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Influéncia do glifosato na eficiéncia nutricional do nitrogénio, manganés, ferro, cobre e
zinco em soja resistente ao glifosato

Glyphosate influence on nitrogen, manganese, iron, copper and zinc nutritional efficiency in
glyphosate resistant soybean

Ademar Pereira Serra' Marlene Estevio Marchetti" Ana Carina da Silva Candido"
Ana Caroline Ribeiro Dias'"' Pedro Jacob Christoffoleti™

RESUMO

Com o desenvolvimento da soja resistente ao
glifosato, Roundup Ready (RR), observa-se um aumento
considerdvel no uso desse herbicida, com aplicagdes de trés a
quatro vezes durante o ciclo da cultura. Dessa forma, essas
aplicagoes podem estar influenciando a nutrigdo mineral da
cultura. Objetivou-se realizar este experimento para avaliar a
influéncia do glifosato na eficiéncia nutricional de N, Mn, Cu,
Zn e Fe pela soja transgénica cv. ‘P98R31 RR’. O experimento
foi realizado em casa de vegetagdo, na ESALQ/USP, Piracicaba
(SP), em 2009. A unidade experimental foi constituida por
vaso contendo 11kg de substrato (NITOSSOLO VERMELHO
Eutroférrico latossolico), com duas plantas por vaso. Os
tratamentos foram arranjados em um esquema fatorial 5X35,
com cinco niveis do fator Mn (0, 20, 40, 60 e 80mg dm>) e
cinco de glifosato (0; 0,648; 1,296, 1,944 ¢ 2,592kg i.a. ha™),
sendo que o Mn foi fornecido a partir do sulfato de manganés
(MnSO,H,0). O delineamento experimental foi em blocos
casualizados, com quatro repeti¢ées. Nao houve influéncia na
resposta das plantas com relagdo ao fator Mn. A aplicag¢do de
glifosato interferiu de forma negativa na eficiéncia nutricional
da planta e nos teores totais de N, Mn, Cu, Zn e Fe. A utiliza¢do
de glifosato causou redug¢do ao numero de nodulos e redugdo
na produgdo de massa seca.

Palavras-chave: nutri¢ao mineral, soja, herbicida.
ABSTRACT

After development of glyphosate-resistant (GR)
soybean, there is a considerable raise in the use of this herbicide,

with three to four applications during the culture cycle. Thus,
these applications may be influencing the mineral nutrition of

the crop. So, the aim of this research was evaluate the glyphosate
influence on uptake, translocation and use efficiency of N, Mn,
Cu, Zn and Fe by (GR) soybean ‘P98R31’ cultivar. The
experiment was conducted in the greenhouse at ESALQ/USP,
Piracicaba, State of Sdao Paulo, Brazil, in 2009. The
experimental unit was formed by 1lkg vase of soil (Rhodic
Paleudult) with two plants in each vase. The treatments have
been arranged in a factorial pathway 5X5, with five levels of
the factor Mn (0, 20, 40, 60 and 80mg dm™>) and five of
glyphosate drifts (0; 0,648; 1,296; 1,944 e 2,592kg e.a. ha™)
and the Mn was supplied by the manganese sulfate
(MnSO,.H,0). The experimental design was randomized blocks,
with four repetitions. There was no influence on response from
plants concerning the levels of Mn used into the experiment.
The application of glyphosate interfered on mineral nutrition
of soybean and the total contents of N, Mn, Cu, Zn and Fe. The
use of glyphosate has caused reduction of the nodules number
and reduced the output of dry mass.

Key words: mineral nutrition, soybean, herbicide.

INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da soja [Glycine
max (L.) Merr.] geneticamente modificada, resistente
ao glifosato [N-(phosphonomethyl)glycine], tem-se
observado aumento consideravel na utilizagdo desse
herbicida aplicado, principalmente em pos-emergéncia,
aplicando-se de trés a quatro vezes durante o ciclo da
soja. Essas sucessivas aplicagdes de um tinico produto
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interferem negativamente na nutri¢do da planta. Em
estudos anteriores observou-se que o uso do herbicida
glifosato em poés-emergéncia afeta o teor de
micronutrientes nas plantas de soja Roundup Ready
(RR) (EKER et al., 2006; NEUMANN et al., 20006).
Resultado semelhante foi observado por CAKMAK et
al. (2009) em soja convencional, observando que o
glifosato interfere na absorcao e translocagdo de Ca,
Mg, Fe e Mn. A frequéncia de aplicagdes de glifosato
pode levar a indugdo de deficiéncias de ferro (Fe), zinco
(Zn) e manganés (Mn). SANTOS et al. (2007)
observaram que N, Ca, Fe e Cu tiveram redu¢do em seu
teor na planta de soja RR, quando as mesmas foram
tratadas com glifosato, sendo essas amostragens
foliares realizadas no periodo de florescimento. No
entanto, nem todos os nutrientes tiveram essa resposta,
sendo que o Mg apresentou elevagdo em seu teor foliar
mediante a aplicagdo de glifosato.

A resisténcia ao herbicida pela soja
transgénica foi obtida pela inser¢ao de um gene (AroA)
oriundo do genoma da Agrobacterium sp., estirpe CP4,
a qual codifica uma variante da enzima 5
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), sendo
a CP4 EPSPS especialmente resistente a inibi¢ao pelo
glifosato (PADGETTE etal., 1995). Sob tratamento com
esse herbicida, as plantas de soja ndo sdo afetadas, em
virtude da ac¢do continuada e sistematica dessa enzima
alternativa, insensivel ao produto. No entanto, o
glifosato ¢é prejudicial a fixacdo biologica do N, pois o
Bradyrhizobium sp. tem a EPSPS suscetivel ao
glifosato (ZABLOTOWICZ & REDDY, 2007). Além
desse fato, ZOBIOLE et al. (2010a) relatam que o
glifosato pode afetar a fixacdo biologica do N, devido a
reducdo do teor de niquel, sendo esse micronutriente
essencial para os microrganismos simbioticos.

Dessa forma, a realizacdo deste experimento
teve como objetivo avaliar a influéncia do glifosato na
eficiéncia nutricional de N, Mn, Cu, Zn e Fe pela soja
transgénica cv. ‘P98R31°, resistente ao glifosato em
condigdes de casa de vegetacao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em
condigoes de casa de vegetagdo, no Departamento de
Produgdo Vegetal da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” (ESALQ), na Universidade de Sao
Paulo (USP), em Piracicaba (SP), em 2009, localizada
entre as coordenadas geograficas de 22°42°30” de
latitude Sul e 47°38°00” de longitude Oeste,
encontrando-se a uma altitude de 456m. Foi utilizado,
como substrato, material de um NITOSSOLO
VERMELHO Eutroférrico latossélico (EMBRAPA,

2006), coletado na camada de 20-40cm, na area
experimental da fazenda “Aredo”, sendo realizadas
quatro amostragens com peso aproximado em 500g
cada, que foram secadas ao ar ambiente, destorroadas
e passadas em peneira com malha de 4mm, para a
determinacdo das caracteristicas quimicas e fisicas:
pHcac=4,8; MO=6,5g dm3; P=3mg dm?; S=16mg dm?;
K=0,3mmolc dm?; Ca=17,5mmolc dm?3; Mg=6mmolc dm?;
H+AI=20mmolc dm™; Al=4,8mmolc dm™; SB=23,5mmol.
dm3; T=43,5mmol. dm?; V(%)=54 e m(%)=2; Cu=1,4mg
dm?; Fe=52mg dm?; Zn=0,55mg dm*; Mn=46,4mg dm?;
B=0,24mg dm; Argila=217,5g kg™!; Silte=108g kg!;
Areia=674,5g kg'; textura média.

Com base nos resultados da analise quimica
do solo, foi realizada a calagem para a corre¢do da acidez
do solo, utilizando-se o calcario dolomitico finamente
moido (PRNT=100%), cuja composi¢do apresentou
34,5% de o6xido de célcio (CaO) e 18% de oxido de
magnésio (MgO). Calculou-se entdo a quantidade
necessaria para elevar a saturacdo por bases a 65%,
sendo aplicados 245mg dm. Os vasos foram mantidos
umidos com agua destilada para manter a umidade
equivalente a 60% do volume total de poros. O volume
de agua a aplicar foi estimado com base na densidade
aparente (Dap) e no volume de poros (Vp) (EMBRAPA,
1997), permanecendo os vasos incubados por 30 dias.
Apbs esse periodo, efetuou-se a adubagao, sendo em
seguida realizada a semeadura. As sementes foram
tratadas com fungicida (Thiram®) na dose proporcional
a 100g i.a por 100kg de semente. Anteriormente a
semeadura, foi realizada a aducao de potassio (K,O) e
fésforo (P,Os), com a adi¢do correspondendo a 13,9mg
dm? e 41,7mg dm?, respectivamente. Aos 30 dias apos
a semeadura, foi realizada a aplicacdo de K,O em
cobertura com 27,8mg dm.

A cultivar de soja utilizada foi a ‘P98R31 RR’,
com 98% de germinacdo e pureza. As sementes de soja
foram inoculadas 45 minutos antes da semeadura com
inoculante a base de turfa, contendo as bactérias
Bradyrhizobium elkani (Estirpe Semia 5019) e
Bradyrhizobium japonicum (Estirpe Semia 5079), com
concentragdo minima de 5x10° células vidveis por grama
de inoculante, na dosagem de 100g de inoculante em
50kg de semente de soja. Foram semeadas cinco
sementes de soja por vaso, sendo realizado o desbaste
cinco dias apos a emergéncia, deixando-se duas plantas
por vaso, uniformes e equidistantes.

A unidade experimental foi constituida por
vaso, contendo 11kg de substrato. Os tratamentos
foram arranjados em um esquema fatorial 5x5, com cinco
niveis do fator manganés (Mn) (0, 20, 40, 60 e 80mg dm™)
e cinco de glifosato (0; 0,648; 1,296; 1,944 ¢2,592kg i.a.
ha'). O Mn foi fornecido pelo sulfato de manganés
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(MnS0O4.H,0). O delineamento experimental foi em
blocos casualizados, com quatro repeti¢des.

O Mn foi aplicado antes da semeadura. A
aplicacdo do glifosato se deu no periodo vegetativo
(V3), sendo tal aplicagdo realizada com pulverizador
costal pressurizado por CO, a pressdo constante de
2,5kgf cm?, equipado com barra de aplicagdo com ponta
do tipo leque, modelo Teejet XL 110.02 VS, calibrado
para volume de calda proporcional a 200L ha™.

As avaliacdes foram efetuadas no estagio
V8 (20 dias apos a aplicacdo), separando-se a planta
em parte radicular (raizes) e parte aérea (caule e folhas).
O material colhido foi lavado com é4gua destilada,
secado em estufa com circulagdo for¢ada de ar a 65°C,
até atingir massa constante, sendo em seguida pesado
a fim de que ndo ocorresse ganho de umidade e
triturado em moinho tipo Willey. A seguir, as amostras
do material vegetal seco foi digerido em solugao nitrico-
perclorico (HNO;:HCIO,) na proporgao 3:1. O teor de
Mn, Cu, Zn e Fe nas amostras foi determinado em
espectrofotometro de absor¢do atdmica modelo PGI
990.

A partir da massa seca e do contetido dos
nutrientes na planta, foram calculados os indices: (a)
eficiéncia de uso de nutriente (g2 mg) (EFU) = (massa
seca total produzida)?/(contetido total do nutriente na
planta) (SIDDIQI & GLASS, 1981); (b) eficiéncia de
absorcdo (mg g ) (EFA) = (contetudo total do nutriente
na planta)/(massa seca de raizes) (SWIADER et al.,
1994); (c) eficiéncia de translocacdo (%) (EFT) =
[(contetido do nutriente na parte aérea)/(conteudo total
do nutriente na planta)].100 (LI etal., 1991).

Os dados foram submetidos a andlise de
varidncia pelo teste F. Para o caso de diferencas
significativas, foi realizada a analise de regressao, até
o nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o
aplicativo computacional SAEG 9.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As dosagens de glifosato, acima de 0,648kg
i.a ha'!, apresentaram sintomas de injlria nas plantas
de soja, sendo a severidade do dano maior a medida
que as dosagens do herbicida eram elevadas,
apresentando, na dosagem de 0,648kg i.a ha'!, o menor
dano nas plantas, com pouco amarelecimento € necrose
nas folhas, seguindo a severidade da injiria com o
aumento das dosagens. A mesma cultivar foi semeada
ao campo, como lavoura comercial com 350.000
sementes ha'! dacv. ‘P98R31 RR’. Aplicando-se 1,944kg
i.a. ha! de glifosato, as plantas apresentaram, apos a
aplicacdo (24 horas), sintomas de injuria. Os sintomas
visiveis de injuria foram observados, nas plantas, no

dia seguinte a aplicagdo, na casa de vegetacdo, com
amarelecimento das folhas novas seguido de necrose.
O herbicida foi aplicado no estadio vegetativo V3.
Decorridos 20 dias da aplicagdo, houve, aparentemente,
recuperacdo das plantas. A injuria ocorrida nas folhas
foi local ao tecido que recebeu o herbicida, sendo que,
nas folhas desenvolvidas posteriormente, ndo houve
sintoma de injuria.

Resultados semelhantes foram relatados por
BELLALOUI et al. (2006), que, apds aplicacdo com
glifosato na dosagem comercial em soja RR, observaram
sintomas de injuria nas plantas. As injlrias iniciaram
com cloroses seguida de necrose, em todos os estagios
de crescimento da planta, em folhas novas, seguido da
aplicacdo do glifosato. REDDY & ZABLOTOWICZ
(2003) observaram que, apods aplicagdo do glifosato,
ocorreu injuria no tecido foliar. Segundo esses autores,
essa injuria ¢ provocada pela propor¢do de sal que
estd presente nas formulagdes comerciais de glifosato
e ndo pelo produto glifosato. REDDY et al. (2004)
notaram que, apds a aplicagdo de glifosato em soja RR,
a maior concentragdo de acido aminometilfosfonico
(AMPA), nas folhas, ocorreu um dia ap6s o tratamento
(DAT) (42mg g'! de massa seca), sendo que, apds esse
periodo, ocorreu redugao gradual em sua concentragao
no tecido, de 42mg g de MS para Img g de MS, aos
22DAT. Os sintomas de injuria gerados nas plantas
dependem das doses de glifosato utilizadas, sendo que
as maiores concentragdes de glifosato levam a maiores
formacdes do composto secundario AMPA, que pode
causar injuria as plantas (ZABLOTOWCZ & REDDY,
2007). Apos duas semanas da aplicagdo do glifosato,
os sintomas de amarelecimento desapareceram, em
folhas de soja RR (ZOBIELA etal., 2010b).

Os niveis de manganés (Mn) aplicados no
experimento ndo proporcionaram efeito significativo
(P>0,05) na eficiéncia nutricional de N, Mn, Zn, Cu e
Fe, no nimero de nédulos, na massa seca [raiz (MSR),
na parte aérea (MSA) e total (MST)] e no teor total de
nutrientes na planta.

Nao houve efeito significativo (P>0,05) das
dosagens de glifosato na EFA de Mn, Cu e Zn (Figura
1A, 1B e 1C). Com o estudo de diferentes formulagdes
comerciais de glifosato aplicadas 25 dias apos a
semeadura (estadio V2-V3), com 2kgi.a. ha', SANTOS
et al. (2007) ndo observaram alteragdes nos teores de
Zn e Mn, no tecido foliar dacv. ‘CD 219 RG’, no periodo
de florescimento.

A EFA de N e Fe aumentou com as dosagens
de glifosato, observando-se que houve uma resposta
linear na EFA de N, com eficiéncia méxima de absor¢ao
parao N de 120,4mg g, quando aplicou-se 2,592kg i.a.
ha' de glifosato (Figura 1 A). Dessa forma, observa-se
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que, para a produgdo de 1g de massa seca (MS), foram
necessarios 120,4mg de N, sendo na auséncia de
glifosato, com 80mg de N produziu 1g de MSR. A cv
‘P98R31 RR’ obteve melhor rendimento na absorg¢ao
de N e Fe quando nao utilizou glifosato (Figura 1A e
IB). Isso se deve a menor producdo de MSR pelas
plantas, com a aplicagdo de glifosato. Assim, o menor
rendimento da absorcdo de Fe pode estar relacionado
com a menor eficiéncia da redutase férrica, pois
BELLALOUI etal. (2009) obtiveram resultado negativo
na eficiéncia da redutase férrica com as aplica¢des de
glifosato em soja RR, tendo como resultado menor
concentragdo de Fe foliar e nas sementes.
Observou-se que a EFT de Cu, Zn, Mn, Fee
N ndo diferiram significativamente (P>0,05) com as
dosagens de glifosato em estudo. Dessa forma, ndo se
ajustaram equagdes de regressao para essas variaveis,
sendo o valor estimado das varidveis dependentes
igual a média aritmética obtida no ensaio (Figura 1D).
A EFU de Mn e Zn ndo se diferenciou
significativamente (P>0,05) com a aplicacdo de glifosato

(Figura 1E e 1F). Assim, pode-se inferir que a
concentra¢do de Mn e Zn na planta estava sob niveis
adequados, mesmo havendo reducdo dos teores de
Mn e Zn na planta, quando se aplicou o glifosato
(Figura 2A e 2B). No entanto, essa reducdo nao se
deve a influéncia direta do glifosato sobre o
micronutriente, e sim do glifosato sobre a producao de
MS.

Ja para a EFU de N, Fe e Cu, houve efeito
significativo (P<0,01), evidenciando que, a medida que
aumentaram as dosagens de glifosato, reduziu-se a EFU
desses nutrientes (Figura 1E, 1F e 1G). Esse efeito se
deve a reducdo do contetdo total de N, Fe e Cu na
planta e a redu¢do da massa seca quando aplicado o
glifosato (Figura 2A, 2B, 2C ¢ 2D). Com isso, a relagdo
entre producdo de massa seca e teor de nutriente
reduziu-se, devido ao efeito das dosagens de glifosato
aplicadas.

Com a aplicacdo de glifosato nas dosagens
estudadas, houve diferencas significativas (P<0,05)
para o teor de Mn, Fe, Zn, Cu e N total na planta e no
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numero de nddulos (Figura 2A, 2B e 2C). Observou-se
que as dosagens de glifosato reduziram o contetido
total desses nutrientes. Essa redugdo possivelmente
se deve a depressdo no crescimento da planta causada
pela aplicagdo do glifosato. As dosagens de glifosato
acarretaram reducdo na producdo da MSR, MSA e MST
(Figura 2D), podendo tal fato ser explicado pela possivel
reducdo da fotossintese, quando da aplicacdo do
herbicida.

Ao estudar a concentragdo de
micronutrientes nas folhas jovens em soja RR cv.
“Valiosa’, BOTT et al. (2008) ndo encontraram diferengas
significativas nas dosagens de glifosato utilizadas
(0,9kgi.aha'e 1,8kgi.aha'). Segundo REDDY etal.
(2004), a toxidez de AMPA ¢ responsavel pela depressao
do crescimento. Os mesmos autores concluiram que a
injaria causada quando da aplicagdo do glifosato em
soja RR se deve a producao do AMPA, que se forma
como produto da degradacdo do glifosato. A dosagem
de AMPA de 0,12kg ha'! reduziu o contetido de clorofila
nas folhas de soja RR, havendo também diferengas na
sensibilidade ao AMPA na soja RR e nao RR, sendo
essas devidas as diferentes cultivares utilizadas. O nivel
de AMPA de 4-7pg g! de massa seca causou redugdo
no conteudo de clorofila, tanto em plantas RR, quanto
em plantas ndo RR, mediante a aplicacao de AMPA
nessas plantas o chiquimato nio foi afetado, o que
indica que ndo age como o glifosato na inibigdo da
EPSPS, sendo o AMPA um composto fitotdxico as
plantas, que causa a redugdo do contetido de clorofila
e produgdo de massa seca aérea da planta, com um
mecanismo de a¢do desconhecido (REDDY et al., 2004).

Nos resultados obtidos, pode-se observar
que o niimero maximo de nddulos (22 nddulos planta)
foi obtido na auséncia de glifosato. Com a aplicacao de
glifosato, o niimero de nddulos reduziu-se em 50%, em
média, na dose maxima de glifosato, sendo essa
variagdo significativa (P<0,01), quando comparada com
o controle (Figura 2C). REDDY etal. (2000) constataram
que a aplicacdo de 2,24kg i.a ha'! em estadio vegetativo
de soja RR promoveu redugéo de 30% no numero de
nodulos, de 39% na massa de nodulos e de 14% no
conteudo total de N na parte aérea. Com a aplicacdo de
3,36kgi.a. ha'! de glifosato, BELLALOUI et al. (2008)
observaram reducéo na atividade da redutase do nitrato
(RN), nos nodulos, nas raizes, nos caules e nos trifolios
da planta de soja RR, sendo essa avaliago realizada
uma semana apos a aplicagio do glifosato. REDDY et
al. (2010) obtiveram como resultado que a reducéo da
atividade da RN esta relacionada com a concentragao
da dose de glifosato aplicada, sendo que, ao se aplicar
duas vezes a dose 840gi.a ha’!, reduziu-se entre 5-19%
aatividade da enzima, e, com duas aplica¢des de 1.360i.a
ha’!, a atividade da mesma variou entre 8-42%.

Devido a sensibilidade da (EPSPS) presente
no Bradyrhizobium sp, possivelmente um dos fatores
que possibilitou a reduc@o do contetido total de N na
planta, com aumento das dosagens de glifosato no
presente trabalho, deva-se a agao inibitéria do glifosato,
na EPSPS. Esse resultado pode ainda estar associado
a redugdo do numero de nodulos nas plantas tratadas
e a injuria provocada na planta quando se aplica o
herbicida, que pode reduzir a eficiéncia fotossintética.
DE MARIA et al. (2005) observaram que o glifosato
causa alteracdo no metabolismo nodular devido a
limitagao do fornecimento de carboidrato das folhas e
caules para os nodulos. O glifosato pode levar a
reducdo do Ni, que ¢ um elemento essencial aos
microrganismos fixadores de N e, dessa forma, reduzir
a fixacdo simbidtica desse elemento (ZOBIELA et al.,
2010a). Ao avaliar a influéncia do glifosato nos
microrganismos no solo, GOMEZ et al. (2009)
constataram que doses acima das recomentadas (>1,92L
i.a ha') causam redugdo na biomassa microbiana,
sendo tal efeito temporario.

A reducdo na MS da planta (Figura 2D)
possivelmente deve ter ocorrido devido ao estresse
fisiologico que as plantas passaram quando da
aplicacdo de glifosato, pois as mesmas apresentaram
sintomas de injurias, logo apds a aplica¢do do glifosato.
Os sintomas se intensificavam a medida que
aumentavam as doses de glifosato. Mesmo as plantas
tendo se recuperado apos 20 dias, o estresse pelo qual
passaram pode ter resultado na menor producdo de
massa seca e na redugdo do conteudo total de Fe, Mn,
Cu, Zn, N e do niimero de nodulos (Figura 2A, 2B, 2Ce
2D). BELLALOUI etal. (2008) relataram que a presenca
de sintomas de injuria foi reduzindo com o passar do
tempo, com as plantas recuperando-se completamente
ap6s 14 dias da aplicacdo com glifosato.
ZABLOTOWICZ & REDDY (2007) expuseram que a
producdo de biomassa de raizes de soja com aplicagdes
de glifosato 2,52kg i.a. ha! foi 20-25% inferior que o
controle, sem aplicagdo de glifosato, em 7 e 8 semanas
ap6s semeadura, respectivamente. Em estudos
anteriores, com a aplicagdo de glifosato de 1,68kg i.a.
ha' (REDDY etal.,2000) e 6,3kgi.a. ha' (KING etal.,
2001), constatou-se a redu¢do de MSA ¢ MSR, em
experimentos realizados em condi¢des controladas de
casa de vegetacao.

CONCLUSAO
Nao houve influéncia na resposta das
plantas com relagdo aos niveis de Mn utilizados no

experimento. A aplicagdo de glifosato interferiu de forma
negativa na eficiéncia de: absor¢do de N e Fe, uso de
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N, Fe e Cu na planta e nos teores totais de N, Mn, Zn,
Cu e Fe. Nao houve efeito na eficiéncia de translocagao
dos nutrientes avaliados na planta, mediante os
tratamentos utilizados. A utilizagdo de glifosato nas
condigdes de casa de vegetacdo causou reducdo no
numero de ndédulos na soja cv. ‘P98R31 RR’. A producao
de massa seca reduziu-se com o aumento das dosagens
de glifosato.
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