comportamento foi
similar, ou seja, em soja tratada uma vez com glifosato, o residuo foi de 9 mg kg e nas
parcelas tratadas duas vezes, detectaram-se 12 mg kg™

Os teores de glifosato detectados por BOHM et al. (2007b), sdo superiores aos teores
maximos permitidos pela legislagdo vigente, bem como superiores aos detectados
previamente por DUKE et al. (2003), mesmo que as dosagens utilizadas por esses ultimos
autores tenham sido maiores. As causas provaveis para essas diferencas ainda ndo sdo
conhecidas, mas ¢ provavel que a metabolizagdo da molécula na planta seja dependente, além
do gendtipo, das condigdes edafoclimaticas durante o cultivo, como citado por REDDY et al.

(2004).

CONSIDERACOES FINAIS

Dentre as espécies geneticamente modificadas liberadas para o cultivo convencional a
soja GMgr tem se destacado como o produto da biotecnologia vegetal de maior expressao
mundial, a0 menos em area cultivada, totalizando, em 2006, 58,6 milhoes de hectares. O
Brasil se insere nesse cenario como terceiro maior produtor mundial de soja GMgg, a partir da

autorizagao do cultivo desse gendtipo em 1998, pela CTNBio.
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Tematica polémica incluindo conceitos de seguranga ambiental e do alimento,
perpassando por discussdes éticas, de soberania cientifico-tecnoldgica, de dependéncia
econdmica, ¢ inclusive ideologica, ainda ¢ elemento de duvidas e discussdes. Nessa revisao
observa-se que a liberacdo do cultivo no Brasil foi embasada em trabalhos consistentes, mas,
na grande maioria, realizados em condigdes edafoclimaticas distintas dos ecossistemas de
cultivo de soja no Brasil. Afora isso, ha aspectos técnico-cientificos a serem esclarecidos: 1) o
efeito da transformacgdo genética da soja GMgg, no ambiente ¢ na seguranga dos produtos a
base desse grdo; e, 2) o efeito do insumo associado a soja GMgg, 0 glifosato, sobre essas
mesmas variaveis.

Nessa compilacdo de dados observou-se que ha consenso de que a transformagio
genética realizada pela introdugdo do gene CP4 EPSPS e do gene de sele¢do, ndo afeta a
microbiota do solo, a fixagdo do nitrogénio, a composi¢do fisico-quimica basica (teor de
proteinas, extrato etéreo, carboidratos e minerais), nem o teor de isoflavonas dos grios. A
unica alteracdo detectada ¢ a presencga da proteina CP4 EPSPS, o que ¢ absolutamente normal,
tendo em vista que se trata do produto de tradugdo do gene inserido, sem o qual a planta nao
seria resistente ao glifosato. Embora grande parte dos trabalhos que geraram essas
informagdes foram realizados em outros paises (TAYLOR et al., 1999; DUKE et al., 2003;
MCCANN et al., 2005; ZABLOTOWICZ & REDDY, 2007), ha relatos e dados consistentes
de equipes brasileiras confirmando, em parte ou na totalidade, esse comportamento nas
condigdes locais (ARAUJO et al., 2003a; CERDEIRA et al., 2007; BOHM et al., 2007b).
Mas, ndo ha unanimidade quanto ao efeito do cultivo de soja GMggr, com a aplicacdo do
herbicida glifosato, sobre o impacto ambiental, fixacdo biologica de nitrogénio ¢ seguranga
dos graos. Nesse caso, dependendo do solo, da regido e das condi¢des de cultivo (a campo,

em casa de vegetagdo, em vasos ou in vitro), dosagens ¢ época de aplicac¢do do glifosato, pode

39



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

ou nao haver efeito do herbicida sobre o comportamento bioloégico do solo, na FBN, e a
presenga de residuos de glifosato no solo e nos graos.

Mas detalhadamente, ha significativas controvérsias entre os resultados de trabalhos
que estudaram o efeito da aplicagdo de glifosato em soja GMggr sobre os residuos dessa
molécula e do metabolito AMPA nos graos. A priori, de acordo com a recomendagdo técnica
dos produtos registrados junto ao Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), respeitando as dosagens, tecnologia de aplicagdo e o periodo de caréncia, ndo
devera haver problemas com residuos acima dos teores permitidos pela legislacdo vigente,
que ¢ de 10 mg kg, ou seja, 50 vezes maior do que permitido até 1994. Avaliando-se os
trabalhos que versam sobre essa problematica, hd evidéncia de que respeitados esses
pressupostos os residuos de glifosato nos graos mantém-se abaixo dos limites maximos
(ARREGUI et al., 2003; DUKE et al., 2003). Outros trabalhos, inclusive realizados no Brasil
(BOHM et al., 2007b), demonstram que ha risco significativo do perigo de residuos nos graos.
E o caso da soja GMgg, cultivada em duas safras (2005/2006 e 2006/2007), com aplicagdes
do glifosato dentro das recomendagdes técnicas, que apresentaram residuos acima do limite
maximo. Tal fato também foi observado pelos mesmos autores, que coletaram graos em
propriedades agricolas brasileiras, e o problema foi confirmado.

Frente a essa situagdo, recomenda-se a realizagdo de experimentos em cada regido de
produgdo, em anos sucessivos, em condi¢cdes de campo, de modo a obterem-se as reais
respostas a aplicacdo de glifosato na soja GMgg. Essa afirmativa ¢ feita em fun¢do de que a
maioria dos trabalhos encontrados abordou a problematica em apenas uma safra, ou em
condigdes de simulagdo (casa de vegetagdo, vasos, in Vvitro), ou avaliando apenas algumas das
variaveis citadas nessa revisdo. Além disso, embora haja citagdes de que o problema nao

existe (DUKE et al., 2003; CERDEIRA & DUKE, 2007), ha risco de ocorréncia de perigos
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ambientais e de seguranga dos graos de soja GMgg, associados a aplicacao do herbicida e ndo

a transformacao genética (BOHM et al., 2007b).
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EFEITO DO CONTROLE DE PLANTAS DANINHAS NA
BIOMASSA E ATIVIDADE MICROBIANA EM PLANOSSOLO
CULTIVADO COM SOJA BRS 244 RR

EFFECT OF WEED CONTROL ON THE BIOMASS AND MICROBIAL
ACTIVITY OF ALBAQUALF CULTIVATED WITH SOYBEAN BRS

244RR

BOHM, Giani Mariza Barwald*; CASTILHOS, Danilo* PIGOSSO, Gustavo®; TRICHEZ, Daniel®;

ROMBALDI, Cesar Valmor®.

RESUMO

Avaliou-se o efeito de métodos de controle de plantas daninhas na biomassa e
atividade microbiana de planossolo cultivado com soja BRS 244 RR. Durante a safra
2005/2006, foi instalado experimento a campo no Centro Agropecuario da Palma, da
UFPEL, numa area sem cultivo prévio com soja. Foram testados os seguintes
tratamentos, todos com soja BRS 244 RR, com 04 repeti¢cdes, num delineamento
inteiramente casualizado: T1 - sem aplicacédo de herbicida, com capina manual; T2 -
uma aplicacdo de glifosato a 960g ia ha™; T3 - duas aplicacdes de glifosato a 960 g
ia ha™'; T4 - uma aplicacdo de herbicida imazetapir a 100 g ia ha™. Monitoraram-se

aspectos relativos ao carbono organico total, carbono da biomassa microbiana,

! Professora do Centro Federal de Educagao Tecnologica, doutoranda do programa de Pos-Graduagdo em Biotecnologia Agricola,
Universidade Federal de Pelotas. Campus Universitario, s/n°, Capao do Ledo, RS, CEP 96010-900. E-mail: gbbohm@terra.com.br.

% Professor Adjunto do Departamento de solos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas. Campus
Universitario, s/n°, Capao do Ledo, RS, CEP 96010-900.

3 Graduando do quarto semestre de agronomia. Universidade Federal de Pelotas. Bolsista FAPERGS.
4Graduando do quarto semestre de agronomia. Universidade Federal de Pelotas. Bolsista PET.

3 Professor Titular do Departamento de Ciéncias e Tecnologia Agroindustrial, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal
de Pelotas. Campus Universitario, s/n°, Capao do Ledo, RS, CEP 96010-900.
Apoio financeiro: FAPERGS e PROAP/UFPel.

47



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

respiracao basal e quociente metabdlico. Verificou-se que a aplicagao de glifosato
resultou em menor incorporacdo de carbono pela biomassa microbiana, bem como
maior liberacdo de CO, pela respiragdo, ndao havendo resposta ao numero de
aplicagdes desse herbicida. O menor valor do quociente metabdlico e a maior
relacdo entre o carbono da biomassa microbiana e o carbono organico total foram
obtidos no tratamento sem uso de herbicida, o que qualifica esse tratamento como o
de maior estabilidade da microbiota em relacdo aos demais.

Palavras-chave: Glifosato, imazetapir, residuos, soja geneticamente modificada

ABSTRACT

The biomass and microbial activity of albaqualf cultivated with soybean BRS 244
RR, with different methods of weed control, were evaluated. During the 2005/2006
season, in setup experiment at Centro Agropecuario da Palma, of UFPEL, in area
without previous cultivation with soybean. Treatments tested were, all with soybean
BRS 244RR, with four repetition, in a completely randomized design. T1- without
application of herbicide, hand weeded; T2- one application of 960 g ai ha™ of
glyphosate; T3- two application of 960 g ai ha™ of glyphosate; T4- one application of
100 g ai ha” of Imazethapyr. Aspects relative to organic carbon total, carbon of
microbial biomass, basal breathing and metabolite quotient were assessed. The
conclusion was that the treatment with application of glyphosate decreased carbon of
microbial biomass, but increased liberation of CO,, regardless the number of
herbicide application. The lower value of metabolite quotient and the greater relation
between carbon of microbial biomass and organic carbon were obtained for
treatment without use of herbicide, that qualify this treatment as most stable

regarding soil microbial in relation to others.
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INTRODUCAO

A area com cultivo de soja [Glycine max (L.) Merr.] geneticamente modificada
Roundup Ready (GMgR), resistente ao glifosato, foi substancialmente incrementada
durante a ultima década, sem haver conhecimento amplo dos efeitos do manejo
desse cultivo sobre os processos bioldgicos do ecossistema. A produgdo mundial de
soja foi de 220 milhdes de toneladas em 2005, sendo o Brasil, atualmente, o
segundo maior produtor com 53 milhdes de toneladas (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, 2006). Desse total, aproximadamente, 6 milhdes de toneladas
foram produzidas no Rio Grande do Sul, das quais estima-se que 85% seja
originada de sementes GMgg.

A soja GMgg, pela modificagdo genética do gene que codifica a enzima EPSPS
(5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase; E.C. 2.5.1.19) tornou-se tolerante ao
herbicida glifosato, que inibe a enzima EPSPS, envolvida na via biossintética de
aminoacidos aromaticos (BUSSE et al., 2001). O fato de ter-se induzido essa
resisténcia, com a introdugdo de um gene que corresponde a uma izoenzima da
EPSPS, tem possibilitado a aplicagdo de glifosato na pés-emergéncia no cultivo de
soja GMgg, gerando a duvida se esse procedimento pode ou ndo causar impacto
negativo na microbiota do solo.

Varios autores como BUSSE et al. (2001), HANEY et al. (2002), ARAUJO et al.
(2003), GINSING et al. (2004) e LIPHADZI et al. (2005), avaliaram o efeito do
herbicida glifosato, em diferentes tipos de solos e condigdes de manejo, sobre a
atividade microbiana do solo, tendo-se verificado que a aplicacdo desse herbicida
pode estimular ou inibir os processos de mineralizagdo de compostos orgénicos no
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solo. Efeitos téxicos do glifosato sobre microrganismos do solo podem ocorrer
devido a acgao sobre a enzima EPSPS que ¢ inibida pelo glifosato tanto em plantas
como microrganismos (BUSSE et al., 2001). Entretanto, HANEY et al. (2002)
observaram significativo aumento do carbono da biomassa microbiana e evolugao
de CO, quando Roundup Ultra® foi adicionado na dosagem de 234 mg ia kg™, em
nove tipos de solos, com diferentes valores de pH e teores de carbono orgéanico e
argila, na Georgia e no Texas-EUA. Nesse mesmo estudo, também observaram que
solos com maior conteudo de carbono organico tendem a mineralizar o glifosato
mais rapidamente do que solos com baixo teor de carbono orgéanico, possivelmente
devido a maior biomassa microbiana no primeiro caso.

De forma semelhante, ARAUJO et al. (2003) detectaram um incremento de 10%
a 15% na liberagado de CO, em solos onde houve aplicagédo de glifosato na dosagem
de 4320 g ia ha, sugerindo que a microbiota do solo é capaz de metabolizar o
glifosato como uma fonte de carbono, em ensaios in vitro. Outro fato relatado nesse
trabalho foi o incremento de fungos, indicando que esses microrganismos foram
beneficiados diante a aplicagao de glifosato, demonstrando estarem aptos a utiliza-lo
como fonte de nutrientes e energia.

GINSING et al. (2004), investigaram, em condigcdes de laboratério, a
mineralizagdo do glifosato e a adsorgdo do metabdlito acido aminometilfosfénico
(AMPA) em cinco tipos de solos agriculturaveis coletados na Dinamarca, nos quais
observaram que o principal metabolismo de bioconvercao de glifosato no solo esta
associado a mineralizacao, especialmente, por Pseudomonas spp.

Em contraste, BUSSE et al. (2001) aplicando glifosato nas concentragdes
recomendaveis para a cultura de pinus (5-50 mg ia kg™), seja a campo ou em

laboratério, ndo detectaram diferenca sobre a evolucido de CO, e populagdes de
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bactérias e fungos. Entretanto, quando esse herbicida foi aplicado em dosagens cem
vezes maior do que o recomendado houve incremento significativo na evolugao de
CO, em areas tratadas, tanto a campo quanto em ensaios laboratoriais. Nos ensaios
com microbiota isolada em meio de cultura o glifosato mostrou-se téxico para fungos
e bactérias. Quando esses estudos foram conduzidos em vasos com solo esse
efeito ndo se reproduziu.

Em condigdes de campo, LIPHADZI et al. (2005) analisando o efeito do herbicida
glifosato a 1120 g ia ha™', bem como de outros herbicidas recomendados para a
cultura de milho e soja, ndo detectaram alteragbes para variagdo de carbono da
biomassa microbiana e da respiragdao basal. Complementarmente, verificaram que
os tratamentos ndo afetaram a populacdo de nematéides.

No entanto, essas mudangas ainda ndo foram estudadas em Planossolos
cultivados com soja GMggr, com 0 gene EPSPS, que incorporaram nova sistematica
de manejo de plantas daninhas, ou seja, a aplicagdo de um herbicida que até entéao
nao vinha sendo aplicado na pdés-emergéncia, o glifosato. Além disso, tem-se
empregado, em alguns casos, mais do que uma aplicagdo desse principio ativo.
Nesse contexto, buscou-se avaliar métodos de controle de plantas daninhas,
incluindo capina manual e herbicidas, sobre a biomassa e a atividade microbiana de
um solo cultivado com soja GMrr BRS 244 RR. A hipétese do trabalho é que a
aplicagcao de herbicidas no controle de plantas daninhas no cultivo de soja GMggr
causa alteracbes na microbiota do solo que possam implicar em mudancgas no

funcionamento do ecossistema e na qualidade do solo.
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MATERIAL E METODOS
Material vegetal

O experimento foi instalado, na safra 2005/2006, em campo experimental do
Centro Agropecuario da Palma (CAP) da Universidade Federal de Pelotas,
localizado no municipio do Capao do Ledo, Rio Grande do Sul, Brasil. O solo da
area experimental é classificado como Planossolo Haplico Eutréfico Solddico, tendo
como origem sedimentos derivados de granito (EMBRAPA, 2006). Como material
vegetal foram utilizadas sementes de soja GMgrr da cultivar BRS 244 RR fornecidas

pela Embrapa-Trigo (Passo Fundo).

Delineamento experimental e tratamentos

A éarea experimental foi selecionada considerando-se o historico (nunca houve
plantio de soja), homogeneidade topografica (plana), tipo e caracteristicas do solo
(2,6% matéria organica e 16 g kg'argila).

As parcelas experimentais constaram de areas individuais com 4 x 5 m,
aleatoriamente distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado dentro do
campo experimental com 04 repeticoes.

O plantio foi realizado durante a primeira quinzena de dezembro de 2005, com
sementes previamente tratadas com fungicida Derosal Plus® e inoculadas com
Bradyrhizobium japonicum Semia 5079 e Bradyrhizobium elkanii Semia 587.

Os tratamentos foram:

T1 - sem aplicagao de herbicida, com capina 28 dias ap6s o plantio (dap).
T2 - uma aplicacéo de glifosato a 960 g ia ha™', 28 dap.
T3 - duas aplicacdes de glifosato a 960 g ia ha™', 28 e 56 dap.

T4 - uma aplicacdo de herbicida imazetapir a 100 g ia ha™, 28 dap.
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ANALISES

Caracterizacao fisico-quimica do solo

As principais caracteristicas fisico-quimicas do solo foram determinadas
conforme proposto por TEDESCO et al. (1995) e os resultados estdo descritos na
tabela 1.
Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do solo na area experimental do Centro

Agropecuario da Palma, UFPel, Pelotas, RS.

Variavel Valor
Argila (g kg™) 16
oH 4,5
indice SMP 5,7
Matéria Organica (%) 2,6
Fésforo (mg dm™) 4,9
Potassio (mg dm™) 27
Calcio (cmol, dm™) 1,2
Magnésio (cmol, dm™) 1
Aluminio (cmol, dm™) 1,4
Cobre (mg dm™) 1,4
Ferro (g dm™) 10
Manganés (mg dm™) 51
Zinco (mg dm™) 1,3
Sédio (mg dm™®) 48

Variaveis dependentes

Aos 90 dias apds o plantio, correspondendo ao estadio R6 do desenvolvimento
da soja, foram retiradas, com auxilio do trado de rosca, quatro amostras de solo de
cada unidade experimental, para analise quimica (carbono organico total-COT) e de
atividade microbiana do solo (carbono da biomassa microbiana-CBM e respiragéo

basal-RB). Complementarmente, calculou-se a relagédo entre CBM/COT e RB/CBM.

Carbono Organico Total (COT)
Os teores de Carbono Organico Total (COT) foram determinados pelo método de

Walkley-Black conforme método descrito por TEDESCO et al. (1995).
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Carbono da Biomassa Microbiana (CBM)

O Carbono da Biomassa Microbiana (CBM) foi determinado baseando-se no
método descrito por VANCE et al. (1987). Entretanto, para eliminagdo dos
microrganismos, substituiu-se o cloroférmio por tratamento com microondas a 2.450
MHz, durante quatro minutos. Esse procedimento foi validado por FERREIRA et al.
(1999).

O valor de Carbono da Biomassa Microbiana foi calculado através da férmula:
CBM= (C; . C,) K, sendo, CBM= carbono da biomassa microbiana do solo; Ci=
Leitura da amostra irradiada; Cn= Leitura da amostra n&o irradiada; K.= 0,33 (fator de
corregao adotado por PASSIANOTO et al. (2001). Os resultados foram expressos
em ug g~ solo.

Relagdo Carbono da Biomassa microbiana (CBM): Carbono Orgéanico Total
(CBM/COT)

A relacado CBM/COT foi obtida pela razdo entre o carbono da biomassa

microbiana e o carbono organico total do solo.

Respiracdo Basal (RB)

A Respiragdo Basal (RB), que consiste em mensurar a atividade microbiana
através da decomposi¢cado do carbono organico e da quantificagdo do CO; liberado,
foi determinada conforme método proposto por ANDERSON & DOMSCH (1978), e
adaptado por SANTOS et al. (2004). Cada repeticado de 100 g de solo foi
acondicionada em frascos de vidro com capacidade de 0,8 L, hermeticamente
fechados. Para cada tratamento, 4 repeticdes foram adicionados de 2 g sacarose, e
outras 4 permaneceram sem adicdo desse acucar. Em cada frasco, colocou-se um

becker de 50 mL contendo 20 mL de NaOH 1 M, a temperatura de 21 °C. A RB do
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solo foi determinada pela quantificacdo do dioxido de carbono (CO) liberado no
processo de respiragdo microbiana durante 26 dias de incubacdo. O CO, foi
quantificado por titulagdo, com uma solugcdo de HClI 1 M apds a adicdo de uma
solucao de BaCl; (25% m/v) e 3 gotas de fenolftaleina (1%) como indicador.

A quantidade de CO; liberada em cada tratamento e periodo de avaliagao foi
calculada através da férmula: RB= (VPB-VA) x M acido x Eq. C-CO,, Sendo: VPB=
volume de HCL gasto na prova em branco; VA= Volume de HCL gasto na amostra;
M acido= concentragdo do HCL; Eq. C-CO,= Equivalente grama do C-CO; (6). Os

resultados foram expressos em mg C-CO, 100 g

Taxa de respiracdo por unidade de biomassa, ou quociente metabdlico (qCO,)

A taxa de respiragao por unidade de biomassa ou quociente metabdlico (qCO.),
foi obtida pela relagao entre a taxa de respiragao basal, que consiste na medida da
producao de CO,, resultante da atividade metabdlica do solo, e biomassa microbiana

(ANDERSON & DOMSCH, 1990).

Andlise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia, e a comparacdo de médias

pelo método LSD, utilizando-se o programa Statistix 8.0°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os maiores valores de COT foram constatados nas parcelas tratadas com
herbicida Imazetapir, em média, 28% superiores aos valores observados nos demais
tratamentos. N&o houve diferencas significativas entre os demais tratamentos

(Tabela 2). Esse fato pode estar relacionado com a maior presenga da cobertura
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vegetal no tratamento com imazetapir, no qual observou-se menor eficiéncia (dados
nao apresentados) no controle de plantas daninhas, quando comparado com as
demais formas de manejo.

O CBM diminuiu em torno de 36,7% e 40% nos tratamentos com uma e duas
aplicagbes de glifosato, respectivamente, quando comparado com os demais
tratamentos (Tabela 2). Diferentemente desses resultados, HANEY et al. (2002)
detectaram maior CBM em solos nos quais houve aplicagdo de herbicida glifosato.
Para esses autores, aplicacdes de glifosato a 234 mg ia kg de solo, estimula a
atividade microbiana de solos com pH entre 4,7 a 8,2 e com COT de 4,1 a 52,3 g kg
! de solo e com teor de argila de 6 a 45% em solos da Georgia e Texas. BUSSE et
al. (2001) avaliando essa variavel em solos com cultivo de Pinus sp. verificaram que
a aplicacao de glifosato, nas concentragbes recomendadas para essa cultura (5-50
mg ia kg™), ndo afetou o CBM, provavelmente por ndo ter afetado a populacdo de
fungos e bactérias.

Para a relacdo CBM/COT, que indica o percentual do carbono orgéanico total
representado pelo carbono microbiano, os tratamentos com herbicida (T2, T3 e T4)
tiveram uma reducgao significativa de 40%, 43% e 30%, respectivamente, quando
comparado ao solo sem herbicida, com capina (T1). Resultados semelhantes foram
obtidos por LIPHDZI et al. (2005) quando testaram o efeito de glifosato a 1120 g ia
ha' em cultivos de soja nos EUA. Isso indica que os herbicidas podem apresentar

um efeito inibidor sobre populagdes de microrganismos do solo.

56



1

2

o 01k~ W

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Tabela 2. Carbono orgénico total do solo (COT), carbono da biomassa microbiana

(CBM) e a relagao carbono microbiano e carbono organico total (CBM/COT).

Tratamentos CcoT CBM CBM/COT
% ug g”' solo %
T1- controle- capina 1,057 b 590,48 a 5,72a
T2- 1 aplicacdo de glifosato a 960g ia ha™ 1103 b 373,75b 3,39b
T3- 2 aplicagbes glifosato a 960g ia ha™ 1,093 b 350,86 b 323D
T4- 1 aplicagcdo de imazetapir a 100 g ia ha™ 1,353 a 536,93 a 3,98D
Média 1,15 463,00 4,084
CV (%) 11,14 20,93 27,31
= 0,0251 0,0097 0,031

CV: coeficiente de variagdo. P: Probabilidade. Médias seguidas pelas mesmas letras, na mesma
coluna, nao se diferem estatisticamente pelo teste de LSD ao nivel de 5% de probabilidade.

Na Figura 1 pode-se observar que a atividade microbiana foi crescente no
periodo de estudo, sendo mais intensa nos primeiros dias de incubagdo. Esse
comportamento pode ser atribuido a maior disponibilidade de nutrientes nessa
primeira fase. Os tratamentos T2, T3 e T4 apresentaram um aumento significativo na
evolucdo de CO, de 53,79%, 25,64% e 51,57%, respectivamente, em relagcdo a
capina (T1). Esse comportamento, embora com valores absolutos distintos, é
semelhante ao descrito por HANEY et al. (2002), que atribuem a maior liberagao de
CO, na presenga do glifosato ao fato desse herbicida ser facilmente metabolizavel
pelos microrganismos do solo. Entretanto, os resultados de BUSSE et al. (2001),
indicam que essa resposta depende das concentragdes de glifosato. Por exemplo,
dosagens de glifosato entre 5-50 mg kg™ de solo ndo afetam a liberagdo de CO,,
mas concentragdes cem vezes maiores resultam em aumento significativo na
evolugdo de CO,. GIMSING et al. (2004), reportaram que a mineralizacdo do
glifosato, para cinco diferentes tipos de solos testados, esta diretamente relacionada
com a populacdo de bactérias heterotréficas, principalmente o tamanho da

populagcdo de Pseudomonas spp. PASSIANOTO et al. (2001), que avaliaram o
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comportamento da atividade microbiana do solo diante de aplicagdes de residuos
com diversos contaminantes quimicos, afirmam que a respiracdo basal € maior em
solos contaminados como consequéncia do maior consumo de energia pelos

microrganismos, como forma de garantir a sobrevivéncia.

25
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o

S
O T T T 1
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Dias
——T1- Capina —— T2- 1 aplicacéo glifosato

—a—T3- 2 aplicactes glifosato —e— T4- 1 aplicacao Imazetapir

Figura 1- Liberagcdo acumulada de CO; no solo, dos diferentes tratamentos de

manejo da soja BRS 244 RR, no periodo de 26 dias de incubacao.

A respiracao basal induzida pela aplicacédo de sacarose e medida pela liberagao
de CO, apresentou comportamento crescente no periodo estudado, sem, no
entanto, esgotar a fonte do substrato aplicado (Figura 2).

Entre os tratamentos ndo houve diferenga significativa, indicando que as
dosagens e tipos de herbicidas n&o afetaram a metabolizagdo da sacarose. LIPHDZI
et al. (2005) obtiveram resultados similares para a evolugdo de CO; induzido por

substrato.
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O potencial de biodegradacdo da sacarose pela microbiota heterotréfica nao
diferiu entre os tratamentos no periodo estudado (Tabela 3). Esse fato pode ser
relacionado a auséncia de efeitos toxicos dos herbicidas testados e/ou ao fato do
periodo de incubacdo ndo ter sido suficiente para obter maior degradacdo do
carbono organico adicionado. Essa argumentagao é feita tendo em vista que mesmo
apos os 26 dias de incubagao a fonte de carbono orgéanico ainda estava presente e

continuava sendo mineralizada, conforme demonstrado na figura 2.

150

120

mg C-CO2 100g-1
[@)] (]
[an] [an]

W
o

o

0 7 Dias 14 21 28

—+—T1- Capina —m—T2- 1 aplicacao glifosato

—&—T3- 2 aplicacbes glifosato —8—T4- 1 aplicacao Imazetapir

Figura 2- Liberacdo acumulada de carbono (CO3) no solo submetido a aplicagao de

sacarose, dos diferentes tratamentos de manejo da soja BRS 244 RR.

Apods 26 dias de incubagao do solo verificou-se que a taxa de respiragao basal foi
maior para os tratamentos com aplicacdo de herbicidas, ndo havendo diferenca
entre dosagens e tipo de herbicida. GINSING et al. (2004) também detectaram um

aumento nas taxas de RB em solos na presenca de glifosato a 3,4 mg ia kg™'. Esse
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comportamento ndo € unanime, como por exemplo, BUSSE et al. (2001) e LIPADZI
et al. (2005), ndo observaram incremento na RB. Desse modo, percebe-se que as
respostas a aplicagdo de glifosato sao variaveis entre os trabalhos realizados. A
causa exata nao esta determinada, mas acredita-se que as variacdes se devem as
diferencas entre procedimentos experimentais (ensaios a campo ou laboratério ou
casa de vegetacgao), tipo de solo (caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas), bem
como a cultura em estudo e as dosagens testadas.

Os tratamentos T2, T3 e T4 apresentaram maior qCO,, quando comparados com
a capina (T1). Esse resultado é conseqiéncia da maior atividade microbiana, com
maior liberacdo de CO, por unidade de CBM, provocada pela presenga de um
substrato facilmente assimilavel para o desenvolvimento da atividade microbiana,
corroborando com os resultados de SANTOS et al. (2004). O qCO; tem sido
utilizado como um indicador biolégico do equilibrio do solo, uma vez que a medida
que a biomassa microbiana se torna mais eficiente, menos carbono é liberado como
CO, pela respiracdo e uma maior proporcdo de carbono é incorporada a biomassa
microbiana (ANDERSON & DOMSCH, 1990). De modo geral, a aplicagdo de
glifosato e imazetapir resultaram em aumento no qCO, em comparagdo ao
tratamento com capina. E conhecido que fatores de estresse (herbicidas, metais
pesados, pH, limitagdbes de nutrientes), assim como fatores de perturbagao
(condigdes ambientais) induzem a ineficiéncia microbiana. Um efeito potencial da
aplicacao do herbicida glifosato no solo € o estimulo ou inibigdo de microrganismos
do solo com fungdes importantes como nos processos de mineralizagdo e

imobilizagdo de nutrientes (BUSSE et al., 2001).
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O menor valor de qCO; e a maior relagdo CBM/COT foi obtida no tratamento sem
uso de herbicida com controle das plantas daninhas com capina, o que qualifica

esse tratamento como o de maior estabilidade da microbiota.

Tabela 3. Respiragao basal induzida com sacarose (RB ind), respiragdo basal sem
indugao (RB), degradacédo da sacarose adicionada apods 26 dias de incubacao e

quociente metabalico (QCOy).

Tratamentos RB ind RB Degradagao ' qCO,
mg C-CO, 100 g"  mg C-CO, 100 g % 10"
T1- controle- capina 137,25 14,35 b 15,36 3,92b
T2- 1 aplicaggo glifosato a 960g ia ha™ 120,98 22,072 12,36 10,4 a
T3- 2 aplicagbes glifosato a 960g ia ha™ 128,67 18,032 13,80 8,50 a
T4- 1 aplicagdo Imazetapir a 100 g ia ha’' 128,10 21,752 13,29 6.80a
Média 128,75 19,12 13,70 7,40
CV (%) 11,28 19,26 12,29 34,90
P 0,497 0,0378 0,1381 0,024

' Para o calculo foi usada a seguinte expressédo: [(mg C-CO; liberado tratamento ¢/ sacarose - mg C-CO,
trat. s/ sacarose)/ C adicionado] X 100.

CV: coeficiente de variagéo. P: Probabilidade. Médias seguidas pelas mesmas letras, na mesma coluna,
néo se diferem estatisticamente pelo teste de LSD ao nivel de 5% de probabilidade.

CONCLUSOES

O cultivo da soja geneticamente modificada (GMgrr) BRS 244 RR, com uso do
glifosato no controle de plantas daninhas, resulta em maior atividade microbiana
representada pela maior respiragcao basal e maior quociente metabdlico, indicando
maior mineralizacdo do solo. A nao aplicagdo de glifosato favorece uma maior

estabilidade da microbiota.
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Resumo

A principal fonte de nitrogénio no cultivo de soja ¢ a fixacdo biologica. O efeito da
modificacdo genética por alteragdes no metabolismo da planta de soja transgénica resistente
ao glifosato e/ou pela aplicacdo de glifosato, poderia interferir de forma direta por danos as
bactérias simbiontes, ou indireta, por afetar a fisiologia da planta hospedeira, reduzindo a
eficacia do processo de fixagdo/absorcdo. Nesse contexto, buscou-se avaliar o efeito da
transformagdo genética e da aplicacdo do glifosato, usado no controle de plantas daninhas,
durante o cultivo de soja, sobre a produtividade de graos, massa de nddulos, fixagdo biologica
de nitrogénio e nitrogénio na planta. Nesse sentido, desenvolveu-se um estudo em campo
experimental do Centro Agropecuario da Palma da Universidade Federal de Pelotas, na safra
de 2005/2006, em area de Planossolo. Testaram-se dois gendtipos de soja, BRS 244 RR
geneticamente modificada e BRS 154 n3o modificada, num delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢des, composto pelos tratamentos: T1- soja BRS 244 RR sem
aplicacdo de herbicida, com capina manual aos 28 dias apo6s o plantio (dap); T2- soja BRS
154 sem aplicagdo de herbicida, com capina manual aos 28 dap; T3 - soja BRS 244 RR com
uma aplicacio de glifosato a 960 g ia ha”, aos 28 dap; T4 - soja BRS 244 RR com duas
aplicacdes de glifosato a 960 g ia ha™', aos 28 e 56 dap; T5 - soja BRS 244 RR com uma

aplicacdo de herbicida Imazetapir a 100 g ia ha, aos 28 dap e, T6 - soja BRS 154 com uma
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aplicacdo de herbicida Imazetapir a 100 g ia ha”, aos 28 dap. Verificou-se que ndo houve
efeito da transformacao genética sobre a nodulacdo e fixagdo bioldgica de nitrogénio, porém o
manejo de plantas daninhas com uma ou duas aplicagdes de glifosato na dosagem de 960 g ia
ha™' em soja BRS 244 RR, cultivada em Planossolo, resultou em reducio na nodulagio e na
fixagdo biologica de nitrogénio. No entanto, o bom controle das plantas daninhas resultou em
maior produtividade de graos nas parcelas tratadas com glifosato.

Termos para indexacdo: Soja transgénica, abundincia natural de "N, nodulagdo,

produtividade de graos

Biological nitrogen fixation in genetically modified soybean with use of

glyphosate, cultivated in area of Albaqualf

Abstract

The main source of nitrogen in cultivation of soybean is the biological fixation. The effect of
the genetic modification for alterations in metabolism of transgenic soybean resistant to
glyphosate and/or the use glyphosate could interfere on direct way for damages on symbiotic
microbes or indirect way for affecting the physiology of host plant reducing the effectiveness
of fixation/absorption process. In this context seeking to evaluate the effect of genetic
transformation and use of glyphosate for weed control, during the soybean cultivation, about
the productivity of grains, nodules mass, biological nitrogen fixation and nitrogen in plant.
Therefore, was installed experiment at Centro Agropecudrio da Palma of Universidade
Federal de Pelotas, during the 2005/2006 season, in area of Albaqualf. Two soybean
genotypes were tested, BRS 244 RR genetically modified and BRS 154 not modified, in a
completely randomized design, with four repetitions, composed by treatments: T1 - soybean
BRS 244 RR without herbicide application, with hand weeded at 28 days after the planting

(dap); T2 - soybean BRS 154 without herbicide application, with hand weeded at 28 dap; T3 -
66
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soybean BRS 244 RR with ane application of 960 g ai ha™' of glyphosate at 28 dap; T4 -
soybean BRS 244 RR with two applications of 960 g ai ha™' of glyphosate at 28 and 56 dap;
T5 - soybean BRS 244 RR with ane application of 100 g ai ha™ of imazethapyr at 28 dap; and
T6 - soybean BRS 154 with ane application of 100 g ai ha™ of imazethapyr at 28 dap. Was
verified that genetic transformation din,t effect the nodulation and the biological nitrogen
fixation, however the handling of weeds with one or two applications of 960 g ai ha” of
glyphosate in soybean BRS 244 RR cultivated in Albaqualf resulted in reduction of
nodulation and of biological nitrogen fixation. However, the best weeds control resulted in
larger productivity of grains in areas treated with glyphosate.

Index terms: Transgenic soybean, natural abundance of '°N, nodulation, grains productivity.

Introducéo

No Brasil, a area cultivada com transgénicos ja ultrapassou 11,5 milhdes de hectares
(ISAAA, 2006), destacando-se a produgdo de soja resistente ao herbicida glifosato, que foi a
primeira planta geneticamente modificada (GMggr) de importancia comercial a ser aprovada
para o cultivo e alimentagao humana e animal no pais.

Entre os principais fatores bidticos que contribuem para a elevada producdo de soja
destaca-se a fixagdo bioldgica do nitrogénio (FBN), uma vez que a demanda de nitrogénio das
cultivares brasileiras pode ser suprida total ou parcialmente pelo processo biologico, por meio
da inoculagdo com estirpes selecionadas de Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium
elkanii (Hungria et al., 2005). Manter a relagdo simbidtica da planta com as bactérias
fixadoras de nitrogénio ¢ importante para se obter uma boa produtividade sem necessidade de

incrementar esse nutriente do solo por fonte externa.
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Efeitos do glifosato sobre nodulacao, fixagao biologica de nitrogénio e fisiologia da
planta foram estudados por Reddy et al. (2000), King et al. (2001), Reddy & Zablotowicz
(2003) e Zablotowicz & Reddy (2007). Inicialmente, Reddy et al. (2000) e King et al. (2001)
observaram, em condi¢cdes de casa de vegetacdo, que glifosato aplicado na dosagem
recomendada pelo fabricante, reduziu o numero e a massa de nédulos, o contetido de leg-
hemoglobina e o teor de N na planta. Esse efeito foi parcialmente observado por Zablotowicz
& Reddy (2007) em condig¢des de campo.

O efeito negativo do glifosato sobre as bactérias simbiontes (B. japonicum) e sobre a
reducdo de acetileno em condigdes de ensaio em meio de cultura e em casa de vegetacao
foram citados por Reddy & Zablotowicz (2003). Malty et al. (2006) verificaram que o
glifosato apresenta efeitos inibitorios sobre o crescimento de Bradyrhizobium em meio de
cultura. Para Fisher et al. (1986), aplicagdes de glifosato podem inibir a sintese de
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano) ocasionando toxidade para os
microrganismos. O mecanismo de a¢ao do glifosato ¢ nico e age exclusivamente sobre a
enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS, E.C. 2.5.1.19), que catalisa a
condensagdo do acido chiquimico e o fosfofenolpiruvato. A inibi¢do da via do chiquimato
pelo glifosato resulta em acimulo do 4cido chiquimico e/ou &cidos hidroxibenzobicos em
plantas (Duke, 1988) e em Bradyrhizobium japonicum, podendo causar toxicidade
(Zablotovicz & Reddy, 2003).

Zablotowicz & Reddy (2007) observaram, em experimento a campo, conduzido de
2002 a 2004, que a nodulagdo ¢ a fixagdo bioldgica de nitrogénio sdo variaveis entre safras, e
que o glifosato tem pouco efeito sobre esses parametros se aplicado em dosagens de até 2240
g ia ha™'. Porém, quando aplicado em dosagens de 3360 g ia ha™', foram observadas redugdes
na FBN. Esses mesmos autores relatam, ainda, que as respostas fisioldgicas e de rendimento

de produgdo, com aplicacdo de glifosato, podem variar em fung¢do de genotipos, localizagao
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geografica, condi¢cdes ambientais, tipo de solo, popula¢do nativa de Bradyrhizobium, dentre
outros fatores.

No entanto, ndo ha dados publicados sobre a FBN para cultivares de soja GMgg
cultivadas em Planossolo. Nesse contexto, buscou-se avaliar o efeito da modificagdo genética
e da aplicagdo do glifosato, usado no controle de plantas daninhas, sobre a FBN, os teores de
N na planta, matéria seca de nddulos e rendimento de graos das cultivares GMrr BRS 244 RR
e NM BRS 154 cultivadas em area de Planossolo. Esse objetivo estd baseado na hipotese de
que a aplicagdo de glifosato pudesse afetar o metabolismo da planta e/ou o mecanismo de

fixagdo bioldgica do nitrogénio.

Material e Métodos
Material vegetal

O experimento foi instalado na safra 2005/2006, em campo experimental do Centro
Agropecudrio da Palma (CAP), da Universidade Federal de Pelotas, localizado no municipio
do Capao do Ledo, Rio Grande do Sul, Brasil. O solo da area experimental ¢ classificado
como Planossolo Haplico Eutréfico Solodico (Embrapa, 2006) tendo pH 4,5, indice SMP 5,5,
matéria organica 2,6 g dm’ e 16% de argila. Como material vegetal foram utilizadas sementes
de soja dos genotipos BRS 244 RR e BRS 154 fornecidas pela Embrapa-Trigo (Passo Fundo-

RS).

Delineamento experimental e tratamentos

As parcelas experimentais constaram de areas individuais com 4 x 5 m, aleatoriamente
distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado dentro do campo experimental,

com 04 repeti¢des por tratamento. O plantio foi realizado, na primeira quinzena de dezembro,
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com uma densidade de 40 plantas por m*. As sementes foram inoculadas com uma mistura de
Bradyrhizobium japonicum Semia 5079 e Bradyrhizobium elkanii Semia 587. A fertilizagdo
foi realizada com 250 kg ha™ de P e K, utilizando-se adubo 0-20-20 na semeadura.

Os tratamentos aplicados para testar a hipotese foram:
T1 - soja GMgr BRS 244 RR sem aplicacdo de herbicida, com capina manual aos 28 dias
apos o plantio (dap);
T2- soja BRS 154 sem aplicagao de herbicida, com capina manual aos 28 dap;
T3 - soja GMgg BRS 244 RR com uma aplicacio de glifosato a 960 g ia ha, aos 28 dap;
T4 - soja GMrr BRS 244 RR com duas aplica¢des de glifosato a 960 g ia ha, aos 28 e 56
dap;
T5 - soja GMrgr BRS 244 RR com uma aplica¢io de herbicida Imazetapir a 100g ia ha™, aos
28 dap;

T6- soja BRS 154 com uma aplicacio de herbicida Imazetapir a 100g ia ha™, aos 28 dap.

Avaliacoes

Foram retiradas amostras de plantas de cada unidade experimental quando
encontravam-se entre os estadios RS e R6 do desenvolvimento da soja, para determinacao de
Nitrogénio total e do isétopo “N. Utilizaram-se dez plantas por unidade experimental
coletadas aleatoreamente, separando-se folhas, caule e vagens para serem analisadas
separadamente. O teor de nitrogénio nas diferentes partes das plantas foi expresso em g 100 g
! de matéria seca e o N por m’, foi expresso em g m™, considerando-se a matéria seca total da
area. Para contagem e determinagdo da massa de nddulos as plantas foram coletadas aos 90
dias ap6s o plantio. Os nddulos foram retirados cuidadosamente das raizes da planta, lavados
e contados. Apds a coleta foram armazenados em frascos hermeticamente fechados com

silica-gel até obter massa constante. Para se estimar a produtividade pesaram-se os graos
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provenientes da colheita de sementes de 1 m” de cada parcela. A produtividade foi expressa

emg m>,

Nitrogénio Total e °N

A contribui¢@o da FBN foi quantificada, para a cultura da soja, pela técnica de diluigdo
isotopica de "°N, baseada na abundancia natural desse isétopo (Shearer & Kohl, 1986). Além
das amostras da parte aérea das plantas de soja, obtidas no estadio R6, espécies espontaneas,
ndo-leguminosas (Bidens pilosa e Echinochloa spp.), foram também coletadas das mesmas
parcelas para serem utilizadas como referéncia, ou controle, da abundéancia natural de "N do
N disponivel no solo. O material colhido foi seco a 65 °C, moido e analisado para abundancia
natural de "N (Okito et al., 2004), esta ultima realizada através do método de Dumas (técnica
de combustdo a seco), utilizando-se um analisador elementar CN acoplado a um
espectrometro de massas Finnigan Delta Plus. A porcentagem de N derivada da FBN na
planta (%FBN) foi calculada pela formula %FBN = [(8'°Nc¢ - §'°Ns)/(8"’Nc — B)] x 100, em
que 8"”°Nc e 8"Ns correspondem aos valores de abundancia natural de "N das plantas
controle (espécies espontaneas) e da soja, respectivamente; ¢ B ¢ uma constante relacionada
ao processo de discriminagio isotopica de '°’N pelo processo da FBN, aqui considerada como
sendo -1,3 & (Bergersen et al., 1988). A quantidade total de N na planta derivada da FBN foi

calculada pela multiplicacdo da %FBN pelo total de N acumulado pela planta.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e a comparagao de médias pelo

método Tukey, utilizando-se o programa Statistix 8.0
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Resultados

A produgdo de matéria seca média foi de 942,9 g m?, ndo tendo havido efeito da
transformagdo genética, nem do manejo das plantas daninhas sobre essa variavel. Frente a
essa situacdo era esperado que a produtividade também ndo variasse, tendo em vista que,
dentro de certos limites, esta correlacionada a producao de matéria seca (Sinclair et al., 2003).
Porém, as areas tratadas com glifosato apresentaram maior produtividade, atingido 241,8 g m’
*. Os menores rendimentos foram obtidos nos tratamentos com imazetapir (188 g m™),
seguido das capinas (214 g m™). Esse fato era esperado, pois a eficiéncia no controle de
plantas daninhas ndo foi satisfatoria, nesses tratamentos, o que deve ter aumentado a
competicao e resultado em menor produtividade de graos (Tabela 1).

Ao avaliar-se o N total nas diferentes partes da planta, somente observaram-se efeitos
dos tratamentos no teor de N do caule (Tabela 2), em maior concentracdo no tratamento com
soja ndo modificada (NM). Excetuando-se o caule, nas folhas e vagens ndo houve diferenca
de concentragdo de N, a semelhanga do que ocorreu com a matéria seca.

A anélise da abundéncia natural de "N das plantas espontineas indicou que a
marcagdo do N disponivel do solo era de 5,37 8'°N, variando de 5,49 + 0,15 em plantas de
picdo preto (Bidens pilosa), a 5,26 + 0,07 '°N em plantas de capim-arroz (Echinochloa spp.)
(Tabela 3). Os orgdos aéreos das plantas de soja mostraram valores de 8N
consideravelmente mais baixos do que os observados nas espécies espontaneas, sendo
observadas diferengas entre os tratamentos (Tabela 3). Considerando-se os resultados
ponderados de 5'°N para a planta inteira, tem-se o indicativo de efeito dos tratamentos sobre a
FBN na soja.

Os tratamentos com glifosato na soja GMgg repercutiram em menor dependéncia da
planta pela FBN (abaixo de 70%), quando comparados a soja GMggr sob capina, cuja

dependéncia pela FBN foi estimada em 80% (Tabela 4). O uso de imazetapir para o controle
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das invasoras nao prejudicou a FBN na soja, independente da cultivar. Nao houve variagdo
estatisticamente significativa no nimero de nédulos, mas a matéria seca de ndédulos foi menor

quando a soja GMRp foi tratada com glifosato, concordando com os resultados de FBN.

Discussao

As possiveis respostas do cultivo de soja GMgg, com o uso de glifosato para o controle
de plantas daninhas, frente a FBN, em comparacdo com a soja NM, ainda nao foram descritos.
Os trabalhos que abordaram essa tematica, normalmente estudaram apenas o genotipo GMgr
com e sem aplicacdo de herbicida (Reddy & Zablotowicz, 2003; Correia & Durigan, 2007;
Zablotowicz & Reddy, 2007). Diante disso, buscou-se complementar esses estudos,
analisando-se, além da soja GMggr, com e sem glifosato, a cultivar NM BRS 154, cultivada
sem aplicacdo de glifosato. Complementarmente, testou-se o imazetapir, como herbicida
tolerado pela soja BRS 244 RR e pela BRS 154.

Desses tratamentos verificou-se que, nas parcelas tratadas com glifosato, houve maior
produtividade de grdos, em média 236 g m>, comparados a 214 g m™ nas 4reas com capina, e
188 g m™ nas parcelas com imazetapir. Esse comportamento pode ser explicado pelo controle
mais eficiente de plantas daninhas nas parcelas tratadas com glifosato. Observou-se que,
nitidamente, houve presenga de plantas daninhas nas parcelas com imazetapir, e reinfestagao
nas areas com capinas. Cerdeira et al. (2007) ja citaram que isso ocorre, pois a aplicacao de
glifosato proporciona excelente controle de plantas invasoras e favorece, pela menor
concorréncia, melhor aproveitamento fotossintético e de nutrientes, aumentando a
produtividade. Esses autores ainda relatam que o uso desse herbicida permite o plantio direto,
mas as vezes, favorece a selecdo de plantas daninhas resistentes ao glifosato.

Ao avaliarem-se varidveis relacionadas a FBN, verificou-se que nas parcelas com

glifosato houve menor massa de ndédulos e menor percentual de N fixado biologicamente, o
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que ficou evidenciado pelos maiores valores de & '°N nesses tratamentos. Esse resultado nio é
coerente com o fato de que, geralmente, menor nodulagio e menor FBN geram menor
produtividade.

Os trabalhos que abordaram essa tematica tém mostrado que a aplicagdo de glifosato
tem pouco efeito sobre a nodulacdo e, como conseqiiéncia, pouco efeito sobre a FBN, a
menos que elevadas dosagens desse herbicida sejam aplicadas (Zablotowicz & Reddy, 2007).
Esses autores obtiveram esse comportamento em experimento a campo. King et al. (2001) e
Reddy & Zablotowicz (2003), em condi¢cdes de casa de vegetagdo, observaram que a
aplicacdo de glifosato afeta a nodulacdo e a FBN, devido a redugdo do conteudo de leg-
hemoglobina e acumulagao de glifosato nos graos em niveis letais ao Bradyrhizobium sp., que
acabam por afetar o desenvolvimento dos nddulos. Desse modo observa-se que as respostas
sdo distintas frente ao modelo de estudo adotado. Esse fato também ocorreu neste
experimento realizado em area de Planossolo, no qual detectou-se efeito do glifosato na
reducdo de nodulacdo e FBN, mas contribuiu para melhor produtividade.

Ao analisarem-se esses resultados, deve-se levar em conta que o efeito na nodulagao, e
conseqiientemente da FBN, podem nao afetar a produtividade no curto prazo, mas colaboram
para um balango negativo de N no solo, que somente serd constatado no longo prazo,
dependendo da rotagdo de culturas utilizada. Quanto mais pobre em N for o solo, mais
dependente da FBN sera a cultura, condi¢do em que o efeito negativo do glifosato sera
acentuado (Alves et al., 2003). A argumentacdo feita por Alves et al. (2003) corrobora os
resultados obtidos por Bohm et al. (2007) que relataram que em parcelas tratadas com
glifosato, ha maior atividade microbiana representada pela maior respiragdo basal ¢ maior
quociente metabdlico, indicando maior mineralizagdo. Essa maior mineralizagao de nutrientes
do solo pode ser o mecanismo, no curto prazo, de disponibilidade de N ndo fixado

biologicamente.
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Os niveis de 8 '°N do solo foram suficientes para a adequada utiliza¢io da técnica de
abundéncia natural de °N para quantificacio da dependéncia das plantas de soja pela FBN
(Unkovich & Pate, 2000). Além disso, as amostragens feitas nas parcelas experimentais
mostraram homogeneidade na marcagdo do N disponivel do solo para as plantas. A interacao
entre a massa de nodulos e a FBN (R*= 0,70, p=0,03) explicou praticamente 70% da varia¢io
da dependéncia das plantas pela FBN, aumentando a confianga nas estimativas da técnica
isotopica. A massa de nddulos como consistente indicadora de FBN foi demonstrada por
Dobereiner et al. (1970). Os resultados encontrados sugerem que o glifosato foi mais negativo
para o sistema fixador de N da soja do que o imazetapir, porém este ultimo, pela menor
eficiéncia no controle de plantas daninhas, de alguma forma interferiu negativamente na

produtividade da cultura de soja.

Concluséo
A aplicacdo de glifosato em soja GMgrr BRS 244 RR interfere negativamente na FBN,
mas, pela eficiéncia no controle de plantas daninhas, promove maior produtividade de graos.

A modificagdo genética da planta ndo interfere no mecanismo da FBN.
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1 Tabela 1 — Produgdo de matéria seca e produtividade de grdos da soja geneticamente
2  modificada (GMgg, BRS 244 RR) e ndo modificada (NM, BRS 154) tratadas com herbicidas

3 ou capinas, cultivada no Centro Agropecuario da Palma na safra 2005/2006.

2005/2006
Tratamentos Matéria Seca Produtividade

gm’? gm?

T1- 244RR capina 841,90 207,20

T2- 154 capina 1037,70 222,30%°

T3- 244RR Ix glifosato 1142,50 241,80°

T4- 244RR 2x glifosato 1238,90 224,60ab

T5- 244RR 1x imazetapir 777,30 176,50°

T6- 154 1x imazetapir 919,00 200,00

Média 992,90 212,00

CV (%) 29,16 7,53

P 0,23 0,0004

4 CV: Coeficiente de Variagdo. P: Probabilidade. Médias, na mesma coluna, com letras iguais ndo apresentam
5  diferenga significativa (P<0,05).

7  Tabela 2- Teor de N nas partes aéreas de plantas de soja geneticamente modificada (GMgg,
8 BRS 244 RR) e ndo modificada (NM, BRS 154) tratadas com herbicidas ou capinas, cultivada
9 no Centro Agropecuario da Palma na safra 2005/2006.

2005/2006 N folhas  Ncaule Nvagem | Nfolhas Ncaule Nvagem N planta
Tratamentos
g100¢g" g/m?
T1- 244RR capina 3,11 1,08 3,32 5,06 4,54 7,62 17,23
T2- 154 capina 3,28 1,48 3,48 6,92 7,90 9,94 24,77
T3- 244RR 1x glifosato 3,41 1,37° 3,21 8,40 7,92 10,47 26,80
T4- 244RR 2x glifosato 3,34 1,50° 3,45 8,68 10,22 11,59 30,50
T5- 244RR 1x imazetapir 3,24 1,35 3,14 5,48 5,69 6,73 20,84
T6- 154 1x imazetapir 3,30 1,84° 3,57 6,88 9,91 9,45 26,25
Média 3,28 1,44 3,36 6,09 7,69 9,30 24,39
CV (%) 15,15 20,46 9,54 35,05 41,20 35,36 32,96
P 0,97 0,04 0,38 0,24 0,12 0,34 0,299

10 CV: Coeficiente de Variagdo. P: Probabilidade. Médias, na mesma coluna, com letras iguais ndo apresentam
11  diferenga significativa (P<0,05).
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1  Tabela 3 — Teores de 8 °N de plantas invasoras e nas diferentes partes da planta de soja
2  geneticamente modificada (GMggr, BRS 244 RR) e ndo modificada (NM, BRS 154) tratadas

3 com herbicidas ou capinas, cultivada no Centro Agropecuario da Palma na safra 2005/2006.

2005/2006 folhas caule vagem total

Tratamentos 5N 5N 5N 5N
T1- 244RR capina -0,18° -0,03°¢ 0,36 0,02¢
T2- 154 capina 0,17 0,58" 0,61 0,48"
T3- 244RR 1x glifosato 1,85% 1,09° 1,02 1,617
T4- 244RR 2x glifosato 1,16™ 1,08 0,74 1,01°
T5- 244RR 1x imazetapir 0,98 0,96 0,94 0,48
T6- 154 1x imazetapir 0,22 0,68 0,59 0,53
Bidens pilosa n.d. n.d. n.d. 5,49
Echinochloa spp n.d. n.d. n.d. 5,36
Média 0,70 0,87 0,71 0,69
CV (%) 111,6 53,08 79,86 56,57
P 0,016 0,0005 0,6 0,0005

4 n.d. - ndo detectado. CV: Coeficiente de Variagdo. P: Probabilidade. Médias, na mesma coluna, com letras iguais
5 ndo apresentam diferenca significativa (P<0,05).

7  Tabela 4 — Numero e massa de nodulos e dependéncia pela fixacao bioldgica de nitrogénio de
8 plantas de soja geneticamente modificada (GMgg, BRS 244 RR) e ndo modificada (NM, BRS
9  154) tratadas com herbicidas ou capinas, cultivada no Centro Agropecuario da Palma na safra

10  2005/2006.

2005/2006
Tratamentos Nodulos Massa FBN
n° g %
T1- 244RR capina 31,75 0,447 80,20
T2- 154 capina 37,25 0,399 73,27%
T3- 244RR 1x glifosato 17,50 0,229°¢ 56,45¢
T4- 244RR 2x glifosato 33,75 0,293 65,45
T5- 244RR 1x imazetapir 43,00 0,413 73,27
T6- 154 1x imazetapir 43,50 0,525 72,60
Média 34,46 0,385 70,21
CV (%) 42,39 31,40 8,28
P 0,18 0,03 0,0005

11 CV: Coeficiente de Variag@o. P: Probabilidade. Médias, na mesma coluna, com letras iguais ndo apresentam
12  diferenga significativa (P<0,05).
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5. ARTIGO 4

RESIDUOS DO GLIFOSATO E DO ACIDO
AMINOMETILFOSFONICO, E TEORES DE ISOFLAVONAS
EM SOJA BRS 244 RR E BRS 154

(Submetido a Revista de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas, em Maio de
2007)
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RESIDUOS DO GLIFOSATO E DO ACIDO AMINOMETILFOSFONICO, E TEORES
DE ISOFLAVONAS EM SOJA BRS 244 RR E BRS 154

Glifosato e isoflavonas em soja RR

Giani Mariza Barwald BOHM": Maria Inés GENOVESE?; Gustavo PIGOSSO®: Daniel
TRICHEZ®: Cesar Valmor ROMBALDI*

RESUMO

A principal forma de controle das plantas daninhas durante o cultivo de soja
geneticamente modificada (GMggr) BRS 244 RR é o uso de glifosato. Porém, existem
duvidas quanto a seguranga desse herbicida, na qualidade dos graos e do solo da
soja GMgr cultivada em Planossolo. Residuos da molécula do glifosato e do
metabdlito acido aminometilfosfébnico (AMPA) podem estar presentes nos gréos,
bem como, podem afetar a concentracédo de isoflavonas. Por isso avaliaram-se as
sojas BRS 244 RR e BRS 154 cultivadas nos seguintes tratamentos: T1- soja BRS
244 RR, sem aplicagao de herbicida, com capina manual aos 28 dias apds o plantio
(dap); T2- soja BRS 154 sem aplicagdo de herbicida, com capina manual também
aos 28 dap; T3 - soja BRS 244 RR com uma aplicagdo de glifosato a 960 g ia ha™
aos 28 dap; T4 - soja BRS 244 RR com duas aplicagdes de glifosato a 960 g ia ha™
aos 28 e 56 dap; T5 - soja BRS 244 RR com uma aplicagéo de herbicida imazetapir
a 100 g ia ha™ aos 28 dap; T6- soja BRS 154 com uma aplicacdo de herbicida
imazetapir a 100 g ia ha™' aos 28 dap. Verificou-se que a aplicagdo de glifosato no
controle de plantas daninhas resultou em teores elevados de glifosato e acido
aminometilfosfénico no solo. Nos gréos, o teor de isoflavonas nao foi afetado pela
aplicacao de glifosato, mas os residuos desse herbicida foram superiores ao
permitido pela legislagdo vigente, que é de 10 mg kg™

Palavras-chave: Herbicida, AMPA, soja transgénica

! Professora do Centro Federal de Educagdo Tecnolédgica, doutoranda do programa de Pés-Graduagdo em Biotecnologia Agricola,
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RESIDUE OF GLYPHOSATE AND AMINOMETHYLPHOSPHONIC ACID, AND
LEVELS OF ISOFLAVONES IN SOYBEAN BRS 244 RR AND BRS 154

ABSTRACT

Glyphosate is the main form of weed control during cultivation of genetically
modified soybean (GMgrr) BRS 244 RR. However there are doubt about the safety
this herbicide on the quality of grains and soil this soybean GMgr cultivated in
Albaqualf. Glyphosate residues and the metabolite aminomethylphosphonic acid
(AMPA) could be present in grains and affect the isoflavones concentration.
Therefore were evaluated soybeans BRS 244 RR and BRS 154 cultivated with the
following treatments: T1- soybean BRS 244 RR, without application of herbicide,
hand weeded at 28 days after the planting (dap); T2- soybean BRS 154, without
application of herbicide, hand weeded at 28 dap; T3- soybean BRS 244 RR with one
application of 960 g ai ha™' of glyphosate at 28 dap; T4- soybean BRS 244 RR with
two application of 960 g ai ha™ of glyphosate at 28 and 56 dap; T5- soybean BRS
244 RR with one application of 100 g ai ha™' of imazethapyr at 28 dap; and T6-
soybean BRS 154 with one application of 100 g ai ha™ of imazethapyr at 28 dap. It
was verified that the glyphosate application for weed control resulted in high levels of
glyphosate and aminomethylphosphonic acid in soil. In grains, the levels of
isoflavones were not affected the glyphosate application, but the residues of this

herbicide were higher than allowed by the present legislation, that is 10 mg kg™.

Key words: Herbicide, AMPA, transgenic soybean

1- INTRODUCAO

A planta geneticamente modificada mais cultivada no Brasil € a soja [Glycine
max (L.) Merr.] resistente ao herbicida glifosato, com 11,5 milhdées de hectares
cultivados (ISAAA, 2006). A soja geneticamente modificada resistente ao glifosato
(GMgr) foi obtida pela introdugdo, juntamente com a regido t-DNA e o gene
marcador de sele¢do, de gene correspondente a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato sintase (EPSPS, E.C. 2.5.1.19, CP4), enzima da via de chiquimato, resistente
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ao glifosato, mantendo ativa a via biossintética de aminoacidos aromaticos (BUSSE
et al.,, 2001). O ¢lifosato [N-(fosfonometil) glicina], age sobre a enzima EPSPS
inibindo a via de sintese dos aminoacidos aromaticos essenciais, fenilalanina,
triptofano e tirosina, os quais sdo precursores de outros produtos, como lignina,
alcaldides, flavondides e acidos benzdicos (AMARANTE & SANTOS, 2002). A priori
a soja GMggr € tolerante ao glifosato por possuir uma isoforma da EPSPS resistente
a essa molécula. Porém, é sabido que o glifosato sera absorvido e metabolizado
pela planta podendo alterar o metabolismo secundario uma vez que a enzima
EPSPS endbégena se mantém inalterada (REDDY et al., 2000).

A recomendacgao técnica prescrita no registro do produto comercial que
contém glifosato para aplicagdo pos-emergente de soja GMgg, junto ao Ministério da
Agricultura, é de 1 a5 L ha™ (480 a 2400 g ia ha™'), dependendo da marca comercial
do produto. O periodo de caréncia para utilizagao do glifosato € de 56 dias antes da
colheita. Essa orientagao parte do pressuposto de que respeitadas as dosagens e
prazo de caréncia, serdo mantidos os limites de residuo no grdo abaixo do
parametro preconizado pela legislagdo vigente que é de 10 mg kg'1. Ressalta-se,
ainda, que até 1994, o limite maximo permitido de glifosato nos graos era de 0,2 mg
kg' e, a partir dai, aumentou-se em 50 vezes esse limite para a soja GMgg,
passando para 10 mg kg™ (ANVISA, 2007).

Embora o Brasil seja o 3° maior produtor mundial de soja GMggr, somente
superado pelos EUA e Argentina, poucos trabalhos tém sido conduzidos no Pais
com o intuito de avaliar, em ensaios a campo, 0 impacto dessa tecnologia sobre a
qualidade e seguranga dos graos, num mesmo modelo experimental, em areas de
Planossolo, que constitui-se a base experimental deste trabalho. Alguns autores
como PADGETTE et al. (1995), TAYLOR et al. (1999), DUKE et al. (2003), REDDY
et al. (2004) e MCCANN et al. (2005) estudaram o efeito da aplicacao de glifosato no
manejo de soja GMgrr € Nna composi¢ao basica dos graos. Inicialmente, PADGETTE
et al. (1995) avaliaram a expressdo do gene CP4 EPSPS em soja GMgrr na
presenca e auséncia desse herbicida e verificaram um acumulo similar da proteina
CP4 EPSPS em ambas condigdes. Na sequéncia, TAYLOR et al. (1999) e MCCANN
et al. (2005), ao compararem variedades comerciais de soja GMgrr com as
convencionais verificaram que a transformagao genética ndo interfere nos teores de

proteinas, carboidratos, gorduras, aminoacidos e de isoflavonas. Mas no que
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concerne a residuos, DUKE et al. (2003), analisando o manejo da soja GMgg tratada
com glifosato sob diferentes dosagens, detectaram elevados teores do AMPA nos
graos, porém, a semelhanca de TAYLOR et al. (1999) e MCCANN et al. (2005), n&o
observaram efeito da aplicacdo do herbicida sobre os teores de chiquimato e de
isoflavonas. REDDY et al. (2004) observaram efeitos toxicos para a planta e redugao
dos teores de clorofilas quando o glifosato foi aplicado na dosagem 13.440 g ia ha™,
afetando a composicdo dos grados. Para REDDY et al. (2000) a soja GMgrr néo é
completamente resistente ao glifosato, podendo haver inibigdo no crescimento e
desenvolvimento da planta em dosagens a partir de 2240 g ia ha’' em certas
condigdes edafoclimaticas. Assim é possivel que o herbicida glifosato afete os niveis
de isoflavonas em graos produzidos por soja GMgrg.

Outro aspecto relacionado com o efeito do manejo da soja GMgr € a
presenca de residuo do herbicida no solo. GINSING et al. (2004) investigaram, em
condigdes de laboratdério, a mineralizagdo do glifosato e a adsor¢cdo do metabdlito
AMPA em cinco tipos de solos coletados na Dinamarca, nos quais observaram que o
principal metabolismo de bioconversdo de glifosato no solo esta associado a
mineralizacdo, especialmente, por Pseudomonas spp. ARAUJO et al. (2003)
detectaram incremento de 10 a 15% na liberagcdo de CO, em solos onde houve
aplicacéo de glifosato na dosagem de 4320 g ia ha™!, sugerindo que a microbiota do
solo é capaz de metabolizar o glifosato como uma fonte de carbono, em ensaios in
vitro. Outro fato relatado nesse trabalho foi a detecg¢ao de residuo de glifosato e do
AMPA no solo, em maiores concentragdes em areas onde realizaram-se aplicagdes
de glifosato em anos sucessivos.

No entanto, ndo ha dados publicados sobre as respostas a aplicacdo de
glifosato em soja GMgg cultivada em Planossolos, amplamente conhecidos pela alta
concentracao de argila e permeabilidade lenta. Além disso poucas variaveis foram
monitoradas na maioria dos trabalhos que abordam essa tematica, ou que
estruturaram os experimentos in vitro (BUSSE et al., 2001; ARAUJO et al., 2003), ou
em casa de vegetacao (REDDY et al., 2004), ou, desenvolvidas a campo, (ELMORE
et al., 2001; DUKE et al., 2003). Nesse contexto, buscou-se avaliar o efeito da
aplicacdo do glifosato para o controle de plantas daninhas, nos residuos dessa
molécula e de AMPA no solo e nos graos, bem como nos teores de isoflavonas nos

graos. A hipotese do trabalho € que a aplicagao de glifosato no controle de plantas
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daninhas no cultivo de soja GMgg, cultivada em areas de Planossolo, resulta em
residuos de glifosato e AMPA nos graos e solo, bem como pode afetar a sintese e
acumulo de compostos relacionados com o metabolismo secundario da planta, como

€ o caso de isoflavonas.

2- MATERIAL E METODOS

2.1- Material vegetal

O experimento foi instalado, na safra 2005/2006, em campo experimental do
Centro Agropecuario da Palma (CAP), da Universidade Federal de Pelotas,
localizado no municipio do Capao do Leado, Rio Grande do Sul, Brasil. O solo da
area experimental é classificado como Planossolo Haplico Eutréfico Solddico, tendo
como origem sedimentos derivados de granito (EMBRAPA, 2006). Como material
vegetal foram utilizadas sementes de soja GMgr das cultivares BRS 244 RR e BRS

154 fornecidas pela Embrapa-Trigo (Passo Fundo-RS).

2.2- Delineamento experimental e tratamentos

A area experimental foi selecionada considerando-se o histérico (nunca houve
plantio de soja), homogeneidade topografica (plana). As principais caracteristicas

fisico-quimicas do solo da area experimental estdo apresentados na tabela 1.

TABELA 1- Caracteristicas fisico-quimicas do solo na area experimental do Centro

Agropecuario da Palma, UFPel, Pelotas, RS.

Variavel Valor
Argila (g kg™) 16
pH 4,5
Indice SMP 5,7
Matéria Organlca (%) 2,6
Fosforo (mg dm’ ) 4,9
Potassio (mg dm’ ) 27
Calcio (cmol, dm™) 1,2
Magnésio (cmol, dm ) 1
Aluminio (cmol dm’ ) 1,4
Cobre (mg dm ) 1,4
Ferro (g dm’ ) 10
Manganés ( m% dm’ ) 51
Zinco (mg dm™) 1,3
Sadio (mg dm” ) 48
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As parcelas experimentais constaram de areas individuais com 4m x 5m,
aleatoriamente distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado dentro do
campo experimental, com 04 repeticdes por tratamento.

O plantio foi realizado durante a primeira quinzena de dezembro de 2005,
com sementes previamente tratadas com fungicida Derosal Plus® e inoculadas com
Bradyrhizobium japonicum Semia 5079 e Bradyrhizobium elkanii Semia 587.

Os tratamentos aplicados para testar a hipétese foram:

T1 - soja BRS 244 RR sem aplicagédo de herbicida, com capina manual aos 28 dias
apos o plantio (dap);

T2- soja BRS 154 sem aplicacao de herbicida, com capina manual aos 28 dap ;

T3 - soja BRS 244 RR com uma aplicacéo de glifosato a 960 g ia ha™', aos 28 dap;
T4 - soja BRS 244 RR com duas aplicacdes de glifosato a 960 g ia ha™, aos 28 e 56
dap;

T5 - soja BRS 244 RR com uma aplicagao de herbicida imazetapir a 100 g ia ha™,
aos 28 dap;

T6- soja BRS 154 com uma aplicagao de herbicida imazetapir a 100 g ia ha™, aos 28

dap.

2.3- Avaliacdes

Aos 90 dias apdés a emergéncia da planta, correspondendo ao estadio R6 do
desenvolvimento da soja, foram retiradas, com auxilio do trado de rosca, amostras
de solo na profundidade de 0-20 cm de cada unidade experimental para analise de
residuo de glifosato e AMPA. Para analise de residuo de glifosato e AMPA, bem
como de isoflavonas em graos, as amostras foram coletados por ocasiao da colheita
quando apresentavam, em média, 21% de umidade. Os grados foram secos até
aproximadamente 12% de umidade em estufa com circulagdo forgcada de ar a 60° C
1 5°C.

A colheita foi realizada na primeira quinzena de maio de 2006. Desse modo,
os tratamentos realizados em 28 e 56 dap, correspondem a 120 e 90 dias antes da
colheita, respectivamente, atendendo ao periodo de caréncia exigido para a

aplicagao do glifosato.
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2.4- Deteccdo e quantificacéo de residuo do glifosato e do AMPA no solo e nos

graos

O método adotado segue exatamente o protocolo escrito por VEIGA et al.
(2001). Para analise de residuo da molécula de glifosato e AMPA, amostras do solo
foram secas a 40°C e, em seguida peneiradas em peneiras de 2 mm. O glifosato e
AMPA foram extraidos com solu¢ao de dihidroxifosfato de potassio. Cinco gramas
da amostra foram mantidos em agitagdo durante 15 minutos em 25 ml 0,1 M de
KH,PO4 em agitador orbital, centrifugado 10 minutos a 2500 g e filtrado com filtro
Whatman® n° 2. A extracéo foi repetida duas vezes, obtendo-se 75 ml de extrato de
cada amostra. Os extratos foram concentrados a baixas temperaturas (freeze-dried
Vac®) e dissolvidos em agua purificada em sistema Milli-Q® num volume final de 10
ml. Esses extratos foram filtrados através de membrana de Millipore® 0,45 pm, e
armazenados a -20 °C até analise por CLAE (cromatografia liquida de alta
eficiéncia). Para realizar a derivagao, 0,1 ml de extrato foi adicionado de 0,9 ml de
tampao borato 0,025 M (pH 9,0), 0,9 ml de acetona e 0,1 ml 9-fluorenilmetil
cloroformato (FMOC). A amostra foi agitada por 5 minutos, seguida de 20 minutos de
repouso, apos os quais realizaram-se trés lavagens com éter etilico.

O equipamento de CLAE usado é composto por injetor de 50 ul Loop
Rheodyne®, coluna de troca aninica de 250 x 4,6 mm com particula de 5 pm e
detector espectrofluorométrico Shimadzu®. Os padrdes analiticos de 9-9-
fluorenilmetil cloroformato (FMOC), glifosato e AMPA foram obtidos da Sigma-
Aldrigh®. A acetona, éter etilico e acetonitrila foram obtidos da Merck®.

A analise de residuo do glifosato e do AMPA nos gréos foi realizada por
método similar, excetuando o preparo da amostra que consistiu em utilizar 1 g de
graos moidos, submetidos a extragao com 15 ml de agua purificada em sistema Milli-
Q®, mantidos sob agitacéo por 30 minutos, seguidos por sonicagéo por 20 minutos e
centrifugagcéo a 2000 g a 20°C por 20 minutos. Apds, 4 ml do sobrenadante foram
retirados e filtrados em membrana Millipore® 0,45 um. Ao pellet foram adicionados 5
ml de agua e repetiu-se a sonicagao, centrifugacao e filtragdo. A partir dai seguiram-
se os mesmos procedimentos de derivacdo e quantificacido descritos por VEIGA et
al. (2001). Os limites de quantificacdo foram de 0,04 ug kg para a molécula de

glifosato, 0,60 ug kg™ para o AMPA e 0,10 pg kg™ para imazetapir.
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2.5- Extracéo e quantificacao de isoflavonas

Para analise de isoflavonas, os graos de soja foram moidos em moinho Janke
& Kunkel A-10 (Wilmington, USA) com peneira de 0,25 mm. A extragdo das
isoflavonas foi realizada com agitador mecanico e barra magnética por 2 horas a 4
°C, na proporgéo de 1:20 (m/v), com metanol 80% (GENOVESE & LAJOLO, 2001).
Os extratos foram filtrados utilizando-se papel de filtro Whatman n° 6 e submetidos a
rotaevaporacéo (Rotavapor-RE 120 — Buchi, Flawil, Suiga) até atingir o volume de 2
mL. A seguir completou-se o volume para 5 mL em baldo volumétrico com metanol
(grau CLAE). As amostras foram filtradas utilizando-se filtros de polietiieno com
membrana PTFE (Millipore Ltd., Bedford, E.U.A.) de 0,22 um de poro para posterior
analise por CLAE. As extragdes foram realizadas em ftriplicata.

A separacgao das isoflavonas foi realizada em coluna C18 Novapak (Waters,
Milford, EUA) de acordo com o método proposto por SONG et al. (1998). O
cromatégrafo liquido utilizado foi o da Hewlett Packard (Palo Alto, EUA) série 1100,
equipado com detector com arranjo de diodo (DAD). Os padrdoes de daidzeina e
genisteina foram obtidos da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, E.U.A.), daidzina e
genistina foram obtidos da Apin Chemicals Ltd. (Abingdon, Reino Unido), glicitina e
gliciteina foram obtidos da Fujicco Co. Ltd. (Kyoto, Japao), acetildaidzina,
acetilgenistina, acetilglicitina, malonildaidzina, malonilgenistina e malonilglicitina
foram obtidos da LC Laboratories (Woburn, E.U.A.). A identificac&o foi feita a partir
dos tempos de retencdo e dos espectros. As amostras foram injetadas em
duplicatas. Os resultados foram expressos como mg de isoflavona por 100 g de
amostra (b.u.), apés normalizagao das diferengcas de peso molecular das amostras
glicosiladas, feita multiplicando-se a massa de cada derivado pela razao entre o
peso molecular da respectiva aglicona e o peso molecular da forma glicosilada,
conforme SONG et al. (1998).

2.6- Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e a comparagcao de

médias pelo método LSD, utilizando-se o programa Statistix 8.0%.

88



© 00 N o 0o A~ W DN

W W W W N N D DN DD DD DN DNDDNDDN P PP R R PR PR PP R
w N P O © 00 N OO O A W N P O O 0N O Ol b W N +—» O

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicagao de glifosato na soja GMggr resultou na presencga de residuos no
solo e nos gréaos (Tabela 2). O que era esperado com base nos trabalhos prévios de
VEIGA et al. (2001), ARAUJO et al. (2003) e DUKE et al. (2003), embora os valores
tenham sido distintos entre os trabalhos realizados. De modo geral, as
concentragcdes de residuos detectados neste trabalho foram superiores aos citados
por estes autores. Mais detalhadamente, verificou-se que a realizagdo de uma (T3)
ou duas (T4) aplicagdes de glifosato, na dosagem de 960 g ia ha™, resultou em
residuos de 0,40 e 0,30 mg kg™’ de solo, ndo havendo diferenca significativa entre os
tratamentos (p< 0,05). O residuo de AMPA foi significativamente superior (p< 0,05)
no solo de parcelas que receberam duas aplicagdes de glifosato (T4), passando de
1,03 mg kg”' no T3 para 1,70 mg kg~ no T4. Embora ndo se tenha encontrado
referéncias com esses tratamentos, ha trabalhos (ARAUJO et al., 2003; GINSING et
al., 2004) que reportam que a biodegradagao do glifosato € mais rapida do que a do
AMPA, o que explicaria o fato de teores do herbicida serem relativamente baixos e
nao diferirem entre si no solo, enquanto o metabdlito AMPA é significativamente
superior quando aumenta-se a quantidade de principio ativo aplicado. De modo
geral, é citado que a meia vida do glifosato € menor do que a do AMPA, o que
explicaria a detecgdo e acumulo de AMPA em solos com elevadas dosagens desse
herbicida. Essa afirmativa é embasada no trabalho de ARAUJO et al. (2003), que
verificaram maiores teores de AMPA nos solos nos quais houve aplicacbes
sucessivas de glifosato.

Nos tratamentos com imazetapir ndo houve diferengas significativas (p< 0,05)
nos teores de residuo desse herbicida no solo entre as parcelas cultivadas com soja
transgénica T5 (0,54 mg kg') e com a convencional T6 (0,60 mg kg'). Esse
comportamento foi similar quando se avaliaram os graos, detectando-se valores
entre 0,12 mg kg™ (T5) e 0,16 mg kg™ (T6). Essas concentracdes sdo superiores ao
limite maximo permitido desse herbicida segundo normativa ANVISA que é de 0,10
mg kg™ (AGROFIT, 2007).

Ao avaliarem-se os residuos do glifosato nos graos, verificou-se que ha
presengca dessa molécula, proporcionalmente a dosagem aplicada. No tratamento
em que realizou-se uma aplicacdo de glifosato (T3) a concentragao foi de 19 mg kg™’

enquanto naquele onde realizaram-se duas aplicagdes (T4) a concentragcéo
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aumentou para 36 mg kg"'. Esses resultados sdo preocupantes, uma vez que o
limite maximo estabelecido pela ANVISA é de 10 mg kg (AGROFIT, 2007). O
herbicida pode causar defeitos crénicos de nascimento em determinadas espécies
de animais, quando administrado em doses elevadas e por um periodo prolongado.
A dose diaria aceitavel por massa corpérea deste composto é relativamente baixa
(IDA = 0,042 mg kg™ d) (ANVISA, 2007). Os estudos cronicos de alimentagdo nédo
mostraram perda de peso, efeitos ao sangue e péancreas ou, ainda, evidéncia de
carcinogenicidade nos seres humanos. No entanto, estudos feitos com ratos
demonstraram perda de peso, descarga nasal e morte de matrizes gravidas, além de
desordens digestivas (AMARANTE & SANTOS, 2002).

Ao monitorarem-se as concentragbes de AMPA, o comportamento foi similar,
ou seja, em soja tratada uma vez com glifosato, o residuo foi de 9 mg kg™ (T3) e nas
parcelas tratadas duas vezes, detectaram-se 12 mg kg (T4). DUKE et al. (2003)
detectaram menores valores de residuos de glifosato nos gréaos (2,18 e 3,08 mg kg
"), mas os de AMPA foram elevados (7,27 e 25,00 mg kg') em grdos de soja
geneticamente modificada tratada com o herbicida na dosagem de 1260 g ia ha™,
aplicado 8 semanas apds o plantio (56 dias). As causas dos menores teores de
residuo de glifosato nesses graos (DUKE et al., 2003), embora a dosagem tenha
sido superior (1260 g ia ha™) & empregada neste trabalho (960 g ia ha™) ndo foram
demonstradas, mas é conhecido que a metabolizagdo da molécula na planta é
dependente, além do gendtipo, das condigbes edafoclimaticas durante o cultivo,

podendo ser essas as causas das diferencas.

TABELA 2- Residuos do glifosato, imazetapir e AMPA no solo e nos graos

Solo Gréos
Tratamento Glifosato Imazetapir AMPA Glifosato Imazetapir AMPA
(mgkg") (mgkg') (mgkg") |(mgkg") (mgkg’) (mgkg™)
T1- BRS 244 RR capina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
T2- BRS 154 capina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
T3- BRS 244 RR 1X glifosato 0,40 n.d. 1,03° 19° n.d. 9
T4- BRS 244 RR 2X glifosato 0,30 n.d. 1,70° 36° n.d. 12
T5- BRS 244 RR 1X imazetapir n.d. 0,54 n.d. n.d. 0,12 n.d.
T6- BRS 154 1X imazetapir n.d. 0,60 n.d. n.d. 0,16 n.d.

n.d.- ndo detectado. Médias, na mesma coluna, com letras iguais ndo apresentam diferenca
significativa (P<0,05).
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Os maiores teores de isofavonas totais foram detectados em graos de soja
GMgrr tratada com imazetapir (T5), em média 19% superiores aos da cultivar
convencional com o mesmo tratamento (T6). Ndo houve diferengas significativas (p <
0,05) entre os demais tratamentos com a cultivar GMgrgr (Tabela 3). Os maiores
teores de isoflavonas no T5 podem estar relacionados com a maior competicdo das
plantas desse tratamento, devido a maior presengca da cobertura vegetal no
tratamento com imazetapir, no qual observou-se menor eficiéncia (dados n&o
apresentados) no controle de plantas daninhas, quando comparado as demais
formas de manejo.

Os teores de isoflavonas variaram de 177 a 231 mg 100 g, sendo os teores
médios de 211 mg 100 g e 182 mg 100 g para a cultivar GMgg e ndo modificada
(NM), respectivamente. Esses valores situam-se dentro dos valores comumente
citados na literatura (GENOVESE et al., 2005; WANG et al., 2000; CARRAO-
PANIZZI et al., 2003). E fato, entretanto, que ha significativa variacdo de
concentragéo de isoflavonas em soja, em fungédo de gendtipos, regides e condi¢des
de cultivo. GENOVESE et al. (2005), por exemplo, avaliaram catorze variedades de
soja NM fornecidas pela Embrapa no ano de 2003, produzidas em Ponta Grossa
(Parana, Brasil), e as concentragdes variaram de 57 mg 100 g a 188 mg 100 g™
Em gendtipos cultivados nos EUA, WANG et al. (2000) reportaram valores de 116
mg 100 g™ a 274 mg 100 g™'. DUKE et al. (2003) observaram valores mais elevados
entre de 361 mg 100 g a 590 mg 100 g™', em outros genétipos.

Ao compararem-se os teores médios de isoflavonas de soja GMgrgr (211,2 mg
100 g') e NM (182,2 mg 100 g), verifica-se que a transformacdo genética nao
afetou essa variavel de forma significativa (p< 0,05), o que também foi observado por
TAYLOR et al. (1999). De modo similar, MCCANN et al. (2005) verificaram que os
teores médios e variagdes de isoflavonas entre 25 variedades de soja GMgr € 25
variedades NM obtidas da Monsanto nas safras de 2000, 2001 e 2002 foram
similares dentro de cada safra, mas variando entre safras.

Alguns autores como PADGETTE et al. (1995), DUKE et al. (2003) e
MCCANN et al. (2005) afirmam que as variagcbes encontradas nos teores de
isoflavonas estdo mais relacionadas com o gendtipo, tipo de solo, temperatura ou
outras condicdes adversas no cultivo do que o fato de ter-se alterado a resisténcia

ao herbicida glifosato. Neste trabalho isso também foi observado. As sementes
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provenientes da Embrapa-Trigo de Passo Fundo, utilizadas neste experimento,
apresentaram, em média 141 (+9) mg 100 g’ para a cultivar GMgrg € 123 (+1) mg
100 g"' para a NM. Ao cultivar-se esse material na Regido Sul do RS, em
Planossolo, os teores médios passaram para 211 mg 100 g”' e 182 mg 100 g para
soja GMgrr € NM, respectivamente. Isso pode ser consequéncia das variagées mais
acentuadas de temperatura e de umidade na regido de Planossolo, do que na regiao
de Latossolo Vermelho Distrofico tipico de Passo Fundo. As isoflavonas constituem-
se em metabdlitos secundarios indicadores de respostas a estresses bidticos e
abidticos, sugerindo-se, com isso, que adversidades edafoclimaticas durante o

cultivo podem induzir a maior sintese e acumulo desses compostos nos graos.

TABELA 3. Conteudo total de isoflavonas dos grédos de soja submetidos aos

diferentes tratamentos, expresso em agliconas.

Tratamentos Isoflavonas (mg/100 g b.u.)
T1- BRS 244 RR capina 196 + 9 &°
T2- BRS 154 capina 177 +8°
T3- BRS 244 RR 1X glifosato 193 + 28 2*°
T4- BRS 244 RR 2X glifosato 225+4®
T5- BRS 244 RR 1X imazetapir 231+ 14°
T6- BRS 154 1X imazetapir 187 +9

Médias, na mesma coluna, com letras iguais ndo apresentam diferenga significativa (P<0,05).

O perfil das isoflavonas presentes nas duas variedades de soja submetidas
aos diferentes tratamentos é apresentado na tabela 4, e mostra que a maioria (98,3-
99,5%) se encontra na forma glicosilada na semente. A auséncia de
acetilglicosideos esta justificada uma vez que sua formacado esta associada a
processamentos envolvendo calor seco, como a tostagem e a extrusao da farinha de
soja (COWARD et al., 1998). Por outro lado, a formagédo de agliconas resulta da
atuagao das p-glicosidases enddgenas, como por exemplo quando a soja é deixada
de molho ou mesmo durante armazenamento prolongado em condigbes de alta
umidade relativa (MATSUURA et al., 1989; LEE et al., 2003). Isso explica a baixa
porcentagem presente nas sementes, cuja formacao foi provavelmente decorrente

do processo de moagem e extracdo da soja para a analise. As pequenas diferengas
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observadas entre as porcentagens de malonilglicosideos e p-glicosideos néao
parecem relacionadas aos tratamentos aplicados, e seriam atribuidas a baixa
estabilidade térmica dos malonilglicosideos, que através de desesterificagao formam
facilmente os B-glicosideos.

Em relacdo a distribuicdo das isoflavonas (Tabela 5), diferengas significativas
foram encontradas entre as variedades GMgr BRS 244 RR e NM BRS 154, tratadas
ou nao, principalmente no que concerne a menor porcentagem de daidzeina e maior
de genisteina total da BRS 154 em relagdo a BRS 244 RR. Novamente, a aplicagéao
ou nao de herbicidas nao resultou em diferencas nesses parametros avaliados,
exceto por uma tendéncia a um aumento de daidzeina com consequente diminuigao
de genisteina total na BRS 244 RR submetida a duas aplicagbes de glifosato. As
variagbes encontradas nas porcentagens sao similares as relatadas para as
variedades da Embrapa, safra 2003 (GENOVESE et al., 2005).

TABELA 4. Perfil de isoflavonas dos grdos de soja submetidos aos diferentes

tratamentos.
%

Tratamentos B-glicosideos Malonilglicosideos Acetilglicosideos  Agliconas
T1- BRS 244 RR capina 15,1 +1,0% 844+1,0" n.d. 0,6+0,0°
T2- BRS 154 capina 119+1,1° 875+1,22 n.d. 0,5+0,1°
T3- BRS 244 RR 1X glifosato 12,5+ 1,6 ™ 86,8+1,8% n.d. 0,7+0,2°
T4- BRS 244 RR 2X glifosato 174+24° 81,9+25° n.d. 0,8+0,1°
T5- BRS 244 RR 1X
_ _ 125+0,3° 86,0+0,4° n.d. 1,5+02°
imazetapir
T6- BRS 154 1X imazetapir 173+1,2° 81,0£1,2° n.d. 1,7+0,2°

n.d. ndo detectados. Médias, na mesma coluna, com letras iguais ndo apresentam diferenca
significativa (P<0,05).
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1 TABELA 5. Distribuicao das formas totais de isoflavonas presentes dos graos

2 de soja submetidos aos diferentes tratamentos.

% total*
Tratamentos Daidzeina Gliciteina Genisteina
T1- BRS 244 RR capina 46,0+0,7° 56+02° 484+0,6"°
T2- BRS 154 capina 41,2+05° 45+03° 54,2 +0,7°
T3- BRS 244 RR 1X glifosato 47,7+18°%® 58+0,1° 46,5+ 1,9
T4- BRS 244 RR 2X glifosato 49,7+0,2° 59+0,1° 444 +0,1°
T5- BRS 244 RR 1X imazetapir 46,1+04° 59+02° 48,0+0,4°
T6- BRS 154 1X imazetapir 39,8+0,3° 53+04° 54,9+0,6°
3 *A porcentagem total de cada aglicona representa a soma das formas livres e conjugadas presentes,
4  expressas como agliconas. Médias, na mesma coluna, com letras iguais ndo apresentam diferenga
5  significativa (P<0,05).
6
7 4- CONCLUSAO
8 A aplicagao de glifosato em pds-emergéncia, no controle de plantas daninhas
9 durante o cultivo de soja GMgr BRS 244 RR, em areas de planossolo, resulta em
10 residuos dessa molécula nos graos, ultrapassando o limite maximo permitido pela
11 legislagédo brasileira, bem como a presenga de residuos de AMPA no solo e nos
12 graos. O teor e o perfil das isoflavonas ndo foram afetados pela aplicacdo de
13 glifosato, nem pela transformacéo genética.
14
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RESIDUOS DO GLIFOSATO E DO ACIDO AMINOMETILFOSFONICO
EM GRAOS E NO SOLO CULTIVADO COM SOJA GENETICAMENTE
MODIFICADA

Glifosato e AMPA em soja

Giani Mariza Barwald BOHM"; Fernando HAX?; Cesar Valmor ROMBALDI?

RESUMO

A aplicagdo do herbicida glifosato € o principal método utilizado para o controle de
plantas daninhas em soja [Glycine max (L.) Merr.] geneticamente modificada
(GMgRr). A presenca de residuos desse herbicida e do acido aminometilfosfénico
(AMPA) nos graos de soja e no solo da area de cultivo ainda constitui-se em
tematica controvertida. Este trabalho teve por objetivo quantificar os residuos do
glifosato e do AMPA no solo e nos graos e verificar se essas concentragdes
apresentam risco ao ambiente e a qualidade dos graos. Para isso instalou-se
experimento a campo no Centro Agropecuario da Palma (CAP), na safra de
2006/2007, em area de Planossolo, com a cultivar GMrr BRS 244RR, na qual
aplicou-se uma ou duas pulverizagdes de glifosato a 960 g ia ha™'. Como tratamento
controle realizou-se capina. Complementarmente coletaram-se amostras de graos e
de solo de duas areas de produtores rurais, cultivadas na mesma safra, em
diferentes condigdes edafoclimaticas, visando realizar um diagndstico da situagéo
fora das condi¢cbées do CAP. Verificou-se que a aplicagao do glifosato no controle de
plantas daninhas resultou em residuos do glifosato e do AMPA no solo. Nos gréaos,
as concentragdes de glifosato foram superiores ao permitido pela legislacéo

brasileira que é de 10 mg kg™'. Os teores de AMPA nos gréos foram elevados.
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RESIDUE OF GLYPHOSATE AND OF AMINOMETHYLPHOSPHONIC ACID IN
GRAINS AND SOIL CULTIVATED WITH GENETICALLY MODIFIED SOYBEAN

ABSTRACT

Glyphosate is the main method used for weed control in soybean [Glycine max (L.)
Merr.] genetically modified (GMgr). The presence of residues this herbicide and
aminomethylphosphonic acid (AMPA) in grains of soybean and soil in area of
cultivation still constituted in thematic controverted. This work had for objective to
quantify residues of glyphosate and AMPA in soil and grains and to verify these
concentrations are show risk for environmental and quality of grains. Therefore
instaled experiment at Centro Agropecuario da Palma (CAP), during the 2006/2007
season, in area of Albaqualf, with soybean GMgrg BRS 244 RR which was applied
ane or two spaying of 960 g ai ha™ of glyphosate. Weed control tests were performed
with manual weeding. Additionally were collected samples of grains and soil of two
areas of rural producers, cultivated in the same crop, in different conditions
edaphoclimatic, seeking to accomplish a diagnosis of the situation outsite of
conditions of CAP. It was verified that the application of the glyphosate for weed
control resulted in residues of glyphosate and AMPA in the soil. In the grains, the
glyphosate concentrations were higher than allowed by the Brazilian legislation that

is 10 mg kg™'. The levels of AMPA in the grains were high.

Key words: safety, transgenic soybean, herbicide

1- INTRODUCAO

Na soja [Glycine max (L.) Merr.] geneticamente modificada (GMgr), a
resisténcia ao glifosato foi obtida pela introducéo, juntamente com a regido t-DNA e
do gene marcador de sele¢cdo, do gene codificador de uma isoforma da enzima
EPSPS, enzima da via do chiquimato. A expressdao da enzima 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS, E.C. 2.5.1.19) resistente ao glifosato
mantém a sintese de aminoacidos aromaticos em soja GMrr mesmo quando
submetida a tratamentos com glifosato (PADGETTE et al., 1995).
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O herbicida glifosato inibe a biossintese de aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, triptofano e tirosina) em plantas e microrganismos, inibindo a sintese
protéica, e de produtos do metabolismo secundario, afetando negativamente a via
do chiquimato (DUKE, 1988). O mecanismo de agao do glifosato € unico e age
exclusivamente sobre a EPSPS, que catalisa a condensag¢ao do acido chiquimico e
o fosfofenolpiruvato (PEP). A inibicao da via do chiquimato pelo glifosato resulta em
acumulo do acido chiquimico e/ou acidos hidroxibenzoicos em plantas (DUKE, 1988)
e em Bradyrhizobium japonicum (ZABLOTOVICZ & REDDY, 2004). Efeitos toxicos
do glifosato podem ser atribuidos a inabilidade dos organismos em sintetizar
aminoacidos aromaticos, a drenagem de energia nos organismos resultantes da
adenosina trifosfato e fosfofenolpiruvato (PEP) gastos na acumulagdo do chiquimato,
3-deoxi-D-arabino-heptulose-7-fosfato (DAHP) e acidos hidroxibenzdicos, e a
toxidade de moléculas intermediarias na via do chiquimato (FISHER et al., 1986).

A recomendacao técnica prescrita no registro do produto comercial que
contém glifosato para aplicagao pds-emergente de soja, junto ao Ministério da
Agricultura, depende da marca comercial, variando de 1 a 5 L ha™ (480 a 2400 g ia
ha™'). O periodo de caréncia para utilizacdo do glifosato preconizado é de 56 dias
antes da colheita. Essa orientagcdo parte do pressuposto de que respeitadas essas
dosagens e prazo de caréncia, serdo mantidos os limites de residuo no grao abaixo
do parametro preconizado pela legislagdo vigente que € de 10 mg kg'1. Ressalta-se,
no entanto, que até 1994, o limite maximo permitido de glifosato nos graos era de
0,2 mg kg™ e, a partir dai, foi aumentado em 50 vezes, passando para 10 mg kg
(ANVISA, 2007).

O glifosato é metabolizado para acido aminometilfosfonico (AMPA) em soja,
e residuos de AMPA tém sido detectados em partes da planta e graos de soja
tratada com este herbicida (DUKE et al., 2003; ARREGUI et al., 2003). Também
foram relatados por REDDY et al. (2004) efeitos tdxicos, cloroses, necroses e
reducdo nos teores de clorofilas nas plantas quando o glifosato foi aplicado na
dosagem 13.440 g ia ha™', afetando a composicdo dos graos. Essa dosagem (13.440
g ia ha™) é aproximadamente cinco vezes maior do que o maximo permitido no
Brasil. As extensbes dos danos para a planta sdo dependentes dos gendtipos de
soja e das condi¢des edafoclimaticas (REDDY et al., 2004). A detecgdo de AMPA na

planta e nos grdos em soja GMgrgr tratada com glifosato sugere que a enzima
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glifosato oxidase (GOX) seja responsavel pela conversao de glifosato em AMPA
(NANDULA et al., 2007).

Outro aspecto relacionado com o efeito do manejo da soja GMgr € a
presenca de residuo do herbicida no solo. GINSING et al. (2004) investigaram, em
condigdes de laboratério, a mineralizagdo do glifosato e a adsor¢gdao do metabdlito
AMPA em cinco tipos de solos coletados na Dinamarca, nos quais observaram que o
principal metabolismo de bioconversdo de glifosato no solo esta associado a
mineralizagdo, especialmente, por Pseudomonas spp. De forma semelhante,
ARAUJO et al. (2003a) detectaram incremento de 10 a 15% na liberagéo de CO, em
solos onde houve aplicacdo de glifosato na dosagem de 4320 g ia ha™, sugerindo
que a microbiota do solo € capaz de metabolizar o glifosato como uma fonte de
carbono, em ensaios in vitro. Outro fato relatado nesse trabalho foi a deteccao de
residuo de glifosato e do AMPA no solo, em maiores concentragdes em areas onde
realizaram-se aplicagcdes de glifosato em anos sucessivos. Residuos de glifosato,
também foram detectados por VEIGA et al. (2001) em solos com outros tipos de
cultivo. Conforme SOUZA et al. (1999) os fatores que influenciam a persisténcia do
glifosato estdo relacionados com sua adsor¢gdo ao solo e ao metabolismo de
biodegradagao. A biodegradacédo do glifosato no solo pode seguir duas rotas. A
primeira consiste na transformacéo do glifosato em sarcosina por agdo da bactéria
Agrobacterium radiobacter ou da Enterobacter aeroneges (enzima C-P liase). Essa
via €, no entanto, pouco citada na literatura. A segunda, consiste na transformagéao
do glifosato em acido aminometilfosfénico (AMPA) por acado da bactéria Anthrobacter
atrocyaneus e Flavobacterium sp. (AMARANTE & SANTOS, 2002).

EBERBACH (1998) observou que ha rapida degradacédo do glifosato no
primeiro dia apds a aplicagédo, seguida de diminuicdo a partir dai, sendo que sua
adsorgao ao solo restringe a disponibilidade para biodegradacéo ao longo do tempo.
Assim, a meia-vida da molécula depende se a molécula esta ndo-adsorvida (6 a 9
dias) ou adsorvida (222 a 835 dias). Duas coletaneas recentes (CERDEIRA et al.,
2007; CERDEIRA & DUKE, 2007) revisaram os principais avangos nos estudos de
impacto ambiental no cultivo de soja GMgr. Nesses relatos praticamente ndo ha
registro de riscos significativos, nem do cultivo nem da aplicagdo do herbicida, sobre
a microbiota, fixagdo bioldgica de nitrogénio e de residuos do herbicida nos graos.

Quando foram observados problemas, esses estiveram relacionados, principalmente
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estresses abidticos. Mas, desde 2005 vem-se desenvolvendo estudos, em campo
experimental no Centro Agropecuario da Palma (CAP), Pelotas-RS, e nesses
experimentos prévios detectaram-se residuos de glifosato em gréos de soja GMggr
tratados com esse herbicida dentro das dosagens e periodo de caréncia
recomendados.

Diante disso, entende-se que novos estudos sobre a presenga da molécula
de glifosato e seu metabdlito, AMPA, nos gréos e no solo, no cultivo de soja GMgg,
sdo necessarios para verificar a seguranga ambiental e qualidade do produto
comercial. Nesse contexto, buscou-se detectar e quantificar residuos da molécula de
glifosato e de AMPA no solo e nos graos de soja GMggr. Complementarmente
coletaram-se amostras em areas de producédo de soja GMgrr de duas regides do
Estado do Rio Grande do Sul (Regido Sul-Pelotas, e Regido Norte-Sananduva)

visando diagnosticar a presencga ou n&o deste problema.

2- MATERIAL E METODOS

2.1- Experimento no CAP

O experimento foi conduzido na safra de 2006/2007, em campo experimental
do Centro Agropecuario da Palma (CAP), da Universidade Federal de Pelotas,
localizado no municipio do Capao do Ledo, Rio Grande do Sul, Brasil. O solo da
area experimental é classificado como Planossolo Haplico Eutréfico Solddico, tendo
como origem sedimentos derivados de granito (EMBRAPA, 2006) tendo pH 4,5,
indice SMP 5,5, matéria organica 2,6 g dm® e 16% de argila. Como material vegetal
foram utilizadas sementes de soja GMgrr BRS 244 RR, fornecida pela Embrapa-Trigo
(Passo Fundo-RS).

As parcelas experimentais constaram de areas individuais com 4 x 5 m,
aleatoriamente distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado dentro do
campo experimental, com 04 repeticdes por tratamento. O plantio foi realizado, na
primeira quinzena de dezembro, com sementes inoculadas com uma mistura de
Bradyrhizobium japonicum Semia 5079 e Bradyrhizobium elkanii Semia 587. A
fertilizacdo foi realizada com 250 kg ha™ de P e K, utilizando-se adubo 0-20-20 na
semeadura. Foi aplicado fungicida Folicur® aos 28 dias apés o plantio (dap) e

inseticida Tamarom® aos 28 e 56 dap. O gendtipo BRS 244 RR foi cultivado com
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uma (T2) ou duas aplicacées de glifosato (T3) e, sem aplicacdo de herbicida com
capina manual para servir de tratamento controle (T1). Nessa area experimental,
cada parcela esta recebendo, pela segunda vez, o mesmo tratamento, ou seja, nas
parcelas do tratamento T3, na safra 2005/2006 cultivou-se soja GMgrr € realizou-se

duas aplicagdes de glifosato, e em 2006/2007 repetiu-se essa operagao.

2.1.1- Estudo de caso

Com intuito de verificar a presenca de residuos de glifosato e de AMPA em
solos e graos de areas de produtores rurais do Rio Grande do Sul, cultivadas na
mesma safra (2006/2007), em diferentes condigdes edafoclimaticas, selecionaram-
se duas regides, sendo uma em Sananduva (Regido Norte), e a outra em Pelotas
(Regiao Sul).

Na propriedade rural que constituiu o estudo de caso em Sananduva (ECS),
foram cultivados 10 ha com soja GMgr gendtipo 6001 em sistema de plantio direto.
O solo dessa area é classificado como Latossolo (EMBRAPA, 2006) com pH 5,1,
indice SMP 5,5, matéria organica 3,9 g dm® e 70% de argila. A fertilizacdo foi
realizada com 250 kg ha™ de P e K, utilizando-se adubo 0-20-20 na semeadura. O
plantio foi realizado na segunda quinzena de novembro de 2006. O herbicida
glifosato, da marca comercial Glifos®, foi aplicado na dosagem de 1200 g ia ha™
tanto no periodo de pré-emergéncia, como na pds-emergéncia aos 28 dap. Foram
realizadas aplicacbes de inseticidas aos 70 dap (Dimelim®) e aos 90 dap
(Tamarom®). A produtividade média obtida na area amostrada foi de 54 sacas ha™.

Na propriedade rural que constituiu o estudo de caso em Pelotas (ECP),
foram cultivados 55 ha com soja GMgrr gendtipo 8000 em sistema de plantio
convencional. O solo dessa area é classificado como Argissolo (EMBRAPA, 2006)
com pH 4,7, indice SMP 5,7, matéria organica 2,5 g dm® e 18% de argila. A
fertilizagdo foi realizada com 300 kg ha™' de P e K, utilizando-se adubo 0-20-20 na
semeadura. O plantio foi realizado na segunda quinzena de novembro de 2006. O
herbicida glifosato, da marca comercial Roundup Ready® foi aplicado na dosagem
de 1680 g ia ha” aos 28 dap. Foram realizadas duas aplicacdes de inseticida do
produto comercial Tamarom® aos 50 e 80 dap. A produtividade obtida na area

amostrada foi de 47 sacas ha™.
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2.2- Avaliacdes

Por ocasido da colheita, foram retiradas, com auxilio do trado de rosca,
amostras de solo na profundidade de 0-20 cm de cada unidade experimental para
analise de residuo de glifosato e de AMPA. Nesse mesmo periodo foram coletados
0s graos, quando apresentavam, em média, 21% de umidade. Os gréos foram secos
até aproximadamente 12% de umidade em estufa com circulagao forgada de ar a
60° C £ 5°C.

2.2.1- Deteccao e quantificacdo de residuo de glifosato e de AMPA no solo e

nos graos

Os procedimentos seguem os principios descritos por VEIGA et al. (2001).
Para analise de residuo de glifosato e de AMPA, as amostras do solo foram secas a
40°C e, em seguida, peneiradas em peneiras com malha de 2 mm. O glifosato e o
AMPA foram extraidos com solucéo de diidroxifosfato de potassio. Cinco gramas da
amostra foram mantidos em agitagao durante 15 min em 25 ml 0,1 M de KH,PO4 em
agitador orbital, apdés os quais centrifugou-se por 10 min a 2500 g, e filtrado com
filtro Whatman® n° 2. A extragao foi repetida duas vezes, obtendo-se 70 a 75 ml de
extrato de cada amostra. Os extratos foram concentrados sob baixas temperaturas
(freeze-dried Vac®) e dissolvidos em agua Milli-Q® até volume final de 10 ml. Esses
extratos foram filtrados através de membrana de Millipore® 0,45 um e armazenados
a -20°C até analise por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia). A derivagao
foi realizada com 0,1 ml de extrato adicionado de 0,9 ml de tampao borato 0,025 M
(pH 9,0), 0,9 ml de acetona e 0,1 ml 9-fluorenilmetil cloroformato (FMOC). A amostra
foi agitada por 5 minutos, seguida de 20 minutos de repouso, apds os quais
realizaram-se trés lavagens com éter etilico.

O equipamento de CLAE usado era composto por injetor de 50 ul Loop
Rheodyne®, coluna de troca anibnica de 250 x 4,6 mm com particula de 5 um e
detector espectrofluorométrico Shimadzu®. Os padrées analiticos de FMOC,
glifosato e AMPA foram obtidos da Sigma-Aldrigh®. A acetona, éter etilico e
acetonitrila foram obtidos da Merck®.

As analises de residuo do glifosato e do AMPA nos graos foram realizadas

por método similar, excetuando o preparo da amostra que consistiu em utilizar 1 g
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de graos moidos, submetidos & extragdo com 15 ml de agua Milli-Q®, mantidos sob
agitacdo por 30 minutos, seguidos por sonicagao por 20 minutos e centrifugacao a
2000 g a 20°C por 20 minutos. Apos, 4 ml do sobrenadante foram retirados e
filtrados em membrana Millipore® 0,45 um. Ao precipitado foram adicionados 5 ml de
agua e repetiu-se a sonicagao, centrifugagao e filtragdo. A partir dai seguiram-se os
mesmos procedimentos de derivagao e quantificacdo descritos por VEIGA et al.
(2001). Os limites de quantificacdo sdo de 0,04 ug kg™ para a molécula de glifosato
e de 0,60 pug kg'1 para o AMPA e de recuperagao entre 90 e 95% para ambas as
moléculas.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia, e a comparacao de

médias pelo método LSD, utilizando-se o programa Statistix 8.0°.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacédo de glifosato no cultivo de soja GMgr resultou na presenca de
residuos no solo e nos graos nas diferentes areas analisadas (Tabela 1 e 2). Isso
era esperado baseando-se nos trabalhos prévios de VEIGA et al. (2001), ARAUJO
et al. (2003a), ARREGUI et al. (2003), DUKE et al. (2003) e BOHM et al. (2007),
embora os valores tenham sido distintos entre os trabalhos realizados. A realizagao
de uma (T2) ou duas (T3) aplicacdes de glifosato, na dosagem de 960 g ia ha™ em
Planossolo, resultou em residuos de 2 e 4,33 mg kg’ de solo, respectivamente,
diferindo-se significativamente entre si (Tabela 1). Os residuos de AMPA no solo
foram significativamente superior (p< 0,05) no tratamento T3, que atingiu 10,66 mg
kg', enquanto o tratamento T2 foi de 5 mg kg™'. Em estudo anterior, BOHM et al.
(2007) avaliando, na mesma area experimental (CAP- Cap&o do Le&o), os residuos
de glifosato e AMPA resultante de uma ou duas aplicagbes de glifosato na dosagem
de 960 g ia ha™', detectaram teores de 0,40 mg kg™ e 0,30 mg kg™ da molécula de
glifosato, e residuos da molécula de AMPA de 1,03 mg kg™ e 1,70 mg kg™ para uma
e duas aplicagdes desse herbicida, respectivamente. Ha trabalhos (ARAUJO et al.,
2003b; GINSING et al., 2004) que reportam que a biodegradagao do glifosato € mais
rapida do que a do AMPA, o que explicaria o fato de teores do herbicida serem
menores que os de AMPA. De modo geral, é citado que a meia vida do glifosato é
menor do que a do AMPA, o que explicaria o acumulo de AMPA. Essa afirmativa é

corroborada no trabalho de ARAUJO et al. (2003b), que verificaram maiores teores
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da molécula de AMPA nos solos nos quais houve aplicagdes sucessivas de
glifosato. Assim, é justificavel que as parcelas de Planossolo cultivadas com soja
GMgr pelo segundo ano consecutivo apresentem maiores teores de AMPA do que
as parcelas analisadas por BOHM et al. (2007). Conforme SOUZA et al. (1999) os
fatores que influenciam a persisténcia do glifosato estdo relacionados com sua
adsorgao ao solo e com o metabolismo para biodegradacéo.

Nas areas do estudo de caso, verificou-se que o residuo da molécula de
glifosato foi superior em Latossolo que recebeu uma aplicagcdo de glifosato na
dosagem de 1200 g ai ha™' Estudo de Caso Sananduva (ECS), o que resultou em
residuos de 6 mg kg™ de solo. A aplicacdo de glifosato, na dosagem de 1680 g ia ha”
! Estudo de Caso Pelotas (ECP), em Argissolo, resultou em residuos de 4 mg kg™’ de
solo (Tabela 2). Nas areas ECS e ECP os residuos do AMPA no solo foram de 9,67
mg kg™ e 9,33 mg kg™, respectivamente.

A meia vida do glifosato no solo pode variar em funcdo do tipo de solo,
ARAUJO et al. (2003b) ao avaliarem o efeito do glifosato na dosagem de 2160 g ia
kg em amostras de solo Argissolo Vermelho-Amarelo e Latossolo Vermelho, com e
sem historico de aplicacédo prévia do herbicida em campo, verificaram que a meia-
vida do glifosato foi menor nas amostras do Argissolo do que do Latossolo. Segundo
esses autores, esse fato pode estar relacionado a maior quantidade de argila
presente em Latossolos, fazendo com que seja mais adsorvido a essas particulas,
dificultando a acdo microbiana, e aumentando a meia-vida nesse solo. Isso
explicaria os maiores teores de glifosato e do AMPA detectados no ECS em cultivo
em Latossolo com elevado teor de argila (70%), que embora nao tenha recebido as
maiores dosagens desse herbicida, resultaram em maiores teores de residuos.

O fato de nao existirem limites para os residuos de glifosato e de AMPA em
solos é preocupante, pois a longo prazo podera afetar a produtividade de outras
culturas utilizadas na mesma area. Sao necessarios estudos complementares para
testar essa hipotese.

Ao determinar os residuos de glifosato nos graos (Tabela 1), verificou-se que
ha presenga dessa molécula, proporcionalmente a dosagem aplicada. No tratamento
(T2) com uma aplicacdo de glifosato a 960 g ia ha™', os residuos foram 15 mg kg™,
enquanto que naquele onde realizaram-se duas aplicagdes de glifosato a 960 g ia

ha™ (T3) a concentracdo aumentou para 20,67 mg kg™'. Nos gréos das areas ECS e
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ECP as concentragdes de residuos do glifosato foram de 12 mg kg™ e 21 mg kg™,
respectivamente (Tabela 2). Esses resultados sao alarmantes, uma vez que o limite
maximo estabelecido pela ANVISA é de 10 mg kg™ (ANVISA, 2007), e ha evidéncia
de que o uso do glifosato no cultivo de soja GMRgg, € perigo significativo, mesmo que
respeitadas as dosagens e o periodo de caréncia.

Ao monitorarem-se as concentracées de AMPA, o comportamento foi similar
ao do glifosato, ou seja, em soja tratada com herbicida a 960 g ia ha™ (T2) os
residuos foram de 16,33 mg kg', enquanto naquele onde se realizaram duas
aplicagdes de glifosato a 960 g ia ha™ (T3) a concentragdo aumentou para 24,33 mg
kg”. Nas areas ECS e ECP detectaram-se residuos de AMPA de 19 mg kg™ e 25
mg kg'1, respectivamente. Em estudo anterior BOHM et al. (2007) também
detectaram teores elevados de residuos do glifosato nos gréos de soja cultivados
com uma ou duas aplicacdes de glifosato na dosagem de 960 g ia ha™,
respectivamente 19 mg kg™ e 36 mg kg'. Os residuos de AMPA nesses mesmos
tratamentos foram de 9 mg kg™ e 12 mg kg™

DUKE et al. (2003) detectaram residuos de glifosato nos gréos entre 2,18 e
3,08 mg kg', e de AMPA entre 7,27 e 25,00 mg kg™ em grdos de soja GMgg tratada
com o herbicida na dosagem de 1260 g ia ha™, aplicado 8 semanas apds o plantio
(56 dap). As causas dos menores teores de residuo de glifosato nesses gréos
(DUKE et al., 2003), do que as observadas nesse trabalho, ndo foram
demonstradas, mas é conhecido que a metabolizagdo da molécula na planta é
dependente, além do gendtipo, das condigbes edafoclimaticas durante o cultivo,
podendo ser uma das causas das diferencas (REDDY et al., 2004). Independente
das diferengas, o fato realmente € de que o risco da ocorréncia do perigo “residuos”
nos graos € significativo nas condigdes de cultivo em area de Planossolo.
Adicionalmente ao diagnosticarem-se propriedades rurais confirmou-se essa

problematica em areas de Argissolo e Latossolo.
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TABELA 1- Residuos do glifosato e do acido aminometilfosfénico no solo e nos
graos de soja GMgrr em experimento junto ao Centro Agropecuario da Palma,
localizado no Capéo do Leao (RS), safra 2006/2007.

Solo Gréos
Tratamentos Glifosato AMPA Glifosato AMPA
(mgkg™)  (mgkg') | (mgkg')  (mgkg”)

T1- BRS 244 RR capina n.d. n.d. n.d. n.d.
T2- BRS 244 RR com 1x glifosato 2,00° 5,00° 15,00° 16,33"
T3- BRS 244 RR com 2x glifosato 4,33° 10,66° 20,672 24,33%
Média 3,16 7,83 17,83 20,33
cv 13,64 13,79 16,98 10,24
P 0,003 0,003 0,05 0,009

CV- coeficiente de variagdo. P- probabilidade. n.d. - ndo detectado. Médias, na mesma coluna, com
letras iguais ndo apresentam diferenca significativa (P<0,05).

TABELA 2- Residuos do glifosato e do acido aminometilfosfénico no solo e nos
graos de soja GMrg das areas do estudo de caso localizadas em Sananduva (RS) e
Pelotas (RS), safra 2006/2007.

Solo Gréos
Estudo de caso Glifosato AMPA Glifosato AMPA
(mgkg’)  (mgkg') | (mgkg')  (mgkg”)
ECS- Sananduva com 1200 g ai ha™ 6,00 9,67 12,00 19,00
ECP- Pelotas com 1680 g ai ha™ 4,00 9,33 21,00 25,00

ECS- estudo de caso Sanaduva; ECP- estudo de caso Pelotas

4- CONCLUSAO

A aplicagdo de glifosato em pods-emergéncia, no controle de plantas
daninhas durante o cultivo de soja GMggr resulta em residuos dessa molécula nos
graos ultrapassando o limite maximo permitido pela legislagao brasileira que € de 10
mg kg™'. Esse tratamento resulta na presenca de residuos do AMPA no solo e nos
graos. Esse problema também foi verificado em duas areas de cultivo comercial do
Rio Grande do Sul.
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CONCLUSOES

- O cultivo da soja geneticamente modificada (GMrr) BRS 244 RR, com uso
do glifosato no controle de plantas daninhas, resulta em maior atividade microbiana
representada pela maior respiracao basal e maior quociente metabdlico, indicando
maior mineralizacdo do solo. A ndo aplicagdo de glifosato favorece uma maior

estabilidade da microbiota.

- A aplicacao de glifosato em soja GMgr BRS 244 RR interfere negativamente
na fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN), mas, pela eficiéncia no controle de plantas
daninhas, promove maior produtividade de graos. A modificagdo genética da planta

nao interfere no mecanismo da FBN.

- A aplicacgao de glifosato no cultivo de soja GMrr BRS 244 RR, em areas de
Planossolo, resulta em residuos dessa molécula nos graos, ultrapassando o limite
maximo permitido pela legislagao brasileira, bem como na presenca de residuos de
AMPA no solo e nos graos. Esse problema também foi verificado em areas de

cultivo comercial do Rio Grande do Sul.

- O teor e o perfil das isoflavonas nédo foram afetados nem pela aplicacao de

glifosato, nem pela transformagéo genética da soja GMgrr BRS 244 RR.
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