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Resumo

FRAGA, Diego Severo. Respostas de cultivares de soja ao residuo da mistura
dos herbicidas imazapyr e imazapic. 2016. 129f. Tese (Doutorado) - Programa de
Pos-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Sementes. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

A rotacdo da cultura da soja ao arroz irrigado e sucessdo com azevém pode ser
considerado opcdo para manejo de plantas daninhas em area de terras baixas,
principalmente o arroz-vermelho. Além disso, o surgimento de novas tecnologias de
soja resistente a herbicidas do grupo das imidazolinonas como a Cultivance® pode
auxiliar o produtor de sementes no controle de plantas daninhas quando associadas
a sistemas de manejo como “plante-aplique” e “aplique-plante”. Dessa forma, os
objetivos da pesquisa foram avaliar a fitotoxicidade, os componentes da
produtividade e a qualidade fisiologica das sementes de cultivares de soja contendo
as tecnologias Cultivance®, tolerancia a sulfonilureias e Roundup Ready®, frente ao
residuo de doses crescentes da mistura dos herbicidas imazapyr e imazapic,
aplicado no manejo da cultura do arroz irrigado; avaliar a permanéncia do residuo do
herbicida no solo em virtude do acimulo de massa da matéria seca da parte aérea
de plantas de azevém, semeadas em sucessao com a cultura da soja; quantificar a
atividade da enzima ALS em cultivares de soja resistentes ou suscetiveis ao
herbicida imazapic; avaliar as alteracées nos metabdlitos secundarios de plantas de
soja contendo essas tecnologias, submetidas a mistura dos herbicidas imazapyr e
imazapic nos sistemas de manejo “plante-aplique e “aplique-plante”. Para isso,
foram realizados experimentos em campo, casa-de-vegetacdo e laboratério da
Universidade Federal de Pelotas, Embrapa Clima Temperado e Embrapa Trigo,
utilizando diferentes cultivares de soja submetidas ao herbicida imazapyr+imazapic.
Os resultados demonstraram que a cultivar de soja contendo a tecnologia
Cultivance® é resistente a mistura dos herbicidas imazapyr e imazapic aplicado no
manejo do arroz irrigado, porém, as demais cultivares sao suscetiveis. O residuo do
herbicida afeta a produtividade e a qualidade fisiol6gica da semente das cultivares
estudadas. A massa da matéria seca da parte aérea do azevém, é reduzida na
presenca do residuo do herbicida. O Ku (concentracdo de piruvato) da enzima ALS
das cultivares de soja sdo semelhantes, contudo 0 Vmax (velocidade maxima da
reacdo) da cultivar resistente é menor, comparado as demais, supondo-se que a



resisténcia da cultivar contendo a tecnologia Cultivance® pode ser decorrente da
insensibilidade da enzima ALS ao herbicida imazapic. As cultivares suscetiveis
apresentam, em geral, maior teor de clorofila e sofrem maior acdo das espécies
reativas de oxigénio, comparadas a resistente. A elevacdo da dose da mistura dos
herbicidas imazapyr e imazapic aumenta a acdo do sistema antioxidante enzimatico,
por meio das enzimas superéxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase,
independente do sistema de manejo.

Palavras-chave: Glycine max. Imidazolinonas. Metabolismo secundario. Enzima ALS.



Abstract

FRAGA, Diego Severo. Answers of soybean cultivars to carryover of herbicides
mixture imazapyr and imazapic. 2016. 129f. Tesis (Doctorate) - Program of Post-
Graduation in Seed Science and Technology. Federal University of Pelotas, Pelotas.

Soybean crop rotation with irrigated rice and sucession with ryegrass may be
considered an option to weed management in flooded area, mainly for red rice.
Besides that new technologies appearance of soybean herbicide resistant of
imidazolinone group such as Cultivance® may help seed farmers in the weed control
when associated to management systems such as “plant-apply” and “apply-plant”.
Thus the reseach objectives were evaluate phytotoxicity, yield components and
physiological quality of soybean seeds’ cultivars containing Cultivance®, sulfonylurea
tolerant and Roundup Ready® technologies, as affected by carryover of increasing
doses of mixture of herbicides imazapyr and imazapic spraying in management of
irrigated rice crop; evaluate herbicide carryover in soil due ryegrass shoot dry matter,
seeded in sucession with soybean crop; quantify ALS enzyme activity in soybean
cultivars resistants or susceptibles to imazapic herbicide; evaluate the changes on
secondary metabolism of soybean plants containing these technologies, submmited
to mixture of herbicides imazapyr and imazapic in “plant-apply” and “apply-plant”
management systems. Therefore experiments were performed on field, greenhouse
and laboratories in the Federal University of Pelotas, Embrapa Temperate Climate
and Embrapa Wheat, using differents soybean cultivars submmited to
imazapyr+imazapic herbicide. The results showed that soybean cultivar containing
Cultivance® technology is resistant to mixture of herbicides imazapyr and imazapic
sprayed in management of irrigated rice, but the others cultivars are susceptibles.
The herbicide carryover affect the crop yield and physiological quality of seed of the
studied cultivars. Ryegrass shoot dry matter is affected by herbicide carryover. ALS
enzyme Ku (pyruvate concentration) of soybean cultivars are similar, however the
Vmax (Maximum reaction speed) of resistant cultivar is minor, compared with the other
cultivars, supposing that the resistance of the cultivar containing Cultivance®
technology may be due insensibility ALS enzyme to imazapic herbicide. The
susceptibles cultivars show, in general, more chlorophyll and suffer more action of
reactives oxygen species, compared to resistant. The increasing dose of mixture of
herbicides imazapyr and imazapic enhance the action of enzymatic antioxidant
system, by means of superoxide dismutase, catalase and ascorbate peroxidase
enzymes, independent of management system.

Key words: Glycine max, imidazolinones, secondary metabolism, ALS enzyme
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1 INTRODUCAO

O arroz é uma das culturas mais importantes do mundo, sendo cultivado em
todos os continentes. E considerado a principal fonte de alimento do mundo,
juntamente com trigo e milho, sendo responsavel pela alimentacdo de mais da
metade da populacdo (FAO, 2016). Observou-se, no Brasil, que nas ultimas cinco
safras houve diminuicdo da area semeada em 16%, contudo a produgcédo aumentou
3,5% e a produtividade 16,7%. No Estado do Rio Grande do Sul, verificou-se que a
area semeada permaneceu inalterada, porém houve acréscimos na producédo e
produtividade (CONAB, 2016).

A cultura do arroz esta sujeita a fatores do ambiente que podem beneficiar ou
limitar seu crescimento e desenvolvimento, com influéncia positiva ou negativa na
produtividade e qualidade final do produto colhido. A ocorréncia de plantas daninhas
destaca-se, como um dos principais fatores limitantes do potencial produtivo da
cultura do arroz irrigado, sendo as perdas variaveis em funcédo da espécie infestante,
intensidade de infestacdo, cultivar de arroz utilizada e praticas de manejo adotadas
na lavoura (AGOSTINETTO et al.,, 2001). A auséncia de controle de plantas
daninhas, na cultura do arroz, pode levar a reducdo de 80 a 90% na produtividade
(ANDRES; MACHADO, 2004).

O arroz-vermelho compete significativamente com o arroz cultivado e
pertence a mesma espécie, sendo comprovado que a infestacédo de Unica planta m2
pode reduzir em 755kg ha' a produtividade da cultura (OTTIS et al.,, 2005).
Pesquisas apontam que, cerca de 60% das areas orizicolas do Rio Grande do Sul
apresentam infestacfes de média a alta com arroz-vermelho. Essa informacéo foi
registrada em levantamento que demonstrou a incidéncia de 10 a 200 paniculas m2

nas areas amostradas (MARCHESAN et al., 2004). O elevado indice de propagulos
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da lavoura arrozeira se deve, principalmente, a diminuicdo de areas de pousio, a
intensificagdo do uso do solo, ao uso do monocultivo e a falta de consciéncia de
produtores sobre as repercussbes negativas do uso de sementes de arroz
contaminadas com propagulos de arroz-vermelho e/ou preto (FLECK et al., 2008).

As caracteristicas predominantes da planta e da semente de arroz-vermelho
gue o distingue do arroz cultivado séo: ciclo mais longo e plantas de porte mais alto
do que as cultivares modernas, colmos finos, folhas de cor verde-claro e
decumbentes, alto vigor e alta capacidade de afilhamento com emisséo de afilhos
ontogenicamente atrasados, pericarpo de cor avermelhada, palea e lema com
variacao de cor, pilosidade e aderéncia da palea e lema no pericarpo, presenc¢a ou
nao de arista, deiscéncia precoce das espiguetas e sementes com dorméncia
(NOLDIN; CHANDLER; MCCAULEY, 1999). Devido as similaridades
morfofisiologicas e bioquimicas com o arroz cultivado, o arroz-vermelho n&o pode
ser controlado por herbicidas em situacdes de utilizacdo de cultivares convencionais,
nao transgénicas ou ndo selecionadas para tolerancia aos produtos.

Entre os métodos disponiveis para controle de plantas daninhas, o controle
guimico, mediante uso de herbicidas, tem sido o mais utilizado na lavoura orizicola,
em razao da sua praticidade, eficiéncia e menor custo comparado a outros metodos
de controle. O controle quimico de arroz-vermelho néo era possivel até poucos
anos, com o0 uso de gendtipos convencionais, por haver similaridades
morfofisiolégicas entre o arroz cultivado e a espécie daninha. Porém, com o
desenvolvimento da tecnologia Clearfield® (BASF, 2004) em arroz cultivado foi
encontrada alternativa eficaz de manejo no controle seletivo de plantas daninhas,
principalmente o arroz-vermelho, com a utilizacdo de plantas de arroz tolerantes a
herbicidas pertencentes ao grupo quimico das imidazolinonas (SANTOS et al.,
2007).

O grupo das imidazolinonas inclui os herbicidas imazapyr, imazapic,
imazethapyr, imazamox, imazamethabenz e imazaquin, que contém em suas
moléculas uma estrutura em comum, o imidazol. Esses herbicidas sdo absorvidos
pelas raizes e folhas das plantas, sendo transportados pelo floema e xilema,
acumulando-se nos pontos de crescimento. As imidazolinonas controlam amplo
espectro de plantas daninhas, incluindo poaceas, ciperaceas e latifoliadas
(KRAEMER et al., 2009). O mecanismo de acdo desses herbicidas é a inibicdo da

enzima aceto-hidroxi acido sintase (AHAS), também referida como acetolactato
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sintase (ALS). Esta enzima € a primeira na rota da biossintese dos aminoacidos de
cadeia ramificada valina, leucina e isoleucina (YU; POWLES, 2014). A atuagéo
destes herbicidas reduz ou bloqueia a atividade catalitica da enzima ALS resultando
na deficiéncia desses aminoacidos e, por consequéncia, interrompe a sintese de
proteinas, interferindo na sintese de DNA e no crescimento celular (TAN, 2006).

Esses herbicidas sdo caracterizados pela eficAcia em baixas doses, largo
espectro no controle de plantas daninhas e longa persisténcia no solo (LOUX;
REESE, 1993). A persisténcia desses herbicidas pode chegar a 90 dias para o
herbicida imazapic e, 90 a 730 dias para o imazapyr (GRYMES; CHANDLER,;
NESTER, 1995). Residuos de herbicidas do grupo das imidazolinonas no solo
podem ser observados em varios estudos que demonstram a interferéncia negativa
no crescimento e desenvolvimento de culturas suscetiveis, utilizadas em sistema de
sucessao e/ou rotacao a culturas tolerantes (MOYER; ESAU, 1996; GAZZIERO et
al., 1997).

A rotacdo de culturas é eficiente no controle do arroz-vermelho,
(MARCHEZAN et al., 1995; AVILA et al., 2000), como também o pousio do solo e o
preparo de verdo, proporcionando reducdo do banco de sementes (AVILA et al.,
2000). A pratica de pousio para controle de plantas daninhas tem longa historia de
sucesso, embora trabalhos recentes sugiram que culturas competitivas também
podem ser bem sucedidas, assim como sistemas alternados cultura/pousio visando
a supressao das plantas daninhas em alguns casos (DERKSEN et al., 1994). O
sistema de rotacdo de culturas permite variacdes no periodo de preparo do solo,
densidade da biomassa vegetal que cobre o solo, época de colheita e subsequente
cultivo e manejo de plantas daninhas (BRAZ et al., 2006). Neste sistema, nenhuma
espécie é continuamente beneficiada por um ambiente, técnica de manejo, colheita
ou manuseio em pos-colheita consistentemente favoravel. Diante disso, a rotacdo de
culturas é considerada essencial nos sistemas de manejo integrado de plantas
daninhas (CARVALHO; MORAES, 2011).

No Estado Americano do Arkansas, o arroz € normalmente rotacionado com
soja. Ainda que o arroz seja cultura mais rentavel do que a soja, esta Ultima é
utilizada em rotacao para controle de arroz-vermelho. Em 2009, a rotacao arroz-soja
representou aproximadamente 68% da area cultivada no Estado do Arkansas
(WILSON Jr.; RUNSICK; MASSANTI, 2009). A rotacao do arroz irrigado com soja

vem sendo utilizada como técnica eficiente no manejo do arroz-vermelho, pois essas
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espécies requerem condi¢des diferenciadas no manejo de agua e solo, além de
proporcionarem rotacdo de mecanismo de acdo herbicida (GOMES JR,;
CHRISTOFFOLETI, 2008). O cultivo de arroz, em associacdo com a rotagao de
culturas como soja, permite a reducao da degradacéo e do empobrecimento do solo
causados pela erosdo, promove aumento do teor de matéria organica, maior
retencdo de umidade no solo, além de possibilitar menor emergéncia de plantas
daninhas proibidas em éareas de producdo de sementes (BORTOLOTTO et al.,
2008).

A sucessao soja-azevém também pode ser alternativa rentavel, pois favorece
a integracdo lavoura-pecuaria, auxilia na producdo de palha e raizes promovendo
melhoria das caracteristicas fisicas do solo, o que aumenta viabilidade da
semeadura direta. O azevém é muito utilizado no sistema de integracao lavoura-
pecuaria em razado da possibilidade de ressemeadura natural, de sua capacidade de
crescer nas entrelinhas de soja, alto valor nutricional e alto potencial de producao de
forragem (BARTH NETO et al., 2013).

A cultura da soja, diante de seu impacto no agronegoécio nacional e
internacional, tem apresentado intensa atividade de pesquisa dirigida a obtencéo de
informacdes que possibilitem a melhorias no sistema produtivo. Nos ultimos anos,
principalmente com a abertura de novas areas sob vegetacdo de cerrado, o Brasil
passou a ser o segundo maior produtor de soja do mundo com producéo total
superior a 100 milhdes de toneladas de grédos. Dentre os Estados brasileiros, o Mato
Grosso é o maior produtor nacional, com 28,3 milhdes de toneladas colhidas,
seguido do Paranad com 18,5 milhées e, o Rio Grande do Sul com 14,8 milhdes
(CONAB, 2016).

Nas ultimas cinco safras de soja, observou-se no Brasil, aumento de 25% na
area semeada com elevacfes de 33% na producado e 13% na produtividade. Para o
Estado do Rio Grande do Sul, houve aumento de 21% da &area semeada com
acréscimos de 44 e 32% na producédo e produtividade, respectivamente (CONAB,
2016).

Embora as condicdes edafoclimaticas de é&reas de terras baixas nao
assegurem produtividades estaveis a cultura da soja, esta se apresenta como
alternativa de cultivo ao arroz irrigado na regiao Sul do Rio Grande do Sul. O cultivo
da soja vem sendo utilizado em rotacdo com arroz irrigado, ocupando espacos que

anteriormente vinham sendo deixados em pousio. Na regido Sul, a area semeada
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em rotagcdo com arroz irrigado na safra 2014/15 foi de 284,1 mil hectares, chegando
a produtividade de 2,1t ha?! (IRGA, 2016), tornando-se opgéo para diversificar a
producdo e fugir das oscilagbes do preco do arroz, além de trazer melhorias as
condicOes de fertilidade e estrutura do solo.

Devido sua grande importancia, a cultura da soja tem apresentado intensa
atividade de pesquisa dirigida a obtencdo de informacgfes que possibilitem aumento
na produtividade e reducdo nos custos de producdo. Isto tem exigido continua
reformulacéo e adaptacédo de novas tecnologias e manejos.

A intensificacdo do uso do herbicida ghyphosate, apés o lancamento de
culturas Roundup Ready® (RR), ocasionou a selecdo de plantas daninhas
resistentes a esse herbicida, as quais passaram a limitar a produtividade das
culturas. Com poucas alternativas para controle seletivo das espécies resistentes a
herbicidas, a tendéncia € que as empresas disponibilizem novas culturas tolerantes
e/ou resistentes a outros herbicidas, como a tecnologia Cultivance®.

A tecnologia Cultivance® foi obtida por pesquisadores da Embrapa, fruto de
modificacdes genéticas utilizando a técnica de biobalistica para expressar o gene
alterado csrl-2 de Arabidopsis thaliana L, fornecido pela empresa Basf (RECH,;
VIANNA; ARAGAO, 2008). Denominada primeiramente de CV127, é derivada de
uma variedade comercial da Embrapa, altamente produtiva, do grupo de maturacao
VIII, chamada Conquista. Esta variedade é proveniente da transformacao do tecido
do eixo embrionario que foi retirado do meristema apical da semente de soja. A
proteina AtAHASL, codificada pelo gene csrl-2 é estrutural e funcionalmente
idéntica a AtAHASL nativa, com excecdo da substituicdo do aminoacido serina, para
asparagina no residuo 653 (TAN et al., 2005).

O sistema Cultivance® combina os herbicidas do grupo das imidazolinonas,
imazapyr e imazapic, de largo espectro de controle com soja resistente a esses
herbicidas (CARLSON et al., 2012). Neste sistema, a aplicacdo do herbicida pode
ser realizada ap6s a semeadura, até no maximo, o estadio Vi da cultura,
chamado “plante-aplique”. Este sistema permite controle de plantas daninhas de
forma preventiva, eliminando a competicdo inicial e permitindo maiores
produtividades (BASF, 2014). Outro sistema utilizado no manejo de plantas daninhas
€ o “aplique-plante”, que utiliza herbicidas pré-emergentes no manejo e é baseado
no histoérico da area (OLIVEIRA JR et al., 2006).
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Outra tecnologia que visa ao manejo de plantas daninhas na soja € a
tolerancia a sulfonilureias (STS), técnica esta que surgiu primeiramente como
alternativa para controle mais eficiente da buva (Conyza sp.), que apresenta
resisténcia ao glyphosate (COODETEC, 2015), mas atualmente € utilizada para
complementar o controle de outras plantas daninhas problematicas a cultura. Os
herbicidas do grupo das sulfonilureias pertencem ao mecanismo de agao dos
inibidores da ALS (ROSO; VIDAL, 2011). A tecnologia STS foi desenvolvida por
mutagénese de sementes, utlizando-se etil-metanossulfonato como agente
mutagénico (SEBASTIAN et al., 1989). A mutacao responsavel pela tolerancia as
sulfonilureias ocasiona a substituicdo do amino&cido prolina, por serina na posi¢ao
197, localizada em apenas uma das duas copias do gene ALS presente em soja.
Esta tolerancia foi obtida por meio de técnicas convencionais de melhoramento
geneético, em que cultivares STS apresentam degradacdo aumentada de alguns
herbicidas na planta (SEBASTIAN et al., 1989).

A introducédo da soja STS possibilitou aplicacées do herbicida chlorimuron ou
combinado com outras sulfonilureias ou ainda, com algumas imidazolinonas,
promovendo maior periodo de controle de plantas daninhas ao longo do ciclo da
cultura, reducdo de danos na soja e producdo de sementes de qualidade
(CULPEPPER et al., 1997).

Em areas de producéo de sementes pode-se constatar que, mesmo produtos
aplicados em dose e forma corretas podem ocasionar fitotoxicidade a cultura e
comprometer a producdo e a qualidade das sementes, quanto ao vigor e a
germinacdo (MORAES et al., 1997). A gqualidade de sementes € o somatoério dos
atributos genéticos, fisicos, fisioldgicos e sanitarios da semente, responsaveis por
sua capacidade de originar plantulas altamente produtivas (MARCOS-FILHO, 2005).
A méaxima qualidade da semente é alcancada quando ela atinge a maturidade
fisiol6gica, que € o ponto em que apresenta o maximo conteudo de matéria seca,
vigor e germinacdo, embora apresente ainda alto conteudo de umidade, o qual é
variavel de acordo com a espécie (POPINIGIS, 1985; CARVALHO; NAKAGAWA,
2000). Na cultura da soja, a maturacdo para a colheita mecanica € atingida com
cerca de 18% de umidade (MARCOS-FILHO, 2005).

Sementes de qualidade sdo aquelas que possuem alto vigor, isto é, sdo
capazes de originar plantas normais em condi¢cdes ambientais desfavoraveis, o que

pode ocorrer em campo. Porém, a redugdo da qualidade no campo é frequente,
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principalmente no final da maturag&o ou no periodo de pré-colheita. Este fendbmeno
€ conhecido como deterioracdo de campo ou deterioracdo por umidade, o qual é
definido como o processo que ocorre depois do ponto de maturidade fisiolégica
(ponto no qual a semente possui 0 mais alto grau de vigor e viabilidade) e antes que
as sementes sejam colhidas. Este processo pode ser considerado como o fator que
mais afeta a qualidade das sementes de soja, uma vez que no intervalo entre a
maturidade fisiologica e a colheita, periodo que normalmente é de duas semanas, as
sementes ficam expostas a ciclos alternados de alta e baixa umidade, causada por
chuvas frequentes ou por flutuacdes diarias na umidade relativa do ar, o que resulta
na deterioracdo das sementes (PESKE; BARROS; SCHUCH, 2012).

A qualidade fisiologica da semente € avaliada através de dois parametros
fundamentais: viabilidade e vigor. A viabilidade € medida, principalmente, pelo teste
de germinacédo em condicdes favoraveis, o qual determina a maxima germinacéo da
semente, enquanto o vigor € determinado sob condi¢cdes desfavoraveis, medindo-se
o declinio de alguma funcédo bioquimica ou fisiologica (POPINIGIS, 1985). Sementes
com baixo vigor podem provocar reducbes na velocidade de emergéncia, na
uniformidade, na emergéncia total, no tamanho inicial e no estabelecimento de
estandes adequados, fatores esses que podem influenciar a acumulacédo de matéria
seca, e assim, afetar a produtividade (KOLCHINSKI; SCHUCH; PESKE, 2005).

O surgimento de tecnologias resistentes a herbicidas na cultura da soja para
controle de plantas daninhas como soja Cultivance® é ferramenta importante para
obtencdo de sementes de qualidade. Estudos permitem identificar alteracdes na
atividade da enzima, as quais sao responsaveis pelo carater de resisténcia, como
identificado em Oryza sativa (RAJGURU et al., 2005) resistente a herbicidas inibidores
da enzima ALS.

A elucidacdo do mecanismo envolvido na resisténcia de plantas a herbicidas
permite determinar alternativas de manejo que possibilitem diminuir a pressdo de
selecdo sobre o herbicida. Os mecanismos que conferem resisténcia de culturas
e/ou plantas daninhas a herbicidas podem decorrer da alteracdo, ou nao, do local de
acao do herbicida. O local de acéo alterado pode ocorrer pela troca de um ou mais
aminoacidos da enzima alvo, impedindo o correto acoplamento do herbicida, ou
ainda, pela super expressao da enzima alvo, aumentando o niumero de locais para
acoplamento do herbicida (POWLES; YU, 2010). Se a resisténcia esta associada a

alteracdo no local de acao do herbicida, este pode acarretar mudangca na
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funcionalidade da enzima, resultando em insuficiente ou excessivo produto da
biossintese (VILA-AIUB; NEVE; POWLES, 2009). A alteragdo na enzima ALS, sitio
de acao de herbicidas do grupo das imidazolinonas, pode resultar em mudanca de
afinidade tanto com o herbicida quanto pelo substrato na rota que a enzima ALS
esta envolvida (HAN; VILA-AIUB, 2010; LI et al., 2013; YU).

A presenca de pontos de mutacdo no gene e, a substituicdo especifica de um
aminodcido na enzima podem afetar a estrutura e a fungcdo da enzima ALS,
reduzindo sua atividade (EBERLIEN et al., 1997; YU; HAN; VILA-AIUB, 2010; LI et
al., 2013). A maior parte dos casos de resisténcia aos inibidores da enzima ALS
relatados envolvem Unico ponto de mutagcdo no gene alvo, que reduz a afinidade da
enzima ao herbicida (BURGOS et al., 2013). Alteracdes no local de acédo geralmente
decorrem de mutacdes nos genes que codificam a enzima (DEVINE; SHUKLA,
2000), resultando em reducdo de sua afinidade com os inibidores porém, com
auséncia ou reduzida perda da funcdo enzimatica (TRANEL; WRIGHT, 2002).
Dessas alteracdes, foram encontrados seis aminoacidos conservados que, na
substituicdo, tornaram-se responsaveis pela resisténcia, sendo eles: alanina 122
(Alai22), alanina 205 (Alazos), prolina 197 (Proig7), serina 653 (Sersss), triptofano 574
(Trps7a) (TRANEL; WRIGHT, 2002) e aspartato (Aspszs) (WHALEY; WILSON;
WESTWOOD, 2007).

A maioria dos estudos visa apenas a elucidar o mecanismo relacionado ao
local alvo, e ndo examinam a resisténcia relacionada ao local ndo alvo de acdo do
herbicida (AHMAD-HAMDANI et al., 2013; BURGOS et al., 2013). Em alguns casos,
ambos mecanismos podem estar envolvidos, como no caso de Avena spp. resistente
aos inibidores da ACCase (AHMAD-HAMDANI et al., 2013). Portanto, € necessario
examinar tanto o local alvo, como ndo alvo dos herbicidas, considerando a
possibilidade de coexisténcia (AHMAD-HAMDANI et al., 2013). Se 0 mecanismo de
resisténcia ndo € relacionado a alteracdo do local de acdo, uma ou mais formas
atuam impedindo que o herbicida chegue em quantidades letais no ponto de
inibicdo, impedindo sua inibicdo completa (POWLES; YU, 2010). Estes mecanismos
envolvem a diminuicdo da absorcdo e/ou da translocacdo dos herbicidas, aumento
das taxas de metabolismo ou sequestro do herbicida (DINELLI et al., 2008;
POWLES; YU, 2010). Plantas resistentes a herbicidas que apresentam este

mecanismo tendem a acelerar a degradacdo do herbicida por meio do aumento da
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atividade da glutationa-s-transferase, da citocromo Psso ou da glicosil-transferase
(DELYE, 2013).

Outro fator que pode influenciar na reducdo da produgcdo de sementes ou
produtividade da cultura é o estresse ambiental, como elevadas ou baixas
temperaturas, seca, salinidade, radiacéo ultravioleta, 0zonio e infec¢cbes patogénicas
gue sdo potencialmente prejudiciais as plantas (VAN BREUSEGEM et al., 2001).

O aspecto comum de todas essas condicbes adversas é a producdo
aumentada de espécies reativas de oxigénio (EROS) no interior do metabolismo
secundario da célula vegetal (FOYER; NOCTOR, 2005; GECHEV et al., 2006). As
EROs também podem ser produzidas devido a acao antrdpica, pelo uso de diversos
xenobioticos, dentre os quais destaca-se o uso de herbicidas (DEVINE; DUKE;
FEDTKE, 1993; COUEE et al., 2006).

O estresse oxidativo em sistemas bioldgicos, incluindo os vegetais, é
resultante de superproducédo das EROs que sédo subprodutos de reacdes de
oxirreducao, apresentando-se tanto como radicais livres, quanto na forma molecular
de ndo radical. Essas moléculas podem ser geradas como resultado de excitagao,
formando oxigénio singleto (0O2), ou de sucessivas adicbes de elétrons ao O,
reduzindo-o ao radical aniénico superoxido (O2*-) ou peroxido de hidrogénio (H202) e
radical hidroxila (OH*) (SCANDALIOS, 2005). Como consequéncia, as EROs causam
peroxidacdo de lipidios, modificacBes proteicas, rompimento das cadeias de DNA,
destruicdo de clorofilas e extravasamento de eletrélitos, de modo que, tais eventos
podem culminar na morte celular (MOLLER; JENSEN; HANSSON, 2007).

O H>O> tem acao deletéria, porque participa da reagdo formadora de OH*, o
oxidante mais reativo na familia das EROs. A alta reatividade do radical OH* resulta
em reacdes rapidas e inespecificas, com distintos substratos, podendo
potencialmente reagir com todos o0s tipos de moléculas biolégicas (MYLONA,
POLIDOROS, 2011). As plantas possuem diferentes sistemas de defesa contra os
estresses ambientais, o que |hes permite adaptar-se para minimizar os danos que
podem ocorrer pela a¢do das EROs (BOR; OZDEMIR; TURKAN, 2003; RADETSKI;
COTELLE; FERARD, 2000).

As plantas protegem suas células e compartimentos subcelulares dos efeitos
fitotbxicos das EROs através de dois mecanismos de protecdo, um sistema
antioxidante ndo enzimatico, que compreende os compostos fendlicos, clorofilas e

carotenoides; e, outro enzimatico, composto por enzimas antioxidantes como
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superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX)
(SCANDALIOS, 2005; MITTLER, 2002). Esses mecanismos de protecdo incluem
enzimas antioxidantes e metabdlitos que desintoxicam essas formas de EROs, além
de mecanismo que dissipa o excesso de energia absorvida antes da formacdo do
O2. A particdo entre estes dois sistemas sob condicdes de estresse pode ser
regulada pela concentragdo de O no sistema (BLOKHINA; VIROLAINEN;
FAGERSTEDT, 2003).

As clorofilas (a e b) e os carotenoides sdo os pigmentos fotossintéticos mais
abundantes e considerados antioxidantes hidrofobicos. As clorofilas localizam-se
nos cloroplastos, local onde é realizada fotossintese, a qual possui duas etapas
importantes: a clara ou fotoquimica que ocorre nas membranas dos tilacoides e a
escura ou bioquimica, no estroma dos cloroplastos. A clorofila € a molécula
responsavel pela captacdo de energia luminosa, que ira ser convertida em
carboidratos. Dessa forma, alteracbes na sintese deste pigmento podem ocasionar
disturbios no desenvolvimento vegetal (LARCHER, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os carotenoides constituem outro grupo de antioxidantes hidrofobicos,
constituidos por longas cadeias de hidrocarbonetos com duplas ligacdes
conjugadas. Esta propriedade permite a ancoragem nas membranas fosfolipidicas
(KRINSKY, 1989). A estrutura dos conjugados permite deslocar elétrons
desemparelhados e atuar como doadora de elétrons monovalentes, sendo
responsavel pela drenagem da energia de ativacdo do O (KIM et al., 2004,
LEDFORD; NIYOGI, 2005), desta forma, decréscimo na sua biossintese podera
causar danos as plantas (HAVAUX; NIYOGI, 1999).

A SOD esta presente nos organismos aerobicos, onde desempenham
importante funcédo na defesa contra a toxicidade causada pelas EROs, sendo, desta
forma, importante no mecanismo de tolerancia ao estresse. O papel biolégico da
SOD é a dismutacédo de dois radicais O»>*-, convertendo a H-O2 e O». Essas enzimas
participam da modulacgéo do nivel de H202 em cloroplastos, mitocéndrias, citosol e
peroxissomos (MITTLER, 2002; BHATTACHARJEE, 2010). Uma vez que dismutam
o Oz*-, agem indiretamente na reducao do risco de formacdo do OH* a partir do Oz*-
(DINAKAR; DJILIANOV; BARTELS, 2012).

A CAT é considerada, juntamente com a SOD, como as mais eficientes
enzimas antioxidantes. Ambas apresentam fungédo combinada, de modo que a CAT

converte o H202, originado em funcdo da atividade da SOD, em H20 e O
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(SCANDALIOS, 2005). As plantas possuem vérias isoformas de CAT, as quais
podem dismutar diretamente o H2O. ou oxidar substratos, tais como metanol, etanol,
formaldeido e acido formico (VAN BREUSEGEM et al., 2001). Como a CAT opera
sem agente redutor, ela fornece as plantas uma forma energeticamente eficiente
para remogao do H.0. (SHARMA et al., 2012).

As peroxidases inclui grupo de enzimas capazes de catalisar a oxidacédo de
componentes celulares como H202 ou perdoxidos organicos (KVARATSKHELIA;
WINKEL; THORNELEY, 1997), dentre eles destaca-se a enzima APX, a qual, atua
na fungdo de protecdo antioxidativa nas plantas. Esta enzima catalisa a
transferéncia de elétrons ao H>O. usando diferentes substratos reduzidos como
doadores. Em plantas o mais importante redutor para o H2O, é o ascorbato, sendo
gue a APX utiliza duas moléculas de ascorbato para reduzir o H2O2 a H2O, com a
geracdo concomitante de duas moléculas de monodehidroascorbato (MDHA)
(FOYER; NOCTOR, 2005).

Sob condi¢des fisiolégicas normais, a producdo de H20> e O2*, nos
peroxissomos, deveria ser adequadamente controlada pela CAT, APX e SOD,
respectivamente (CORPAS; BARROSO; DEL RIO, 2001). Geralmente, a resposta
antioxidante ao estresse por herbicida varia de acordo com seu modo de acéo e da
cultura. Desta forma, o papel das enzimas antioxidantes em situacdes de estresse &
controlar a acumulacdo de EROs e assim, limitar os danos oxidativos (MITTLER,
2002; SHARMA et al., 2012). Os antioxidantes podem evitar a formac&o de radicais
livres, sequestra-los ou promover sua degradacdo, prevenindo a ocorréncia de
danos as células das plantas (SERKEDJIEVA, 2011).

Diante disso, a identificacdo de respostas morfologicas e metabdlicas da
cultura da soja rotacionada com arroz irrigado, e do azevém em sucessao a soja
submetidas ao residuo da mistura dos herbicidas imazapyr e imazapic proporciona
alternativa ao produtor para manejo de plantas daninhas resistentes, como o arroz-
vermelho, podendo, deste modo, produzir sementes de qualidade com maior
rentabilidade na mesma area.

As hipoteses gerais da pesquisa foram: o residuo da mistura dos herbicidas
imazapyr e imazapic utilizado na cultura do arroz ndo causa fitotoxicidade a cultivar
de soja contendo a tecnologia Cultivance® e ndo afeta negativamente a qualidade
fisiol6gica das sementes, porém causa fitotoxicidade e reduz a qualidade das

sementes das cultivares de soja STS e RR (Capitulo 1); o residuo do herbicida néo
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altera a massa da matéria seca da parte aérea do azevém semeado em sucessao
as cultivares de soja (Capitulo 1); o residuo da mistura dos herbicidas imazapyr e
imazapic causa maior fitotoxicidade, menor estatura, area foliar e massa da matéria
seca da parte aérea de cultivares de soja suscetiveis, comparadas a cultivar
resistente, contendo a tecnologia Cultivance® (Capitulo 1l); a alteracdo no
metabolismo secundario das cultivares de soja suscetiveis ao herbicida sdo maiores,
comparativamente a cultivar resistente (Capitulo 1l); a atividade da enzima ALS é
maior na cultivar resistente, em comparacao as cultivares suscetiveis ao herbicida
imazapic (Capitulo 1l); e, a producdo de metabdlitos secundarios e danos celulares
das cultivares de soja suscetiveis a mistura dos herbicidas imazapyr e imazapic sédo
maiores do que a cultivar resistente, tanto no sistema “plante-aplique” quanto no
“aplique-plante” (Capitulo I11).

Os objetivos gerais da pesquisa foram: avaliar a fitotoxicidade a cultura da
soja, aos componentes da produtividade e a qualidade fisiologica das sementes
contendo as tecnologias Cultivance®, soja tolerante as sulfonilureias e Roundup
Ready®, frente ao residuo de doses crescentes da mistura dos herbicidas imazapyr e
imazapic, aplicado no manejo da cultura do arroz irrigado (Capitulo I); avaliar a
permanéncia do residuo do herbicida no solo em virtude do acumulo de massa da
matéria seca da parte aérea de plantas de azevém, semeadas em sucessao com a
cultura da soja (Capitulo I); quantificar a atividade da enzima ALS em cultivares de
soja resistentes ou suscetiveis ao herbicida imazapic (Capitulo Il); avaliar as
alteracdes nos metabdlitos secundarios de plantas de soja contendo as tecnologias
Cultivance®, soja tolerante as sulfoniluréias e RoundUp Ready®, submetidas a
mistura dos herbicidas imazapyr e imazapic no sistema “plante-aplique e no

“aplique-plante” (Capitulo IlI).



2 CAPITULO | — Resposta de cultivares de soja e azevém em rotagdo/sucessio

ao arroz irrigado cultivado em Sistema Cultivance®

2.1 Introducéo

O arroz (Oryza sativa L.) é considerado uma das culturas mais importantes do
mundo, sendo cultivado em todos os continentes (FAO, 2016). Juntamente com a
Soja, destaca-se entre as culturas mais importantes no Sul do Brasil, o que decorre,
especialmente, da utilizacdo de cultivares com alto potencial produtivo e da adocéo
de tecnologias modernas dirigidas para produtividade e industrializacdo (NOLDIN et
al., 2004; SCHWANKE et al., 2008). Entretanto, os patamares médios atingidos na
lavoura ainda estdo aquém da produtividade obtida em lavouras experimentais de
arroz irrigado, em funcéo, principalmente, do controle insatisfatério das plantas
daninhas (FLECK et al., 2008).

Dentre as plantas daninhas que infestam as lavouras de arroz irrigado,
destaca-se o arroz-vermelho, pertencente a mesma espécie do arroz cultivado. Esta
planta daninha, em grande parte dos paises produtores, é a principal responséavel
pela reducdo do potencial de produtividade da espécie cultivada, com perdas
estimadas em torno de US$ 300,00 ha! (BURGOS et al., 2008).

A rotacdo de culturas € alternativa pratica e econdmica disponivel para
reducdo do banco de sementes de arroz-vermelho, podendo ser utilizada em
diferentes condicGes de cultivo. Entretanto, essa pratica é pouco implementada,
devido, principalmente, a dificuldades de drenagem dos solos e a pouca
diversificacdo de espécies tolerantes as condi¢cbes de excesso hidrico (MENEZES,
MACEDO, ANGHINONI, 2004).
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O cultivo de soja em &reas de terras baixas pode ser opc¢éo para reducédo do
banco de sementes de arroz-vermelho, porém sao poucos os estudos direcionados
a aclimatacdo de cultivares de soja em areas alagadas ou que avaliem a eficacia de
seu cultivo na reducdo do banco de sementes. Embora as condi¢cdes edafoclimaticas
em areas de terras baixas ndo assegurem rendimentos estaveis a cultura da soja,
esta se apresenta como alternativa de cultivo na regido Sul do Rio Grande do Sul. O
cultivo dessa fabaceae vem sendo utilizado em rotacdo com arroz, ocupando
espacos que anteriormente vinham sendo deixados em pousio. Na regidao Sul, a
area semeada em rotacdo com arroz irrigado, na safra 2014/15 foi de 284,1mil ha,
chegando a produtividade de 2,1tha?! (IRGA, 2016), tornando-se opcdo para
diversificar a producéao e fugir das oscilacbes do preco do arroz, além de ser boa
alternativa, pois traz melhorias as condi¢bes de fertilidade e estrutura do solo .

Em sucessao ao arroz ou soja, os agricultores normalmente utilizam azevém
(Lolium multiflorum Lam.), o qual € uma poaceae muito utilizada no sistema de
integracdo lavoura-pecuaria no Sul do Brasil, em razdo da possibilidade de
ressemeadura natural, alto valor nutricional, elevado potencial de producdo de
forragem (BARTH-NETO et al., 2013) e, por ser adaptada as baixas temperaturas da
regido Sul do Brasil, desenvolvendo-se no inverno e primavera.

Considerando que as plantas daninhas representam grande impacto na
producdo agricola e tornando-se ameaca para a produtividade das culturas, novas
estratégias de manejo vem surgindo, entre elas culturas resistentes a herbicidas.
Dentre estas, a tecnologia Cultivance® propiciou a cultura da soja tolerancia a
herbicidas do grupo das imidazolinonas, que ndao eram seletivos a essa cultura,
como o imazapyr (BASF, 2014).

A mistura formulada dos herbicidas imazapyr e imazapic pertence ao grupo
guimico das imidazolinonas que atuam inibindo a enzima acetolactato sintase (ALS),
essencial para a sintese de aminoacidos de cadeia ramificada valina, leucina e
isoleucina (TAIZ; ZIEGER, 2009). A maioria desses herbicidas € caracterizada pela
eficacia em baixas doses, pelo largo espectro de controle de plantas daninhas e pela
longa persisténcia no solo (LOUX; REESE, 1993).

Outra tecnologia desenvolvida, com o intuito de diminuir a presséo de selecao
do uso intenso do herbicida glyphosate utilizado em gendtipos de soja Roundup
Ready® (RR), foi a soja tolerante a sulfonilureias (STS), sendo liberado
comercialmente a partir da safra 2010/11 (COODETEC, 2015). Estas cultivares
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toleram o herbicida chlorimuron quando aplicado em doses entre 60 a 80g.ha! para
controle de buva resistente ao herbicida glyphosate (AGROFIT, 2015).

A aplicacdo de herbicidas para o manejo de plantas daninhas pode gerar
estresse para as culturas, sendo estes caracterizados como qualquer efeito negativo
sobre o crescimento e desenvolvimento normal das espécies vegetais (TAIZ;
ZIEGER, 2009). O efeito estressante pode levar a reducdo na massa das sementes,
0 que indicaria formacéao deficiente, propiciando desempenho fisioldgico insuficiente
do material colhido (MARCOS-FILHO, 2005).

Em vista disso, o trabalho teve por hip6teses de que o residuo da mistura dos
herbicidas imazapyr e imazapic utilizado na cultura do arroz n&o causa fitotoxicidade
a cultivar de soja contendo a tecnologia Cultivance® e ndo afeta negativamente a
gualidade fisiologica das sementes, porém causa fitotoxicidade e reduz a qualidade
das sementes das cultivares de soja STS e RR. Ainda, o residuo do herbicida néo
altera a massa da matéria seca do azevém semeado em sucessao as cultivares de
soja.

Dessa forma, os objetivos do trabalho foram avaliar a fitotoxicidade a cultura
da soja, aos componentes da produtividade e a qualidade fisiolégica das sementes
contendo as tecnologias Cultivance®, tolerancia as sulfonilureias e Roundup Ready®,
frente ao residuo de doses crescentes da mistura dos herbicidas imazapyr e
imazapic, aplicado no manejo da cultura do arroz irrigado; e, avaliar a permanéncia
do residuo do herbicida no solo em virtude do acimulo de massa da matéria seca da

parte aérea de plantas de azevém, semeadas em sucessao com a cultura da soja.

2.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado em campo na area experimental da Embrapa
Clima Temperado (Estacao Terras Baixas — ETB), localizada no municipio do Capéao
do Ledo/RS em solo classificado como Planossolo Hidromérfico Eutrofico solddico,
pertencente a unidade de mapeamento Pelotas (EMBRAPA, 2013). A partir da
analise de solo foram obtidos os seguintes valores: pHagua de 5,4; pHswe de 6,4,
0,2cmolc dm de Al; 2,1cmolc dm™ de Ca; 1,0cmol. dm= de Mg; 15% de Argila; 1,2%
de Matéria organica; 10,1mg dm=3de P; 20,0 mg dm= de K; CTCefetiva de 3,4; CTCpn7

de 5,9. A adubacdo de base foi realizada a lango, conforme anélise de solo. Os
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demais manejos e tratos culturais foram realizados seguindo as recomendacdes
técnicas da cultura do arroz irrigado (SOSBAI, 2012).

Na primeira estacdo de crescimento, periodo de novembro de 2012 a abril de
2013, foi cultivado arroz irrigado, cultivar Puita INTA CL e aplicado o herbicida
imazapyr+imazapic [(525g kg* + 1759 kg (Kifix®)] nas doses de 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; e
4,0 vezes a dose preconizada, sendo esta de 140g ha' (AGROFIT, 2013), com
objetivo de criar o residuo para as estacdes seguintes. A aplicacao dos tratamentos
foi realizada com auxilio de pulverizador costal, pressurizado a CO3, equipado com
bico tipo leque com ponta de pulverizagdo 110.015, calibrado para aplicar 120L ha
de calda, sendo acrescido 0,5% v/v do adjuvante Dash® a calda de aplicacdo. Apds
a colheita do arroz, a area permaneceu em pousio até a semeadura da cultura da
soja.

Na segunda estacdo de crescimento, periodo de novembro de 2013 a abril de
2014 foi cultivado soja, sendo semeada perpendicularmente as faixas da aplicacéao
dos herbicidas na cultura do arroz. O delineamento utilizado foi em faixas, em
esquema fatorial (3x5), com quatro repeticbes. O fator A foi composto pelas
cultivares de soja [BRS382CV (CV), CD249STS (STS) e NA5909RR (RR)], contendo
as tecnologias Cultivance®, tolerancia a sulfonilureias e Roundup Ready®,
respectivamente e, o fator B, pelos residuos das diferentes doses do herbicida
imazapyr+imazapic, conforme descrito anteriormente. Cada tratamento foi alocado
em parcelas de 3,06x3,6m, com linhas espacadas a 0,5m, resultando em éarea de
11,02m2.

As variaveis avaliadas na cultura da soja foram fitotoxicidade a cultura e, por
ocasido da colheita, foram determinados produtividade, peso de mil sementes,
namero de legumes por planta, niumero de sementes por planta e qualidade
fisiol6égica das sementes.

A fitotoxicidade pelo herbicida imazapyr+imazapic foi avaliada aos 10, 20, 30
e 67 (poés-florescimento) dias apdés a emergéncia da cultura da soja (DAE),
correspondendo aos 389, 399, 409 e 445 dias ap0s a aplicacdo do herbicida no
manejo do arroz irrigado, utilizando-se escala percentual, onde 0 (zero) representou
a auséncia de danos e 100 (cem) morte das plantas (FRANS et al., 1986).

A colheita foi realizada em area util de 2m? quando o grau de umidade das
sementes estava em torno de 18%. As variaveis numero de legumes por planta e

namero de sementes por planta foram obtidas a partir da contagem em dez plantas
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aleatorias, coletadas em éarea util de cada unidade experimental. A produtividade foi
obtida pela pesagem das sementes colhidas na area util de 4,5m? de cada parcela,
transformado em kg ha! e corrigido para 13% de umidade. O peso de mil sementes
(PMS) foi quantificado em oito repeticbes de 100 sementes, sendo calculada a
média das pesagens em gramas (BRASIL, 2009).

Para a avaliacdo da qualidade fisiologica, as sementes foram levadas ao
laboratério e submetidas aos seguintes testes:

Germinacdo (G): foi realizado com quatro repeticdes de 50 sementes por
tratamento. A semeadura foi realizada em substrato de papel, previamente
umedecido em agua destilada na proporcao de 2,5 vezes o peso do papel seco e 0s
rolos mantidos em germinador, a temperatura de 25°C. A avaliacao foi efetuada aos
oito dias apdés a semeadura, conforme as Regras para Andlise de Sementes
(BRASIL, 2009) e os resultados expressos em porcentagem de plantulas normais.

Primeira contagem da germinacao (PCG): foi avaliada aos cinco dias apos a
semeadura, por ocasido da realizacao do teste de germinacgao.

Comprimento de parte aérea (CPA) e comprimento de raiz (CR): foram
determinadas a partir de quatro subamostras de 20 sementes por tratamento, sendo
as sementes distribuidas desencontradas em duas linhas longitudinais e paralelas
no tergo superior do papel de germinacao, tipo “germitest”, umedecido a 2,5 vezes o
seu peso seco, acondicionando posteriormente os rolos de papel em germinador a
25°C. A andlise foi realizada aos cinco dias apdés a semeadura, com auxilio de régua
graduada em milimetros, medindo o comprimento total e o0 CPA de dez plantulas
normais escolhidas aleatoriamente e, por fim, o CR foi determinado pela subtracéao
do comprimento total pelo CPA (NAKAGAWA, 1999).

Em seguida, as plantulas utilizadas para analise do CPA e CR foram pesadas
em balanca analitica de precisao para determinacdo da massa fresca da parte aérea
(MFPA) e massa fresca da raiz (MFR). Posteriormente foram secas em estufa, a
temperatura de 60°C, até atingirem massa constante, quando foram pesadas em
balanca a fim de quantificar massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da
raiz (MSR).

Envelhecimento acelerado (EA): foi realizado espalhando-se as sementes em
camada Unica sobre uma tela metélica suspensa dentro de caixas gerbox, contendo
40mL de &gua destilada ao fundo. Posteriormente, as caixas foram tampadas e
acomodadas em camara BOD, a 41°C por 48h (MARCOS-FILHO, 1999). Apés este
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periodo, as sementes foram colocadas para germinar, conforme metodologia
descrita para o teste de germinacdo e avaliados no quinto dia, sendo os resultados
expressos em porcentagem de plantulas normais.

Emergéncia em campo (EC): foram semeadas, em canteiros contendo solo,
200 sementes por tratamento, distribuidas em quatro repeticbes de 50 sementes. A
avaliacdo foi realizada em contagem Unica das plantulas normais aos 14 dias ap0s a
semeadura, e 0s resultados expressos em porcentagem de plantulas normais
(NAKAGAWA, 1999).

indice de velocidade de emergéncia (IVE): foram realizadas contagens
diérias, juntamente com o teste de emergéncia em campo, até o décimo quarto dia,
sendo consideradas somente as plantulas com parte aérea bem desenvolvida. O
indice foi calculado segundo MAGUIRE (1962), através da seguinte formula:

IVE_E1+E2+ En
" N1 N2 Nn

onde: E1, E2 e En = nimero de plantulas emergidas na primeira, segunda, até a
tltima contagem; e N1, N2, Nn = numero de dias desde a primeira, segunda, até a
tltima contagem.

Em sucessado a cultura da soja foi semeado azevém, a lan¢o, na densidade
de 35kg hal, no periodo de junho a novembro de 2014, visando a avaliar a
ocorréncia de residuo do herbicida imazapyr+imazapic no azevém. Foi avaliada a
massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) aos 60, 90, 120, 150 e 180 dias
apos emergéncia do azevém (DAE), correspondendo aos 603, 633, 663, 693 e 723
dias apés a aplicagdo do herbicida no manejo do arroz, coletando-se area de 0,25m?
(0,5x0,5m) e, posteriormente, levadas para estufa com circulagéo forcada de ar, a
60°C até atingir massa constante.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro
Wilk) e, posteriormente submetidos a andlise de variancia (p<0,05). No caso de ser
constatada significancia estatistica, realizou-se comparacao entre médias utilizando-
se teste de Tukey (p<0,05) para o fator cultivar e, analise de regresséo para o fator
doses.

A anadlise de regressao foi realizada com auxilio do programa SigmaPlot 10.0
(SIGMAPLOT, 2007), ajustando-se os dados a equacdo de regressdo polinomial do
tipo linear, conforme segue:

y = at+b.x
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onde: y = variavel resposta; x = dose do herbicida; e a e b = parametros da equacao,

sendo que a € o intercepto ou coeficiente linear e b € a inclinacdo da reta.

2.3 Resultados e Discussao

Para o experimento de soja rotacionada com arroz irrigado, verificou-se
interacdo entre os fatores cultivar e doses para as variaveis fitotoxicidade aos 10, 20,
30, 67 DAE e produtividade. Para as mesmas variaveis, os dados ajustaram-se a
equacéao polinomial linear, com coeficiente de determinacdo (R?) variando de 0,78 a
0,99, demostrando ajuste satisfatério dos dados ao modelo (Fig. 1, 2, 3, 4 e 5; tab.1
e 2). Para as variaveis numero de legumes e numero de sementes por planta houve
efeito simples para o fator doses, ajustando-se a equacéo polinomial linear com R?
variando de 0,95 a 0,96 (Fig. 6 e 7) e efeito simples para o fator cultivar (tab.3). Ja,
para a variavel PMS verificou-se somente efeito simples para o fator cultivar (tab.3).

Para as variaveis de qualidade fisioldgica das sementes PCG, G e EA houve
interacdo entre os fatores avaliados. A variaveis ajustaram-se a equacao polinomial
linear, com variacdo do R? de 0,78 a 0,93, demostrando ajuste satisfatorio dos dados
(Fig. 8, 9 e 10; tab.4). As variaveis CPA e CR apresentaram efeito simples para o
fator dose, sendo que os dados ajustaram-se a equacdo polinomial linear, com
variacdo de R? de 0,75 a 0,79 (Fig. 11 e 12) e efeito simples para o fator cultivar
(tab.5). Para as variaveis IVE, EC, MFPA, MFR, MSPA e MSR observou-se efeito
simples para o fator cultivar (tab.5 e 6).

As equacOes para os dados de fitotoxicidade em resposta ao residuo de
doses crescentes do herbicida imazapyr+imazapic, comprovam que as cultivares de
soja avaliadas respondem de modo diferente ao herbicida a partir da dose
preconizada em todas as épocas de avaliacdo (Fig. 1, 2, 3 e 4). Aos 10 DAE,
considerando o residuo da dose preconizada do herbicida de 140g ha?, a cultivar
RR apresentou 330% de fitotoxicidade e, a cultivar STS 140%, comparadas a
cultivar resistente (Fig. 1; tab.1). Em relacdo as doses do herbicida, observou-se
aumento linear da fitotoxicidade conforme elevacdo da dose, sendo verificado
incremento de duas e trés vezes a variavel para cada unidade acrescida do

herbicida, para as cultivares STS e RR, respectivamente, comparada a CV (Fig. 1).
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Figura 1 — Fitotoxicidade (%) das plantas das cultivares de soja BRS382CV,
CD249STS e NA5909RR em funcéo do residuo de doses crescentes do
herbicida imazapyr+imazapic, avaliada aos 10 dias ap0s a emergéncia
(DAE) (389 dias apdés a aplicacdo). ETB/FAEM/UFPel, Capédo do
Ledo/RS, 2014. Os pontos representam os valores médios das repeticdes entre

cultivares e as barras, 0s respectivos intervalos de confianca da média.

Aos 20 DAE observou-se que, na dose 140g ha?, as cultivares STS e RR
mostraram fitotoxicidade de 116% e 237%, respectivamente, comparado a cultivar
contendo a tecnologia Cultivance® (Fig. 2; tab.1). Para as doses do herbicida,
observou-se aumento linear da variavel conforme elevacdo da dose, sendo
verificado incremento de 1,5 e 3,5 vezes a variavel para cada unidade acrescida do
herbicida, para as cultivares STS e RR, respectivamente, comparada a CV (Fig. 2).

Para fitotoxicidade aos 30 DAE, pode-se observar que na dose preconizada
as cultivares suscetiveis STS e RR apresentaram fitotoxicidade de 863% e 1725%,
respectivamente, comparadas a cultivar CV (Fig. 3; tab.1). Quanto as doses do
herbicida, verificou-se que, a fitotoxicidade aumentou de forma linear em virtude do
crescimento da dose, causando incremento de nove e dez vezes a variavel para
cada unidade acrescida do herbicida, para as cultivares RR e STS, respectivamente,

comparada a CV (Fig. 3).
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Fitotoxicidade (%) das plantas das cultivares de soja BRS382CV,
CD249STS e NA5909RR em funcéo do residuo de doses crescentes
do herbicida imazapyr+imazapic, avaliada aos 20 dias apos a
emergéncia (DAE).(399 dias ap6s a aplicacdo). ETB/FAEM/UFPel,
Capao do Le&do/RS, 2014. Os pontos representam os valores médios das
repeticbes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos de confianca da
média.
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Fitotoxicidade (%) das plantas das cultivares de soja BRS382CV,
CD249STS e NA5909RR em funcdo do residuo de doses crescentes
do herbicida imazapyr+imazapic, avaliada aos 30 dias apds a
emergéncia (DAE).(409 dias apO6s a aplicagdo). ETB/FAEM/UFPel,

Capéo do Ledo/RS, 2014. Os pontos representam os valores médios das
repeticbes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos de confianca da
média.
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Aos 67 DAE, durante o pos-florescimento da cultura, verificou-se
comportamento semelhante da variavel comparado a avaliagdo aos 30 DAE (Fig. 4;
tab.1). No que se refere as doses do herbicida, observou-se que, a fitotoxicidade
aumentou de forma linear em virtude da elevacdo da dose, sendo verificado
acréscimo de cerca de cinco vezes a variavel para cada unidade acrescida do
herbicida, para as cultivares STS e RR, comparada a CV (Fig. 4). O comportamento
da variavel mostrou resultados esperados para as cultivares avaliadas em virtude do

desempenho diferencial da cultivar CV ao herbicida imazapyr+imazapic.
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Figura 4 — Fitotoxicidade (%) das plantas das cultivares de soja BRS382CV,
CD249STS e NA5909RR em funcdo do residuo de doses crescentes
do herbicida imazapyr+imazapic, avaliada aos 67 dias apos a
emergéncia (DAE).(445 dias ap6s a aplicacdo). ETB/FAEM/UFPel,
Capao do Le&do/RS, 2014. Os pontos representam os valores médios das

repeticbes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos de confianca da
média.

Resultado semelhante foi encontrado em trabalho para avaliar fitotoxicidade
causada pelo herbicida imazapyr+imazapic, aplicado em pos-emergéncia das
plantas de soja contendo a tecnologia Cultivance®, onde observou-se fitotoxicidade
préxima a 10% nas avaliacfes aos 13, 20 e 27 dias apds aplicacdo do produto
(DAP) e, aos 41 DAP evidenciou-se fitotoxicidade proxima a 20% (CAVENAGHI et
al.,, 2014). Estudos para avaliar a seletividade de milho tolerante a herbicidas do
grupo das imidazolinonas mostraram que, a aplicacdo do herbicida

imazapyr+imazapic na dose de 140g ha' ndo causou fitotoxicidade a cultura nas
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avaliacOes aos 7 e 14 dias apds aplicacdo (GALON et al., 2014). Para as tecnologias
RR e STS, o manejo da soja € normalmente realizado com os herbicidas glyphosate
e chlorimuron, respectivamente. Outros herbicidas do grupo das sulfonilureias como
o metsulfuron e o nicosulfuron mostraram-se altamente seletivos para cultivares de
soja contendo essas tecnologias (VIANA et al., 2014; GIOVANELLI et al., 2014).
Estudos com culturas nao tolerantes a herbicidas do grupo das imidazolinonas,
semeadas em sucessdo e/ou rotacdo ao arroz Clearfield®, observaram que o efeito
residual destes herbicidas ocasiona elevada fitotoxicidade em estadios iniciais,
quando se aumenta a dose do produto (KRAEMER et al., 2009; SUSER; BUYUK,
2010; PINTO et al., 2011).

Tabela 1 - Fitotoxicidade (%) das plantas das cultivares de soja BRS382CV,
CD249STS e NA5909RR em funcdo do residuo de doses crescentes
do herbicida imazapyr+imazapic, avaliada aos 10, 20, 30 e 67 dias
apos a emergéncia (DAE). (389, 399, 409 e 445 dias apos a aplicacao).
ETB/FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2014

Doses de imazapyr+imazapic (g ha™)

Cultivar Fitotoxicidade aos 10DAE (%)
0 70 140 280 560
BRS382CV 0at Ob 25b 33cC 6,8c
CD249STS Oa 3,3ab 6,0b 73b 14,8 b
NA5909RR Oa 38a 10,8a 143 a 213a
C.V.(%) 23,09
Cultivar Fitotoxicidade aos 20DAE (%)
0 70 140 280 560
BRS382CV Oa 10a 4,8c 78¢ 10,0 c
CD249STS Oa 50a 10,3 b 14,8 b 28,8 b
NA5909RR Oa 50a 16,0 a 28,7 a 51,0 a
C.V.(%) 18,30
Cultivar Fitotoxicidade aos 30DAE (%)
0 70 140 280 560
BRS382CV Oa Oa 2,0¢c 35¢c 6,5b
CD249STS Oa 0,5a 19,3 b 20,0 b 60,0 a
NA5909RR Oa 15a 36,5 a 34,5 a 56,0 a
C.V.(%) 18,80
Cultivar Fitotoxicidade aos 67DAE (%)
0 70 140 280 560
BRS382CV Oa Oa Oc Ob 90b
CD249STS Oa 7,3a 20,0 b 37,0a 65,8 a
NA5909RR Oa 8,8 a 32,7 a 40,5 a 73,8 a
C.V.(%) 21,47

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna nado diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Quanto a variavel produtividade, ndo se verificou diferenca entre as cultivares
para doses iguais ou superiores a 140 g ha' (tab.2). De modo geral, foi possivel
observar que na dose 140g ha? a cultivar STS foi 59% menos produtiva que a
cultivar CV. J& a cultivar RR mostrou acréscimo de 11% na produtividade, para
mesma dose, comparada a cultivar CV (Fig. 5; tab.2).

Em relacdo as doses, observou-se decréscimo linear da variavel a medida
gue aumentam as doses do herbicida, sendo verificada diminuicdo de 0,58 e 2,6
vezes a variavel para cada unidade acrescida do herbicida, para as cultivares STS e
RR, respectivamente, comparada a CV (Fig. 5).

Resultados semelhantes foram observados na aplicagdo do herbicida
imazapyr+imazapic na cultura do milho tolerante a herbicidas do grupo das
imidazolinonas, ndo sendo verificada diferenca estatistica comparado a testemunha
capinada para variavel produtividade (GALON et al., 2014). Entretanto, estudos para
avaliar o manejo de plantas daninhas na cultura da soja contendo a tecnologia CV,
mostraram aumento na produtividade da cultura, quando avaliada na dose 140g ha™,

em comparacao a testemunha sem aplicacdo (RUCHEL et al., 2012).
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Figura 5 — Produtividade (kg ha') das cultivares de soja BRS382CV, CD249STS e
NA5909RR em funcdo do residuo de doses crescentes do herbicida

imazapyr+imazapic. ETB/FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2014. Os

pontos representam os valores médios das repeticdes entre cultivares e as barras, os
respectivos intervalos de confianga da média.
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Tabela 2 - Produtividade (kg ha') das cultivares de soja BRS382CV, CD249STS e
NA5909RR em fun¢do do residuo de doses crescentes do herbicida
iImazapyr+imazapic. ETB/FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2014

Produtividade (kg ha')

Cultivar Doses de imazapyr+imazapic (g ha)
0 70 140 280 560
BRS382CV 1270,1 b* 1335,6ab 1220,6a 1237,1a 699,1 a
CD249STS 1390,3b 10245b 7243 a 862,5 a 300,4 a
NA5909RR 2658,3a 1938,7a 1351,7a 866,0 a 342,3a
C.V.(%) 27,76

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Pesquisas demonstram que em arroz, a fitotoxicidade causada por herbicidas,
em muitos casos, nao afeta a produtividade, pois as plantas conseguem
detoxificar/metabolizar o herbicida ao longo do seu desenvolvimento (VILLA et al.,
2006). No entanto, algumas cultivares de arroz nao conseguem
detoxificar/metabolizar totalmente o herbicida aplicado, com isso acontecem
decréscimos na produtividade da cultura (PETTER; ZUFFO; PACHECO, 2011).
Exemplos de herbicidas que sdo extremamente seletivos por sofrerem desativacao
metabolica sdo as sulfonilureias (CAREY; HOAGLAND, 1997) e as imidazolinonas
(OLIVEIRA JR., 2001), para os quais diferencas na seletividade entre espécies
tolerantes e suscetiveis podem ser centenas de vezes maiores. No caso das
sulfonilureias, as espécies tolerantes conseguem rapidamente transformar os
herbicidas em produtos inativos, enquanto o metabolismo € muito mais lento e em
menor intensidade nas espécies suscetiveis (CARVALHO et al., 2009). Para as
imidazolinonas, os principais metabdlitos formados nas plantas sdo menos toxicos
do que os compostos originais (SHANER; MALLIPUDI, 1991).

A seletividade destes herbicidas em algumas culturas, como soja (Glycine max
(L) Merrill) e trigo (Triticum aestivum L.), € baseada principalmente na habilidade das
plantas em metabolizar o herbicida rapidamente em formas n&o téxicas
(MONQUERO; CHRISTOFFOLETI; DIAS, 2000). Do mesmo modo, varias espécies
de plantas daninhas como Echinochloa crus-galli (L) Beauv, Solanum nigrum (L) € Sorghum
halepense (L) Pers séo naturalmente tolerantes a certos herbicidas inibidores da ALS,
pela inativacdo metabdlica. Seletividade em culturas como aveia (Avena sativa) e trigo
a este mecanismo de acédo herbicida foram encontrados (HARTWING et al., 2008). A
velocidade de metabolizacdo do composto toxico depende do ambiente, podendo

variar com a espécie e estadio de desenvolvimento da planta (KISSMANN, 1996).
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Assim, uma mesma quantidade de herbicida aplicada a uma espécie pode tornar-se
fitotdxico sob determinadas condi¢des e ndo produzir nenhum dano em outras.

Para as variaveis numero de legumes e sementes por planta, o
comportamento linear das curvas permitiu observar que, conforme duplicava-se o
residuo da dose do herbicida, a variavel resposta reduzia-se a metade (Fig. 6 e 7).
Estes resultados podem ser explicados em virtude do decréscimo da produtividade
conforme elevacao do residuo. Verificou-se que, a cultivar tolerante CV nao diferiu
da cultivar STS, apresentando maior nimero de legumes por planta que a cultivar
RR. J4, o numero de sementes por planta foi diferente para as trés cultivares, sendo
gue a CV apresentou maior acréscimo, comparado a STS e RR, respectivamente
(tab.3). De modo semelhante, para o PMS observou-se diferenca significativa, sendo
gue a CV produziu maior PMS comparado a RR e STS, respectivamente (tab.3).

Além do herbicida imazapyr+imazapic ndo ser recomendado as cultivares
avaliadas contendo as tecnologias STS e RR, existe a possibilidade de efeito
supressor da palha do arroz no estabelecimento, desenvolvimento e produtividade
das culturas subsequentes. Em sistema de semeadura direta, em que 0s restos
culturais do arroz permanecem na superficie do solo, ocorreu maior concentracao de
acidos organicos que podem limitar a produtividade quando em niveis excessivos
(JOHNSON et al., 2006). Outro fator a ser considerado prejudicial ao rendimento
ocasionado pelos acidos organicos, € a reducdo na absorcdo de nutrientes pelas
plantas de culturas subsequentes (SCHMIDT; BORTOLON; SOUZA, 2007). A
cobertura morta fornecida pelo sistema de semeadura direta pode comprometer a
capacidade de herbicida em atingir o solo, devido a sua retenc¢éo, reduzindo o efeito
residual. Dependendo das caracteristicas fisico-quimicas dos herbicidas, como
solubilidade, pressdo de vapor e polaridade, a palha tera maior ou menor influéncia
na sua eficacia, sendo que a quantidade e o periodo em que ocorrem as chuvas
apos a aplicacéo, também podem influenciar na retencédo dos herbicidas (CORREIA;
DURIGAN; MELO, 2007).
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Figura 6 — Numero de legumes por planta de cultivares de soja em fungcdo do
residuo de doses crescentes do herbicida imazapyr+imazapic.

ETB/FAEM/UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2014. Os pontos representam os
valores médios das repeti¢cdes entre cultivares e as barras, 0s respectivos intervalos
de confianca da média.

100 1~

20 - —®— v=81,50-0,09x R?=0,95

Numero de sementes por planta

O T T T T T
0 70 140 280 560

Dose do herbicida Imazapyr+Imazapic (g ha'l)

Figura 7 — Numero de sementes por planta de cultivares de soja em funcdo do
residuo de doses crescentes do herbicida imazapyr+imazapic.

ETB/FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2014. Os pontos representam o0s
valores médios das repeticdes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos
de confianca da média.
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Tabela 3 - Peso de mil sementes (PMS) (g), nimero de legumes por planta (Leg pl?)
e numero de sementes por planta (Sem pl?) das plantas das cultivares de
soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas ao residuo de
imazapyr+imazapic. ETB/FAEM/UFPel, 2014

Cultivar PMS (g) Leg pl*? Sem pl?
BRS382CV 195,7 at 42,0 a 78,7 a
CD249STS 120,8 c 38,9 a 63,1b
NA5909RR 169,6 b 26,3 ¢C 47,8 C

C.V.(%) 4,83 21,47 21,67

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

A andlise conjunta dos resultados permite inferir que o residuo da mistura dos
herbicidas imazapyr e imazapic provocou fitotoxicidade as cultivares de soja
suscetiveis STS e RR, enquanto, a cultivar contendo a tecnologia Cultivance®
tolerou o residuo do herbicida de até quatro vezes a dose preconizada. A
produtividade das cultivares de soja foi afetada pelo herbicida, bem como os
componentes de rendimento biolégico, mesmo na cultivar resistente CV.

Para as variaveis de qualidade fisiologica das sementes PCG e G, os dados
referentes as cultivares CV e STS nao se ajustaram a nenhum modelo que
explicasse biologicamente seu comportamento. Considerando o residuo da dose
preconizada de 140g ha', ndo foi observada diferenca entre as cultivares avaliadas,
sendo que os valores médios obtidos foram acima de 80%, estando de acordo com
os padrdes estabelecidos (Fig. 8 e 9; tab.4). No que se refere as doses, observou-se
decréscimo linear para a cultivar RR, tanto para PCG quanto para G, a medida que
aumentam as doses do herbicida, sendo verificada diminuicdo de 2,8% de PCG e G
para cada unidade acrescida do herbicida (Fig. 8 e 9). Isso pode ser atribuido, além
do estresse causado pelo herbicida, a alta susceptibilidade do tegumento das
sementes a danos causados pelas flutuacdes da umidade pois, mesmo as sementes
colhidas manualmente, o tegumento pode apresentar-se altamente fragil, com
grande parte das sementes apresentando rachaduras (MERTZ et al., 2009).

Em trabalho para avaliar a influéncia de herbicidas na qualidade fisiol6gica de
sementes de arroz irrigado, ndo foram observadas diferencas para o herbicida

imazapyr+imazapic para as variaveis PCG, G e EA (LANGARO, 2015).
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Figura 8 — Primeira contagem da germinacéo (PCG) (%) de sementes das cultivares
de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR em funcéo do residuo de
doses crescentes do herbicida imazapyr+imazapic. ETB/FAEM/UFPel,

Capdo do Ledo/RS, 2014. Os pontos representam os valores médios das
repeticdes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos de confianca da média.

105 1~

100 A

95 4

90 4

85 4

Germinagéo (%)

80 A

75 4

70

¢ CvV
B STS
2

‘® - YRR=97,02-0,04x R“=0,91

70 140 280 560

Dose do herbicida Imazapyr+Imazapic (g ha'l)

Figura 9 — Germinacao (G) (%) de sementes das cultivares de soja BRS382CV,
CD249STS e NA5909RR em funcéo do residuo de doses crescentes do
herbicida imazapyr+imazapic. ETB/FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS,

2014. Os pontos representam os valores médios das repeticdes entre cultivares e as
barras, os respectivos intervalos de confian¢a da média.

Os dados da variavel EA para cultivar STS ndo se ajustaram a nenhum

modelo que explicasse biologicamente seu comportamento. Baseando-se no residuo
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da dose preconizada (140g ha'), nédo foi observada diferenca entre as cultivares
avaliadas, sendo que os valores médios obtidos no teste de germinacdo, mesmo
apos o estresse do envelhecimento acelerado, foram acima de 90%, o que esta de
acordo com os padrdes estabelecidos (MAPA, 2012) (Fig. 10; tab.4).

Para as doses do herbicida, observou-se decréscimo linear da variavel a
medida que foram aumentadas as doses do herbicida, sendo verificada diminuigéo
de 0,5 vezes a variavel para cada unidade acrescida do herbicida para cultivar
NA5909RR, comparada a BRS382CV (Fig. 10). Desta forma, a reducdo do vigor
pelo teste de envelhecimento acelerado para cultivar RR, ocasionada pelo residuo
do herbicida, pode estar relacionada com a fitotoxicidade observada para cultivar, ou
também pode apresentar relagdo com o mecanismo de acgdo do herbicida
imazapyr+imazapic, o qual € mais prejudicial em comparagcdo a CV, ja que esta

apresenta tolerancia ao herbicida imazapyr+imazapic.
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Figura 10 — Germinacdo de sementes apds o teste de envelhecimento acelerado
(EA) (%) de sementes das cultivares de soja BRS382CV, CD249STS e
NA5909RR em funcédo do residuo de doses crescentes do herbicida

imazapyr+imazapic. ETB/FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2014. Os
pontos representam os valores médios das repeticdes entre cultivares e as barras, os
respectivos intervalos de confianga da média.
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Tabela 4 - Primeira contagem da germinacdo (PCG), germinagao (G) e
envelhecimento acelerado (EA) de sementes das cultivares de soja
BRS382CV, CD249STS e NA5909RR, em fungcdo do residuo de
doses crescentes do herbicida Imazapyr+imazapic.
ETB/FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2014

Doses de imazapyr+imazapic (g ha?)

Cultivar PCG (%)
0 70 140 280 560
BRS382CV 87,7 at 88,0 a 85,0 a 87,5a 90,0 a
CD249STS 94,0 a 94,3 a 87,5a 93,3 a 93,5a
NA5909RR 95,0a 96,0 a 86,0 a 87,5a 740b
C.V.(%) 5,23
. Germinacéo (G) (%)

Cultvar 0 70 140 280 560
BRS382CV 90,0 a 88,0 a 88,5 a 88,3 a 90,8 a
CD249STS 95,0 a 95,0 a 90,8 a 94,3 a 96,0 a
NA5909RR 96,8 a 975a 87,5a 87,5a 76,5b

C.V.(%) 4,29

Cultivar Envelhecimento acelerado (EA) (%)

0 70 140 280 560
BRS382CV 90,0 a 90,0 a 92,5a 80,8 a 85,8 ab
CD249STS 90,8 a 93,3a 90,0 a 89,3 a 93,5a
NA5909RR 88,3 a 95,0a 93,3a 87,3 a 74,7b
C.V.(%) 6,46

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Para as varidveis CPA e CR das plantulas foi observada diferenca
significativa entre as cultivares testadas, sendo que o CPA das plantulas da cultivar
RR foi maior, comparado as demais, enquanto o CR das plantulas da cultivar STS
foi superior as demais (tab.5). Ainda, observou-se decréscimo linear das variaveis
conforme aumento do residuo do herbicida imazapyr+imazapic, ou seja, conforme o
residuo duplicava, reduzia-se a metade o CPA e CR das plantulas (Fig. 11 e 12).
Este comportamento pode ser devido a fitotoxicidade do herbicida, que aumentou
conforme elevacéo do residuo.

O IVE e EC mostraram-se semelhantes com maiores incrementos para as
cultivares STS e RR, sendo estas diferentes da cultivar CV (tab.5). Essa diferenca
entre cultivares pode ser explicada devido ao fator ambiente, uma vez que a
producdo das sementes foi realizada em area de terras baixas, onde ha poucas

cultivares de soja adaptadas para cultivo.
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Tabela 5 - Comprimento de parte aérea (CPA) (cm), comprimento de raiz (CR) (cm),
indice de velocidade de emergéncia (IVE) e emergéncia em campo (EC)
(%) de plantulas das cultivares de soja BRS382CV, CD249STS e
NA5909RR  submetidas ao residuo de imazapyr+imazapic.
ETB/FAEM/UFPel, 2014

Cultivar CPA (cm) CR (cm) IVE EC (%)
NA5909RR 8,62 a! 10,58 b 4,99 a 94,33 a
CD249STS 7470 12,16 a 4,73 a 94,25 a
BRS382CV 6,37 b 11,08 b 4,44 b 90,30 b

C.V. (%) 8,49 7,29 7,05 5,27

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Figura 11 — Comprimento da parte aérea (cm) de plantulas de cultivares de soja, em
funcho do residuo de doses crescentes do herbicida
imazapyr+imazapic. ETB/FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2014. Os

pontos representam os valores médios das repeticdes entre cultivares e as barras, o0s
respectivos intervalos de confianga da média.

Cultivares de soja semeadas em diferentes ambientes expressam suas
potencialidades em relacdo as condi¢cbes ocorridas, que mudam no espaco € no
tempo. Como os gendétipos podem responder diferencialmente ao ambiente, as
indicacdes da melhor época para cada cultivar devem ser precedidas de ensaios
regionalizados, conduzidos em diferentes ambientes (PELUZIO et al.,, 2010). Os
programas de melhoramento genético para cultura da soja sdo essenciais para
atender a crescente demanda por maiores producdes, possibilitando aumento de
variabilidade e consequente ampliagdo da base genética e a sele¢do dos melhores

genotipos de uma populacdo capazes de superar os patamares de produtividade.
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Com a oportunidade de implementacdo da cultura da soja em &reas de terras
baixas, cabe aos programas de melhoramento buscar cultivares adaptadas a este
ambiente, considerando caracteristicas como tipo de solo, temperaturas e
topografia, indicando a melhor época de semeadura para cada local.
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Figura 12 — Comprimento da raiz (cm) de plantulas de cultivares de soja, em fungéo
do residuo de doses crescentes do herbicida imazapyr+imazapic.
ETB/FAEM/UFPel, Capédo do Ledo/RS, 2014. Os pontos representam os

valores médios das repeticdes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos
de confianca da média.

A variavel MFPA apresentou diferenca entre as trés cultivares avaliadas,
observando-se maiores incrementos para a cultivar RR, comparado a CV e STS
(tab.6), resultado que pode estar relacionado ao comportamento da variavel CPA.
Para MFR, MSPA e MSR também houve diferenca entre as cultivares, sendo que a
cultivar CV apresentou maior acréscimo, comparado a RR e STS (tab.6). A diferenca
obtida entre as cultivares pode ser explicada em virtude de seus respectivos PMS
(tab.3).

E reconhecido que a maxima qualidade das sementes de soja é alcancada
por ocasido da maturidade fisiol6gica, coincidindo com o maximo acumulo de
matéria seca, vigor e germinacao (POPINIGIS, 1985). Por outro lado, o processo de
deterioracdo inicia-se na maturidade fisiologica, com maior agravamento se a
umidade das sementes decresce a niveis inferiores a 25% (MONDRAGON; POTTS,

1974). No ponto de maturidade fisiologica, o elevado grau de umidade das sementes
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impede a colheita mecanizada da soja e dessa forma, as sementes permanecem
“armazenadas no campo” até atingir o grau de umidade adequado para a colheita
mecéanica. Nesse periodo, raramente as condi¢cdes climéaticas sdo favoraveis a
manutencdo da qualidade das sementes. Baixas temperaturas favorecem a
qualidade das sementes, por outro lado, condi¢cdes quentes e iUmidas, com excesso
de precipitacéo pluvial, podem comprometer a germinagédo e o vigor das sementes
de soja (VIEIRA et al.,, 1982). Vale ressaltar que existem diferencas quanto a
tolerancia das sementes de soja as condicbes ambientais desfavoraveis,

dependendo da cultivar.

Tabela 6 - Massa fresca da parte aérea (MFPA) (g) e da raiz (MFR) (g), massa seca
da parte aérea (MSPA) (g) e da raiz (MSR) (g) de plantulas das cultivares
de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas ao residuo de
imazapyr+imazapic. ETB/FAEM/UFPel, 2014

Cultivar MFPA (g) MFR (9) MSPA (9) MSR (g)
BRS382CV 6,46 b! 191a 141a 0,13 a
NA5909RR 6,79 a 152hb 1,32 b 0,11 b
CD249STS 4,73 c 124c 0,85¢c 0,09 c

C.V. (%) 4,39 7,94 6,95 10,61

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Em resumo, o residuo do herbicida imazapyr+imazapic, em geral, ndo afeta a
viabilidade pelo teste de germinacéo e, o vigor, pelo teste de primeira contagem da
germinacao e envelhecimento acelerado das sementes das cultivares CD249STS e
BRS382CV, contudo, a cultivar NA5909RR tem sua viabilidade e vigor
comprometidos devido a presenca do herbicida. O aumento do residuo do herbicida
afeta o crescimento das plantulas das cultivares de soja pela medicdo de seus
comprimentos de parte aérea e raiz. Ainda, o desempenho das plantulas das
cultivares NA5909RR e CD249STS apresentou maior vigor pelos testes de
emergéncia em campo e indice de velocidade de emergéncia, em comparacao a
cultivar BRS382CV.

Para o experimento de azevém em sucessdo a soja ndo houve interacdo
entre os fatores estudados para nenhuma das épocas de coletas das plantas.
Ocorreu efeito simples do fator cultivar para coleta de MMSPA aos 60, 120 e 150
DAE (tab.7). Ainda, verificou-se efeito simples do fator doses para a variavel MMSPA
aos 60, 90 e 120 DAE, ajustando-se a equacdo polinomial linear, com R? variando

de 0,74 a 0,88, demostrando ajuste satisfatério dos dados ao modelo (Fig.: 13, 14 e
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15). Para avaliagdo aos 180 DAE né&o houve diferenca significativa entre os fatores
avaliados (dados nao apresentados).

A coleta aos 60 DAE apresentou diferenca entre as cultivares, sendo que
onde foi cultivado a CV verificou-se maior acimulo de MMSPA comparado as
demais. Aos 120 DAE houve maior incremento da MMSPA onde foi semeada a
cultivar RR, comparado a CV. Na coleta seguinte, aos 150 DAE, o comportamento
foi semelhante, sendo verificado maior acimulo de MMSPA na area anteriormente
semeada com a cultivar RR, em detrimento das demais cultivares avaliadas (tab.7).

O comportamento diferencial da primeira época em relacdo as demais pode
ter relacdo com a tecnologia Cultivance®, pois esta pode apresentar alguma
vantagem adaptativa, reduzindo a concentracdo desses herbicidas no solo o
suficiente para controlar as plantas daninhas e ndo causar danos as especies
forrageiras em sucessdo. Resultados semelhantes podem ser observados onde o
residuo do herbicida imazapyr+imazapic em area anteriormente semeada com arroz
irrigado, cultivar Puitd INTA CL, tolerante ao herbicida, apresentou aumento de
MMSPA da pastagem de azevém, em comparagao com area semeada com cultivar
suscetivel (MARTINS, 2014).

Tabela 7 - Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) (g) de plantas de
azevém semeadas em sucessdo as cultivares de soja BRS382CV,
CD249STS e NA5909RR submetidas ao residuo de doses crescentes
do herbicida imazapyr+imazapic, avaliada aos 60, 120 e 150 dias apos
a emergéncia (DAE).(603, 663 e 693 dias apdés a aplicacdo).
ETB/UFPel, 2014

Cultivar MMSPA
60DAE (g) 120DAE (g) 150DAE (g)
BRS382CV 8,32 al 65,3 b 65,3 b
CD249STS 6,31b 84,8 ab 67,0b
NA5909RR 6,16 b 96,7 a 81,5 a
C.V. (%) 28,54 32,5 20,32

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

A persisténcia no solo dos compostos do grupo quimico das imidazolinonas
com atividade herbicida é variavel com o produto, a dose e as condicdes ambientais
(SILVA et al., 1999) com destaque para umidade do solo (CURRAN et al., 1992) e
teor de matéria organica (STOUGAARD; SHEA; MARTIN, 1990). Assim sendo, o
comportamento dessas moléculas torna-se importante para o sistema de cultivo,

pois a disponibilidade de herbicidas na solugdo do solo tem alta correlacdo com a



57

fitotoxicidade em plantas (LEE et al., 2004). Nessas condi¢cdes, os herbicidas
imazapyr e imazapic tém probabilidade de permanecer adsorvidos ao solo,
aumentando sua persisténcia e os efeitos sobre culturas em sucessao.
Considerando as épocas de coleta de MMSPA do azevém aos 60, 90 e 120
DAE foi possivel observar decréscimo linear da variavel, conforme aumento do
residuo do herbicida (Fig. 13, 14 e 15). Observou-se, através das equacdes lineares
das curvas, que conforme dobrou a dose do herbicida, reduziu-se a metade a
MMSPA para as trés épocas de avaliagdo. Resultados semelhantes foram
observados no caso em que para cada 50g ha' de acréscimo, a dose de 100g ha'
de herbicidas do grupo das imidazolinonas reduziu-se até 909kg ha? o acimulo de

massa de matéria seca do azevem, em diferentes ambientes (PINTO et al., 2011).
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Figura 13 — Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) (g) de azevém
semeado em sucessdo a soja em funcdo do residuo de doses
crescentes do herbicida imazapyr+imazapic, avaliada aos 60 dias
ap6s emergéncia. (603 dias apdés a aplicacdo). ETB/FAEM/UFPel,

Capado do Ledo/RS, 2014. Os pontos representam os valores médios das
repeticbes entre cultivares e as barras, 0s respectivos intervalos de confianga da
média.
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Figura 14 — Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) (g) de azevéem
semeado em sucessdao a soja em funcdo do residuo de doses
crescentes do herbicida imazapyr+imazapic, avaliada aos 90 dias
apo6s emergéncia.(633 dias apOs a aplicacdo). ETB/FAEM/UFPel,
Capado do Ledo/RS, 2014. Os pontos representam os valores médios das

repeticdes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos de confianca da
média.

Em trabalho para avaliar a persisténcia dos herbicidas imazapyr+imazapic e
imazethapyr+imazapic na MMSPA do azevém semeado em sucessao ao arroz, nao
foi verificada diferenca aos 60 dias apos a emergéncia (DAE), porém, aos 90 DAE
observou-se diferenca entre os herbicidas (MARTINS, 2014). Para o herbicida
imazapyr+imazapic nao houve diferenca para a variavel, quando avaliada no residuo
correspondente a dose 140g ha para o azevém (MARTINS, 2014). Por outro lado o
residuo do herbicida imazapyr+imazapic 280g ha! produziu menos massa da
matéria seca da parte aérea das culturas trevo branco, cornichdo e azevém
semeadas consorciadas, comparada a testemunha e o residuo 140g ha?
(MARTINS, 2014). Ainda, resultados semelhantes foram observados no caso em
gue o aumento da dose de herbicidas do grupo das imidazolinonas promoveu maior
reducdo da massa de matéria seca da parte aérea de plantas de azevém sob
diferentes graus de umidade (AVILA et al., 2010a).
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Figura 15 — Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) (g) de azevéem
semeado em sucessdao a soja em funcdo do residuo de doses
crescentes do herbicida imazapyr+imazapic, avaliada aos 120 dias
apo6s emergéncia. (663 dias apdés a aplicacdo). ETB/FAEM/UFPel,
Capao do Ledo/RS, 2014. Os pontos representam os valores médios das

repeticdes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos de confianca da
média.

Diante do exposto, ha necessidade de mais pesquisas referentes a influéncia
da atividade residual do herbicida imazapyr+imazapic no desempenho de culturas
semeadas em rotacdo/sucessdo ao Sistema Cultivance®. O conhecimento do
manejo de herbicidas residuais é ferramenta fundamental para o produtor no

controle de plantas daninhas e consequente producéo de sementes de qualidade.

2.4 Conclusdes

A cultivar de soja BRS382CV é resistente ao residuo da mistura dos
herbicidas imazapyr e imazapic, aplicado no manejo da cultura do arroz irrigado
conduzido sob sistema Cultivance® porém, as cultivares CD249STS e NA5909RR
séo suscetiveis.

A produtividade das cultivares de soja é afetada pelo residuo do herbicida,
assim como seus componentes de rendimento biolégico.

O residuo da mistura dos herbicidas imazapyr e imazapic afeta positivamente

a qualidade fisiol6gica das sementes das cultivares de soja.
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O azevém semeado em sucessdo a soja tem sua producdo de massa da
matéria seca da parte aérea reduzida pelo aumento do residuo da dose do herbicida

imazapyr+imazapic.



3 CAPITULO 1l - Alteragcdes morfologicas, metabodlicas e atividade da enzima
acetolactato sintase em plantas de soja submetidas a

aplicacdo de herbicidas do grupo das imidazolinonas

3.1 Introducéao

Herbicidas do grupo das imidazolinonas séo eficientes no controle de amplo
espectro de plantas daninhas, sendo utilizados em misturas comerciais como
imazapyr+imazapic para controle de arroz-vermelho em arroz cultivado no sistema
Clearfield®. Entretanto, em virtude de seu baixo coeficiente de adsorcéo e limitada
degradacédo sob condicdes anaerdbicas, esses herbicidas podem permanecer no
ambiente e causar contaminacdo (BUNDT et al.,, 2015). A presenca desses
herbicidas no solo pode causar problemas a culturas néo tolerantes cultivadas em
sucessao ou rotacao (VILLA et al., 2006).

A rotacdo arroz/soja proporciona diversas vantagens que, além de facilitar o
controle de arroz-vermelho, permite melhor utilizacdo dos recursos do solo, otimiza o
uso de maquinas e mao-de-obra, diversificando a fonte de renda do agricultor
(BAMBERG et al., 2009). Contudo, ha certa resisténcia a utilizacdo deste sistema
pelas caracteristicas fisicas desfavoraveis ao cultivo da soja, com pouca
profundidade efetiva, camada impermeavel proxima a superficie, pouca aeracao e
elevada densidade, tornando o solo deficiente em drenagem (VERNETTI;
VERNETTI 2013).

O surgimento de novas tecnologias como a soja Cultivance® é alternativa
viavel para manejo do arroz-vermelho em areas contendo residuo de herbicidas do
grupo das imidazolinonas. Estes herbicidas atuam inibindo a enzima acetolactato

sintase (ALS) que atua na primeira etapa de sintese dos aminoacidos de cadeia
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ramificada valina, leucina e isoleucina. A incapacidade das células produzirem esses
aminoacidos causa morte celular, uma vez que sdo fundamentais a sintese de
proteinas e derivados, além de serem essenciais a outras rotas metabolicas (TAN et
al., 2005; RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

A aplicacdo de herbicidas, mesmo que determinado ingrediente ativo seja
seletivo para cultura, pode causar alteracbes na morfologia da planta como
fitotoxicidade e consequente diminuicdo da estatura, area foliar e massa da matéria
seca da parte aérea (SONG et al.,, 2007). Alguns produtos podem reduzir a
produtividade sem apresentar efeitos visualmente detectaveis, outros, porém,
causam maiores danos mas a cultura obtém recuperacédo plena (FERREIRA et al.,
2005).

Em plantas, as espécies reativas de oxigénio (EROs) podem ser produzidas
em reacdes ocorridas nas mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos (FOYER,;
NOCTOR, 2005). Essas moléculas, tais como radical hidroxila (*OH), radical
superoxido (O2*) e peroxido de hidrogénio (H202) sdo extremamente reativas e
fitotoxicas, causando peroxidacao lipidica e desnaturacdo proteica (BOWLER; VAN
MONTAGU; INZE, 1992), podendo levar a morte celular (GILL; TUTEJA, 2010).

Para sobreviver a acdo das EROs, as plantas possuem mecanismos 0s quais
permitem perceber e traduzir sinais externos, a fim de desencadear respostas
adaptativas (MILLER et al., 2011). Com isso, as plantas desenvolveram dois
mecanismos de protecdo, um sistema antioxidante enzimatico, onde atuam enzimas
como superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) e
outro ndo enzimatico, onde estdo incluidos as clorofilas e os carotenoides (JIANG;
YANG, 2009; MITTLER, 2002). A particdo entre estes dois sistemas sob condi¢bes
de estresse pode ser regulada pela concentracdo de Oz no sistema (BLOKHINA,;
VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003).

A soja Cultivance® é derivada de Unico evento de transformacéo obtido pela
introducdo por biobalistica do gene csrl-2 de Arabidopsis thaliana. O gene csrl-2
codifica a subunidade maior da enzima ALS que confere tolerancia a herbicidas do
grupo das imidazolinonas. A tolerancia a esses herbicidas ocorre devido a mutacéo
pontual que resulta na substituicAo do aminoacido serina, na posicdo 653, por
asparagina (TAN et al., 2005). A subunidade catalitica da enzima ALS possui
propriedade de ligagdo com os herbicidas, mas conserva a fungdo normal
biossintética na planta (PANG; DUGGLEBY; GUDDAT, 2002).
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A enzima ALS catalisa a descarboxilacdo de uma molécula de piruvato e sua
condensacao com outra molécula de piruvato ou a-cetobutirato. A primeira reagéo
produz acetolactato, precursor da valina e leucina e, a segunda reagdo produz
acetohidroxibutirato, precursor da isoleucina. A atividade da enzima ALS é regulada
pela concentracdo final destes aminoacidos, sendo suscetivel a inibicdo pelos
herbicidas inibidores da enzima ALS, como exemplo, os grupos das sulfonilureias e
imidazolinonas (CHIPMAN; BARAK; SCHLOSS, 1998). Porém, a sensibilidade da
enzima na regulacdo da retroalimentacédo pode ser influenciada pelas mutacées que
ocorrem em plantas resistentes ao inibidor (DUGGLEBY; PANG, 2000). A
insensibilidade pela inibicdo por retroalimentacédo de alguns ou dos trés aminoacidos
pode ser afetada pelo tipo de substituicdo que confere a resisténcia (EBERLEIN et
al., 1997).

A identificagdo do mecanismo de resisténcia aos herbicidas inibidores da ALS
em plantas pode ser determinada pela atividade da enzima ALS, através do acumulo
de acetoina na presenca e auséncia da molécula herbicida inibidora da enzima, em
gue apenas plantas resistentes acumulam acetoina (GERWICK; MIRELES; EILERS,
1993). Entretanto, a maior parte dos estudos demonstra ndo haver mudancas
drasticas na afinidade da enzima pelo substrato em plantas resistentes, mas que
elas mudam a sensibilidade da enzima ALS a inibicdo por retroalimentacdo dos
aminoacidos de cadeia ramificada, resultando em acumulo desses aminoacidos
(EBERLEIN et al., 1997; PRESTON et al., 2006; ASHIGH; TARDIF, 2007).

Diante disso, o trabalho teve por hipoteses que o residuo da mistura dos
herbicidas imazapyr e imazapic causa fitotoxicidade, reduz a estatura, area foliar e
massa da matéria seca da parte aérea de cultivares de soja suscetiveis,
comparadas a cultivar resistente, contendo a tecnologia Cultivance®; a alteracéo no
metabolismo secundario das cultivares de soja suscetiveis ao herbicida é superior,
comparativamente a cultivar resistente; e, a atividade da enzima ALS é maior na
cultivar resistente, em comparacao as cultivares suscetiveis.

Os objetivos deste estudo foram avaliar as alteracbes morfolégicas e
metabdlicas de cultivares de soja contendo as tecnologias Cultivance®, tolerancia as
sulfonilureias e Roundup Ready®, frente ao residuo de doses crescentes da mistura
dos herbicidas imazapyr e imazapic, aplicado no manejo da cultura do arroz
irrigado; e, quantificar a atividade da enzima ALS em cultivares de soja resistentes

ou nao ao herbicida imazapic.
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3.2 Material e Métodos

Neste estudo foram realizados dois experimentos: o primeiro foi conduzido em
casa-de-vegetacao do Centro de Herbologia (CEHERB) da Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel (FAEM), da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), no municipio de
Capdo do Ledo — RS para avaliacdo das variaveis morfoldgicas e, posteriormente,
coletou-se material vegetal para anélises metabdlicas no laboratério de metabolismo
secundario do CEHERB/FAEM/UFPel. O segundo experimento foi conduzido no
laboratério de plantas daninhas da Embrapa Trigo, no municipio de Passo Fundo —
RS, para quantificacao da atividade da enzima ALS.

3.2.1 Morfologia e Metabolismo Secundério

O experimento foi conduzido em delineamento experimental completamente
casualizado, em esquema fatorial (3x5), com sete repeticdes. O fator A foi composto
pelas cultivares de soja (BRS382CV (CV), CD249STS (STS) e NA5909RR (RR),
contendo as tecnologias Cultivance®, tolerancia a sulfonilureias e Roundup Ready®,
respectivamente); e, o fator B, pelos residuos das diferentes doses da mistura dos
herbicidas imazapyr e imazapic, conforme descrito no Capitulo I. Coletou-se solo na
area descrita no Capitulo | que continha residuo e, alocado em vasos plasticos com
capacidade volumétrica de 3L. Foram semeadas 16 sementes por vaso e,
posteriormente, efetuado desbaste para estabelecer oito plantas por unidade
experimental.

As variaveis avaliadas foram fitotoxicidade a cultura, estatura, area foliar (AF),
massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) e metabdlitos secundarios. A
fitotoxicidade foi avaliada aos 20 e 30 dias ap0s a emergéncia da cultura da soja
(DAE), correspondendo aos 375 e 385 dias ap0s a aplicacao do herbicida no manejo
do arroz, em escala percentual, onde 0 (zero) representou a auséncia de danos e
100 (cem) a morte das plantas (FRANS et al., 1986). A estatura foi avaliada aos 20 e
30 DAE com auxilio de régua milimetrada, medindo-se a distancia da superficie do
solo até o ponto de insercdo da ultima folha. Para a avaliacdo da AF as plantas de
soja foram seccionadas no nivel do solo, separando-se as folhas que foram,

posteriormente, levadas ao medidor de area foliar modelo LI 3100C. Depois de
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quantificada essa variavel, o material vegetal foi seco em estufa com circulagédo
forcada de ar, a 60°C, por 72 horas e pesado para quantificagdo da MMSPA.

Aos 30 DAE amostras foliares foram coletadas, em trés repeticdes, e
armazenadas a -83°C até as avaliacdes de metabolismo secundario. Os metabdlitos
secundarios analisados foram aqueles que possuem envolvimento nos processos de
estresse oxidativo, bem como os que possuem influéncia na manutencao da planta
em condicdo de estresse. As varidveis analisadas foram: teor de clorofilas e
carotenoides, teor de peréxido de hidrogénio, peroxidacao lipidica e extravasamento
de eletrdlitos.

Os teores de clorofilas e carotenoides totais foram determinados com
amostras de 0,1g maceradas em almofariz, em presenca de 5mL de acetona a 80%
(v/v). O material foi centrifugado a 12.000rpm por 10 minutos, completando-se o
volume para 20mL com acetona a 80% (v/v). Os teores de clorofila a, b, totais (a+b)
e de carotenoides totais foram calculados pelo uso das formulas de Lichtenthaler
(1987) a partir da absorbancia da solucéo, obtida por espectrofotometria a 647, 663
e 470nm, sendo os resultados expressos em mg g de massa fresca (MF).

Os danos celulares nos tecidos foram determinados em termos de teor de
peroxido de hidrogénio (H202), conforme descrito por Sergier, Alexieva e Karanov
(1997) e das espécies reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS), via acumulo de
aldeido malbénico (MDA), conforme descrito por Heath e Packer (1968). Para a
realizacdo dessas duas andlises, 0,2g de folhas foram macerados com nitrogénio
liquido, homogeneizados em 2mL de &acido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e
centrifugados a 14000rpm por 20 minutos. Para a quantificacdo de H2O3, aliquotas
de 0,2mL do sobrenadante foram adicionadas em 0,8mL de tampéao fosfato 10mM
(pH 7,0) e 1mL de iodeto de potassio 1M, seguido de agitacdo em vortex. A solucao
foi mantida em repouso por 10 minutos em temperatura ambiente e apds a
absorbancia foi lida a 390nm. A concentracdo de H.O: foi determinada através de
curva padrdo com concentracées conhecidas de H.0, e expressa em mM g de MF.
Para a determinacdo de TBARS, aliquotas de 0,5mL do sobrenadante descrito
anteriormente foram adicionadas a 1,5mL de acido tiobarbittrico (TBA) 0,5% (m/v) e
acido tricloroacético 10% (m/v) e incubadas a 90°C por 20 minutos. A reacao foi
paralisada em banho de gelo por 10 minutos e, em seguida, foi determinada a

absorbancia a 532nm, descontando-se a absorbancia inespecifica a 600nm. A
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concentragdo de MDA foi calculada utilizando-se o coeficiente de absortividade de
155mM cm? e os resultados expressos em nM MDA g de MF.

Os danos celulares foram avaliados pela permeabilidade relativa das
membranas, determinada por meio do extravasamento de eletrélitos conforme
descrito por Tarhanen et al. (1999). Para isso, 0,2g de amostra foram seccionados
com tesoura e colocadas em 25mL de agua ultrapura e deixadas por quatro horas
em banho-maria (25°C). Decorrido esse tempo, a condutancia inicial (Ci) foi
verificada utilizando-se condutivimetro (Lutron, CD-4301). Posteriormente a essa
leitura, as mesmas amostras foram colocadas em banho maria a 90°C por duas
horas e feita a leitura da condutividade final (Cf). A permeabilidade relativa foi
calculada pela relagcéo Ci/(Ci+Cf) x 100 e o resultado expresso em porcentagem.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro
Wilk) e, posteriormente submetidos a analise de variancia (p<0,05). No caso de ser
constatada significancia estatistica, realizou-se a comparacdo entre meédias
utilizando-se teste de Tukey (p<0,05) para o fator cultivar e, analise de regressao
para o fator dose.

A anadlise de regressao foi realizada com auxilio do programa SigmaPlot 10.0
(SIGMAPLOT, 2007), ajustando-se os dados as equacbes de regressao polinomial do
tipo linear ou quadratica, dependendo da variavel, conforme seguem:

y = atb.x
onde: y = variavel resposta; x = dose do herbicida; e a e b = parametros da equacéao,
sendo que a € o intercepto ou coeficiente linear e b é a inclinacdo da reta.
y=a.x>+b.x+c
onde: y = variavel resposta; x = dose do herbicida; e a, b e ¢ = parametros da
equacao, sendo que a € o ponto de interceptacdo (valor da resposta para x=0); b
indica taxa de variacdao na origem e ¢ mede a declividade da curvatura e orientacao

da concavidade da parabola.

3.2.2 Atividade da enzima ALS

As sementes das cultivares de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR foram
semeadas em vasos plasticos com capacidade para 6L, preenchidos com substrato e

solo. As plantas desenvolveram-se em casa de vegetacdo pertencente a Embrapa
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Trigo por periodo de 40 dias e, apds foram levadas até o laboratério de Plantas
Daninhas, onde procedeu-se a extracdo e ensaio enzimatico.

O método de extracdo enzimatica seguiu a metodologia descrita por Singh,
Stidham e Shaner (1988), com modificagbes. Utilizou-se 7g de material vegetal
(folhas completamente expandidas), que foi congelado em nitrogénio liquido (N2) e
macerado em almofariz até formar pé fino. Apés, ao material macerado foi acrescido
70mL (1:10 p/v) do tampéo de extracédo fosfato 100mM, pH 7,5, a 4°C, contendo
0,5mM de cloreto de magnésio (MgCly); 10mM de piruvato de soédio; 0,5mM de
tiamina pirofosfato (TPP); 10uM de flavina adenina dinucleotideo (FAD); 10% v/v de
glicerol; 1mM de ditiotreitol e 5% (p/v) de polivinilpolipirolidona (PVPP).
Posteriormente, o material foi homogeneizado lentamente e mantido sob agitacédo
por 20 minutos, a 4°C em banho de gelo, sendo posteriormente a mistura filtrada
com gaze em quatro camadas para remocdo e descarte dos residuos solidos. A
fracdo liquida foi centrifugada a 12000rpm por 20 minutos, a 4°C em centrifuga
refrigerada. Apos a centrifugacéo, o sobrenadante foi reservado para uso posterior e
o residuo solido foi descartado.

O experimento foi realizado em delineamento experimental completamente
casualizado, com trés repeticbes. O bioensaio in vitro foi realizado seguindo a
metodologia proposta por Gerwick, Mireles e Eilers (1993) com algumas
modificacdes. O bioensaio foi realizado em tubos de ensaio, sendo os tratamentos
arranjados em esquema fatorial, onde o fator A foi composto pela solucéo
enzimatica das diferentes cultivares (BRS382CV (CV) - resistente; CD249STS (STS)
e NA5909RR (RR) — suscetiveis), onde cada tubo recebeu 600uL desta solucdo
(enzima) e, o fator B, foi composto por diferentes concentracbes do herbicida
imazapic (0; 0,001; 0,01; 0,1; 0,5; 1,0; 10; 50; 100 e 500uM), sendo acrescidos de
100pL da solucédo herbicida por tubo de ensaio. Cada tubo recebeu ainda 300uL do
tampédo de reacdo fosfato 80uM, pH 7,0, contendo 20mM de cloreto de magnésio
(MgCl2), 200mM de piruvato, 2mM de tiamina pirofosfato (TPP) e 20 uM de flavina
adenina dinucleotideo (FAD), totalizando 1000uL (volume final da reacdo). O
bioensaio conteve dois tratamentos padrdo sem herbicida: o primeiro denominado 0
(zero) e o segundo com 100% (cem) de atividade, sendo que o primeiro recebeu
50uL de solucéo de acido sulfarico (H2SO4) 3M no inicio do bioensaio para impedir a
atividade da enzima e, o0 segundo, considerado o tratamento padrao,

correspondendo a testemunha sem inibidor, foi adicionado 100uL de agua milli-Q.
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Os valores de absorbancia desse tratamento foram descontados dos valores das
leituras dos demais tratamentos com herbicida ou inibidor enziméatico.

ApOs o preparo da reagdo nos tubos de ensaio, foi iniciado o primeiro periodo
de incubacé&o por 60 minutos a 30°C. A reacéo foi interrompida com adi¢cdo de 50uL
de solucdo de H>SO4 3M em cada tubo de ensaio, exceto no controle zero em que a
reacao ja havia sido interrompida inicialmente. A segunda incubacéo, por 15 minutos
a 60°C, foi realizada para a formacdo da acetoina, a partir da reacdo do &cido
sulfarico com o acetolactato, formado durante a primeira rea¢do. Para a formacédo do
complexo colorido, foram adicionados 1000uL de solucdo de creatina a 0,5% p/v e
1000uL de 1-naphtol a 5% p/v, preparado em hidroxido de sédio (NaOH) 2,5M no
momento do uso. A reacgao foi novamente incubada por 15 minutos a 60°C, para o
desenvolvimento da cor. Os tubos foram resfriados a temperatura ambiente e a
absorbancia lida em espectrofotbmetro a 530nm.

Os valores referentes a atividade da enzima ALS foram apresentados por
guantidade de acetoina produzida (umol mint mL*), determinado pela curva padrdo. A
determinacéo da curva padréo de acetoina foi realizada em tubos de ensaio, com trés
repeticbes. Em cada tubo foi adicionado 1000uL de solucdo de acetoina nas
concentracdes de 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 200 e 400uM. Para a formacdo do
complexo colorido foi adicionado em cada tubo 1000uL de solucéo de creatina 0,5%
p/v e 1000uL de 1-naphtol 5% p/v, preparado em hidréxido de sédio (NaOH) 2,5M no
momento do uso. Apds o preparo da reacao, a mistura foi incubada por 15 minutos a
60°C, para o desenvolvimento da cor. Os tubos foram resfriados a temperatura
ambiente e a absorbancia lida em espectrofotometro a 530nm.

Adicionalmente, foram calculados os parametros cinéticos Kv e Vmax que
informam a afinidade da enzima com o substrato. Para a obtencdo do Ky € Vmax foi
realizado ensaio com dez diferentes concentracfes do substrato (0, 0,5, 1, 2, 4, 8,
16, 32, 64 e 100mM) em todas as cultivares (CV, STS e RR). Essas concentracdes
do substrato foram obtidas através da mistura do tampéo de reacao fosfato 80uM,
pH 7,0, com a solucao original de piruvato a 100mM. O primeiro foi composto por
20mM de cloreto de magnésio (MgCl2), 2mM de tiamina pirofosfato (TPP) e 20uM de
flavina adenina dinucleotideo (FAD) e, a solucédo padrao foi composta por 100mL do

tampéo de reacdo com 100mM de piruvato.
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Os valores de Ku e Vmax foram determinados a partir da equagao de Michaelis
Menten (p<0,05) (NELSON; COX, 2006) conforme segue, utilizando o software
SigmaPlot 10.0 (SIGMAPLOT, 2007).

Y = Vimax * X/Ku + X
onde: y = atividade da enzima ALS (umol mint mL™?); Vmax = velocidade maxima de
reacdo; x = concentracdo do substrato (piruvato); e, Ku = concentracdo de substrato
(piruvato) que fornece velocidade inicial igual & metade da velocidade maxima de
reacao.

Os valores de absorbancia foram corrigidos subtraindo-se o valor do controle
zero. A partir deles, foi calculado o Iso, que representa a quantidade do inibidor
necessaria para inibir 50% da atividade da enzima, utilizando o modelo logistico de
regressdo nao linear (SEEFELDT; JENSEN; FUERST, 1995), conforme descrito
abaixo, utilizando o software SigmaPlot 10.0 (SIGMAPLOT, 2007).

y=a/[1+ (x/xXis0)]°

onde: y = atividade da enzima ALS (%); a é a diferenca entre os pontos maximo e
minimo da curva; x € a dose do herbicida imazapic (uM); xiso € a dose do herbicida
imazapic (uM) correspondente a 50% da inibicdo da enzima ALS; e, b a declividade
da curva. A partir dos valores de Iso, foi determinado o fator de resisténcia (FR),
calculado pela divisdo do Iso da cultivar resistente pelo valor correspondente das
cultivares suscetiveis. O FR expressa o numero de vezes em que a dose necessaria
para inibir 50% da atividade da enzima da cultivar resistente supera a dose que inibe
50% das cultivares suscetiveis (HALL; STROMME; HORSMAN, 1998).

Nas cultivares, ainda analisaram-se os teores de proteinas totais através da
metodologia proposta por Bradford (1976). Ap6s o preparo das amostras, foi
realizada a leitura em espectrometro a 595nm, sendo o teor de proteina de cada

cultivar interpolado com a curva padréo de proteina.
3.3 Resultados e Discusséao

A apresentacdo dos resultados e discussdo de cada experimento estdo
descritos a seguir, adotando-se a sequéncia dos materiais e métodos.
3.3.1 Morfologia e Metabolismo Secundario

No primeiro experimento verificou-se interacdo entre os fatores cultivar e

doses para as variaveis fitotoxicidade aos 20 e 30 dias apos a emergéncia (DAE),
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AF e MMSPA (Fig. 16, 17, 20 e 21; tab.8 e 10). Para a variavel estatura aos 20 e 30
DAE observou-se efeito simples dos fatores cultivar (tab.9) e doses (Fig. 18 e 19).
Para fitotoxicidade aos 20 DAE, considerando o residuo da dose preconizada
do herbicida (140g ha?), a cultivar STS apresentou aumento de 933% de
fitotoxicidade e, a cultivar RR 2300%, comparadas a cultivar CV (Fig. 16; tab.8). Em
relacdo as doses do herbicida, os dados referentes a cultivar RR ndo se ajustaram a
nenhum modelo que explicasse biologicamente seu comportamento. Ja para as
cultivares STS e CV ajustaram-se a equacao polinomial linear, com coeficiente de
determinacdo (R?) variando de 0,91 a 0,93, demonstrando ajuste satisfatorio.
Observou-se aumento linear da fitotoxicidade conforme elevacdo da dose, sendo
verificado incremento de duas vezes a variavel para cada unidade acrescida do

herbicida para a cultivar STS, comparada a CV (Fig. 16).
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Figura 16 - Fitotoxicidade (%) das plantas das cultivares de soja BRS382CV,
CD249STS e NA5909RR em funcao do residuo de doses crescentes
do herbicida imazapyr+imazapic, avaliada aos 20 dias ap6s a
emergéncia (DAE).(375 dias apos a aplicacdo). ETB/FAEM/UFPel,
Capao do Ledo/RS, 20140s pontos representam os valores médios das

repeticbes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos de confianca da
média.
Aos 30 DAE, observou-se que no residuo da dose preconizada do herbicida
nao houve diferenca entre as cultivares STS e CV, contudo a cultivar RR apresentou
205% de fitotoxicidade comparada a CV (Fig. 17; tab.8). No que se refere as doses

do herbicida, os dados referentes a cultivar CV ndo se ajustaram aos modelos
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testados. Para as demais cultivares os dados ajustaram-se a equagdo polinomial
linear, com R? variando de 0,93 a 0,95, demonstrando ajuste. Verificou-se aumento
linear da fitotoxicidade conforme elevacdo da dose, observando-se que a medida
que duplica o residuo, a fitotoxicidade das cultivares RR e STS dobra (Fig. 17).

Resultados semelhantes foram encontrados na cultura do arroz irrigado
contendo a tecnologia Clearfield®, onde foi observada fitotoxicidade inicial ap6s
utilizacéo de herbicidas do grupo das imidazolinonas com posterior recuperagao das
plantas (VILLA et al., 2006). A aplicacdo de herbicidas deste grupo em girassol
tolerante causou fitotoxicidade as culturas da canola e da beterraba semeadas em
rotacdo (SUZER; BUYUK, 2010). Ainda, a utilizacdo desses herbicidas na cultura da
soja provocou fitotoxicidade em plantas de milho semeadas em sucessao (DAN et
al., 2012). As plantas submetidas a condi¢gbes de estresse, como soja em ambiente
de terras baixas, tém maior dificuldade em metabolizar herbicidas inibidores da
enzima ALS, mantendo o produto por maior tempo na planta, resultando maior
fitotoxicidade (ROMAN et al., 2007).
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Figura 17 - Fitotoxicidade (%) das plantas das cultivares de soja BRS382CV,
CD249STS e NA5909RR em funcédo do residuo de doses crescentes
do herbicida imazapyr+imazapic, avaliada aos 30 dias apdés a
emergéncia (DAE).(385 dias apos a aplicacdo). ETB/FAEM/UFPel,
Capéo do Ledo/RS, 2014. Os pontos representam os valores médios das

repeticbes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos de confianga da
média.
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Tabela 8 - Fitotoxicidade das plantas das cultivares de soja BRS382CV, CD249STS
e NA5909RR em funcdo do residuo de doses crescentes do herbicida
imazapyr+imazapic aos 20 e 30 dias apds a emergéncia (DAE). (375 e
385 dias apés a aplicacdo). FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2014

Doses de imazapyr+imazapic (g ha?)

Cultivar Fitotoxicidade aos 20 DAE (%)
0 70 140 280 560
BRS382CV 0al Oa 0,8¢c 3,5¢C 3,7b
CD249STS Oa 13a 78b 10,8 b 17,0 a
NA5909RR Oa 25a 18,0 a 18,3 a 19,7 a
C.V. (%) 28,26
Cultivar Fitotoxicidade aos 30 DAE (%)
0 70 140 280 560
BRS382CV Oa 4,7 a 35D 50D 45c
CD249STS Oa 0,8a 3,8b 6,3b 95b
NA5909RR Oa 4.0 a 10,7 a 15,0 a 225a
C.V. (%) 26,62

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

As cultivares de soja CV e STS apresentaram maior estatura aos 20 DAE,
comparadas a cultivar RR (tab.9). Com relacdo as doses, os dados referentes a
estatura ajustaram-se a equacgdo polinomial linear, com R? de 0,81, considerado
satisfatorio. Verificou-se decréscimo linear da variavel em virtude do aumento da
dose do herbicida, sendo observado que, conforme duplicava o residuo, a variavel
reduzia-se a metade (Fig. 18). Aos 30 DAE maior incremento na estatura foi
observado na cultivar CV, comparada as demais (tab.9). Quanto as doses, os dados
ajustaram-se a equacgdo polinomial linear, com R? de 0,81, com comportamento

semelhante a estatura aos 20 DAE (Fig. 19).

Tabela 9 - Estatura (cm) das plantas das cultivares de soja BRS382CV, CD249STS
e NA5909RR em funcdo do residuo do herbicida imazapic+imazapyr,
avaliada aos 20 e 30 dias ap6s emergéncia (DAE). (375 e 385 dias apos
a aplicacdo). FAEM/UFPel, 2014

Cultivar Estatura (cm)

20 DAE 30 DAE
BRS382CV 20,52 at 23,88 a
CD249STS 17,79 b 20,79 b
NA5909RR 19,77 a 22,07 b
C.V. (%) 10,61 7,65

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna nado diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Em plantas de milho submetidas ao residuo de herbicidas do grupo das
imidazolinonas, aplicados no manejo da cultura da soja, observou-se reducao na
estatura das plantas (DAN et al., 2012). J4, em plantas de arroz ndo tolerante a
esses herbicidas verificou-se menor estatura em fungédo do residuo (AVILA et al.,
2010b). Ainda, acréscimo no residuo de imazapyr+imazapic causaram diminui¢cdo na
estatura das plantas de azevém, trevo branco e cornichdo semeados em sucessao
ao arroz irrigado (MARTINS, 2014).

A reducdo na estatura de plantas apos a aplicacdo de herbicidas do grupo
das imidazolinonas ja foi observado em outras culturas, como 0 arroz irrigado
(MARCHESAN et al.,, 2010), azevém, milho e sorgo (PINTO et al., 2011). Os
herbicidas inibidores da enzima ALS caracterizam-se por apresentar, dentre outros
sintomas, inibicho dos pontos de crescimento e reducdo ou paralisagcdo do
desenvolvimento da planta (ROMAN et al., 2007).
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Figura 18 — Estatura (cm) de plantas de cultivares de soja submetidas ao residuo de
doses crescentes de imazapyr+imazapic avaliada aos 20 dias apés a
emergéncia (DAE).(375 dias ap6s a aplicacdo). FAEM/UFPel, Capéao do
Ledo/RS, 2014. Os pontos representam os valores médios das repeticbes entre
cultivares e as barras, os respectivos intervalos de confianca da média.
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Figura 19 — Estatura (cm) de plantas de cultivares de soja submetidas ao residuo de
doses crescentes de imazapyr+imazapic avaliada aos 30 dias apos a
emergéncia (DAE).(385 dias apos a aplicagcdo) FAEM/UFPel, Capao do
Ledo/RS, 2014. Os pontos representam os valores médios das repeticdes entre
cultivares e as barras, os respectivos intervalos de confianca da média.

Para variavel AF, considerando o residuo na dose 140g ha!, ndo se observou
diferenca entre as cultivares STS e CV. A cultivar RR apresentou AF 37,5% menor
comparada a cultivar CV (Fig. 20; tab.10). Em relacdo as doses do herbicida, os
dados referentes a cultivar CV ndo se ajustaram a nenhum modelo que explicasse
biologicamente seu comportamento. Ja as cultivares STS e RR ajustaram-se a
equacdo polinomial linear, com R? variando de 0,66 a 0,91, demonstrando ajuste
satisfatorio. Verificou-se decréscimo linear da AF conforme elevacao da dose, sendo
gue, a medida que duplica o residuo a variavel reduz-se a metade para as cultivares
NA5909RR e CD249STS (Fig. 20). A diminuicdo da AF das cultivares de soja pode
ser explicada em virtude do aumento da fitotoxicidade, conforme elevacédo da dose
do residuo do herbicida imazapyr+imazapic (Fig. 17). Este resultado era esperado
em funcéo da cultivar BRS382CV apresentar resisténcia a herbicidas do grupo das

imidazolinonas.
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Figura 20 - Area foliar (cm?) das plantas das cultivares de soja BRS382CV,
CD249STS e NA5909RR em funcéo do residuo de doses crescentes
do herbicida imazapyr+imazapic, quantificada aos 30 dias apds a
emergéncia (DAE).(385 dias ap6s a aplicacdo). ETB/FAEM/UFPel,
Capao do Ledo/RS, 2014. Os pontos representam os valores médios das

repeticdes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos de confianca da
média.

Para MMSPA, nédo foi observada diferenca entre as cultivares avaliadas,
considerando o residuo da dose preconizada de 140g ha (Fig. 21; tab.10). No que
se refere as doses, os dados referentes a cultivar CV néo se ajustaram a nenhum
modelo testado. As demais cultivares ajustaram-se a equacéao polinomial linear, com
R? variando de 0,73 a 0,94, demonstrando ajuste. Observou-se decréscimo linear da
variavel conforme elevacdo da dose, sendo observado que, a medida que duplica o
residuo, a variavel reduz-se a metade para as cultivares NA5909RR e CD249STS
(Fig. 21). Em trabalho para avaliar a atividade residual de imazapyr+imazapic na
cultura da soja, ndo foi verificado diferenca na MMSPA para o residuo da dose
preconizada de 140g ha. Porém, o aumento do residuo destes herbicidas reduziu a
MMSPA de trevo branco e azevém semeadas em sucessao ao arroz irrigado
(MARTINS, 2014).

Os resultados das variaveis morfolégicas permitem inferir que a elevacédo do
residuo da dose de imazapyr+imazapic aumentou a fitotoxicidade a cultura, diminui a

estatura, area foliar e massa da matéria seca da parte aérea das plantas das
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cultivares de soja avaliadas. A cultivar de soja NA5909RR apresentou maior
suscetibilidade ao residuo do herbicida comparada a CD249STS e BRS382CV.
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Figura 21 - Massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) (g) das plantas das
cultivares de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR em funcéo do
residuo de doses crescentes do herbicida imazapyr+imazapic,
guantificada aos 30 dias apds a emergéncia (DAE). (385 dias apos a
aplicacdo). ETB/FAEM/UFPel, Capdo do Leado/RS, 2014. Os pontos
representam os valores médios das repeticdes entre cultivares e as barras, 0s
respectivos intervalos de confianca da média.

Tabela 10 - Area foliar (cm?) e massa da matéria seca da parte aérea (MMSPA) (g)
das plantas das cultivares de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR
em funcdo do residuo de doses crescentes do herbicida
imazapyr+imazapic, avaliada aos 30 dias apds a emergéncia das
plantas (DAE). (385 dias ap0s a aplicacdo). FAEM/UFPel, Capéao do
Ledo/RS, 2014

Doses de imazapyr+imazapic (g ha?)
Cultivar Area foliar (cm?)
0 70 140 280 560

BRS382CV 74,1 at 62,8 a 579 a 40,8 a 56,9 a
CD249STS 62,3 a 60,3 a 49,0 ab 47,7 a 36,0b
NA5909RR 77,7 a 58,7 a 36,2b 31,7a 27,1b

C.V.(%) 14,93

. MMSPA (g)

Cultivar 0 70 140 280 560
BRS382CV 0,6 ab 0,5a 0,5a 0,4a 0,4a
CD249STS 0,5b 0,5a 0,5a 0,4a 0,4a
NA5909RR 0,7a 0,6a 0,4a 0,4a 0,4a

C.V.(%) 13,44

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna nado diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Para as variaveis clorofila a, b e totais, aos 20 DAE, ndo houve interacdo
entre os fatores cultivar e doses. Verificou-se efeito simples de cultivar para as
variaveis teor de clorofila b e totais (tab.11). N&o foi evidenciada significancia para o
teor de carotenoides, teor de clorofila a e relagcéo a/b (dados ndo apresentados). Aos
30 DAE néo se verificou significAncia para nenhuma das variaveis relacionadas a
clorofila (dados néo apresentados).

Os teores de clorofila b e totais apresentaram comportamento similar, sendo
observado maior incremento das variaveis para cultivar RR comparado a CV e STS
(tab.11). O teor de clorofila nas folhas também indica o nivel de dano que
determinado estresse, como a utilizacdo de herbicidas, pode estar causando a
planta, ja que a clorose é, normalmente, um dos primeiros sintomas expressos
(CATUNDA et al., 2005).

Tabela 11 - Teor de clorofila b (mg g*) e clorofilas totais (mg g*) das plantas das
cultivares de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas ao
residuo do herbicida imazapyr+imazapic, avaliadas aos 20 dias apés a
emergéncia (DAE). (375 dias ap6s a aplicacdo). FAEM/UFPel, Capéao
do Ledo/RS, 2014

Cultivar Clorofila b (mg g) Clorofilas totais (mg g1)
BRS382CV 1,57 bt 1,77 b
CD249STS 1,43 b 161b
NA5909RR 1,90 a 2,14 a

C.V. (%) 22,86 23,32

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Para variavel teor de peroxido de hidrogénio o comportamento foi similar nas
duas épocas de coleta do material vegetal. Nao foi verificada interacdo entre os
fatores estudados para variavel aos 20 e 30 DAE, sendo observado, em ambas as
avaliacoes, efeito simples para o fator cultivar. Ainda, verificou-se que, tanto aos 20
guanto aos 30 DAE, o teor de peroxido de hidrogénio foi maior nas cultivares RR e
CV, comparadas a STS (tab.12).

Para variavel peroxidacédo lipidica aos 20 DAE néo foi verificada interacéo
entre os fatores estudados, somente observou-se efeito simples para o fator doses.
Os dados ajustaram-se de forma satisfatéria a equacéo polinomial linear, com R? de
0,91, sendo observado aumento linear da variavel conforme elevacdo da dose de
imazapyr+imazapic, verificando que, conforme duplica o residuo, dobra o valor da

variavel avaliada (Fig. 22).
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Tabela 12 - Teor de peréxido de hidrogénio (H202) (mM g* MF) das plantas das
cultuvares de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas
ao residuo do herbicida imazapic+imazapyr, avaliado aos 20 e 30 dias
apos a emergéncia das plantas (DAE). (375 e 385 dias apoOs a
aplicagéo). FAEM/UFPel, 2014

Teor de H202 (mM g* MF)

Cultivar 20 DAE 30 DAE
BRS382CV 205 al 458 a
CD249STS 232D 3,32 b
NA5909RR 318a 421a

CV. (%) 20,08 22.80

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Figura 22 — Peroxidacdo lipidica em termos das espécies reativas ao acido
tiobarbitlrico (TBARS) (nM MDA g MF) em plantas de cultivares de
soja submetidas ao residuo de imazapyr+imazapic, avaliada aos 20
dias ap6s a emergéncia (DAE). (375 dias ap6s a aplicacdo)
FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2014. Os pontos representam os valores
médios das repeticBes entre cultivares e as barras, 0os respectivos intervalos de
confianca da média.

Para peroxidacéo lipidica aos 30 DAE foi verificada interacdo entre os fatores
estudados (Fig. 23; tab.13). Considerando o residuo da dose preconizada de 140g
ha' ndo foi observada diferenca entre as cultivares. No que se refere as doses, os
dados referentes as cultivares CV e STS ndo se ajustaram aos modelos testados, ja
a cultivar RR ajustou-se a equacéo polinomial linear, com R? de 0,89, demostrando
ajuste satisfatério. Observou-se aumento linear da variavel conforme elevacdo da
dose, sendo observado que, a medida que duplica o residuo, a peroxidacéo lipidica

dobra para cultivar RR (Fig. 23).
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Figura 23 — Peroxidacao lipidica em termos das espécies reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS) (nM MDA g MF) em plantas de cultivares de
soja submetidas ao residuo de imazapyr+imazapic, avaliada aos 30
dias apos a emergéncia (DAE). (385 dias ap0s a aplicacdo).
FAEM/UFPel, Capéo do Le&do/RS, 2014. Os pontos representam os valores
médios das repeticbes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos de
confianca da média.

Tabela 13 - Peroxidacdo lipidica em termos das espécies reativas ao acido
tiobarbitlrico (TBARS) (nM MDA g MF) das plantas das cultivares de
soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas ao residuo de
doses crescentes do herbicida imazapyr+imazapic, avaliada aos 30
dias apos a emergéncia (DAE). (385 dias ap0s a aplicacdo).
FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2014

Doses de imazapyr+imazapic (g ha™)
Cultivar TBARS (nM MDA g! MF) 30 DAE
0 70 140 280 560
BRS382CV 33,39 a 48,16 a 45,13 a 41,30 a 43,62 a
CD249STS 33,78 a 31,62 b 29,78 a 31,86 a 39,09 a
NA5909RR 26,90 a 31,89 ab 41,44 a 42,22 a 53,47 a
C.V.(%) 16,82

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Maior aumento na peroxidacado lipidica em plantas de cana de acucar foi

provocado em virtude da aplicacdo de doses crescentes do herbicida paraquat

(CHAGAS, 2007). As EROs, que provocam elevados teor de perdxido de hidrogénio

e peroxidacdo lipidica, em condi¢des normais, devem estar em equilibrio com o

sistema antioxidante das plantas. Quanto maior for o estresse causado, neste caso
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pelo aumento da dose do herbicida, maior ser4 a formacao de EROs. O processo de
estresse oxidativo é ocasionado quando ocorre desequilibrio entre as EROs e o
sistema antioxidante (GILL; TUTEJA, 2010).

A peroxidacdo de lipidios representa a acdo fisica propriamente dita dos
herbicidas que atuam no processo fotossintético. Consequentemente, a
funcionalidade e integridade celular podem ser afetadas, causando danos a célula.
Isso ocorre como resultado do aumento da permeabilidade da membrana
plasmética, que provoca o extravasamento de ions K* e outros solutos (CHAOUI et
al., 1997), enquanto que, os danos as membranas intracelulares podem afetar a
atividade respiratoria nas mitocondrias e a fotossintese nos cloroplastos
(SCANDALIOS, 2005).

Para variavel extravasamento de eletrdlitos aos 20 DAE foi verificada
interacdo entre os fatores estudados (Fig. 24; tab.14). Considerando o residuo da
dose preconizada do herbicida ndo houve diferenca entre as cultivares CV e RR, ja a
cultivar STS apresentou 7% menos extravasamento comparada a cultivar resistente.
Em relacéo as doses do herbicida, os dados referentes as cultivares STS e RR nao
se ajustaram a nenhum modelo testado, j& a cultivar CV ajustou-se a equacéo
polinomial quadratica, com R? de 0,99, demonstrando ajuste satisfatério. Observou-
se comportamento quadratico da curva, sendo que, para cultivar CV o ponto de

maxima foi de 270,3g hal, o que correspondeu a 41,04% (Fig. 24).

Tabela 14 - Extravasamento de eletrdlitos (%) das plantas das cultivares de soja
BRS382CV, CD249STS e NA5909RR em funcéo do residuo de doses
crescentes do herbicida imazapyr+imazapic, avaliado aos 20 dias apés
a emergéncia (DAE). (375 dias ap0s a aplicacdo). FAEM/UFPel, Capéo
do Ledo/RS, 2014

Doses de imazapyr+imazapic (g ha?)

Cultivar Extravasamento de eletrolitos (%) aos 20 DAE
0 70 140 280 560
BRS382CV 38,16 bt 39,53 b 40,03 a 39,96 a 36,17 b
CD249STS 42,12 a 41,95 a 37,16 b 36,63 b 36,21 b
NA5909RR 40,39 ab 39,18 b 40,17 a 39,50 a 40,81 a
C.V. (%) 2,21

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Figura 24 — Extravasamento de eletrolitos (%) em plantas das cultivares de soja
BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas ao residuo de doses
crescentes do herbicida imazapyr+imazapic, avaliado aos 20 dias ap0s
a emergéncia (DAE). (375 dias ap0s a aplicacado). FAEM/UFPel, Capéo
do Ledo/RS, 2014. Os pontos representam os valores médios das repeticbes
entre cultivares e as barras, 0s respectivos intervalos de confianca da média.

Aos 30 DAE néo foi observada interacdo entre cultivar e doses para
extravasamento de eletrdlitos, verificando-se efeito simples para ambos os fatores
estudados (tab.15). Observou-se maior extravasamento de eletrélitos em plantas da
cultivar RR comparada as demais. Em relacdo as doses, os dados ajustaram-se de
forma satisfatéria a equacéo polinomial linear, com R? de 0,87. Verificou-se aumento
linear da variavel conforme elevacédo da dose do herbicida, sendo constatado que,
conforme dobra o valor da dose duplica o valor da variavel (Fig. 25).

O resultado obtido pode ser consequéncia do dano as membranas celulares
devido a peroxidacao lipidica, resultando em extravasamento do conteudo celular
para 0 meio que estiver envolvendo os tecidos danificados. Com isso, a
determinacao do extravasamento de eletrélitos em solucdo de incubacao de tecidos
vegetais tratados com os herbicidas, através da condutividade elétrica da solucéo,
constitui-se em mais uma variavel para avaliacdo do efeito dos herbicidas a nivel
celular (DAYAN et al., 1997; LI et al., 2000).
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Tabela 15 - Extravasamento de eletrdlitos (%) das plantas das cultivares de soja
BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas ao residuo do
herbicida imazapyr+imazapic, avaliado aos 30 dias apds a emergéncia
(DAE). (385 dias ap0s a aplicacdo). FAEM/UFPel, 2014

Cultivar Extravasamento de eletrélitos (%) aos 30 DAE
BRS382CV 33,19 b?!
CD249STS 34,98 b
NA5909RR 38,04 a

C.V. (%) 6,84

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Figura 25 — Extravasamento de eletrdlitos (%) em plantas de cultivares de soja
submetidas ao residuo de doses crescentes de imazapyr+imazapic,
avaliado aos 30 dias apos a emergéncia (DAE). (385 dias apds a
aplicacdo). FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2014. Os pontos

representam os valores médios das repetices entre cultivares e as barras, os
respectivos intervalos de confiangca da média.

Os resultados indicam que a elevacdo do residuo de doses de
imazapyr+imazapic aumenta a producdo de EROs nas cultivares de soja avaliadas.
A cultivar NA5909RR produz maior quantidade de peréxido de hidrogénio e
peroxidacéo lipidica e, por consequéncia, apresenta maior estimulo de seu sistema

de defesa representada pelo maior teor de clorofila comparada a CD249STS e
BRS382CV.

3.3.2 Atividade da enzima ALS

Para o segundo experimento, a atividade da enzima ALS em cultivares de soja

suscetiveis (STS e RR) e resistente (CV) ao herbicida imazapic foi obtida através da
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guantidade de acetoina produzida e, em funcdo do teor de proteina. Os valores para

cada cultivar foram obtidos através das curvas padrdo de acetoina (Fig. 26) e de proteina

(Fig. 27).
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Figura 26 — Curva padréo de acetoina utilizada para a determinacdo da atividade da

enzima ALS. Embrapa Trigo, Passo Fundo/RS, 2014. Os pontos
representam os valores médios de trés repeticdes.

0,70 1

0,65 A

0,60 -

0,55 A

0,50 A

Absorbancia (nm)

0,45 A

0,40 A

®  v=8043+0,3x R2=0,99

0,35
0,01

0,02 0,03 0,04

Proteina (mg.mL™)

Figura 27 — Curva padrao de proteina utilizada para a determinacado da atividade da

enzima ALS. Embrapa Trigo, Passo Fundo/RS, 2014. Os pontos
representam os valores médios de trés repeticdes.

Os valores de Ku (piruvato), considerando os intervalos de confianga, nao

diferiram entre as cultivares, no entanto, para cultivar resistente foi 7,3% superior a
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cultivar STS e 18,3% a RR. Para o parametro Vmax da enzima, os valores para as
cultivares STS e RR foram 143,5 e 62,9% superiores, respectivamente, a cultivar CV
(Fig. 28; tab.16). Quando a resisténcia esta associada a alteracdo no local de acéo
do herbicida este pode ou nao representar mudanca na funcionalidade da enzima,
resultando em inalterado, insuficiente ou excessivo produto da biossintese (VILA-
AIUB; NEVE; POWLES, 2009). A magnitude da alteragcdo depende do tipo de
mutacdo na enzima, ou seja, certos aminoacidos alterados podem causar impactos
adversos na ligacdo do substrato e assim, alterar a funcionalidade da enzima ALS
(YU; HAN; VILA-AIUB, 2010). Tanto as sulfonilureias quanto as imidazolinonas
obstruem o canal que leva ao sitio ativo da enzima e, qualquer alteragcdo nesse
canal impede a ligagdo dos herbicidas, mantendo a conformidade da enzima e sua
funcionalidade (MCCOURT et al., 2006). Em trabalhos com biotipos de plantas
daninhas resistentes a inibidores da enzima ALS que possuem o local de acao
inalterado foi verificado que os parametros cinéticos (Kv € Vmax) da enzima ALS dos
bidtipos resistentes e suscetiveis ndao foram alterados, 0 que resulta em
insensibilidade da enzima (YU; HAN; VILA-AIUB, 2010; SANTOS et al., 2014).
Todavia, os resultados deste trabalho evidenciam que houve aumento do parametro
Vmax Nas cultivares suscetiveis comparada a cultivar resistente. A eficiéncia na
conversdo de piruvato pode ser aumentada desde que 0 Vmax Seja maior, uma vez
gue se trata de ligagdo ndo competitiva com o substrato, o acoplamento pode
ocorrer no mesmo local ou em diferentes locais da enzima (DEWAELE et al., 1997).
Bidtipos de Euphorbia heterophylla L. suscetiveis a herbicidas inibidores da ALS
apresentaram Vmax superior aos biotipos resistentes (XAVIER et al., 2013), sugerindo
gue a mutacdo no gene que codifica a ALS ndo causou mudanca significativa na
afinidade da enzima com o substrato (VARGAS, 2000).
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Figura 28 - Atividade da enzima acetolactato sintase (ALS) (umol acetoina.mg™.h?)
das plantas das cultivares de soja suscetiveis (CD249STS e
NA5909RR) e resistente (BRS382CV) ao herbicida imazapic, expressa

em producdo de acetoina, em funcédo de diferentes concentracbes de

substrato (piruvato). Embrapa Trigo, Passo Fundo/RS, 2014. Os pontos
representam os valores médios das repeticdes entre cultivares e as barras, os
respectivos intervalos de confianca da média.

Tabela 16 - Concentracdo de piruvato (Kv) (mM) e velocidade maxima da reagéo
(Vmax) (umol mg h1) das plantas das cultivares de soja BRS382CV,
CD249STS e NAB909RR submetidas ao herbicida imazapic.
EMBRAPA Trigo, Passo Fundo, RS, 2014

Cultivar Kv (mM) Vmax (umol mg? h?)
BRS382CV 8,59 (6,8 —10,4)t 118,4 (111,1 - 125,6)
CD249STS 7,96 (6,7 —9,2) 288,3 (274,4 — 302,2)
NA5909RR 7,02 (5,5-8,5) 192,9 (181,4 — 204,4)

1 Valores entre paréntese representam o intervalo de confianga (95%).

Para atividade da enzima ALS na presenca do herbicida imazapic houve
interacdo entre os fatores estudados. Os dados referentes as cultivares suscetiveis
(STS e RR) e resistente (CV) ajustaram-se a equacdo sigmoidal logistica, com
coeficiente de determinacdo variando de 0,80 a 0,92, respectivamente,

demonstrando ajuste satisfatério dos dados ao modelo (Fig. 29).
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Figura 29 - Inibigédo in vitro da atividade da enzima ALS (% de Fitotoxicidade) das
plantas das cultivares de soja suscetiveis (CD249STS e NA5909RR) e
resistente (BRS382CV), submetidas a doses do herbicida imazapic.
Embrapa Trigo, Passo Fundo/RS, 2014. Os pontos representam os valores

médios das repeticBes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos de
confianca da média.

A atividade da enzima ALS, extraida das plantas das cultivares de soja
suscetiveis foi inibida pelo herbicida imazapic e, a dose necessaria para inibir 50%
da atividade da enzima (lso) correspondeu a 0,008 e 0,005M, para STS e RR,
respectivamente. Entretanto, para cultivar resistente foi necessaria maior dose do
herbicida para ocorrer inibicdo, apresentando Iso de 1,001M (tab.17). Dessa forma, a
dose de imazapic necessaria para inibir 50% da atividade da enzima ALS das
plantas da cultivar resistente foi 125,1 e 200,2 vezes maior que a dose necessaria

para as cultivares suscetiveis STS e RR, respectivamente (tab.17).

Tabela 17 - Valores do Isg, com intervalo de confianca (IC) e fator de resisténcia (FR)
das plantas das cultivares de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR
submetidos a aplicacdo de diferentes doses do herbicida imazapic.
EMBRAPA Trigo, Passo Fundo, RS, 2014

. 50 Fator de resisténcia?
Cultivar v 5 IC (FR)
BRS382CV 1,001 0,9998 — 1,0022 ---
CD249STS 0,008 0,0079 — 0,00802 125,1
NA5909RR 0,005 0,0049 - 0,00501 200,2

Y50 = dose necessaria para obter inibicdo de 50% da atividade da enzima ALS.
2FR obtido pela divisdo do Iso da cultivar resistente pelo Iso das cultivares suscetiveis.
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Espécies resistentes a herbicidas inibidores da ALS devido a alteracdo no
local de acdo podem apresentar maior fator de resisténcia (HAN et al., 2012).
MutagOes alteram o ponto de acoplamento da enzima ALS, reduzindo a afinidade
com os inibidores (TRANEL; WRIGHT, 2002). A substituicdo do aminoacido prolina
na posicdo 197 resultou em alto nivel de resisténcia a herbicidas do grupo das
sulfonilureias em diversas espécies (DEVINE; SHUKLA, 2000). Entretanto, € comum
a utilizacdo de doses elevadas de herbicidas inibidores da enzima ALS para controle
de plantas resistentes, podendo inviabilizar a sua utilizacdo (LAMEGO et al., 2009;
BECKIE et al., 2012).

Os resultados apresentados permitem inferir que houve alteracdo na
sensibilidade da enzima ALS na cultivar de soja resistente BRS382CV, que pode ter
ocorrido devido a mutacbes nos genes que codificam a enzima ou, ainda, por
diferencas entre a energia livre de ativagdo, verificada em diferentes valores de

Vmax, comparada as cultivares suscetiveis CD249STS e NA5909RR.

3.4 Conclusdes

As cultivares de soja NA5909RR e CD249STS sé&o suscetiveis ao residuo da
mistura dos herbicidas imazapyr e imazapic aplicado no manejo da cultura do arroz
irrigado, enquanto que a cultivar BRS382CV é resistente.

A elevacédo da dose do residuo de imazapyr+imazapic aumenta a producao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) em plantas de soja. A cultivar NA5909RR,
em geral, apresenta maior producdo de EROs comparada a CD249STS e
BRS382CV.

O Kwm (concentracdo de piruvato) da enzima ALS das cultivares de soja
BRS382CV, CD249STS e NA5909RR sdo semelhantes, contudo o Vmax
(velocidade maxima da reacdo) da cultivar resistente é menor, comparado as
demais.

A resisténcia da cultivar de soja BRS382CV pode ser decorrente da

insensibilidade da enzima ALS ao herbicida imazapic.



4 CAPITULO Il — Alteragdes no metabolismo secundario de plantas de soja
submetidas a aplicacdo de herbicidas em diferentes

sistemas de manejo de plantas daninhas

4.1 Introducéao

A cultura da soja ocupa posicao de destaque no cenario agricola nacional,
tendo apresentado expansdo nas Ultimas décadas, ndo s6 em termos de area
semeada nas regides tradicionais de cultivo, como também avanco para novas
regides. Considerando que as plantas daninhas causam impacto na producéo
agricola e representam ameaca para a produtividade das culturas, novas estratégias
de manejo vem surgindo, entre elas culturas resistentes a herbicidas.

A tecnologia Cultivance® foi desenvolvida para prevenir a infestacdo de
plantas daninhas desde a semeadura da soja, proporcionando flexibilidade na
conducédo da lavoura. Neste sistema, a aplicacdo do herbicida € realizada apés a
semeadura, em sistema denominado “plante-aplique”, até no maximo, o estadio Vi
da cultura. Este sistema permite controle de plantas daninhas de forma preventiva,
eliminando a competicao inicial e permitindo maiores produtividades (BASF, 2014).

Outro sistema utilizado no manejo de plantas daninhas é o “aplique-plante”,
gue utiliza herbicidas pré-emergentes no manejo e é baseado no histérico da area.
Esse sistema de manejo é adotado por muitos agricultores, com a finalidade de
ganhar tempo e maximizar a utilizacdo do maquinario da propriedade (OLIVEIRA JR.
et al., 2006).

Estas novas tecnologias envolvendo a utilizagdo de herbicidas para o manejo
de plantas daninhas pode gerar estresse para as culturas. Qualquer estresse

acarreta efeito negativo sobre o crescimento e desenvolvimento normal das
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espécies vegetais (TAIZ; ZIEGER, 2009). A formagcdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) tem sido descrita como consequéncia de varios estresses abiobticos,
dentre eles a aplicacéo de herbicidas (SONG et al., 2007). Embora as EROs sejam
produtos inevitaveis do metabolismo vegetal, em condi¢cdes normais, sua producao e
remocao estd em equilibrio (MITTLER, 2002). Entretanto, em condi¢des de estresse,
a producédo de EROs pode superar os mecanismos de remocao, desencadeando o
estresse oxidativo (ESFANDIARI; SHOKRPOUR; ALAVI-KIA, 2010). A producéo
excessiva de EROs nas células vegetais é prejudicial para os &cidos nucléicos,
proteinas e lipideos (GILL; TUTEJA, 2010).

Os niveis das EROs, de forma geral, sdo controlados por sistema enzimatico
onde atuam enzimas antioxidantes, tais como a superoxido dismutase (SOD),
responsavel pela conversdo do radical superoxido em peréxido de hidrogénio;
ascorbato peroxidase (APX), que converte o peroxido de hidrogénio em ascorbato;
e, catalase (CAT), que transforma peroxido de hidrogénio (H202) em agua
(KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). Essas enzimas sao importantes para 0s
mecanismos de recuperacdo e protecdo das plantas, submetidas ao estresse
oxidativo (GILL; TUTEJA, 2010).

No sistema antioxidante ndo enzimatico estdo presentes, entre outros
compostos, as clorofilas e o0s carotenoides. Estes sdo responsaveis pela
fotoprotecdo das membranas fotossintéticas, atuando como pigmentos acessorios.
Atuam também na dissipacdo do estado excitado da clorofila e neutralizacdo de
EROs, uma vez que séo antioxidantes de baixo peso molecular (KRESLAVSKI et al.,
2013; SHARMA et al., 2012).

Em vista disso, o trabalho teve por hipétese que a producdo de metabdlitos
secundarios e os danos celulares das cultivares de soja suscetiveis a mistura dos
herbicidas imazapyr e imazapic sdo maiores, comparado a cultivar resistente, tanto
no sistema “plante-aplique” quanto no “aplique-plante”. Assim, o objetivo do trabalho
foi avaliar as alteracdes nos metabdlitos secundarios de plantas de soja contendo as
tecnologias Cultivance®, tolerancia as sulfonilureias e RoundUp Ready®, submetidas
a aplicacdo da mistura dos herbicidas imazapyr e imazapic nos sistemas “plante-

aplique e “aplique-plante”.
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4.2 Material e Métodos

Foram conduzidos dois experimentos em campo no Centro Agropecuario da
Palma (CAP), no municipio do Cap&o do Le&o/RS, em solo classificado como
Argissolo Vermelho Amarelo, de textura franco-arenosa, pertencente a unidade de
mapeamento Pelotas (EMBRAPA, 2013). A partir da andlise de solo foram obtidos
0s seguintes valores: pHagua de 6,3; pHswve de 6,9; 0,0cmolc dm3 de Al; 4,2cmolc dm™3
de Ca; 1,8cmol. dm de Mg; 16% de Argila; 1,8% de Matéria organica; 16,0mg dm
de P; 57,0 mg dm=de K; CTCefetiva de 6,1; CTCpr7 de 7,7. Realizou-se dessecacido
da cobertura vegetal com herbicida glyphosate (1080g e.a. hal), a fim de eliminar as
plantas daninhas presentes (AGROFIT, 2014).

O delineamento experimental utilizado foi completamente casualizado, com
guatro repeticbes. Os experimentos foram realizados em esquema fatorial 3x5,
sendo o fator A correspondente as cultivares de soja BRS382CV (CV), CD249STS
(STS) e NA5S909RR (RR); e, o fator B, as doses crescentes do herbicida
imazapyr+imazapic (0; 25; 50; 75 e 100%), até a dose preconizada de 140g ha
(AGROFIT, 2014). O primeiro experimento foi realizado em sistema “plante-aplique”,
onde as cultivares foram semeadas e no outro dia realizada aplicacdo dos
tratamentos. Para o segundo experimento, realizado em sistema “aplique-plante”,
foram aplicadas doses do herbicida e no dia seguinte semeada a soja.

A aplicacdo dos tratamentos em ambos experimentos ocorreu com
pulverizador costal, pressurizado a CO», equipado com bico tipo leque com ponta de
pulverizacdo 110.015, calibrado para aplicar 120L ha' de calda, sendo acrescido
0,5% v/v do adjuvante Dash® a calda de aplicacdo. A semeadura das cultivares de
soja foi realizada de forma manual, em espacamento 0,5m, utilizando-se 20
sementes por metro, sendo cada unidade experimental composta por 3m?2. Foi
realizada coleta das plantas em 1m de comprimento, deixando-se 0,5m de
bordadura.

Amostras foliares foram coletadas e armazenadas a -83°C até o momento das
analises. As coletas foram realizadas aos 10 dias apds emergéncia da cultura, e as
variaveis analisadas foram: teor de clorofilas a, b, a/b e totais, carotenoides totais,
teor de perdxido de hidrogénio e peroxidacdo lipidica, teor de proteinas totais,
atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato

peroxidase (APX).
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O teor de clorofilas e de carotenoides totais foram determinados com
amostras de 0,1g, maceradas em almofariz, em presenca de 5mL de acetona a 80%
(v/v). O material foi centrifugado a 12.000rpm por 10 minutos, completando-se o
volume para 20mL com acetona a 80% (v/v). Os teores de clorofila a, b, totais (a+b),
relacdo a/b e de carotenoides totais foram calculados pelas formulas de
Lichtenthaler (1987), a partir da absorbancia da solucdo obtida por
espectrofotometria a 647, 663 e 470nm, sendo os resultados expressos em mg g
de massa fresca (MF).

Os danos celulares nos tecidos foram determinados em termos de teor de
peréxido de hidrogénio (H202), conforme descrito por Sergier, Alexieva e Karanov
(1997) e das espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), via acumulo de
aldeido malbénico (MDA), conforme descrito por Heath e Packer (1968). Para a
realizacdo dessas duas andlises, 0,2g de folhas foram macerados com nitrogénio
liquido, homogeneizados em 2mL de &acido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e
centrifugados a 14000rpm por 20 minutos. Para a quantificacdo de H2O, aliquotas
de 0,2mL do sobrenadante foram adicionadas em 0,8mL de tampéao fosfato 10mM
(pH 7,0) e 1mL de iodeto de potassio 1M seguido de agitagcdo em vortex. A solucéo
foi mantida em repouso por 10 minutos em temperatura ambiente e apos a
absorbancia foi lida a 390nm. A concentracdo de H.O, foi determinada através de
curva padrdo com concentracdes conhecidas de H2O- e expressa em mM g de MF.

Para a determinacdo de TBARS, aliquotas de 0,5mL do sobrenadante
descrito anteriormente foram adicionadas a 1,5mL de acido tiobarbitarico (TBA)
0,5% (m/v) e acido tricloroacético 10% (m/v) e incubadas a 90°C por 20 minutos. A
reacao foi paralisada em banho de gelo por 10 minutos. Em seguida foi determinada
a absorbancia a 532nm, descontando-se a absorbancia inespecifica a 600nm. A
concentracdo de MDA foi calculada utilizando-se o coeficiente de absortividade de
155mM cm* e os resultados expressos em nM MDA g de MF.

Para a determinacdo da atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e
APX primeiramente foi realizada a extracdo, em que 0,2g de amostra foram
maceradas em almofariz de porcelana, na presenca de nitrogénio liquido. Em
seguida foram adicionados 900uL de tampao fosfato 200mM (pH 7,8), 18uL de
EDTA 10mM, 180uL de acido ascorbico 200mM e 702uL de agua ultrapura e
centrifugado a 14000rpm, a 4°C por 20 minutos. A partir deste extrato foi

quantificada a proteina das amostras pelo método de Bradford (1976), onde 60uL do
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extrato foram adicionados a 2mL de solugédo de Bradford, e realizada leitura da
absorbancia no comprimento de onda de 595nm. Os resultados foram calculados em
funcdo da curva padréo de caseina e expressos em miligramas de proteina por mL
(mg caseina mL1).

A atividade da SOD foi determinada segundo metodologia adaptada de
Peixoto (1999), a partir Del Longo (1993) e Giannopolitis e Ries (1977). Por esse
método, foi determinada a inibigdo da redugédo do NBT (p-nitro blue tetrazolium) pelo
extrato enziméatico, evitando-se assim, a formacédo do cromoéforo. Neste ensaio, uma
unidade de atividade enzimatica (UA) de SOD foi considerada como a quantidade de
enzima necessaria para obter 50% de inibicdo da reducdo do NBT pela SOD contida
no extrato enzimatico. Para a reacao foi adicionado o extrato enzimatico em tubo de
ensaio contendo 1mL de tampao fosfato de potassio 100mM (pH 7,8), 400uL de
metionina 70mM, 20uL de EDTA 10uM, 390uL de agua ultrapura, 150uL de NBT
1mM e 20uL de riboflavina 0,2mM. Em seguida os tubos foram incubados em
lampada fluorescente de 15 Watts durante 10 minutos e em seguida realizada a
leitura da absorbéancia a 560nm. Para efeito de calculo, o branco da reacéo foi
considerado como sendo os tubos que ndo continham extrato, exposto e nao
exposto a luz. A atividade foi determinada pelo calculo da quantidade de extrato que
inibe 50% da reacéo de NBT e expressa em UA mg* proteina minuto.

A atividade da CAT foi determinada segundo metodologia descrita por
Azevedo et al. (1998), pelo consumo de H20: (coeficiente de extin¢cdo 39,4mM cm?).
O extrato foi adicionado a 1mL de tampéo fosfato de potassio 200mM (pH 7,0),
850uL de agua ultrapura, 100uL de perdxido de hidrogénio 250mM. A leitura da
absorbancia em espectrofotémetro (Ultrospec 6300 Pro UV/Visivel — Amersham
Bioscience) no comprimento de onda de 240nm foi realizada durante 90 segundos,
com leituras no intervalo de 7 segundos.

A atividade da APX foi determinada segundo metodologia descrita por
Azevedo et al. (1998), pelo consumo de H20: (coeficiente de extingdo 2,9mM cm?).
O extrato foi adicionado a 1mL de tampéo fosfato de potassio 200mM (pH 7,0),
750uL de agua ultrapura, 100uL de acido ascorbico 10mM, 100uL de perodxido de
hidrogénio. A leitura da absorbancia no comprimento de onda de 290nm foi realizada
durante 90 segundos com leituras em intervalos de 7 segundos. Tanto para a
atividade da CAT quanto para da APX, para efeito de calculo, foi considerado que o

decréscimo de uma unidade de absorbéncia € equivalente a uma unidade ativa



93

(UA). As atividades do extrato total foram determinadas pelo célculo da quantidade
de extrato que reduziu a leitura de absorbancia em uma UA e expressos em UA mg™
proteina minuto.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade (teste de Shapiro
Wilk) e, posteriormente, submetidos a analise de variancia (p<0,05). No caso de ser
constatada significAncia estatistica, foi realizada comparacdo entre médias
utilizando-se teste de Tukey (p<0,05) para o fator cultivar e, analise de regressao
para o fator doses.

A andlise de regressao foi realizada com auxilio do programa SigmaPlot 10.0
(SIGMAPLOT, 2007), ajustando-se os dados a equacdo de regressao polinomial do
tipo linear, conforme segue:

y = atb.x
onde: y = variavel resposta; x = dose do herbicida; e a e b = parametros da equacéao,

sendo que a € o intercepto ou coeficiente linear e b € a inclinacéo da reta

4.3 Resultados e Discussao

Para o experimento realizado em sistema “plante/aplique” (PA) verificou-se
interacdo entre os fatores cultivar e dose do herbicida para as variaveis teor de
clorofila b e relacédo a/b (Fig. 30 e 31; tab.18). Para variavel teor de clorofila a foi
observado efeito simples para o fator cultivar (tab.19). O teor de clorofilas totais
apresentou efeito simples para o fator dose (Fig. 32). A variavel teor de carotenoides
nao evidenciou significancia estatistica (dados ndo amostrados). Para o teor de
peroxido de hidrogénio observou-se interacdo entre os fatores estudados (Fig. 33;
tab.20). Para peroxidacdo lipidica verificou-se efeito simples para o fator cultivar
(tab.21) e dose (Fig. 34). Para a analise referente a atividade enziméatica, verificou-
se efeito simples do fator dose para variavel atividade da enzima APX (Fig. 35). As
variaveis teor de proteinas, atividade da SOD e atividade da CAT ndo evidenciaram
significancia estatistica (dados ndo apresentados).

Quanto ao teor de clorofila b, ndo foi verificada diferenca significativa entre as
cultivares avaliadas. Observou-se diminuicdo no teor de clorofila b nas doses 105g
ha' e 140g ha' somente na cultivar RR (Fig. 30; tab.18). Para as doses do
herbicida, os dados referentes ajustaram-se a equacéo polinomial linear, sendo que

0os R? variaram de 0,84 a 0,95, demostrando ajuste satisfatério dos dados.
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Observou-se decréscimo linear da variavel conforme aumento da dose de
imazapyr+imazapic, sendo verificado diminuicdo de 0,04mg g%, 0,09mg g* e 0,24mg
g! para cada unidade acrescida do herbicida para as cultivares STS, CV e RR,

respectivamente (Fig. 30).
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Figura 30 — Teor de clorofila b (mg g?') em plantas das cultivares de soja
BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas a doses
crescentes do herbicida imazapyr+imazapic em  sistema

plante/aplique. CAP/FAEM/UFPel, Capao do Le&do/RS, 2014. Os pontos
representam os valores médios das repeticdes entre cultivares e as barras, 0s
respectivos intervalos de confianga da média.

Para relacdo clorofila a/b foi verificado diferenca entre as cultivares CV e RR
para a dose 140g ha de imazapyr+imazapic (Fig. 31; tab.18). No que se refere as
doses, os dados referentes as cultivares CV e STS ndo se ajustaram a nenhum
modelo que explicasse biologicamente seu comportamento. Todavia, a cultivar RR
ajustou-se a equacéao polinomial linear, com R? de 0,95. Observou-se aumento linear
da variavel conforme elevacdo da dose do herbicida somente para cultivar RR,
sendo verificado acréscimo de 0,0021mg g*' para cada unidade acrescida do
herbicida (Fig. 31). Este resultado pode ser remetido ao maior teor de clorofila b, em

consequéncia da elevacdo da dose de imazapyr+imazapic (Fig. 30).
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Figura 31 — Relacdo entre os teores de clorofilas a/b (mg g*) em plantas das

cultivares de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas a
doses crescentes do herbicida imazapyr+imazapic em sistema

plante/aplique. CAP/FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2014. Os pontos
representam os valores médios das repeticbes entre cultivares e as barras, 0s
respectivos intervalos de confianca da média.

Tabela 18 - Teor de clorofila b (mg g*) e relagdo a/b (mg g?') das plantas das

cultivares de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas a
doses crescentes do herbicida imazapyr+imazapic, em sistema
plante/aplique. CAP/FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2014

Doses de imazapyr+imazapic (g ha™)

Cultivar 0 35 70 105 140
Teor de clorofila b (mg g1)
BRS382CV 1,42 at 1,55a 1,41 a 1,14 a 1,24 a
CD249STS 1,30 a 1,32 a 1,22 a 1,30 a 1,36 a
NAS5909RR 1,74 a 1,59 a 1,31 a 0,91 a 0,96 a
C.V.(%) 18,42
Cultivar Relacdo a/b (mg g?)
BRS382CV 0,15b 0,15b 0,16 a 0,16 a 0,16 b
CD249STS 0,22 a 0,23 a 0,19a 0,21 a 0,19 ab
NAS5909RR 0,16 b 0,19 ab 0,17 a 0,21 a 0,24 a
C.V. (%) 12,59

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Os dados referentes ao teor de clorofilas totais ajustaram-se a equacgao

polinomial linear, sendo o R? de 0,73. Verificou-se decréscimo linear da variavel,

conforme elevacao da dose de imazapyr+imazapic, sendo observado diminuicdo de

0,01lmg g* para cada unidade acrescida do herbicida (Fig. 32). Para o teor de

clorofila a, observou-se maior acréscimo para cultivar STS, comparado a CV. Ja a
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cultivar RR néo foi diferente significativamente das demais (tab.19). Reducdes no
teor de pigmentos devido a acdo de herbicidas sdo consequéncia do estresse
oxidativo, levando a reducdo da fotossintese e indicando que o teor de clorofilas
pode ser um biomarcador para o crescimento das plantas (WEI; DENG, 1996). Essa
consequéncia pode ser atribuida ao fato de que danos no sistema fotossintético

refletem na reducéo dos niveis de clorofilas (SANTOS et al., 2011).
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Figura 32 — Teor de clorofilas totais (mg g') de plantas de cultivares de soja em
funcdo de doses crescentes do herbicida imazapyr+imazapic em

sistema plante/aplique. CAP/FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS, 2014.
Os pontos representam os valores médios das repeticdes entre cultivares e as barras,
0s respectivos intervalos de confian¢a da média.

Tabela 19 — Teor de clorofila a (mg g*!) das plantas das cultivares de soja
BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas ao herbicida
imazapyr+imazapic, em sistema plante/aplique. CAP/FAEM/UFPel,

2014
Cultivar Teor de clorofila a
BRS382CV 0,21 b?
CD249STS 0,28 a
NA5909RR 0,24 ab
C.V.(%) 22,11

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Para variavel teor de peroxido de hidrogénio foi verificado diferenca entre as
cultivares CV e RR nas doses 105g ha! e 140g ha, causando aumento no teor de
peréxido de hidrogénio somente na cultivar RR (Fig. 33; tab.20). Em relacdo as

doses do herbicida, os dados referentes as cultivares STS e CV nao se ajustaram a
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nenhum modelo que explicasse biologicamente seu comportamento, ja a cultivar RR
ajustou-se a equacdo polinomial linear, com R? de 0,78, demostrando ajuste
satisfatério. De modo geral, a cultivar RR mostrou comportamento linear crescente
da variavel conforme elevacdo da dose de imazapyr+imazapic, sendo verificado
aumento de 1,05mM g* MF da variavel para cada unidade acrescida do herbicida
(Fig. 33).
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Figura 33 — Teor de peréxido de hidrogénio (mM g* MF) de plantas das cultivares de
soja BRS382CV, CD249STS e NAS909RR submetidas a doses
crescentes do herbicida imazapyr+imazapic em sistema plante/aplique.

CAP/FAEM/UFPel, Capao do Le&do/RS, 2014. Os pontos representam 0s
valores médios das repeti¢Bes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos de
confianca da média.

Tabela 20 - Teor de peréxido de hidrogénio (H.02) (mM g MF) das plantas das
cultivares de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas ao
herbicida imazapyr+imazapic, em sistema plante/aplique.
CAP/FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2014

Doses de imazapyr+imazapic (g ha?)

Cultivar 0 35 70 105 140
H202 (mM g* MF)
BRS382CV 3,97 al 2,78 a 1,25a 1,05b 1,84Db
CD249STS 192 a 3,46 a 0,88 a 3,76 ab 3,83 ab
NAS909RR 2,01a 5,45 a 4,66 a 6,44 a 6,91 a
C.V.(%) 40,91

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

O perdéxido de hidrogénio normalmente € oriundo da atividade da SOD, a qual

converte o O2* em H20.. Contudo, se esse anion superéxido ndo foi convertido pela
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SOD, o mesmo pode formar radical hidroxila através da reacdo de Haber-Weiss,

sendo este o radical mais prejudicial a célula. O aumento da atividade da SOD pode

ser uma das razfes para maior peroxidacao lipidica, pois a medida que aumenta a

atividade da SOD ocorre também o aumento dos teores de perdéxido de hidrogénio

(GILL; TUTEJA, 2010). No entanto, no presente estudo é provavel que esses

resultados tenham sido causadas em funcao de outras EROs, ja que nao observou-

se diferenca significativa para atividade da SOD.
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Peroxidacdo lipidica em termos das espécies reativas ao acido
tiobarbitlrico (TBARS) (nM MDA g MF) em plantas de cultivares de
soja submetidas a doses crescentes do herbicida imazapyr+imazapic
em sistema plante/apligue. CAP/FAEM/UFPel, Capdo do Ledo/RS,

2014. Os pontos representam os valores médios das repeticGes entre cultivares e
as barras, os respectivos intervalos de confianga da média.

Peroxidacdo lipidica em termos das espécies reativas ao acido
tiobarbitlrico (TBARS) (nM MDA g! MF) das plantas das cultivares
de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas ao
herbicida  imazapyr+imazapic, em  sistema  plante/aplique.
CAP/FAEM/UFPel, 2014

Cultivar TBARS (nM MDA g MF)
BRS382CV 43,29 bt
CD249STS 47,02 b
NA5909RR 55,87 a

C.V.(%) 13,81

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna nado diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Para a atividade da enzima APX, os dados ndo se ajustaram a nenhum

modelo que explicasse biologicamente seu comportamento. Em geral, é possivel
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observar que ocorre aumento da varidvel conforme elevacdo da dose de
imazapyr+imazapic (Fig. 35). Este comportamento pode ser explicado pela elevacao
no teor de peréxido de hidrogénio conforme aumento das doses do herbicida, uma
vez que a enzima APX apresenta alta afinidade com o peroxido de hidrogénio. Por
outro lado, ndo houve diferenca para atividade das enzimas SOD e CAT, indicando

gue o acumulo de H202 nao foi suficiente para ativar o sistema de defesa da planta.
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Figura 35 — Atividade da enzima APX (UA mg™ proteina minuto?) das plantas das
cultivares de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR em funcéo de
doses crescentes do herbicida imazapyr+imazapic em sistema

plante/aplique. CAP/FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2014. Os pontos
representam os valores médios das repeticBes entre cultivares e as barras, os
respectivos intervalos de confianga da média.

Para o experimento realizado em sistema AP verificou-se interacao entre 0s
fatores cultivar e doses para as variaveis teor de clorofila a, b e totais (Fig. 36, 37 e
38; tab.22). A relacdo de clorofila a/b apresentou efeito simples para os fatores
doses (Fig. 39) e cultivar (tab.23). Nao foi evidenciada significancia para variavel teor
de carotenoides (dados ndo apresentados). Para as variaveis teor de peréxido de
hidrogénio e peroxidacéo lipidica foi observado efeito simples para o fator cultivar
(tab.24). Para as andlises referentes a atividade enzimatica, verificou-se efeito
simples do fator dose para a atividade da SOD (Fig. 41). Observou-se interacéo
entre os fatores estudados para as variaveis teor de proteinas, atividade da CAT e
da APX (Fig. 40, 42 e 43; tab.25).
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Para a variavel teor de clorofila a, os dados ndo se ajustaram ao modelo
testado (Fig. 36). Resultado semelhante ocorreu com o herbicida imazapyr+imazapic
gue, em geral, ndo causou efeito no teor de clorofila a em plantas de arroz irrigado
(LANGARO, 2015). Por outro lado, os herbicidas bentazon, cyhalofop e penoxsulam
causaram efeito em pigmentos fotossintéticos de arroz (NOHATTO, 2014). As
moléculas de clorofila a sdo os principais pigmentos responsaveis pela captura de
luz para as reacdes fotoquimicas na fotossintese, presentes nos centros de reacao
dos fotossistemas. Assim, o0 declinio desses compostos pode comprometer a
atividade fotossintética, prejudicando o desenvolvimento das plantas (RAMESH et
al., 2002).
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Figura 36 — Teor de clorofila a (mg g*') em plantas das cultivares de soja
BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas a doses
crescentes do herbicida imazapyr+imazapic em  sistema
aplique/plante. CAP/FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2014. Os pontos

representam os valores meédios das repeticdes entre cultivares e as barras, 0s
respectivos intervalos de confianga da média.

Para variavel teor de clorofila b houve diferenca entre as cultivares STS e CV
para dose 140g ha? do herbicida. Menores teores de clorofila b foram observados
nas doses 105g ha' e 140g ha' de imazapyr+imazapic somente para cultivar RR
(Fig. 37; tab.22). Em relacao as doses do herbicida os dados referentes a cultivar CV
ndo se ajustaram a nenhum modelo que explicasse biologicamente seu
comportamento, ja as cultivares STS e RR ajustaram-se a equag¢ao polinomial linear,

sendo que o coeficiente de determinacdo (R?) variou de 0,72 a 0,90, demontrando
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ajuste satisfatorio. E possivel observar decréscimo linear da variavel conforme
aumento da dose de imazapyr+imazapic, sendo verificado diminuicdo de 0,11mg g
e 0,19mg g para cada unidade acrescida do herbicida para as cultivares STS e RR,
respectivamente (Fig. 37).

O teor de clorofilas totais mostrou comportamento similar ao teor de clorofila
b. Verificou-se diferenca na maxima dose utilizada no experimento para as cultivares
STS e CV. Nas doses 105g ha' e 140g ha?! do herbicida foram verificados, na
cultivar RR, menores teores de clorofilas totais (Fig. 38; tab.22). No que se refere as
doses, ndo houve ajuste para os dados referentes a cultivar CV, as demais
ajustaram-se a equacdo polinomial linear, com R? variando de 0,67 a 0,92.
Observou-se decréscimo linear da variavel conforme aumento da dose do herbicida,
verificando-se diminuicdo de 0,12mg g* e 0,22mg g para cada unidade acrescida
do herbicida para as cultivares STS e RR, respectivamente (Fig. 38). Analisando
alteracdes no metabolismo fotossintético de plantas de cana-de-agucar em funcéo
da aplicacdo do herbicida paraquat, foi observado reducéo nos teores de clorofila a,
b e total das plantas, a partir do aumento da dose do herbicida (CHAGAS, 2007). De
modo similar observou-se que a aplicagcdo de doses do herbicida imazaquin em
diferentes cultivares de soja ocasionou reducéo dos teores de clorofila em virtude do
aumento da dose (CAYON et al., 1990).

A diminuicdo dos teores de clorofila nas plantas esta relacionado a menor
guantidade de membranas nos tilacoides e menor empilhamento nos centros de
reacdo (SANDMANN; SCHEER, 1998). O conteudo de clorofila nas folhas pode
servir como parametro para estimar o potencial fotossintético das plantas, devido
sua ligacao direta com a absorcéo e transferéncia de energia luminosa. Plantas que
apresentam alta concentracdo de clorofila possuem capacidade de atingir taxas
fotossintéticas mais altas, pelo seu valor potencial de captagao de “quanta” na
unidade de tempo (REGO; POSSAMAI, 2004).
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Figura 37 — Teor de clorofila b (mg g?') em plantas das cultivares de soja
BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas a doses crescentes
do herbicida imazapyr+imazapic em sistema aplique/plante.

CAP/FAEM/UFPel, Capéo do Ledo/RS, 2014. Os pontos representam 0s
valores médios das repeticdes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos
de confianca da média.
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Figura 38 — Teor de clorofilas totais (mg g*) em plantas das cultivares de soja
BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas a doses crescentes
do herbicida imazapyr+imazapic em sistema aplique/plante.

CAP/FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2014. Os pontos representam os
valores médios das repeti¢cdes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos
de confian¢a da média.



103

Tabela 22 - Teor de clorofila a (mg g'), teor de clorofila b (mg g*) e teor de clorofilas
totais (mg g?') das plantas das cultivares de soja BRS382CV,
CD249STS e NA5909RR em funcdo de doses crescentes do herbicida
imazapyr+imazapic, em sistema aplique/plante. CAP/FAEM/UFPel,
Capao do Le&do/RS, 2014

Doses de imazapyr+imazapic (g ha?)

Cultivar 0 35 70 105 140
Teor de clorofila a (mg g?)
BRS382CV 0,23 at 0,28 ab 0,23 b 0,24 a 0,27 a
CD249STS 0,21a 0,20 b 0,24 ab 0,23 a 0,18 a
NA5909RR 0,29 a 0,33 a 0,35a 0,21 a 0,25 a
C.V. (%) 16,23
Cultivar Teor de clorofila b (mg g1)
BRS382CV 1,42 a 1,42 a 1,36 a 1,11 a 1,40 a
CD249STS 1,35a 125a 125a 1,06 a 0,88 b
NA5909RR 1,65 a 158a 1,67 a 0,94 a 1,05 ab
C.V. (%) 14,37
Cultivar Teor de clorofilas totais (mg g1)
BRS382CV 1,65a 1,70 a 1,59a 1,36 a 1,68 a
CD249STS 1,56 a 1,48 a 1,43 a 1,28 a 1,06 b
NA5909RR 2,00 a 1,92 a 2,02 a 1,15a 1,30 ab
C.V. (%) 13,83

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

Para relacdo a/b, considerando as cultivares de soja, observou-se maior
incremento para as cultivares STS e RR comparadas a cultivar CV (tab.23). Com
relacdo as doses, os dados referentes a esta variavel ajustaram-se a equacéao
polinomial linear com R? de 0,87. Verificou-se aumento linear em virtude da elevagéo
da dose do herbicida, sendo observado acréscimo de 0,0014mg g*' para cada
unidade acrescida de imazapyr+imazapic (Fig. 39). Este resultado pode ser
explicado em funcédo da ocorréncia de maiores incrementos de clorofila b (Fig. 37)

em comparacao a clorofila a (Fig. 36).

Tabela 23 — Relacdo entre os teores de clorofilas a/b (mg g?') das plantas das
cultivares de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas
ao herbicida imazapyr+imazapic, em sistema aplique/plante.
CAP/UFPel, 2014

Cultivar Relacdo a/b
BRS382CV 0,18 bt
CD249STS 0,19 ab
NA5909RR 0,21 a

C.V. (%) 13,28

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna nado diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.



104

0,24 A

0,22 4

0,20 A

0,18 A

Relagéo a/b (mg g™)

2

®— v=0,17+0,00004x R“=0,87

0,16 A

0,14 T T T T T
0 35 70 105 140

Dose do herbicida Imazapyr+Imazapic (g ha'l)

Figura 39 — Relacdo entre os teores de clorofilas a/b (mg g!) em plantas de
cultivares de soja submetidas a doses crescentes do herbicida
imazapyr+imazapic em sistema aplique/plante. CAP/FAEM/UFPel,
Capao do Ledo/RS, 2014. Os pontos representam os valores médios das

repeticdes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos de confianca da
média.

O teor de perdéxido de hidrogénio foi maior nas cultivares RR e CV,
comparadas a STS. Ja, para a peroxidacao lipidica observou-se aumento da variavel
para cultivar RR, comparadas as demais (tab.24). Em baixas concentracfes, o
peroxido de hidrogénio pode atuar como molécula sinalizadora para atividade do
sistema de defesa antioxidante frente ao estresse por herbicida (WU et al., 2010). A
peroxidacdo lipidica gera compostos responsaveis pela decomposicdo de acidos
graxos das biomembranas e o acumulo destes pode atestar o estresse oxidativo

(FAHEED, 2012).

Tabela 24 — Peroxidacdo liquida em termos das espécies reativas ao acido
tiobarbitlrico (TBARS) (nM MDA ¢! MF) das plantas das cultivares
de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas ao
herbicida  imazapyr+imazapic, em  sistema  aplique/plante.
CAP/FAEM/UFPel, 2014

Cultivar H202 (mM g MF) TBARS (nM MDA g*MF)
BRS382CV 4,03 at 42 71b
CD249STS 3,31b 40,46 b
NA5909RR 454 a 55,30 a

C.V.(%) 17,87 22,92

! Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Para a variavel teor de proteina, foi verificada diferenga entre a cultivar CV e
as demais na testemunha sem aplicagéo, onde foi observado maior teor de proteina
para cultivar CV. Observou-se diferenga entre a testemunha e as demais doses
somente para cultivar CV (Fig. 40; tab.25). Em relacdo as doses do herbicida os
dados referentes as cultivares CV e RR nado se ajustaram a nenhum modelo que
explicasse biologicamente seu comportamento. Para cultivar STS, os dados
ajustaram-se a equacéao polinomial linear, com R? de 0,77. De modo geral, a cultivar
STS apresentou comportamento linear decrescente da variavel, conforme elevacéo
da dose de imazapyr+imazapic, sendo verificada diminuicdo de 1,75mg caseina g1
MF para cada unidade acrescida do herbicida (Fig. 40). As proteinas sao
encontradas em todas as partes das células, uma vez que sédo fundamentais sob
todos os aspectos da estrutura e funcdo celulares. Alteragcbes nos teores de
proteinas podem representar danos para o crescimento e desenvolvimento das
plantas. Trabalhos demostram que a aplicacdo de herbicidas pode resultar em
menor sintese de proteina (WANG; ZHOU, 2006; SOOD et al., 2012).
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Figura 40 — Teor de proteina (mg caseina g* MF) em plantas das cultivares de soja
BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas a doses crescentes
do herbicida imazapyr+imazapic em sistema aplique/plante.
CAP/FAEM/UFPel, Capado do Ledo/RS, 2014. Os pontos representam 0s

valores médios das repeticdes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos
de confianca da média.

Os dados referentes a atividade da SOD ajustaram-se a equacao polinomial

linear com R? de 0,71, considerado satisfatorio. Observou-se aumento linear da
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varidvel conforme elevacdo da dose de imazapyr+imazapic, sendo verificado
acréscimo de 0,35UA mg? proteina minuto! para cada unidade acrescida do
herbicida (Fig. 41). Em estudo semelhante, observou-se aumento na atividade da
SOD em funcado do herbicida lactofen, comparado ao tratamento controle para
cultura da soja (FERREIRA et al., 2010). Ainda, foi observado que através do
aumento da dose do herbicida oxyfluorfen houve maior atividade da SOD em plantas
de soja (CATANEO et al., 2010).
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Figura 41 — Atividade da enzima SOD (UA mg™ proteina minuto!) em plantas de
cultivares de soja submetidas a doses crescentes do herbicida
imazapyr+imazapic em sistema aplique/plante. CAP/FAEM/UFPel,
Capao do Le&do/RS, 2014. Os pontos representam os valores médios das

repeticbes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos de confianca da
média.

A elevacdo da atividade da SOD em resposta ao estresse imposto por
determinados herbicidas decorre da acumulacdo de EROs, particularmente sob
condicbes que podem levar a morte da célula (LANGARO, 2015). A SOD,
considerada a primeira linha de defesa contra os danos causados pelas EROs,
catalisa a conversao do anion superoxido a H202 e O nos cloroplastos, mitocondrias
e peroxissomos (WANG et al., 2012) interferindo na concentracdo das EROs
envolvidas na reacdo de Haber-Weiss para a producdo do radical hidroxila. Dessa
forma, desempenha papel fundamental do mecanismo central de defesa dos
organismos (LEON et al., 2002).
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Os dados referentes a atividade da CAT né&o ajustaram-se aos modelos
testados (Fig. 42). Resultados semelhantes podem ser observados quando a
aplicacdo do herbicida imazapyr+imazapic em plantas de arroz irrigado resultou
menor atividade da enzima CAT, comparado a testemunha (LANGARO, 2015).
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Figura 42 — Atividade da CAT (UA mg™ proteina minuto!) em plantas das cultivares
de soja BRS382CV, CD249STS e NA5S909RR submetidas a doses
crescentes do herbicida imazapyr+imazapic em sistema aplique/plante.

CAP/FAEM/UFPel, Capao do Le&do/RS, 2014. Os pontos representam 0s
valores médios das repeti¢cBes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos de

confianca da média.

Para a atividade da enzima APX foi verificada diferenca entre as cultivares CV
e RR para dose 140g ha do herbicida (Fig. 43; tab.25). No que tange as doses, 0s
dados referentes as cultivares CV e STS ndo se ajustaram a nenhum modelo que
explicasse biologicamente seu comportamento. Porém para cultivar RR, os dados
ajustaram-se a equacdo polinomial linear, com R? de 0,82. Observou-se
comportamento linear decrescente da variavel conforme elevacdo da dose do
herbicida, sendo verificada diminuicdo de 0,14mg caseina g MF para cada unidade
acrescida de imazapyr+imazapic (Fig. 43).

A CAT, juntamente com a APX, atua na remocédo do perdxido de hidrogénio
resultante da atividade da SOD, convertendo-o a agua. No entanto, ha afinidade
diferenciada dessas duas enzimas pelo seu substrato, de modo que a APX, com sua
alta afinidade, atua quando o H>O> esté presente em baixas concentracdes e a CAT,
por outro lado, tem comportamento inverso (GILL; TUTEJA, 2010). A APX é
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conhecida por desempenhar o papel mais importante na eliminacdo de EROs,
protegendo as células de plantas superiores, algas, e outros organismos. Esta
enzima esta envolvida na eliminacdo do H202 e utiliza como o doador de elétrons o
ascorbato (GILL; TUTEJA, 2010). A aplicacdo em pré-emergéncia dos herbicidas
oxadiazon e pendimethalin provocaram maior atividade da enzima APX em plantas
de arroz irrigado (LANGARO, 2015). Em estudo semelhante, verificou-se que a
atividade da APX aumentou tanto em folhas, como raizes de trigo submetidas a
aplicacao de chlorotoluron (SONG et al., 2007).
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Figura 43 — Atividade da APX (UA mg proteina minuto!) em plantas das cultivares
de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR submetidas a doses
crescentes do herbicida imazapyr+imazapic em sistema aplique/plante.

CAP/FAEM/UFPel, Capao do Le&do/RS, 2014. Os pontos representam 0s
valores médios das repeti¢cdes entre cultivares e as barras, os respectivos intervalos de

confianca da média.

A fim de manter as EROs sob controle, as plantas exibem equilibrio entre
EROs e sistema antioxidante. Geralmente, com aumento da atividade da SOD
ocorre também, aumento nos teores de peréxido de hidrogénio. As enzimas do
sistema antioxidante ndo eliminam o *OH diretamente, de modo que a regulacao de
seus precursores O>* e H>O2 € 0 passo fundamental na prevencgéo dos riscos do
*OH, reunindo a a¢édo das enzimas SOD, APX e CAT (BHATTACHARJEE, 2010).
Dessa forma, a combinacgao eficiente da SOD, CAT e APX minimizaria os efeitos do
estresse oxidativo, apresentando papel importante na regulacdo das EROs

(DAMANIK et al., 2012). A peroxidacéo lipidica € uma das consequéncias mais
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investigadas das ac¢des das EROs nas esturuturas das membranas, sendo uma das
primeiras respostas aos danos induzidos pelo estresse nos tecidos das plantas
(AMRI; SHAHSAVAR, 2010).

Tabela 25 - Teor de proteinas (mg caseina g MF), atividade da enzima CAT (UA
mg* proteina minuto?) e APX (UA mg! proteina minuto!) das plantas
das cultivares de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR
submetidas a doses crescentes do herbicida imazapyr+imazapic, em
sistema aplique/plante. CAP/FAEM/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2014

Doses de imazapyr+imazapic (g ha™?)

Cultivar 0 35 70 105 140
Teor de proteinas (mg caseina g* MF)
BRS382CV 31,58 at 10,33 a 16,57 a 13,89 a 10,45 a
CD249STS 17,59 b 12,72 a 9,92 a 9,66 a 11,02 a
NA5909RR 14,20 b 15,54 a 10,57 a 11,20 a 12,09 a
C.V.(%) 28,57
Cultivar Atividade CAT
BRS382CV 0,022 b 0,024 a 0,017 a 0,022 a 0,016 a
CD249STS 0,047 a 0,014 a 0,015a 0,020 a 0,016 a
NA5909RR 0,016 b 0,028 a 0,016 a 0,013 a 0,016 a
C.V.(%) 37,09
Cultivar Atividade APX
BRS382CV 0,52 a 0,56 a 0,24 a 0,16 a 0,19b
CD249STS 0,31a 0,46 a 0,31 a 0,24 a 0,42 ab
NA5909RR 0,45 a 0,33 a 0,54 a 0,69 a 1,04 a
C.V.(%) 55,57

1 Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem significativamente pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

As plantas, ao longo do tempo, desenvolveram estratégias para suportar o
efeito adverso de herbicidas e aliviar sua fitotoxicidade via sistema de
desintoxicacdo mdultipla (KAWAHIGASHI, 2009). Estudos tém mostrado que EROs
(como H202) pode servir como moléculas sinalizadoras envolvidas na resposta das
plantas aos estresses bidticos e abidticos (GILL; TUTEJA, 2010), podendo ativar
enzimas do sistema antioxidante (JIANG; YANG, 2009).

Com base no exposto, verifica-se a necessidade da realizacdo de mais
estudos que auxiliem a compreender as alteraces no metabolismo secundario de
plantas de soja submetidas ao estresse por herbicidas, uma vez que esta € a

ferramenta mais utilizada no controle de plantas daninhas.
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4.4 Conclusodes

As cultivares CD249STS e NA5909RR apresentam, em geral, maiores teores
de clorofila comparadas a cultivar BRS382CV. O aumento da dose de
imazapyr+imazapic diminui o teor de clorofila das cultivares. A cultivar NA5S909RR
sofre maior estresse por meio de peréxido de hidrogénio e peroxidacgédo lipidica, em
comparacao as cultivares CD249STS e BRS382CV.

O aumento do estresse pela dose do herbicida ocasiona maior atuacao das
EROs. Em geral, a elevacdo da dose de imazapyr+imazapic aumenta a acao do
sistema antioxidante enzimético através das enzimas SOD, CAT e APX.

O sistema de manejo néo influencia nas alteragdes metabolicas das cultivares
de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR.



5. CONCLUSOES

A cultivar de soja BRS382CV é resistente ao residuo da mistura dos
herbicidas imazapyr e imazapic, aplicado no manejo da cultura do arroz irrigado
conduzido sob sistema Cultivance® porém, as cultivares CD249STS e NA5909RR
S&0 suscetiveis.

A produtividade das cultivares de soja € afetada pelo residuo do herbicida,
assim como seus componentes de rendimento biolégico.

O residuo da mistura dos herbicidas imazapyr e imazapic afeta positivamente
a qualidade fisiol6gica das sementes das cultivares de soja.

O azevém semeado em sucessdo a soja tem sua producdo de massa da
matéria seca da parte aérea reduzida pelo aumento do residuo da dose do herbicida
imazapyr+imazapic.

As cultivares de soja NA5909RR e CD249STS séo suscetiveis ao residuo da
mistura dos herbicidas imazapyr e imazapic aplicado no manejo da cultura do arroz
irrigado, enquanto que a cultivar BRS382CV é resistente.

A elevacdo da dose do residuo de imazapyr+imazapic aumenta a producao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) em plantas de soja. A cultivar NA5909RR,
em geral, apresenta maior producdo de EROs comparada a CD249STS e
BRS382CV.

O Kwm (concentracdo de piruvato) da enzima ALS das cultivares de soja
BRS382CV, CD249STS e NA5909RR sdo semelhantes, contudo o Vmax
(velocidade maxima da reacdo) da cultivar resistente € menor, comparado as
demais.

A resisténcia da cultivar de soja BRS382CV pode ser decorrente da

insensibilidade da enzima ALS ao herbicida imazapic.
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As cultivares CD249STS e NA5909RR apresentam, em geral, maiores teores
de clorofila comparadas a cultivar BRS382CV. O aumento da dose de
imazapyr+imazapic diminui o teor de clorofila das cultivares. A cultivar NA5909RR
sofre maior estresse por meio de peroxido de hidrogénio e peroxidacao lipidica, em
comparacao as cultivares CD249STS e BRS382CV.

O aumento do estresse pela dose do herbicida ocasiona maior atuacéo das
EROs. Em geral, a elevacdo da dose de imazapyr+imazapic aumenta a acdo do
sistema antioxidante enzimético através das enzimas SOD, CAT e APX.

O sistema de manejo ndo influencia nas alterag6es metabdlicas das cultivares
de soja BRS382CV, CD249STS e NA5909RR.
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